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ABSTRACT

Giile¢ Yilmaz G. S. Investigation of Correlation Between Apolipoprotein E gene
polymorphism, and miRNA 221/222 Expression Levels in Atherosclerosis.
Yeditepe University Healt Sciences Institude, Department of Molecular Medicine.
Doctorate Thesis. Istanbul, 2016.

Atherosclerosis is the major cause of death and disability in the world. This
study aims to investigate the relations between atherosclerosis and Apolipoprotein E
(ApoE) gene variations and complex mechanism of microRNAs (miRNA) especially
miRNA 221 and miRNA222. ApoE genotyping and miRNA expression analysis were
performed by using real-time polymerase chain reaction and lipid subfraction analysis
assessed for blood samples from a group of patients with atherosclerosis (n=89) and
control group (n=93). We observed that there was an association between low HDL and
cardivascular risk (p=0,011). The frequency of the E3/E4 genotype was found to be
significantly higher in patients compared to controls (p=0.029) and carrying this allele
has increased the cardiovascular risk. Individuals carrying the E2/E3 genotype had
significantly higher in control group (p=0,011). However carrying E2 allele was
reduced the cardiovascular risk 10 times (p=0,006). Lipid analysis emerged that E/E3
genotype carriers had higher plasma cholesterol (p=0,012) and LDL levels (p=0,039).
Furthermore risk estimating ratio, [chcf olesterol]/[HDL], higher in the E37E3 genotype
group (p=0,0027). Carrying E2 allele had positive effect meanwhile E4 allele negative
affects on lipid profiles. The miRNA expression analysis showed that miRNA 221 and
mMiRNA222 expressions were lower in the patient group. By the ROC analysis, we
observed that miRNA 221 and miRNA222 are candidate biomarkers for atherosclerosis
(p=0,004 ve p=0,003). Also analysis showed that there are relations between
miRNA122a and plasma TG (p=0,046) and VLDL (p=0,029) levels.

Key Words: Atherosclerosis, ApoE, miRNA 221, miRNA222
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OZET

Giilec Yilmaz G. S. Ateroskleroz Hastah@inda Apolipoprotein E  (ApoE)
Polimorfizmi ile Mikrorna 221/222 Arasindaki iliskinin Arastirilmasi. Yeditepe
Universitesi Saghk Bilimleri Enstitiisii, Molekiiler Tip Anabilim Dali. Doktora Tezi
istanbul, 2016.

Bu c¢aligmada tiim diinyada 6nde gelen morbidite ve mortalite nedeni olan
aterosklerozda ApoE gen varyasyonlarmmin etkilerinin arastirilmasi  ve basta
MiRNA221/222 olmak tizere miRNAlarin hastalikla olan iliskisinin molekiiler agidan
degerlendirilmesi amaclanmistir. 89 ateroskleroz tanisi almis hasta ve 93 saglikli
kontrolden olugan calisma grubumuzun gercek zamanli pzr ile ApoE genotiplemesi,
mikroRNA ifade diizeylerinin belirlenmis ve lipid altgrup analizi yapilmistir. Yapmis
oldugumuz risk analizlerinde diisiik HDL degerine sahip olmanin kardiyovaskiiler riskle
iligkili oldugu belirlenmistir (p=0,011). ApoE genotip ve allel frekanslart kontrol ve
ateroskleroz hasta olgulari ile karsilastirildiginda E3/E4 genotipine sahip olgularin hasta
grubunda yiiksek oldugu ve riskini artirdigi (p=0,029), E2/E3 genotipinin ise kontrol
grubunda yiiksek oldugu ve riski azalttigi gézlenmistir (p=0,011). E2 alleli tasimanin
ateroskleroz riskini 10 kat azaltigi gozlenmistir (p=0,006). Lipid degerleri
incelendiginde E3/E3 genotipine sahip olgularin simir degerlerinin iistiinde plazma
kolesterol (p=0,012) ve LDL diizeylerine (p=0,039) sahip oldugu saptanilmistir. Ayrica
[kolesterol]/[HDL] oranmmin da E3/E3 genotipinde yiiksek oldugu belirlenmistir
(p=0,027). Allel diizeyindeki degerlendirmelerde E2 allelinin kolesterol degerleri
tizerinde olumlu etki gosterdigi (p=0,036) E4 allelinin ise negatif etkiledigi (p=0,038)
gozlenmistir. MIRNA ifade diizeyleri incelendiginde miRNA221 ve miRNA221’nin
hasta grubunda bu miRNAlarin daha az ifade edildigi belirlenmistir. Ayrica ROC
analizi sonuglarina gore MiIRNA221 ve miRNA221 ifade diizeylerinin esik degeri
olarak degerlendirilebilecegi ve ateroskleroz tanisinda biyobelirte¢ adayi olabilecegi
gosterilmistir (p=0,004 ve p=0,003)). Ayrica lipid diizeyleri ve miRNAlar iizerinde
yapilan incelemelerimizde MIRNA122a ifade diizeyinin azalmasinin TG (p=0,046) ve
VLDL (p=0,029) diizeyinde artisa neden olarak kardivaskiiler riski artirabilecegi

kanisina varilmistir.

Anahtar Kelimeler: Atheroskleroz, ApoE, miRNA 221, miRNA222
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1. GIRIS VE AMAC

Gelismis {ilkelerde ateroskleroz komplikasyonlar1 ile birlikte Onde gelen
morbidite ve mortalite nedenidir. Tirkiye'de Eriskinlerde Kalp Hastaligi ve Risk
Faktorleri Sikligi Taramasi (TEKHARF) verilerine gore lilkemizde koroner arter
hastaligi (KAH) prevalanst 45-54 yas grubunda %6 iken, 55-64 yas grubunda %17
dolayina, 65 yas ve lizerindeki bireylerde %28 diizeyine yiikselmektedir. S6z konusu
prevalanslar 1990 yilindakilere kiyasla 50 yas istii kesimde %80 oraninda artmuistir.
Yine ayni ¢aligmasinin verilerine gore tiim dliimlerin %42’si koroner kalp hastaligina,
%10’u da serebrovaskiiler hastaliklara baglidir. Bu veriler 1s181nda ateroskleroza bagh

oliimler hemen hemen tiim Sliimlerin yarisindan sorumlu oldugu diigiiniilmektedir (1).

Ateroskleroz morbitite ve mortaliteye yol acan, periferik veya santral yerlesimli
pek ¢ok vaskiiler bozuklugun altinda yatan temel patolojik tablo olarak
tanimlanmaktadir. Giinlimiizde arter duvarinda kolesterol birikimi ile bunun yarattig
kronik inflamatuar cevapla birlikte seyreden multifaktoriyel bir hastalik oldugu goriisii
hakimdir. Aterosklerozun doéniisimii olmadan ilerleyen bir hastaliktan ziyade tibbi
tedaviye yanit verebilen, dinamik inflamatuar bir siire¢ oldugu ortaya konulmustur.
Ayrica aterosklerozun klinik sonuclarinin liimen daralmasindan ziyade plagin icerigine

odaklanan yeni tanisal yaklasimlari giindeme getirmistir (2).

Apolipoprotein  E  (ApoE), yiiksek yogunluklu ve trigliserid zengin
lipoproteinlerin yapisinda bulunan ve viicutta lipid hemostasin1 diizenleryen bir
lipoproteindir ve aterosklerozdan korunmak i¢in 6nemli bir role sahip oldugu tespit
edilmistir (3).

MikroRNA’lar (miRNA) yaklagik 21-23 niikleotit uzunlugunda tek iplikli RNA
molekiiliidiir ve gen ifadesinin diizenlenmesinde rol oynarlar. MiIRNA, DNA’da
transkripsiyonu yapilan ancak translastonu yapilmayan genler tarafindan kodlanir.
mMiRNA’larin genler ve transkripsiyon tizerindeki etkisinin kesfi ile arastirmalarda odak
noktast haline gelmeye baslamistir (4). miRNA’lar apoptozdan hiicre boliinmesine,
hiicre farkliagsmasina, kanserden kalp hastaligina kadar bir¢cok hastaligin biyolojik ve
fizyopatojisinin aydinlatilmasina ve kisisel tip alaninda epigenetik mekanizmalarin

belirlenmesine katki saglamaktadir (5).



MIRNA 221/222 hiicre bolinmesinde gorev alan genler tzerindeki etkisi
nedeniyle 6zelllikle cesitli kanser tiirleri iizerinde etkileri incelenmis ve kanser igin
biyomaker aday1 olabilecegi lizerine arastirmalar yapilmistir (6). Hiicre dongiisiinde
etkileri belirlenen miRNA 221/222’nin, aterosklerozun olusum mekanizmasinda énemli
basamaklar olan endotel bozuklugu ve damar diiz kas hiicrelerinin farklilasmasindaki
etkilerinin belirlenmesi hastaligin mekanizmasinin agiklanabilmesi i¢in yeni bir boyut
kazandirmaktadir (7). miRNA221/222’nin ifadesinde azalmanin hiicre déngiisii proteini
olan p27Kipl’in c¢alismasini etkileyerek ateroskleroz plak yirtilmasina neden
olabilecegi bildirilmistir (8). Xue ve arkadaslari (2015) tarafindan miRNA 221/222
ifade diizeylerindeki degisimlerin insan damar endotelinde fonksiyon bozukluguna
neden oldugu agiklanmistir (9). Ayrica miRNA221/222 iizerinden dokuya &zgii etki
gosterek damar endotel hiicrelerinin proliferasyonunu artirarak damar i¢inde endotel
biitiinliglinii saglar. Damar biitlinliigiin korunmasi1 makrofajlarin subendotelyal alana
gecerek inflamasyonu tetiklemelerini de engeller (10). Kothapalli ve arkadaslarinin
(2013) ApoE geni susturulmus farelerle yapilmis in vitro ¢alismada ApoE geninin ve
MiRNA221/222 diizenlenmesini anlamli sekilde etkiledigini gostermistir. APoE geninin
etkin olmasi viicutta lipid metabolizmasina pozitif etki gosterdigi gibi, arterlerdeki
damar diiz kas hiicrelerinin proliferasyonunu baski altinda tutarak arterlerdeki intima
kalinlasmasini ve inflamatuar sikokinlerin salgilanmasini engellemektedir. Sonug olarak

ApoE genin de miRNA221/222 ifadesi lizerine etkili oldugu belirlenmistir (11).

Atheroskleroz olusum mekanizmasi farkli agilardan daha genis degerlendirmek

icin MIRNA ve hedef proteinlerinin veri tabanlari arastirilmis (http://www.mirbase.org/,

http://www.targetscan.org/) ve konuyla ilgili caligmalar degerlendirilmistir. Yapilan

arastirmalar sonucunda herbiri farkli bir agidan aterosklerozu etkileyen yedi miRNA
daha belirlenerek konunun kapsami genigletilmistir. Damar diiz kas hiicrelerinin
farklilasmasi1  iizerinde etkili oldugu belirlenen mMIRNA143/145 kiimesinin
atherosklerozdaki roliiniin arastirilmasi amaclanmistir (12). Ayrica bu caligmada
hiicrelerde hipertrofiye neden olan genlerin diizenlenmesinde aldigi rol nedeniyle
miRNA133a ve miRNA133b’nin atheroskleroz ve 6zellikle Sol Ventrikiil Hipertrofisi
ile iliskisi arastirilmistir (13). Lipoprotein metabolizmasi ve kolesterol mekanizmast ile
iliskili oldugu disiiniilen mMiRNA122a’nin  ateroskleroz ve HDL kolesterol
metabolizmasi lizerinde etkisinin belirlenmesi hedeflenmistir (14,15). Hiicreler arasi

alan (ekstraseliiler alan) sentezi saglayan genlerin diizenlenmesinde goérev alan ve


http://www.mirbase.org/
http://www.targetscan.org/

hiicreler arasi iletisimde rol oynadigi belirlenen (16) mIRNA494 ve miRNA499,

hastalar iizerinde aterosklerozun olusumundaki etkilerini incelemek i¢in se¢ilmiglerdir.

Yapilan literatiir taramalarinda bir ¢ok calismanin hiicre kiiltiirii diizeyinde
stirdiiriildiigii in vivo ¢alismalarin ise fareler lizerinde yapildigi gérmekteyiz. Ancak
bugiine kadar ateroskleroz tanis1 almis hastalarda yapilmis bu kapsamda herhangi bir

calismaya rastlanmamustir.

Son yillarda MiRNA’larin hastaliklarin etimiyolojisinde ve fizyopatolojisinde
rolliniin arastirilmasi molekiiler ¢alismalarin odak noktasinda yer almaktadir. Bu
calismada ateroskleroz hastalarinda ApoE gen mutasyonlarinin etkilerinin arastirilmasi
ve basta MIRNA221/222 olmak iizere belirlenen diger mikroRNAlarin (MiRNA143,
miRNA145, miRNA133a, miRNA133b, miRNA122a, miRNA494, miRNA499)

iligkisinin molekiiler agidan degerlendirilmesi amag¢lanmistir.



2. GENEL BIiLGILER

2.1. KALBIN ANATOMOSI VE FiZYOLOJiSi

Kalp orta mediastende, sag ve sol akcigerin arasinda ve 0zafagusun Oniinde,
perikard adi verilen bir Kese igerisinde yer almaktadir. Biiyiikliigii yasa ve cinsiyete gore
degismekle birlikte, agirligi kadinlarda 230-280gr, erkeklerde ise 280-340gr olan bir
organ olup kabaca 4 bosluktan olusan kassal bir organ olarak tanimlanmaktadir. Sag ve
sol atriyum ve sag ve sol ventrikiiller bu bosluklara verilen isimlerdir (17,18). Normal
kalpte birbirinden farkli yapiya sahip iki ayr1 atriyum vardir. Normal kalpte sistemik
venler sag atriyuma agilirlar (19). Yine normal kalpte birbirinden farkli morfolojiye
sahip iki ayr1 ventrikiil mevcuttur. Sag ventrikiil ¢itkiminda pulmoner arter, sol ventrikiil
c¢ikiminda da aort ve bu arterlerin kapaklari yer almaktadir. Bu kapaklar semilunar
kapaklar olarak isimlendirilir ve bu kapaklarin agilip kapanmasi, kan akimi ve basing
farki sayesinde ger¢eklesmesini saglamaktadir (20,21). Sol atriyum ve sol ventrikiil
mitral kapak ile birbirinden ayrilirken, sag atriyum ve sag ventrikiil ise trikiispid kapak
ile birbirinden ayrilir. Bu kapaklar sayesinde kan tek yonde hareket etmektedir. Kalbin
duvar yapisi histolojik olarak endokard, miyokard ve epikarddan olusmaktadir. Kalbin
bosluklarini iceriden doseyen kat endokard, kalbe 6zgii kas dokusundan olusan kat
miyokard ve kalbin dis ylizeyini kaplayan kat da epikard olarak isimlendirilir.
Atriyumlarin duvar kalinligi 2-3mm, sag ventrikiiliin 5-8mm ve sol ventrikiiliin duvar
kalinligi 10-15mm oldugu gosterilmistir (22).

Kalp koroner arterler ile beslenir. Bu arterler; sag koroner arter (RCA), sol 6n
inen arter (LAD) ve sirkumfleks (Cx) arter olarak isimlendirilir (22). Bu arterlerde
olusan darliklar veya tikanikliklar ise koroner arter hastalifina yol agmaktadir. Koroner

siniis ve diger kardiyak venler ise kalbin ven6z kan doniisiinii saglamaktadirlar (23).

Kalp anatomik bir pompa gorevi gorerek tiim viicuda kani dagitmaktan
sorumludur. Sinir sisteminden etkilenir ancak otonom olarak calismaktadir. Siniis
diigiimiinde baslayan ileti, atriyoventrikiiler diigiime ve bu ileti de miyokard liflerine

dogru dagildig1 agiklanmustir (23).

Kardiyak donglinin mekanizmasi Mill ve arkadaslart (1997) (23) tarafindan
gosterilmistir soyleki; elektriksel uyari sinoatriyal diigiimde baslar ve her iki atriyuma

ulagarak atriyal kontraksiyonu saglanmaktadir. Sonrasinda ileti atriyoventrikiiler
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diigiime gelir. Burada ileti yavaglayarak his demetine, oradan da sag ve sol ventrikiil
dallarina gecerek ventrikiiler kontraksiyonu saglanmaktadir. Ozetle kalp bosluklart
koordineli olarak kasilir (sistol) ve ardindan gevseme (diyastol) donemine geger ve
sonugta kan sol ventrikiilden aorta ve sistemik dolasima gonderilirken sag ventrikiilden
de pulmoner artere ve akciger dolasimina gonderilmektedir.

Kalbin pompa gorevi kalp debisi ve vendz doniisii dengelemektedir. Kalp debisi
her bir ventrikiilden bir dakika igerisinde pompalanan kan miktar1 olarak
tamimlanmaktadir. Normal bir eriskinde kalp debisi 5lt/dakika olup egzersiz
donemlerinde pompalanan kan miktar1 ise artmaktadir. Genellikle sol ventrikiiliin
pompaladigi kan miktar1 Olgiiliirerek kalp debisi sol ventrikiil fonksiyonunun bir
gostergesi olarak kabul edilmektedir. Kalp debisi, kalp hizi ve atim hacmi (stroke
volume, SV) carpimi sonucu elde edilen bir degerdir. Kalp her bir dakikada yaklasik
75ml kan pompalar bu da atim hacmi olarak isimlendirilir atim hacmi ii¢ faktore bagl
olarak degismekte olup sdzkonusu faktorler asagida 6zetlenmistir (24):

1. Sistoliin baglangicinda ventrikiiliin igerdigi kan miktar1 (diyastol sonu hacim,

EDV)

2. Ventrikiillerin kasilma giicii(sistol sonu hacim, ESV)

3. Ortalama aortik basing (MAP).

Kalp kas1 kasilmasi bes ayr1 faktor tarafindan diizenlenir, sirasiyla (24);

1. Onyiik (preload)

2. Ardyiik (afterload)

3. Kontraktilite

4. Diyastolik kompliyans

5. Kalp hiz.

Onyiik: Kalp kasilmasi dncesi miyozitlerin uzamasina sebep olan pasif dolus
olarak isimlendirilir. Sol ventrikiil diyastol sonu basinct (LVEDP) ve sol ventrikiil
diyastol sonu hacmi (LVEDV) o6nyiikii 6ngérmek i¢in kullanilan verilerdir. Frank
Starling Yasasi: Kalp, onylikii arttifinda hem kasilmasini hem de atim hacmini
arttirarak bu duruma cevap verebilir. Bu yasada; miyozilerdeki uzunluk ve gerilim ile
giic ve hiz iliskisini igerir. Sonu¢ olarak sarkomer uzunlugunun artmasi sonucunda,
aktin ve miyozin arasindaki aktiflesmis boliimlerin sayisinin arttig1 gosterilmistir (25).

Ardyiik: Kalbin sistolii sirasinda kisalmasi gereken miyokardiyal liflere karsi
olusan yiiklerin tiimiine ardytik isim verilmektedir.. Ardytikiin arttig1 durumlarda Frank-

Starling yasasina gore, miyokardiyal liflerde kisalma hiz1 azaltmaktadir. Laplace kanuna
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gore ventrikiil duvar gerilimi, ventrikiil i¢ci basing ve ventrikiil capt ile dogru
orantiliyken, duvar kalinligi ile ters orantili oldugu rapor edilmistir (26).
2.2. SOL VENTRIKUL HiPERTROFISI VE PATOFIZYOLOJISi

Kalp hemodinamik bir sorunla ile karsilastiginda, bu problemi ti¢ sekilde kontrol
altina alinabilmektedir (26):

1. Frank-Starling mekanizmasi ile aktin ve miyozin arasindaki aktiflesmis
boliimlerin sayisini ¢ogaltmak,

2. Olusan fazla yiike katlanabilmek i¢in kas kiitlesini arttirmak,

3. Kasilma giiciinii arttirabilmek i¢in ndrohormonal mekanizmalar1 ¢alistirmak.

Hemodinamik yiikiin artmasina bagli kalbin kullandigi en 6nemli mekanizma
kas kiitlesini arttirmaktir. Kas kiitlesini arttirmanin tek yolu ise var olan miyositlerin
hipertrofiye ugramasi sonucu olusmaktadir (27).

Aort darlig1 veya hipertansiyon sonucu ortaya ¢ikan basing yiikiine cevap olarak
sarkomerler paralel olarak eklenmesi sonucu miyosit genisligi artar, sonucgta duvar
kalinlig1 artmaktadir. Bu remodeling (yeniden yapilanma) konsantrik hipertrofi olarak
isimlendirilmektedir (27).

Kronik aort yetmezligi, mitral yetmezlik veya anemi gibi kalbin hacim yiikiiniin
arttigl durumlarda ise sarkomerler seri halinde cogalirlar ve miyosit boyu uzayarak
ventrikiiler hacim artar. Bu remodeling ise eksantrik hipertrofi olarak tanimlanmistir
(27).

2.2.1. Sol Ventrikiil Hipertrofisinin Molekiiler Mekanizmasi

Nedeni ne olursa olsun, kardiyak hipertrofinin genlerin  yeniden
programlanmalarindaki karmasik degisiklikler sonucu ortaya ¢iktigi diistiniilmektedir.
Bu degisiklikler immatiir kardiyak genlerin reekspresyonunu kapsamaktadir. Bunlar; 1.
Motor iinitenin olusumunu ve diizenlenmesini modifiye eden genler, 2. Enerji
metabolizmasin1 modifiye eden genler, 3. Hormonal yolaklarin komponentlerini
kodlayan genler olarak siralanabilir. Bunlara ek olarak, intraseliiler iyon homeostazini
modifiye eden genlerde de degisiklikler goriilebilir ve kilit parasempatik ve sempatik
reseptorler ‘downregiile’ edilmektedir (28).

Ventrikiiler hipertrofinin temelinde miyositteki sarkomer sayisinin artmasi yer
almaktadir. Miyosit {izerindeki giic nasil oluyor da sarkomer sayisinin artmasini
sagliyor? Bu sorunun cevabi, mekanik bir inputun biyokimyasal bir olaya donligmesidir

ve bu da ekstraseliiler matriks (ECM) yoluyla olmaktadir (29). ECM’deki tirozin-



fosforile-kinazlar ve serin-threonin kinazlar hipertrofideki sinyal mekanizmalarinda rol
oynamaktadir (30).

Anjiyotensin II’'nin AT1 reseptorii yoluyla hipertrofi gelismesinde 6nemli rol
oynadigr Sadoshima ve arkadaslari (1993) tarafindan gosterilmistir (31). Ciinkii s6z
konusu hormonun, erken kardiyak biiylimeye neden olan molekiiler olaylari direkt
olarak indiiklemesi bu goriisii kuvvetlendirmektedir (32).

Kardiyak hipertrofinin ¢esitli genlerin ekspresyonuyla iligkili oldugu
bilinmektedir. Kuster ve arkadaslar1 (2013) (33) tarafindan yapilan c¢alismalar
sonucunda, kardiyak mast hiicrelerindeki gen ifade diizeylerinin kardiyak hipertrofisi
olan hastalarda ve saglikli dondrlerde farklilik gosterdigini ve kardiyak hipertrofinin
erken evrelerde geri doniisimli oldugu oldugunu gostermislerdir. Transkripsiyon
faktorleri, miyokardinin ekspresyonu aktive olmus B hiicrelerinin niikleer faktorii ile
inhibe edilebilmektedir (NF-k-light chain enhancer). Bu faktor kardiyomiyositlerdeki
gen ifade diizeylerini modifiye ederek Kkardiyak hipertrofiyi inhibe etmektedir.
Endothelin-1, atriyal natritiretik peptit (ANP) upregiilasyonu yoluyla kardiyak
hipertrofiye neden olabilir (34). Sonu¢ olarak yeni hipertrofi iliskili genlerin
belirlenmesi ve bunlarin molekiiler mekanizmalar1 kardiyak hipertrofinin tanisinda ve
tedavisinde klinik 6nem tasidigi bilim diinyasinda giin gectikce taraftar toplamaktadir
(35).

2.2.2. Sol Ventrikiil Hipertrofisinin Tanis1

Sol Ventrikiil Hipertrofisi (SVH) tanis1 ekokardiyografi veya noninvazif
gorlintiileme tetkikleri ile yapilabilmektedir. Sag ve sol ventrikiil kiitlelerinin normal
siirlart saglikli erkek ve kadinlarda bilinmektedir. Erkeklerde sol ventrkiil kiitlesi
113gr/m? iken, kadinlarda 95gr/m? oldugu gdsterilmistir (36). Sol ventrikiil kiitlesi
(LVK)= 1.04 x [ (LVDSC + IDK + ADK)® ] -13.6gr formiilii kullanilarak
hesaplanmaktadir (37). (LVDSC= Sol ventrikiil diyastol sonu ¢api; IDK =
Interventrikiiler septum kalinligi; ADK= Arka duvar kalinligin simgelemektedir).

2.2.3. Sol Ventrikiil Hipertrofisinin Gelismesinde Sorumlu Olan Risk Faktorleri

Sol Ventrikiil Hipertrofisi (SVH) gelisiminde rol oynayan risk faktorler; ileri
yas, obezite, hipertansiyon, koroner arter hastaligi ve diisiik ejeksiyon fraksiyonu olarak
tanimlanmaktadir (38).

Sol Ventrikiil kiitlesinin artmasi, ani kardiyak 6liim riskini arttirmaktadir, ancak
SVH hastalar1 uzun yillar higbir sikayetlei ve bulgular1 olmadan ve normal veya

normale yakin egzersiz rezervleri ile yillarca yasayabilirler. Bir kistm SVH hastasi ise
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diyastolik disfonksiyon, sistolik disfonksiyon veya her ikisine bagli kalp yetmezligi
geligtirebilirler. Tiim bunlardan dolayr SVH tanisinin konulmasina ve tedavi
stratejilerinin  belirlenmesine yonelik genetik caligmalarin yapilmasi biiyilk 6nem
tasimaktadir (39).

2.3. ATEROSKLEROZ

2.3.1 Aterosklerozun Molekiiler Mekanizmasi

Aterosklerosis, koroner arter hastaligi (KAH), karotid arer hastalig1 ve peripheral
arter hastaliginin altinda yatan en temel patolojik tablodur. ileri dénemde neden oldugu
thrombosis ya da atheroslerotik plagin asinmasi ve riiptiirii sonucunda hayati tehlike
yaratan akut koroner sendrom veya inme gibi yasami tehdit eden ve c¢ogunlukla
mortalite ya da kalic1 hasarlara yol agtig1 rapor edilmistir (37,40).

Aterogenez ve aterosklerozun olusum teorisi, endotel hiicrelerinin, arter
duvarindaki diiz kas hiicrelerinin, monositlerin, trombositlerin ve lipoproteinlerin
etkilesimi ile agiklanmaktadir. Erken aterosklerotik lezyonlarin olugsmasinda 3 onemli
faktor disiiniilmektedir. Bunlar; lipid metabolizma bozukluklari, vaskiiler hiicre
aktivasyonu ve enflamasyondur ve bunlarin etkilesimleri sonucunda da yagh
cizgilenmelerin olustugu gosterilmistir (41).

Endotel Disfonksiyonu, aterosklerozun patogenezinde ilk temel basamagi
olusturur. Endotel, damar duvarinda gecirgenligi belirleyen, damar liimenindeki
hemostaz1 kontrol eden ve salgiladig1 vazoaktif maddeler yoluyla damar tonusunu ve
bag doku yapimimi kontrol eden bir organ olarak isimlendirilmektedir (41). Kronik
hiperkolesterolemi, sigara kullanimi, sistemik hipertansiyon ve hiperglisemi gibi
faktorler endotel disfonksiyonuna neden olarak ateroskleroz olusumuna katkida
bulunmaktadir. Endotel disfonksiyonu sonucu endotel hiicreleri aktive olur ve adezyon
molekiilleri, sitokinler (IL-1, TNF-a), kemokinler (MCP-1, IL-8) ve biiylime faktorleri
(PDGF, FGF) salgilanir. Adezyon molekiilleri; Vaskiiler hiicre adezyon molekiilii 1
(VCAM-1), interseliiler adezyon molekiili 1 ve 2 (ICAM-1, ICAM-2), Trombosit/
endotel hiicre adzyon molekiilii (PECAM), selektinler (E-Selektin; endotel iizerinde, P-
Selektin; trombosit iizerinde, L-Selektin; I0kosit {izerinde) ve kadherinler olarak
siniflanabilir. Selektinler, endotel {izerinde, lokositlerin sicrama ya da yuvarlanma
seklindeki hareketlerini uyarir (42). Endotel disfonksiyonu gelistiginde, vazodilator
etkiye sahip nitrik oksit (NO) salinim1 azalacagindan dolay1 vazokonstriksiyon gelistigi
gibi oksijen radikallerinin iiretimi de artmaktadir. Damar duvarinin gegirgenligi artar ve

lipoproteinlere gegirgenlik kazanir. Doku faktoriiniin ekspresyonuna bagli tromboz
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gelisir ve hasara bagl olarak adezyon molekiillerinin ekspresyonu, kemokin ve sitokin
salinim1 artmasinin yaninda trombositlerin ve enflamatuvar hiicrelerin damar duvarina
adezyonu artirdig1 gosterilmistir (43). Aktive olmus endotel hiicreleri ayn1 zamanda
PDGF (plateletlerden tiireyen biiyiime hormone=platelet-derived growth factor) gibi
biliylime faktorlerini salgilayarak vaskiiler diiz kas hiicre proliferasyonu ve negatif yiiklii
proteoglikanlardan zengin ekstraseliiler matriks depolanmasina neden olmaktadir. Yagh
cizgilenmelerin 6zellikle bu intimal kalinlasma bolgelerinde olustugu bilinmektedir. Bu
bolgede negatif yiiklii proteoglikanlarin pozitif yiiklii LDL partikiillerine baglandig1 ve
makrofajlarin da LDLyi fagosite ettigi gosterilmistir (44).

LDL Oksidasyonu ve Lipid Birikmesi, interstisyel boslukta yag depolanabilmesi
icin bir yag kaynagina gereksinim vardir. Bu kaynak dolagimdaki yaglardir.
Dolasimdaki yaglarin depolanmasi 6zellikle yiiksek kolesterol diizeyleri ile baglantilidir
(41). Kolesterol kanda degisik sekilde lipoproteinler olarak dolagsmasi yaninda diisiik
yogunluklu lipoprotein (LDL) ateroskleroz olusumunu arttirirken, yiiksek yogunluklu
lipoprotein (HDL) kolesteroliin damar duvarindan ters tasmmmasma neden olarak
ateroskleroza kars1 koruyucu rol oynamaktadir. LDL damar duvarma girmeden 6nce
reaktif oksijen tiirevleri tarafindan oksitlenir (okside LDL) (45). Okside LDL’nin
yapisindaki ApoB100 degisiklige ugradigi icin LDL’nin makrofajlarda fagositoz hizi
yiikseltmekte olup intima igerisinde depolanmaktadir. Okside LDL kemokinlerin
sitokinlerin adezyon molekiillerinin ve biiylime faktdrlerinin salgilanmasin1 uyarildigi
rapor edilmistir (46).

Enflamasyon, aterosklerozda damar duvarinda depolanmis lipidlere dogru
aktive olmus enflamatuvar hiicreler yonlenmektedir (41, 46). Dolasimdaki 16kositler
karakteristik olarak lipid akiimiilasyonunun oldugu damar duvarindaki bolgelerde
tutulurlar. Baslangigta bu I0kositler monosit halindeyken aktive olduklarinda
makrofajlara doniismektedirler (47). Lokosit aktivasyonu vaskiiler hiicrelerden salinan
kemokinler yoluyla olmaktadir. Monosit kemokin proteini-1 (MCP-1) endotelden
okside LDL ve gesitli uyarilarla salgilanmaktadirlar. MCP-1 monositlerin segici
yonlendirilmis goclinde Onemli sorumluluk yiiklenmistir. Lokositler {izerindeki
CXCR2’e baglanan bir molekiil olan interlokin-8 de deneysel ateroskleroz olusumunda
rol oynamaktadir. IL-1, TNFa, CRP gibi sitokinler, adezyon molekiillerinin salinimini
artirmasinin yaninda endotele daha ¢ok 16kosit ve LDL baglanmasina neden olarak
trombojenisiteyi arttirirlar. Aynt zamanda CRP monositleri uyararak koagiilasyonda rol

oynayan doku faktorii salinmasmi artirir. Tiim bunlar sonucunda lipid hareketliligi
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tehlike sinyali olarak algilayan kopiik hiicreleri proinflamatuvar hiicrelerden olan hepler
tipi T lenfositleri gibi daha fazla inflamatuvar hiicre tutulumuna neden olurlar. “Helper
T” lenfositleri ise IFN-y ve IL-2 gibi sitokinlerin salinimina neden olarak monositlerin
aktive makrofaj haline doniismesini saglanmaktadir. Yagh ¢izgilenmenin klinik 6nemi
olmadig1 dislinlilse de bazi yagl cizgilenmeler fibrin ve yag iceren gercek
aterosklerotik plaklara dontisebilmektedirler (46). Aterosklerozun kompleks plaklar
haline donlismesinde diiz kas hiicreleri onemli sorumluluk yiliklenmektedir. Diiz kas
hiicreleri, subendotelyal aralia go¢ ederler, boliintirler ve sonucunda ekstraselliiler
matriksi sentezlerler. Aterosklerotik plagin 6nemli kismini hiicredisi matriks kismi
olusturur. Diiz kas hiicrelerinden fazla miktarda kollajen iiretimini saglayan uyarilar;
PDGF ve TGF-B’ dir. Hiicre disi matriksin birikiminde de matriks molekiillerinin
biyosentezinin matriks metalloproteinazlarla (MMP) dengesine baglidir. Hiicredisi
matriksin MMP” larla yikimindan ortaya ¢ikan makromolekiiller diiz kas hiicrelerinin
media tabakasindan intimaya go¢ etmesine neden olur. Sonugta lezyonun lipid dolu
cekirdegini, endotelyal yiizeyden ayiran fibréz bir sapka olusur. Bu sapka, cevresinde
kendi matriksinin kalin tabakalar1 bulunan uzun diiz kas hiicrelerinden meydana
gelmektedir Fibroz baslikta bir yandan diiz kas hiicreleri tarafindan ekstraselliiler
matriks yapimi devam ederken diger taraftan makrofajlar tarafindan {iretilen
proteinazlar tarafindan bag dokusu yikimi s6z konusudur. Bu yapim ve yikim ¢ok
sayida sitokin tarafindan kontrol edildigi gosterilmistir (47).

Lokositlerin Bir Araya Toparlanmasi: Normal endotel hiicresi 16kositlerin
adezyonuna direng gostermektedir. Endotel yiizeyinde adezyon molekiillerinin
ekspresyonu monositler ve T lenfositlerin endotele adezyonunu saglamaktadir. Adezyon
molekiillerinin baginda immiinglobiilin st ailesinden olan VCAM-1 ve 2 gelmektedir.
Diger bir 16kosit adezyon molekiilii ise selektinlerdir. Selektinler endotel hiicresinde
l6kositlerin sigrayan veya yuvarlanma tarzi hareketini tesvik etme egilimi gosterirken
immiinglobiilin ailesine ait olan adezyon molekiilleri daha siki adeziv etkilesimi ve
16kositlerin hareketsizlesmesini tesvik etme egilimindedir (48).

Adezyondan sonra l6kositlerin intima i¢ine girmesi igin bir sinyal gerekmektedir.
Bu sinyali kemokin olarak bilinen molekiiller tarafindan saglanmaktadir. Okside olmus
LDL’nin uyarmast sonucunda endotel ve diiz kas hiicreleri dahil bir ¢ok hiicre
tarafindan MCP-1 proteini salgilanir. MCP-1 monositlerin segici yonlendirilmis gociinii
saglamaktadir. Lokositler lizerindeki CXCR2’e baglanan bir molekiil olan interldkin-8

de deneysel ateroskleroz olusumundan sorumludurlar (49).
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2.3.2. Aterosklerotik Lezyonlar

Yagh c¢izgilenme, ¢ok sayida kopiik hiicresinin intimada birikmesi ve erken
yaslarda bile gozlenebilen ateroskleroz lezyonudur. Makroskopik olarak bakildiginda
damar liimeninde kan akimi yoniinde sar1 ¢izgiler olarak goriiliirler. Kan LDL diizeyi
azalmasi ile birlikte lezyona go¢ eden lipid miktar1 azalmasi sonucunda lipid diizeyinin
artmasina bagli olarak lezyonun geriledigi ve yerinde sadece skatriks dokusu kalir. Eger
tersi olursa lezyon bir ileri lezyona gelistigi rapor edilmistir (50).

Fibroz plaklar makroskopik olarak ¢ogunlukla liimene dogru biiyiiyen beyaz
renkli lezyonlar olarak tanimlanan mikroskopik olarak lipit ¢ekirdek, biiyiik miktarda
diiz kas hiicreleri, makrofajlar, kopiik hiicreleri, T lenfositler ve ekstra selliiler matrikste

yer almaktadir (51).

Lezyonlar ilerledik¢e hiicre dist lipit birikmeye baglar. Hiicre dis1 lipit
havuzunun biiyiik miktarini kopiik hiicreleri—nin apaptosizi sonucu kopiik hiicrelerinde
depolanan kolesterol esterlerinin agiga ¢ikmasi sonucunda olusmaktadirlar. Cok az
kismimi ise liimenden gecen lipoproteinlerden meydana gelmektedir. Makrofajlarin
siirekli ¢ogaldiklar1 ve monositlerin de siirekli lezyon igine gogtiikleri gbz Oniine
alindiginda makrofaj sayisinin asir1 artmamasi apopitosis goriisiinii desteklemektedir.
Plakda ise lipit ¢ekirdek etrafinda metalloproteazlar1 tireten makrofajlarin yer aldigi
belirlenmistir (52).

Olgunlasan aterom plaginda lipit ¢ekirdegin tizeri fibroz bashk ile ortiilidiir.
Fibr6z baslik medyadan intimaya gecen diiz kas hiicreleri ve onlarin {irettigi bag
dokusundan (kollajen lifleri, elastin, preteoglikanlar ve glikozaminoglikanlar)
olusmaktadir. Diiz kas hiicrelerinin gocli ve proliferasyonu PDGF, FGF gibi biiyiime
faktorlerinin uyarisi ile gergeklesir. Diiz kas hiicreleri ekstraselliiler matriks yapma

yeteneginde olan onarici hiicreleri olarak tanimlanmustir (53).

Fibroz baslikta bir yandan diiz kas hiicreleri tarafindan ekstraselliiler matriks
yapimi1 devam ederken diger taraftan makrofajlar tarafindan {iretilen proteinazlar
tarafindan bag dokusu yikimi olmaktadir. Bu yapim ve yikim cok sayida sitokin

tarafindan kontrol edildigi bildirilmistir (53).

Fibroz plaklar damar liimenini anlamli bir sekilde daraltsalar bile saglam
kaldiklar siirece onemli klinik olaylara yol agmadiklarina inanilmaktadir. Fibroz baslik

ne kadar kalinsa plak o kadar dayaniklidir. Lipit ve inflamatuar hiicrelerden zengin ve
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ince fibroz kapsiile sahip plaklar yiiksek yirtilma, zedelenme riskine sahip oldugu

gosterilmistir (53).

Komplike lezyonlar, lipid, enflamatuvar hiicre ve fibr6z dokuya ek olarak
hematom, hemoraji ya da trombiis igeren plaklardir. Komplike olmaya aday plaklara

kararsiz, dayaniksiz (unstable veya vulnarable) plaklar ismi verilmistir (53).

Dayanikli olmayan plaklar, plak hacminin en az yartya yakinini olusturan biiyiik
lipit ¢ekirdek, ¢cok sayida inflamasyon hiicresi, diiz kas hiicresi ve kollajen igerigi
azalmis ince fibréz kapsiil ve ¢evresinde artmis cevresel stres ile karakterize
edilmektedir. Kararsiz plaklarin yaralanmaya en agik bolgeleri fibroz kapsiiliin damar

duvari ile birlestigi omuz bolgelerinde yer almaktadir (52).

Lipid  c¢ekirdegin  etrafindaki =~ makrofajlar ~ tarafindan  salgilanan
metalloproteinazlar (kollajenaz,elastaz,strome,lizin) ismi verilen enzimler fibroz
kapsiiliin kollajen igerikli matriksini parcalar. Ayrica aktive olmus makrofajlardan
saliman IL-1B, TNFa ve T lenfositlerden salgilanan INF-y sinerjistik etki gostererek diiz
kas hiicrelerinin 6liimiine ve ekstraselliiler matriks azalmasina neden olurken bir yandan
yikimin artmasi diger yandan yapimin azalmasi ile fibréz kapsiil zayiflar ve en sonunda
catlar. Fibroz baslig1 hasarlasmis plakta prokoagulan maddeler kan elemanlari ve
pihtilagsma faktorleri ile karsilasip trombiis olusumu tetiklemeye neden olmaktadir. Plak
rliptiirii ve trombiis olusumu ile birlikte akut koroner sendromlar ismi verilen klinik
olaylar baglamiglamasina neden olurlar (53). Aterom plagin riiptiire olmasi i¢in damar
limenini O6nemli miktarda daraltmasi gerekmez. Ancak limeni ciddi miktarda
daraltmayan yukarida bahsedilen dayaniksiz plaklarda riiptiire olarak akut koroner

sendromlara neden olabilecegi hipotezi ileri siiriilmiistiir (54).

Amerikan Kalp Birligi (American Heart Association, AHA) lezyonlarin ilerleme
stirecini 8 farkli evreye ayirmustir. Bu yeni simmiflama morfolojik degisiklikleri klinik

sonuglarla birlestirerek konunun anlasilmasini kolaylastirdigi savi ileri stirilmistiir (52).

Tip | lezyon, az lipid ve seyrek kopiik hiicreleri bulunmaktadir. Tip | lezyonlar
genellikle adaptif intimal kalinlagmalarla ayn1 yerlesime sahiptir. Tip Il lezyonlarda ise
kopiik hiicreleri oldukga artmis olup, yagl c¢izgilenmeyi olustururlar (55). Bu
lezyonlarda seyrek T hiicreleri, mast hiicreleri ve lipid dolu diiz kas hiicreleri de

bulunabilir. Bu lezyonlarin bir boliimii geriler veya yasam boyu degisiklige ugramadan
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kalirken bir kismu tip III lezyona ilerler. Tip II lezyonlar da, adaptif intimal

kalinlagmalar ile ayn1 yerlesimde olma egilim gosterdigi agiklanmistir (56).

Tip I lezyon, klasik patolojide aterosklerotik plak veya aterom olarak kabul
edilen ilk lezyon evresidir. Tip II lezyon—dan en onemli farki, makrofajlarin ve T
hiicrelerinin altinda, lezyonun daha derin bolgelerinde, az da olsa hiicre dis1 lipid
birikimlerinin baglamasidir. Tip III lezyonlarin, gelecekteki klinik hastaligin baslaticisi

olduklar1 goriisii bilim diinyasinda taraftar topladigi1 gozlemlenmektedir (54).

Tip IV lezyonlarda, artan hiicre dis1 lipidler kolesterol havuzu olusturmaktadir.
Lipidler, yikilan kopiik hiicrelerinden veya lipoproteinlerin dogrudan birikimlerinden
kaynaklandig1 gosterilmistir (47). Lipid ¢ekirdek, enflamatuvar hiicreler ile gevrelenir.
Diiz kas hiicreleri ve bag dokusu, ince bir tabaka seklinde bu lipid ¢ekirdegini
kaplamaktadir. Adventisyadaki damar dokusundan kaynaklanan kilcal damarlar, plagin
daha derin boliimlerine dogru ilerlemeye baslamaktadir (56). Tip IV lezyonlarda,
adaptif intimal kalinlasma bolgelerinde gelisim gostermektedir. Bu lezyonlar, genellikle
hilal seklindedir ve bir ¢atallanma bolgesinde akimi bolen karsit arter duvarinin
kalinligin arttirmaktadir. Bu evrede arter, ilk liimen hacmini koruyabilmek i¢in yeniden
bigimlenir ve damarin dis sinirina dogru ovallesmektedirler. Tip IV lezyonu anjiyografi
ile gostermek zordur. Klinik olarak sessiz olsalar da, yirtilma potansiyelleri nedeniyle
intravaskiiler ultrasonografi, manyetik rezonans gibi degisik goriintiileme yontemleriyle
taninmalart miimkiindiir. Son anjiyografik degerlendirmesi normal olan bir koroner
arterde, tikaniklik ya da anlamli bir darlik gelisti§inde en muhtemel agiklama, yirtilmig

tip IV lezyon tizerinde trombiis gelisimi olarak tarif edilmektedir (55).

Tip V lezyonlarda, lipid ¢ekirdegi orten fibroz dokunun hacminin artmasi
sonucu olusan bu fibroz doku artis1 diiz kas hiicrelerine baglidir. Diiz kas hiicreleri,
cogalirlar ve kollajen ve proteoglikanlar gibi ekstraselliiler matriks proteinlerin
salgilanmasindan sorumludur. Insan arter intimasi, normalde bir miktar diiz kas hiicresi
icermektedir. Tip V lezyonlarda fibr6z dokuyu olusturan diiz kas hiicrelerinin,
medyadan m1 geldikleri ya da onceden var olan intimal hiicrelerden mi kaynaklandigi
konusu heniiz agiklik kazanmamistir (57). Kollajen, tip V lezyonlarin baskin unsuru
olup kilcal damarlarin lezyon igindeki gelisimleri, tip IV lezyona gore daha belirgindir.
Tip V lezyonlar, yeniden bigimlenme ile dengelenemeyecek kadar biiylik olduklarindan,
arter limenini daraltirlar ve anjiyografi ile goriintiilenebilir 6zellik kazanirlar. Klinik

olarak angina pektorise neden olabilirler. Tip V lezyonlar siklikla liimene yayilirlar ve
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laminer kan akimimi bozmaktadir. Tip VI lezyonlar, trombiis ya da hemoraji odaklar1
bulunan komplike plaklardir. Tip VI lezyon gelisiminin ana nedeni, plak yirtilmasidir.
Bu tip lezyonlarda endotel alt1 fibr6z dokunun fissiir, erozyon ve iilserasyonlarina da sik
rastlanir. Tip VI lezyonlar, damar dokularinin plak i¢ine ulasan kilcal damarlarin
kanamas1 sonucu da olusabilirler. Akut koroner sendromlar, bir kag¢ istisna disinda tip
VI lezyonuna baglidirlar (55, 57). Ancak, tip VI lezyonlar klinik semptomlar olmaksizin
da gelisebilir. Yirtilmis plak istiinde gelisen trombiislerin ¢ogu fibrinolitik sistem
tarafindan kaldirilsa da bir kism1 plak igcine girebilir. Trombotik materyal, diiz kas
hiicreleri tarafindan fibréz dokuya doniistiiriiliir ve bu iyilesme siireci sonunda lezyon,

tip V morfolojisine geri dondiigi gosterilmistir (55, 58).

Tip VII ve tip VI lezyonlar, lipid igermez ya da ¢ok az lipid icermektedir. Tip
VII lezyonlar kalsiyumdan, tip VIII lezyonlar ise kollajen agisindan daha zengindir. Bu
lezyonlarin, hastaligin son evresini olusturduklarina inanilir. Kalsifikasyon, 69 yas iizeri
bireylerin koroner arterlerinde yaygin olarak bulunmasina ragmen genellikle genellikle
plak biiylimesine etki etmedigi aciklanmigtir. Tip VIII lezyonlar, tip V ve VI
lezyonlardan daha kararlidirlar (58).
2.4. LIPOPROTEINLER

2.4.1 Lipoprotein Metabolizmasi

Lipoprotein molekiilleri globuler yapidadir. Lipoproteinlerin i¢ kisminda
hidrofobik (esterlesmis kolesterol ve trigliserid) yer alirken, dis yiizeyinde hidrofilik
(fosfolipid, kolesterol, proteinler) yapilar yer almaktadir (59).

Lipoproteinlerin yiizeysel proteini olan apolipoproteinler, yapinin dayanikliligini
artirmanin  yanit sira metabolik aktivitelerinin belirlenmesin de gorev alirlar.
Lipoproteinlerin siniflandirilmas1 Tablo 2.4.1-1’de 6zetlenmistir (59). Aterosklerozda
onemli rol oynayan plazma lipoproteinleri metabolik acidan yapisinda ApoB olan
(silomikronlar, VLDL, LDL) ve yapisinda olmayan (HDL) olarak iki gruba ayrilmistir.
Diyetle alinan lipidlerin ince bagirsak mukoza hiicresine girmesiyle serbest yag asitleri
polar olmayan trigliseritleri, serbest kolesterol ise kolesterol esterlerini olusturur. Polar
lipitler ve ince bagirsak kaynakli olan apolipoproteinler Golgi’de toplanarak
paketlenirler. Silomikron olarak isimlendirilen bu vezikiiller, ince bagisak lenf
sisteminden gecerek plazmaya ulasirlar. Daha sonra HDL ile etileserek ApoE ve

ApoCll ile birlesirler (60).
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Tablo 2.4.1-1. Lipoproteinlerin siniflandirilmasi (59).

Lipoprotein Yogunluk (kg/L) Temel Bileseni  Apolipoprotein  Capi (nm)
Silomikron 0,95 TG B48 (A,C,E) 75-12000
VLDL 0,95-1.006 TG B100 (A,C,E) 30-80

IDL 1.006-1.019 TG,Kolesterol B100, E 25-35
LDL 1.019-1.063 Kolesterol B100 18-25
HDL 1.063-1.210 Protein Al, All, (C, E) 5-12

TG: Trigliserid, VLDL: ¢ok diisiik yogunluklu lipoprotein, LDL: diisiikk yogunluklu
lipoprotein, IDL: orta yogunluklu lipoprotein, HDL:yiiksek yogunluklu lipoprotein.

Silomikronlar plazmaya girdiginde yapisinda bulunan trigliseritler ApoCII
tarafindan aktive edilen Lipoprotein Lipaz (LPL) enzimi ile hidrolize olarak serbest yag
asitlerine dontigmektedirler. Kalintilar1 plazmadan ApoE ve ApoB reseptorleri ile
temizlenmektedirler. Endojen lipid tasinma sistemi, ApoB100 igeren trigliserid
acisindan zengin lipoproteinlerin (VLDL) karacigerden salinmasi ile baslamaktadir.
VLDL’de bulunan trigliseridler lipolize ugrayarak serbest yag asitlerine doniistirler.
Plazmada kalan IDL ve VLDL kalintilar1 dolasimda ApoE ve ApoB reseptorleri
araciligiyla temizlenmektedir. LDL, karaciger ve perifer hiicre zarlarinda bulunan LDL

reseptorleri ile etkilerek endositozla karacigere alinarak yikildiklari gosterilmistir (60).

Anti-aterojenik lipoprotein olarak kabul edilen HDL metabolik agidan iki sekilde
incelenebilir. Birincisi HDL’nin alt gruplarinin ortaya ¢ikmasini saglayan metabolik
yolaktir. Ikincisi ise ApoE nin yer aldig1 ters kolesterol tasinma yolaklaridir. Plazmada
bulunan ApoE’nin %50’si HDLI1 alt grubundan kaynaklamaktadir. Ters kolesterol
tasinmasinda olugabilecek diizensizlikler tiim kolesterol metabolizmasini dolaysiyla
ateroskleroz gelisimini etkilemektedir. Ayrica ApoE’nin genetik mutasyonlar1 lipid

tasinmasi ve ApoB regiilayonunda 6nemli degisikliklere neden oldugu rapor edilmistir
(61).
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2.4.2 Hiperlipidemi Tipleri Ve Lipoprotein iliskili Genetik Bozukluklar

Hiperlipidemi tipleri bes ana baslik altinda toplanmistir (Tablo 2.4.2-1) ApoE
polimorfizm ile yakindan iligkili oldugu belirlenen Tip III hiperlipidemilerde , aterojen
ve antiaterojen lipoproteinlerin yapisal proteinleri olan ApoE, ApoA, ApoC gibi
apolipoproteinler mutasyonel sekilleri mevcuttur. Kolesterol ester trasfer proteini,
lipoprotein lipaz gibi metabolizmda gorev alan enzimlerin eksiklikleri ya da LDL
reseptOrii gibi reseptorlerin sayisal veya nitelik olarak anomali gostermesi, genetik
hiperlipidemilere ve koroner hastaliklara neden olan diger ana faktorler arasinda 6nemli

bir yeri olabilecegi rapor edilmistir (59,62).

Tablo 2.4.2-1. Hiperlipidemi Tipleri (59).

Hiperlipidemi Tipi Lipid/Lipoprotein Bozuklugu ikincil Etkenler

Tip | Yiiksek TG

A Lupus, diabet
Silomikreon artigi

Yiksek Plazma Kolesterolu Nefrotik Sendrom, dlabet,

Tip 11 (Ave B) VLDL artist N,
LDL artis1
Yiksek TG

Tip HI Yiiksek Plazma Kolesterolu Genetik  nedenler,  lupus,
Silomikron artist hipotroid, Diabet, Obesite
IDL Artist

) Yiiksek TG

Tip IV Alkol, Renal  Yetmezlik,
Normal Plazma Kolesterol Cushing, beta bloker
VLDL artis1
Cok yiiksek TG

TipV Silomikron artis1 étljl;ﬁll}]g, bl:;ng:OkerYetmezlik,
VLDL artis1

TG: Trigliserid, VLDL: ¢ok diisiik yogunluklu lipoprotein, LDL: diisiik yogunluklu
lipoprotein, IDL: orta yogunluklu lipoprotein, HDL:yiiksek yogunluklu lipoprotein.
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ApoE polimorfizmi ile ile ilgili oldugu tespit edilen Tip III hiperlipidemilerde
(61) oldugu gibi atorejen ve antiaterojen lipoproteinlerin yapisal proteinleri olan ApoE,
ApoA, ApoC gibi apolipoproteinlerin mutasyonel sekilleri mevcuttur. Metabolizmaya
katilan enzimler (LPL, HL, LCAT,CETP) eksiklikleri ya da LDL reseptorii gibi
reseptorlerin nicel ve sayisal anomali gdstermesi genetik hiperlipidemilerin ortaya

¢ikmasina ve ciddi koroner hastaliklara neden olabilecegi gosterilmistir (60,62).
2.5. APOLIPOPROTEINLER

Lipoproteinlerin organ ve dokulara tasmmmasi ve metabolik fonksiyonlarini
tamalamalar1 ApoA, ApoB, ApoC, ApoE gibi 06zel yapisal proteinler araciligyla
gerceklesmektedir. Bu proteinlerin 6zellikleri ve gorevleri Tablo 2.5-1.’de 6zetlenmistir
(59). Apolipoproteinlerin metabolik gorevleri birbirine yakin olmakla beraber genel
fonksiyonlar1 iki temel noktada toplanmistir. Bunlar fiziksel o6zellikleri nedeniyle
lipidlerin plazmada ¢oziiniirliikklerini saglamalar1 ve dayaniklilik kazandirmalari, digeri
ise kolesterol ve lipoprotein metabolizmasinda diizenlenmesini saglamalaridir. Hiicre
yiizeyindeki 6zgiil protein reseptorlere baglanarak yapisina katildiklari lipoproteinin

hiicre i¢ine alinmasinda ve hiicre i¢i kolesterol dengesinde gorev almaktadir (60,62).
2.6. APOLIPOPROTEIN E

Apolipoprotein E (ApoE), 1973 yilinda Mahley ve arkadaslari tarafindan (2009)
VLDL’nin yapisal proteini olarak tanimlanmis ve sonraki yillarda en fazla ilgi ¢eken
apolipoproteinlerden biri olmustur (63). ApoE, silomikron, silomikron kalintilari, IDL,
VLDL, VLDL kalintilari ve HDL’nin ‘ApoE’li HDL diye isimlendirilen, molekiil
agirligr 34.125 dalton alt olan, polipeptid yapida olan yapisal proteinidir. ApoB’yi
taniyan LDL reseptorii, hepatik reseptér ve LDL reseptor ilisikli protein tarafindan
taninarak kolesterol hemostazi ve lipoprotein metabolizmasinda 6nemli rol oynar (59).
ApoE’nin en onemli fizyolojik gorevi lipoprotein metabolizmasinda rol almasidir.
Diistik yogunluklu lipoprotein (LDL) reseptorleri igin ligand olarak gorev yapan ve bu
reseptorlerle etkilesimi sonucu ¢esitli viicut hiicrelerindeki kolesterol ve diger lipidlerin
tasinmasina katilan bir plazma proteini olarak gorev yaptigi belirlenmistir. Hiicre ici
kolesterol metabolimasinin diizenlenmesinde ve ters kolesterol tasinmasinda Onemli
sorumluluk yiiklenmistir (62). Yapilan ¢alismalarda Apoe’nin lipid metabolizmasinin
yani sira Alzeheimer gibi norodejeneratif hastaliklarla da etkili oldugu belirlenmistir

(63).
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Tablo 2.5-1. Insan Apolipoproteinlerinin Genel Ozellikleri (62).

Lipobrotein Kr Gen  Molekiil Amino
Apolipoprotein ~1POPT Baz Agirhgi Asit  Sentez Yeri Fonksiyonu
Hiskisi Sayisi
Sayis1 (Kd) Sayisi
Karaciger lesitin kolesterol akil
A-l HDL ger,
o 11 1870 28 243 . - transferazi(LCAT)
Silomikron Incebagirsak .
aktive eder
Reseptore HDL baglar,
Al HDL 1 1337 17 77 Karaciger ~ Reseptdre ApoE
Silomikron baglayarak E-II
komplkesi olusturur
LCAT aktivatorii
A-IV Silomikron 11 2600 45 376  Incebagirsak Kolesterol
transportunda gorev
alir
Yapisal protein,
B48 Silomikron 246 2152  Incebagirsak Kolesterol
transportunda gorev
alir
B100 VLDL 2 4300 513 4536 Karaciger ~ Yapisal protein, LDL
LDL reseptoriine baglanir
Silomikron

C-l VLDL 19 4653 6,6 57 Karaciger LCAT aktivatorii
HDL
Silomikron ..

C-11 VLDL 19 3320 8,9 79  Karaciger ~ LPL icin yardimei

kofaktor
HDL
Silomikron
c-11 VLDL 11 3133 8,8 79 Karaciger Reseptor baglayict
HDL
E VLDL 19 597 34 299  Karaciger ~ LDL ve ApoE
HDL Reseptoriine Baglanir
Apo a 6 400-800 4-6000 Karaciger ~ 1rombolizi ve
Fibrinolizi modiile eder
Karaciger,
D HDL 3 12000 22 169 Ince LCAT aktivatorii
Bagirsak
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ApoE %75 oraninda karaciger tarafindan iiretilmektedir. Astrosit hiicreleri
tarafindan da sentezlenmesi nedeniyle beyin omurilik sivisinda ApoE’nin varligi
saptanmustir (63). Bunun yaninda yapilan arastirmalarda ApoE’nin mRNA’sinin adrenal
bez, akciger, dalak, testis, over gibi pek ¢ok organ ve dokuda bulundugu gosterilmistir.
ApoE’nin normal plazma diizeyleri yaklasik 4+1 mg/dl oldugu belirlenmistir. ApoE’nin
metabolizma {izerindeki esas etkisi polimorfik varyasyonlarina bagl olarak degisiklik

gostermektedir (64).
2.6.1 ApoE Geni Yapisi ve Fonksiyonu

Apo E geni 19. kromozom iizerinde yer almaktadir ve apolipoprotein CI (apo
CI) ve bir apo CI pseudogenine baglidir. LDL reseptér geni ve apo CII geni de soz
konusu kromozomun iizerinde yer almaktadir. Yer aldigi kromozomun uzun kolundaki
3,6 kilobaz uzunlugunda, dort ekson ve 3 introndan olusan ApoE geninin dizisinin
tamami dizileme yontemi kullanilarak belirlenmistir (65). ApoE MRNAsi 1163
niikleotidden olusur ve ilk translasyon triinii 317 amino asitten meydana gelmektedir.
Plazmaya salinan olgun ApoE 299 (787 niikleotid) amino asitt igerir (66). Oldukca
karmagik gen regiilasyonuna sahip ApoE geninin her hiicreye 6zgiil 5’ ve 3’ bolgeleri
mevcuttur. ApoE molekiilii globular proteinlerin yapisal o6zelliklerinin tamamini
tasimakta olup alfa heliks (%62), beta tabaka (%9), beta doniim (%11) ve diizensiz
olmak iizere 4 farkli yapidan olusmaktadir. Karboksi terminaline yakin, amfipatik alfa
helikal bolge (202 ve 299 amino asitler arasinda bulunan kisim) tiim apolipoproteinlerde
oldugu gibi lipid baglama ve taginmasinda énemli sorumluluklar1 s6z konusudur. Bu
ortak ozellik alfa helikal yapimin bir yiiziiniin polar diger yiiziiniin apolar olmasindan
kaynaklanmakatadir (Sekil 2.6.1-1). Ayrica ApoE heparine baglanabilme ozelligine
sahipitir. Heparin ve ApoE molekiiliiniin baglanma bolgeleri 142-147 ve 243-272.

amino asitleri arasinda yer aldig1 goriilmistiir (67).

ApoE’nin en yaygin goriilen li¢ temel izoformunun, tek bir gen lokusunda

bulunan i allelin (€2, €3, €4) tirettigi Apo E2 ,E3 ve E4 oldugu kabul edilmistir .

ApoE izoformlarinin aminoasit dizilimi su sekilde olusmaktadir (63):

ApoE3 112.amino asit Sistein 158.amino asit Arginin
ApoE2 112.amino asit Sistein 158.amino asit  Sistein
ApoE4 112.amino asit Arginin 158.amino asit  Arginin
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Sekil 2.6.1-1. ApoE Geninin Yapisi (67)
2.6.2. ApoE’nin Ateroskleroz ile Iliskisi

Cesitli toplumlarda yapilan g¢alismalarda ApoE4’lin yiiksek plasma total ve
diisiik yogunluklu lipoprotein kolesterolii ve koroner arter hastaligi ile iliskili oldugu
belirlenmistir (68). Koroner arter hastasi erkeklerde izoelektrik odaklama ve Western
Blotlama ile yapilan apo E fenotipleme ¢aligsmalarinda, plazma total ve LDL-kolesterol
diizeyi apoE fenotipi izleyen su siraya gore arttigi gosterilmistir: E3/2 < E3/3 < E3/4 <
E4/4. Myokard infarktiislii hastalarin rolatif sikligmin da ayni siraya gore arttigi
belirlenmigtir. ApoE2 allelinin ise serum trigliserid diizeylerinde artisa neden oldugu
savi One siirtilmustiir. ApoE4 alleline sahip bireylerin koroner arter hastaligi agisindan
yiiksek risk tagidigi ve bu hastalarin daha sik infarktiis gecirdikleri bildirilmistir. Ayrica
ApoE4’iin ateroskleroz igin bir risk faktorii oldugunu ayrica apoE4 allelinin koroner

arter hastaliginin siddetini artirdig1 yapilan arastirmalarda ortaya konulmustur (69).

20



2.7. MIKRORNA

Son yillarda yapilan tiim genom ve islevsel analiz ¢aligmalart insan genomunun
yaygin olarak binlerce diizenleyici kodlanmayan RNA’lar transkribe ettigini ortaya
koymustur. MikroRNA (miRNA)’lar, kiigiik miidahale eden RNA (small interfering
RNA:siRNA)’lar, P-element-induced Wimply Testis (PIW]1) etkilesen RNA (interacting
RNAs: piRNA)’lar ve gesitli uzun kodlanmayan RNAlar (long non-coding RNA:
IncRNA)’lar en sik ¢alisilan kodlanmayan RNA’lardir (70). Ayrica, genom tizerinde yer
alan ve hastaliklarla iliskili olan genetik varyasyonlarin biiyiik bir kisminin, protein
kodlayan bolgelerin disinda kalan ve transkripsiyonu kontrol eden oncii (promoter),
artirict (enhancer) gibi bolgelerde ve gen ekspresyonunu diizenlemede gorev yapan

kodlanmayan RNA’larla iliskili oldugu gosterilmistir (71).

miRNAlar transkripsiyonel ve post transkripsiyonel seviyede negatif gen
diizenleyici olarak goérev yapan, yaklasik 20-25 niikleotid uzunlugunda tek zincirli
protein kodlamas: yapmayan RNA dizileri olarak tanimlanmaktadir (70) Insan
genomunun %3’ini olugturan MiRNA’lar protein kodlayan genlerin %30 ’unun
diizenlenmesinde rol alir (72). miRNAlar hedef mRNA’larin 3’ ucunda yer alan ve
transkribe olmayan bolgesinde bulunan 6zgiil baglanma bolgeleriyle baz eslesmesi
yaparak gen ekspresyonunu diizenler (73). miRNAlar 5’uglarinda bulunan ve eslesme
saglayan kisimlar1 ile hedef mRNA’nm 3’UTR bdélgesinde 2-9 bazlik eslesme yaparak
baglanmaktadir. Disiik 6zgiilliikte baglanma kapasitesine sahip olan miRNAlarin gen
ifadesinin kontroliinde 6nemli bir rolii bulunmaktadir. Tek bir miRNA birden fazla
mRNAy1 hedefi olabildigi gibi bir mRNAy1 hedefleyen birden fazla miRNA
bulunabilmektedir (72). miRNAlar kendilerini kodlayan genlerdeki varyasyonlardan
dolay1r iligkili olduklar1 protein sentez diizenlenmesini etkiledikleri icin g¢esitli
hastaliklarin ortaya c¢ikmasimna neden olabilmektedir. Ayrica giiniimiizde cesitli
hastaliklarin erken tanisinda kullanilmak tizere g¢esitli mMIRNA biyobelirtegleri

belirlenmis ve tan1 amagli olarak yaygin olarak kullanilmaya baslanmistir.(74)

2.7.1. MiRNA Biyosentezi

miRNAlarin biyosentezi birbirini izleyen 3 asamada gerc¢eklesmektedir (Sekil
2.7.1-1). 1k basamakta mMiRNA genlerinden primer mMiRNA (pri-miRNA)
transkripsiyonu gerceklesir. Ikinci basamakta pri-miRNA’lar prekiisor mi-RNA (pre-
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miRNA)’lara doniistiiriiliir. Uciincii basamakta ise olgun miRNA’larin sitoplazma
icinde olusumu gergeklestigi gosterilmistir (75).

7 N\,
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1 miRNAgene ... = - ]
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A
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. o

Translasyon Inhibisyonu Hedef mRNA Yikim

Sekil 2.7.1-1. MiRNANA Biyosentezi (76).

Pri-mirRNAlar, RNA Polimeraz II enzimi tarafindan genomik DNA’dan
sentezlenir,. Yaklagik 700 niikleotid uzunlugunda, 5° Cap ve 3’ Poli A kuyruguna sahip
sap-ilmik yapisindadirlar (77). Cift zincirli pri-miRNA, RNAaz Il enzim ailseinin bir
endoniikleaz1 olan Drosha ve kofaktdrii DGCR8 (DiGeorge Sendromu Kritik bdlge
Geni 8=DiGeorge Syndrome Critical Region Gene 8) tarafinda yaklasik 70-100
niikleotid uzunlugunda ve hairpin yapisinda olan pre-miRNA’ya donistiiriiliir. Drosha
ve DGCR®’in olusturdugu komplekse Mikroislemci Kompleks (Microprocessor

Complex) ismi verilmistir (78).

Pre-miRNA, bir niilear tasima reseptorii olan Exportin 5 tarfindan taninarak
sitoplazmaya tasinir. Bu asamadan sonra pre-miRNA sitoplazmada bulunan RNAaz 111
enzim ailesinden bir endoniikleaz olan Dicer enzimi ile kesilerek 18-24 niikleotid
uzunlugunda ¢irft zincirli MIRNA olan miRNA: miRNA dubleksine c¢evrildigi
gosterilmistir (79).
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Bir RNA baglanma proteini olan TRBP (Transaktive edici cevabi olusturan
RNA baglanan protein= Transaktivating Response RNA Binding Protein) Argonaute ve
Dicer proteinleri ile bir araya gelerek trimerik bir ribonukleoprotein kompleksi olan
RISC (RNA Tarafindan Uyarilmis Susturma Kompleksi=RNA Induced silencing
Compleks) olusumunu baslatir. Dicer tarafindan pre-miRNAnin sap ilmigi kesildikten
sonra MIRNA-miRNA dubleksinden sadece biri RISC kompleksine katilir . Bu kilavuz
iplik (Guide strand) olarak adlandirilir ve RISC ile hedef mRNAnin susturulmasi i¢in
etkilesime girer. Bu sirada diger iplik (passenger strand) uzaklastirilarak yikima
yonlendirilir. Steem-loop pozisyonu ve termodinamik stabilitesi hangi ipligin aftif
olacagini belirleyen faktorler oldugu diistiniilmektedir (80). miRNA, aktif RISC
kompleksine entegre olduktan sonra Argonaute proteini yardimiyla hedef mRNA

yikimia ya da protein translasyonunun baskilanmasina neden oldugu gosterilmistir

(81).

miRNAIlar, hedef mRNA’ya seed adi verilen, yiiksek oranda korunmus ve 6-8
niikleotidten olusan bir bolgeye (seed-site) baglanarak etkilesir. Hedef mRNA ve
miRNAnin seed dizisi 5’ucunda yer alan 2.-8. Niikleotidleri arasinda eslesme olmasi
hedefin belirlenmesi agisindan 6nemlidir. MiRNAlar, hedef mRNAya kismi veya tam
eslesme gostererek baglanabilir (82). Hedef MRNAnin translasyona ugramayan 3°’UTR
(3’ untranslated region) bolgesi ile MiIRNA seed dizisi arasindaki eslesmenin seviyesi
mMiRNAnmn hedefini ne kadar ve nasil baskilayacagini belirler (83). miRNAlarin hedef
mRNAya baglanma bolgesi genellikle 3’UTR’dir ancak 5’UTR veya agik okuma
cercevesine (ORF=open reading frame) de baglanabilmekte ve gen ifadesini
baskilayabilmektedir (84). miRNAlar post transkripsiyonel diizenlemeyi genellikle
tranlasyonu baskilayarak veya mRNA hedeflerinin yikimina neden olarak ger¢eklestirir.
Eger eslesme cok yiiksek seviyede ise RISC hedef mRNAy1 degrade eder. Bu yikim
RISC i¢indeki klavuz iplik (guide strand) araciligiyla mRNAlarin poli A kuyruklarinin
ve S’cap yapilarmin yok edilmesiyle gergeklestigi belirlenmistir (85). Poli A
kuyrauklar1 ve 5’cap yapilarinin yok olmasi sonucunda kararliliklar1 azalan mRNAlar
hiicrede bulunan enzimler ile pargalanir. Memeli canlilarda eslesme az oldugu
durumlarda translasyonun azaldigi  gézlenmistir. Mekanizma tam  olarak
aydinlatilamamis olsa da hedef genin mRNA seviyesi artarken protein seviyesinin
degismedigi gozlenmis, bu nedenle baskilamanin translasyonel seviyede oldugu

diistiniilmektedir. Baz1 ¢calismalarda translasyonel seviyede diizenlemenin translasyonun
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baglangicinda miIRNA-RISC kompleksinin ¢esitli transkripsiyon faktorlerini etkileyerek

translasyonun baslangi¢ ve uzama asamalarinda engellendigi gozlenmistir (86).

miRNAlar hiicre proliferasyonu ve biiylimesi, apoptosis, embriyonik gelisim ve
doku farklilasmasi gibi bir ¢ok hiicresel olayda rol oynayan anahtar molekiiller olarak
tanimlanmaktadir. MiRNAlarda olusabilecek mutasyon ve ifade seviyesi
bozukluklarinin noérodejenartif hastaliklardan diabete, kalp hastaliklarindan kansere

kadar bir ¢ok hastaliga neden oldugu disiiniilmektedir (74).
2.7.2. miRNA221ve miRNA222

miRNA221ve miRNA222, X Kromozomunun pl11.3 kolunda yer alan 23
niikleotidden olusan kodlanmayan RNAlardir (Sekil 2.7.2-1 ve Sekil 2.7.2-2). Ozellikle
translasyonel fazda baskilama yaptiklari saptanmistir. 528 tamamen, 184 az korunmus
bolge igerir. Korunmus bolgelerinin 496 transkripti bulundugu Felli ve arkadaslari
(2005) tarafindan gosterilmistir (87).
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Sekil 2.7.2-1. miRNA 221 ve miRNA222 krozomal lokasyonlar1 (88).

miRNA221ve miRNA222’nin sentezlendikleri kromozom bdlgeleri arasinda
726bp uzaklik bulunmaktadir. Sekil 2.7.2-3’de goriildiigi tizere iki miRNA, RNA Pol 11
tarafindan uzun tek bir pri-miRNA olarak sentezlendikten sonra nukleusta bulunan
mikroprosesor kompleks olan DGSR8 (DiGeorge Sendromu Kritik bolge Geni
8=DiGeorge Syndrome Critical Region Gene 8) ile kesilerek ayrilirlar. Olusan pre-
mi221 ve pre-222 110 niikleotid uzunlugundadir ve Exportin 5 ve RAN-GTP RNA
baglayan proteinleri ile sitoplazmaya tasinirlar. Burada Dicer oncii pre-miRNAlart
olgun (mature miRNA) dublekslerine ayirilirlar. Her miRNA RISC (RNA Induced
Silecing Compleks) yapisinin merkezi olan heterotrimetrik kompleks ile stabilize edilir.
Bu kompleks Argonaute-2 (Ago2), TAR RNA baglayan protein (TRBP) ve protein
kinaz R-aktivasyon proteininden (PACT) meydana gelir. Bu asamada RISC
kompleksine baglanan ¢ift zincirli mMiIRNAy1 Dicer proteini tek tek zincirlere ayirir. Bu
asamadan sonra MIRNAnin rehber zinciri (guide strand) igeride kalirken gegi¢i zinciri
(passenger strand) kompleksi terk eder. Rehber zincir ve RISC kompleksi miRISC
yapisini olusturur. MIRISC olusumunda Glisin-triptofan proteinin 182kDa (GW182),
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Metadherin (MTDH), Stafilokokal Nukleaz Domaini igeren Protein 1(SND1) gibi bazi
proteinler bu yapiya katilir. GW182’in iki durdurucu bélgesi bulunur ve translasyonel
baskilamay1 baslatarak hedef mRNAnin bozulmasina neden olur. Ayrica ayni
baskilayict bolgeler ¢cok sayida glisin/triptofan tekrar1 i¢erdigi icin RISC kompleksinin
dayanikliligina destek olusturur. SND1 o6karyotik bir¢ok transkripsiyon faktorii igin
kofaktordiir ve spliceosome gibi riboniikleoprotein komplekslerinin bir bilesenidir. Bu
Ozellikleri nedeniyle RISC komplekesinin fonksiyonel etkinligini ve kinetigini artirir.
MTDH, RISC kompleksinin iskele yapisini olusturur ve RNAya baglanma 6zelliklerini
artirdigr gézlenmistir (89).

mMiRNA221-3p Dizisi : AGCUACAUUGUCUGCUGGGUUUC (90)

MiRNANA222-3p Dizisi : AGCUACAUCUGGCUACUGGGU (90)

mir-221 mir- 222
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Sekil 2.7.2-2. miRNA 221 ve miRNA222 Nukleotid dizileri (91).

miRNA221ve miRNA222’nin belirli hedef genlerin bazilar1 sirasiyla Siklin
Bagimli Kinaz Inhibitorii 1B (p27, Kipl), Transkripsiyon faktdrii 12, Pantothenate
kinaz 3, gamma-aminobiitirik asid (GABA), KIT geni, A Reseptor Alfa 1, MIS12
Kinetekor Komplkes Komponeneti, Okaryotik Translasyon Baslatict Proteini 5A2,
Saperon igeren TCP1, Altiinite 5 (epsilon), mitokondrial ribozomal Protein S7, Tubulin,
alfa 1a, Annexin A3, Acyl-CoA dehidrogenaz, C-4’den C-12’e diiz zinciri, Okaryotik
Translasyon Baglatic1 Faktor 3, Altiinite J, Poly(A)’ya baglanan protein iligkili protein
2, Diizenleyici Faktor X dir (92).

25


http://www.ensembl.org/Homo_sapiens/Gene/SecondaryStructure?db=core;g=ENSG00000207725;r=X:45747015-45747126;t=ENST00000384992

TATA  TATA

%0 |yap mik222 miR-221

726 642 127! lmsl

Chromosome X
1o 1o
Ihmsapunn RNA polymerase Ll
Pre-miR.222 Pre-miR-221
Primary miRNA transcript
1]
ge cuun{gué‘. : cucaa ce ag ¢ n 'ﬁ ;' {1\
UCAFURECTAR-UgS ! U u M AACC feaacRAUPURE € U
:ﬁ'hg}mu il B 11) g';Lc"‘ruh"' “g < n?llll .h! |m 1 m\\u\!\m i
g ~gguagucatug gy \-j AL ugsuuuug Juacad c-gumgvn
u
ik Pre-miR-222 \( Pre-miR-221
Cytoplasm
Exportin-5

o RISC 3 X
RISC loading complex = bouding comple
st CTRIE> Dicer/TREP/PACT D B
coducaa sagccap i R-221 A=CCupgy Cavaciaau
I uwu:'lg;,z}uﬁ:‘!  min222 dpes vt R PRUREIT: '.m"iw 4."1“;54
Ago2 05
Dkuduu.e
Daer i Protein recruitment
Protein recruitment
- Gwim
umnmwww miR-222-3p agcuaan woe
cucaguagecaguguagacey MiR-222-5p ACCUggCaLACAALTUAgRLTS
Active miRISC

Sekil 2.7.2-3. insan miRNA221 ve miRNA222°nin Biyogenezi. (Ago2=Argonaute-2,
DGCR8= DiGeorge Sendromu Kritik bdlge Geni 8=DiGeorge Syndrome Critical
Region Gene 8, GW182=Glisin-triptofan proteinin 182kDa, MTDH=Metadherin,
PCAT= Protein kinaz-R Aktivator proteini, Ran-GTP:=Ran proteinine bagimli GTP,
SND1=Stafilokokal Nukleaz Domaini igeren Protein 1, TRBP=TAR RNA baglanma
proteini)(89).
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2.7.3. miRNA 143 ve miRNA 145

miRNA143ve miRNA145 kromozom 5’in q32 kolunda yer alan ayni kiime
miRNAlaridir (Sekil 2.7.3-1 ve Sekil 2.7.3-2). Ayn1 kromozom bdlgesinden transkribe

olan bu miRNAlar hiicre farklilasmasi ve apoptosis yolaklari lizerinde etkili oldugu

gozlenmistir (93)
Chr 5
m -
[ar) Loy at I ) — 0 o — — 0 0 [ar] — [an] — (AR or B T o ey ] — 0 — 0
'y} [T I T I T~ = e o [ It I L I L = o = n - - ”m [ AT I e T B B Y AP L) ) = 0 w0
- N = - - =N = o A4 d-d-d - L B . B | — = [at] (o] [ I o I O . T o O L I o L ) (] [y )
O 999 40 99 Qoo T oOooT oTooT o o O fay o oo o oToT oToToDoD fay fa g s

Sekil 2.7.3-1. mMiRNA143 ve miRNA145 krozomal lokasyonlar1 (88).
mMiRNA143-3p Dizisi : UGAGAUGAAGCACUGUAGCUC (90).
mMiRNA145-5p Dizisi : GUCCAGUUUUCCCAGGAAUCCCU (90).
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Sekil 2.7.3-2. miRNA 143 ve miRNA145 Nukleotid dizileri (91).

miRNA143’tiin belirli hedef genlerin bazilari; Glukozid Xylosyltransferaz 1,
Vazohibin 1, integral Membran Protein 2B, Atpase, Smif V, Tip 10A, Insulin-Benzeri
Biiytime Faktore Baglanan Protein 5, Musashi RNA-Baglanan Protein 2, Atpase, H+
Tasiyicist Lizozomal 70kda, V1 Altiinite A Olarak Tanimlanmisken MiRNA145-5p
I¢in; ATP-Baglanan Kaset Protein, Alt-Aile E (OABP), Uye 1, Miyelin Protein Sifir-
Benzeri 2, Dab, Mitogen Cevabi Sorumlusu Fosfoprotein, Homolog 2, Potasyum Voltaj
Bagimli Kanal , Shaker-iliskili Alt-Ailesi, Member 4, Abhidrolaze Domain Igeren 17C
Olarak Tanimlanmustir (92).
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2.7.4. miRNA 133a

miRNA 133a, 18.kromozomun q11.2 kolunda yer almaktadir(Sekil 2.7.4-1 ve
Sekil 2.7.4-2). Genellikle kas dokusunda bulunan kas ile iliskili olmayan genler {izere
baskilama gorevi yaptig1 gézlenmistir (94).
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Sekil 2.7.4-1. miRNA 133a krozomal lokasyonu (88).

mMiRNA133a-3p Dizisi : AGCUGGUAAAAUGGAACCAAAU (90).
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Sekil 2.7.4-2. miRNA 133a Nukleotid dizisi (91).

MIRNA 133a’nin tamimlanmis hedef genlerine 6rnekler: Ubiquitin-Benzeri
Aktive Edici Enzim 2, Lipoma HMGIC Fiizyon Partneri, RNA Baglayan Motif Proteini,
X-baglantili Sifingozin-1-Fosfat, Fosfotaz 1, Kalatrin, Hafif Zincir A, Zinc Finger
Protein 131, Transgelin 2 (92).

2.7.5. miRNA 133b

miRNA 133b, 6. kromozomun p12.2 kolunda yer almaktadir (Sekil 2.7.5-1 ve
Sekil 2.7.5-2). Hiicre biiyiimesini ve hiicre dongiisiiniin ilerlemesini baskilayic1 gorev
yaptig1 belirlenmistir. Kemik Morfogenik Faktorii (Bone morphogenic factor=BMP) ve

has hipertorifisnde gorev alan genlerin tizerinde etkili oldugu diistiniilmektedir (94).
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Sekil 2.7.5-1. miRNA 133b krozomal lokasyonu (88).
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MiRNA133b-3p Dizisi : UUUGGUCCCCUUCAACCAGCUA (90).
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Sekil 2.7.5-2. miRNA 133b Nukleotid dizisi (91).

MIRNA 133b’nin belirli hedef genleri sirasiyla; Lipoma HMGIC Fiizyon
Eslik¢isi, RNA Baglanan Motif Proteini, X-baglh Ubiquitin-Benzeri Aktivator Artirici
Enzim 2, Solute Tasiyic1 Ailesi 6 (Norotransmitter Protein), Member 1, CUGBP, Elav-
Benzeri Ailesi Uyesi 4, Protein Fosfotaz 2, Katalitik Subiinit, Beta Izoenzim,
Niikleoporin 153kDa, Klathrin, Hafif Zincir A olarak gosterilmistir (92).

2.7.6 miRNA 122a

mIiRNA 122a, kromozom 18 de g21.31 lokasyonundan transkripte edilmektedir
(90). (Sekil 2.7.6-1 ve Sekil 2.7.6-2).
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Sekil 2.7.6-1. miRNA 122a krozomal lokasyonu (88)

MiRNA122a-5p Dizisi : UGGAGUGUGACAAUGGUGUUUG (90).
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Sekil 2.7.6-2. mMiIRNA 122a Niikleotid dizisi (91).
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miRNA122a’nin belirli hedef genlerine drnekler sirasiyla; Heterogenik Niiklear
Riboniikleoprotein U (Scaffold Ek A), klorid intraselliiler kanal 5, klorid intraselliiler
kanal 4, Fosfotidilinositol-5-Fosfat 4-Kinaz, Tip Il Alfa, Sitoplazmik Poliadenilasyon

Elemente Baglanan Protein 1, FK506 Baglanan Protein 5 olarak tanimlanmistir (92).
2.7.7. miRNA 494

mMIRNA 494, 14. kromozomun g32.31kolunda yer almaktadir (90). (Sekil 2.7.7-1
ve Sekil 2.7.7-2).
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Sekil 2.7.7-1. miRNA 494 krozomal lokasyonu (88).

MiRNA494-3p Dizisi : UGAAACAUACACGGGAAACCUC (90).
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Sekil 2.7.7-2. mMiRNA 494 Niikleotid dizisi (91).

mIiRNA 494°tin belirli hedef genleri, Mikrofibrillar iliskili Protein 3, Protein
Tirozin Fosfataz, Reseptor Protein Tip 12, Moéro-Onkolojik Ventral Antijen 1, K(Lizin)
Asetiltransferaz 6A, A Kinaz (PRKA) Baglayan Protein 7’olarak tanimlanmaktadir
(92).

2.7.8. miRNA 499

miRNA 499, 20. koromozomun 11.22 kolunda yer almaktadir (90). (Sekil
2.7.8-1 ve Sekil 2.7.8-2).
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Sekil 2.7.8-1. miRNA 499a krozomal lokasyonu (88).

MiRNA499-5p Dizisi : UUAAGACUUGCAGUGAUGUUU (90).
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Sekil 2.7.8-2. MiRNA 499a niikleotid dizisi (91).

MIRNA 499’un tanimlanmis hedef genleri sirasiyla; SRY (Cinsiyet Belirleyici
Bolge Y=Sex Determining Region Y), EPM2A (Laforin) Iliskili Protein 1, Vav 3
Guanin Niikleotid Degisim Faktorii, Ekinoderm Mikrotiibiil Iliskili Pretin Benzeri 4,
DEAD (Asp-Glu-Ala-Asp) Box Heliksaz 1, Arginine ve Glutamat Zengin Protein 1,
Retikulokalbin 2, EF-tarafi Kalsiyum Baglayan Bolgesi, Karyoferin Alfa 3 (importin
Alfa 4), Solute Tasiyic1 Ailesi 30 (Bakir tasiyicisi), Member 4, Reseptor yardimicisi
Protein 1, Oksiterol Baglayan Protein-Benzeri 1A, Catalbas kutusu P2, SKI-benzeri

onkogen genleri olabilecekleri gosterilmistir (92).

31



3. GEREC VE YONTEM

3.1. Ornek Secimi Ve Tamim

Calisma Ateroskleroz Hasta grubu (n=89), Saglikli Kontrol (n=93) grubu olmak
tizere 2 ana gruptan ve Hasta Grubu Sol Ventrikiil Hipertrofisi tanis1 olan (n=16) ve
olmayan (n=73) 2 altgruptan olusmaktadir. Calismaya Marmara Universitesi Pendik
Egitim ve Arastirma Hastanesi Kalp ve Damar Cerrahisi Anabilim Dali’na bagvuran
hastalar ve check-up kontrolii i¢in yine ayni klinige bagvuran saglikli kontroller dahil
edildi. Kalp ve damar cerrahisi servisine bagvuran ve muayene ile tanimlanmis koroner
arter hastalig1 tanis1 konularak kardiyoloji klinigi tarafindan koroner anjiyografi yapilan
ve konsey karar1 ile koroner arter baypas greft (KABG) ameliyat1 planlanan hastalar
dahil edilmistir. Kontrol grubu ise, check-up kontrolii i¢in kalp ve damar cerrahisi
poliklinigine bagvuran ve hikaye, fizik muayene, laboratuar tetkikleri ve
ekokardiyografi sonucunda koroner veya periferik arter hastaligi tanisi olmadigi tespit
edilen bireyler arasindan seg¢ilmistir.

Calismaya alinma Kriterleri;

Elektif izole KABG cerrahisi uygulanacak olan koroner anjiyografi ile koroner
arter hastaligi tanisi (ateroskleroz) konulmus hastalar ¢alismaya dahil edilmistir.

Caliymaya alinmama Kriterleri;

1. Sadece veya KABG ile kombine kalp kapak hastaligi, torasik aort anevrizmasi
veya erigkin konjenital kalp hastaligi nedeniyle opere edilecek hastalar,

2. Ure, kreatinin yiiksekligi veya bobrek yetmezligi olan hastalar ile diyalize
giren hastalar,

3. Acil cerrahi uyguanan hastalar ¢alisma dig1 birakilmigtir.

Hem calisma hem de kontrol gruplarindan, aglik kan sekeri, iire, kreatinin, ALT,
AST, total kolesterol, HDL kolesterol, LDL kolesterol, trigliserit diizeyi, hemogram,
HbAlc, C-reaktif protein diizeyleri dl¢iilmiistiir.

Ateroskleroz tanisi

Ateroskleroz, belirti olusturacak diizeye gelmedik¢e Klinik tanisi konulamaz.
Kardiyoloji poliklinigine gogiis agrist ve/veya efor dispnesi gibi bulgular ile bagvuran
hastalardan hikaye, fizik muayene, elektrokardiyografi, efor testi, ekokardiyografi ve

nihayetinde koroner anjiyografi yapilarak koroner arterlerde daralma ve/veya tikaniklik

32



saptanilan ve KABG karar1 alinan hastalar ¢alismamiza ateroskleroz (+) olarak dahil
edilmislerdir.

Sol ventrikiil hipertrofisi (SVH) tanisi

SVH tanist igin, sol ventrikiil kiitle indeksi (SVKI) esas alindi. Amerikan
Ekokardiyografi Birligi’nin 6nerdigi sekilde septum, sol ventrikiil ¢aplar1 ve arka duvar
kalinliklart transtorasik ekokardiyografi ile deneyimli bir kardiyolog tarafindan 6l¢iildii.
Olgiilen degerler kullanilarak Devereux formiiliine gére SVK hesaplanmistir (37).

Bu formiile gore,

Sol ventrikiil kiitlesi (SVK)= 1.04 x [ (SVDSC + IDK + ADK)3 ] -13.6gr (
SVDSC= Sol ventrikiil diyastol sonu capi; IDK = Interventrikiiler septum kalnlig;
ADK= Arka duvar kalinlig1).

SVKI ise bu degerin hastalarin viicut yiizey alanlarina (VYA) béliinmesi ile
bulundu (SVK/VYA) ve 90 birimin tizeri SVH igin kriter olarak se¢ilmistir.

Koroner arter bypass operasyonu

Calisma grubundaki hastalarin hepsine ameliyap Oncesi gece agiz yoluyla ve
operasyondan 1 saat 6nce 10mg intramiskiiler yol ile Diazepam ile premedikasyon
uygulanmistir. Tiim hastalarda endotrakealentiibasyon ile genel anestezinin indiiksiyonu
ve idamesi saglanarak (fentanil, midazolam ve isofluran ile) ve standardize edilmistir.
Ameliyatlar ayn1 cerrahi ekip tarafindan uygulanmistir. Ameliyat sirasinda kalp akciger
pompasi olarak Terumo roller pompast (Terumo Advanced Perfusion System 1),
membran oksijenatorii (Dideco Compactflo Evo) kullanilmistir. Tiim hastalarda hafif-
moderate  (28-32°C) hipotermi ve 2.2-2.4L/m2 pulsatii akim uygulanmistir.
Miyokardiyal koruma tepid antegrad kan kardiyoplejisi ile ve kros klemp kaldirilmasi
oncesi 250-500ml sicak kan ile “hot-shot” uygulamas: ile saglanmistir. Perfiizyon

basincinin perfiizyon siiresince >70mmHg olmasina dikkat edilmistir.
3.2.Kullamlan Malzemeler ve Cihazlar

3.2.1.Kullanilan Sarf ve Ayra¢ Malzemeler

DNA izolasyon:

Izolasyon karisimi pH 8,8 olan 10,5mM Tris-Cl, 10,5mM NaCli, 10,5nM
EDTA, 8M Guanidiniumhydrochloride, 1,12mg/ml Proteinaz K’dan olusmaktadir.

DNA Izolasyon sistemi (iPrep Purelink, Invitrogen, Thermo Fisher Scientific Inc),
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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 1l Kit, Qiagen): microRNA Universal Primer
(Qiagen), miScript SYBR Green PCR Kit (Qiagen), miReasy Spike in kontrol (mir39,
Qiagen), microRNA Primer Assay (miRNA221-3p, miRNA222-3p, mir 143-3p,
miRNA 145-3p, miRNA133a-3p, miRNA 133b-3p, miRNA 122a-3p, miRNA 494-3p,
miRNA 499-3p, Qiagen), microRNA Housekeeping Assay (mirRU6, mirSNORDG61,
SNORDG68, Qiagen),

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

hazirlanmastir.

Flurometre ile mikroRNA diizey belirleme: mMIRNA 6zgii Reagent,miRNA
tamponu ile ¢aligma soliisyonu hazirlanir. Cihaz kalibrasyonu 10ng/ul rRNA iceren
standart 1 ve 250pg/ul rRNA standart 2 kullanilarak yapilir. (Qubit 3.0 microRNA

Assay Kit, Invitrogen, Thermo Fisher Scientific Inc).

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

18m Q su, Microamp Clear Adhesive Film,

LDL ve HDL Altgrup Analizinde Kullanilan Malzemeler:

Polyakrilamid jel i¢eren hazir jel kolonlarin igerisinde akrilamid, bisakrilamid,
gliserol, pH 8,8 Tris tamponu, amonyum persiilfad ve Tetramethylethylenediamine
(TEMED), %!1’lik Sudan Black (etilen glikol icinde), Lipoprint LDL Analiz kiti
(Quantimetrix), Lipoprint HDL Analiz kiti (Quantimetrix), Lipoprint LDL Standart

(Quantimetrix),

ApoE Genotipleme:

Tek bir reaksiyonda iki polimorfik kodonun (112 ve 158) eszamanl analizi i¢in,
Lightcycler 480 II Gergek zamanli PZR Cihazimin kanallarinda renk uygulama ve
tanimlama sistemi kullanilmistir (LightMix® Kit-Color Compensation 530/640 sistemi
(TIB MOLBIOL, Roche Diagnostics). iki rehber boyanm farkli uyarilma ve isima

spektrum seviyeleri arasinda fark kodonlarin ergime derecelerinin isaretlenmesi i¢in
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kullanilmistir. ApoE Genotipleme Kiti (Lightmix ApoE C112R R158C Kit, TIB
MOLBIOL, Roche Diagnostics), LightCycler Fast Start DNA Master HybProbe (Roche

Diagnostics),

ApoE Elisa:

Biotinle isaretlenmis insan antijenleri, streptavidin HRP immun kompleksi,
bovin serum albumin, saflagtiritlmis apolipoprotein, sodyum fosfat tamponu pH7,4,
iyonik olmayan deterjanlar (Twin 20), Kromojen A ve B ¢ozeltileri igerir. ApoE Elisa
Kit (Sun Redbio),

3.2.2. Kullanilan Cihazlar

DNA izolasyon Robotu (iPrep Purelink, Invitrogen, Thermo Fisher Scientific
Inc), NanoDrop 2000 (Thermo Fisher Scientific Inc), Gergek Zamanli PZR (Lightcycler
480 1l Instrument, Roche Diagnostics), Ger¢ek Zamanli PZR (Fast Real Time 7500,
Applied Biosystems), Lipoprint Dikey Elektroforez Tanki (Quantimetrix Model 1500),
7,6cm boyunda ve 0,5cm ¢apinda hazir cam kolonlar, Elektroforez gii¢ kaynagi (EC 100
XL, Thermo Fisher Scientific Inc), Densinometre (Artiscan M1 Microtek), Lipoprint
LDL- HDL Altgrup Analiz Programi (V1.82 ImageSXM, Quantimetrix), Bilgisayar
Apple), Fluorometre (Quibit 3.0, Invitrogen, Thermo Fisher Scientific Inc), Plate
Santrifiij (Hettich),Santrifiij (Centrifuge 22R, Beckman Coulter), Microplate Yikama
Chaz1 (WHYM200, Poweam Medical Co.), Microplate Yikama Chazi (WHYM200,
Poweam Medical Co.), +4 C° Buzdolab1 (Haier), —20 C° Buzdolab1 (Haier), Ultra saf su
cihazi (Purelab option Q, Elga), Vorteks (V.I. Plus Biosan), Pipet Takimi (Thermo
Fisher Scientific Inc).

3.3.Yontemler
3.3.1. Kandan Genomik DNA ve MiRNA izolasyonu ve Saflik Tayini

3.3.1.1. Kandan Genomik DNA izolasyonu

Hasta ve kontrol gruplarindan 5 cc’lik EDTA’I tiiplere alinan vendz kan
ornekleri DNA izolasyonu yapilana kadar +4C° buzdolabinda saklanmistir. Kan
orneklerinden DNA izolasyonu, iPrep DNA ekstraksiyon robotu (Invitrogen) ile iPrep
kandan genomik DNA izolasyon kiti (iPrep gDNA Blood kit, Invitrogen, Thermo Fisher

Scientific Inc) kullanilarak gerceklestirilmistir. Ortamdaki tamponun pH’1 iizerinden
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degistirilebilir yiizey yiikiine bagli manyetik boncuk tabanli teknoloji olarak tanimlanan
robotik sistem i¢in350 pl kan Orneklerinden DNA izole edilmistir. Diisilk pHlarda
pozitif yiiklii CST® (ChargeSwitchTechnology®) negatif yiiklii niikleik asit iskeletine
baglananir. Pozitif yiike sahip proteinler ve diger kirleticiler s6z konusu boncuklara
baglanamaz ve sivi yikama tamponu ile ortamdan uzaklastirilirlar. Boncuklara baglh
DNA molekiilii pH 8,5’e yliksek tampon ¢ozeltileri ile ndtralize edilirek izole edilmistir.
Elde edilen DNA ornekleri uygun tiiplere alindiktan sonra +4C° buzdolabinda
saklanmistir (95).

3.3.1.2. Genomik DNA Saflik ve Diizey Ol¢iimii

DNA o6rneklerin safligi Nanodrop2000 cihazi ile 6l¢iildii. DNA 6rneklerinin
safligit OD2so/ OD2go orani kullanilarak belirlendi. Genotipleme i¢in uygun saflikta kabul
edilen DNA’nin OD2so/ OD2go degeri 1,7-1,9 arasinda olan 6rnekler temiz olarak kabul
edildi. Genomik DNA konsanrasyonlari ng/ pl biriminde elde edilmistir (96).

3.3.1.3. Serumdan mikroRNA izolasyonu

MikroRNA izolasyonu i¢in hasta ve saglikli goniillillerden diiz tiipe alinan
kanlar drnekleri 4500rpm’de 15 dk santrifiij serum elde edilerek ¢alisma yapilana kadar
-80°C ‘de sakland.

Serum Ornekleri -80 °C’den ¢ikarilarak oda 1sisinda ¢6ziinmeye birakildiktan
sonra 37 °C de inkiibe edildi. 200 ul serum steril ependorflara alinds, tizerlerine 1000 pl
liziz ¢6zeltisinden (Qiazol Lysis Solution) eklendi ve calkalandi. Bu islemden sonra
ornekler oda sicakliginda 5 dk bekletildi ve iizerine stok olarak hazirlanan 3,5 pl
“miReasy Spike in kontrol” (1.6 x 10% kopya/ul) ilave edildi. Ceker ocak altinda
orneklere 200 pl kloroform eklendikten sonra 5dk vorteks cihazi ile galkalandi ve oda
sisinda 3 dk bekletildi. S6z konusu karisim +4 C de 12.000g’de 15 dk. santrifiij edildi.
Ustte bulunan renksiz sividan 600 plt almarak temiz ependorflara alindi. Ayrilan berrak
karisima 900 pl %100 etanol eklendi ve vortexle karistirildi. Bu karisimdan 700 plt
alinarak kolonlarin istiine konulduktan sonra oda sicakliginda 15 sn 8000g’de santrifiij
edildi ve ayn1 islem tekrarlandi. Kolonlarin iizerine 700 pl RWT tamponu eklendikten
sonra 15 sn 8000g’de yapilan santrifiij isleminden sonra supernatant atildi. Ayni islem
500 plt RPE tamponu eklenerek tekrarlandi. Ayni kolonlara 500 plt % 80 etanol
eklendi, 2 dk 8000g santrifiij edildi, supernatant atildi. Kolonlar yeni tiiplere yerlestirildi
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ve kuru olarak 5 dk en yiiksek hizda santrifiij edildi. Son olarak iizerine 14 ul RNA free
su koyuldu 1 dk en yiiksek hizda santrifiijlenerek mikroRNA izolati elde edildi.

3.3.1.4. cDNA Eldesi

Elde edilen mikroRNA izolatlarina ters transkirpsiyon islemi (Tablo 3.3.1.4-1)
uygulanarak (miScript 11 Kit, Qiagen) cDNA’ya ¢evrildi (Tablo 3.3.4-2). Elde edilen
ornekler ¢calismaya kadar -20°C ‘de saklanmistir (97).

Tablo 3.3.1.4-1. cDNA Sentezi icin PZR Igerigi

5x miScript Hiflex Buffer 4 ul
10x miScript Nucleic mix 2 ul
miScript Reverse Transcriptase Mix 2 ul
RNA free su 10,5 pl
mikroRNA 1,5 ul
Toplam 20 pnl

Tablo 3.3.1.4-2. ¢DNA Sentezi i¢in Inkiibasyon Kosullari

60 dk 37°C
5dk 95°C
00 95 °C

3.3.1.5. MikroRNA Saflik Tayini

RNA 6rneklerin safligi Nanodrop2000 cihazi ile 6l¢iildii ve safligi OD2so/ OD2go
orani kullanilarak belirlendi. Saflik degeri OD2eo/ OD2go degeri 2’den biiyiik olan
ornekler uygun olarak kabul edildi (98).

3.3.1.6.mikroRNA Diizeylerinin Belirlenmesi

mikroRNA diizeyleri flurometrik olarak belirlendi. Ilk asamada 199ul miRNA
Tamponu ve 1ul miRNA Reagent (Qubit microRNA Assay, Invitrogen, Thermo Fisher
Scientific Inc) karistirilarak 200ul ¢alisma soliisyonu hazirlandi. 10ul standart 1 {izerine
190ul galigma soliisyonuna eklenerek 1 numarali standart ve 10ul standart 2 iizerine
190pl calisma soliisyonuna eklenerek 2 numarali standart hazirlanmis ve sirayla cihaza

standartlar tanitilmistir. Her 6rnek oOl¢iimii igcin 198ul ¢alisma ¢ozeltisine 2ul 6rnek
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eklenerek toplamlda 200ul’lik karigim elde edilmis ve cihazda okuma yapilarak miRNA
diizeylerinin tayinleri yapilmistir (99).

3.4.1. Es Zamanh PZR ile Genotip ve MikroRNA Ekspresyon Analizleri

3.4.1.1. Es Zamanh PZR ile ApoE Genotip Analizleri

ApoE Genotipleme i¢in Tablo 3.4.1-1’de belirtilen miktarlarda karisim
hazirlanmis ve Tablo 3.4.1-2°de gosterilen kosullarda PZR uygulanmustir. Insan ApoE
geninin 4 exonu, SimpleProbe® olarak bilinen, 265 bp uzunlugundaki spesifik
primerlerle ¢ogaltilmaktadir. Primerlerin 3’ ucunda floresans isaretli problar yer
almaktadir. Hibridizasyon prob ¢ifleri (kesif ve ¢akili problar) ayni ipligin
isaretlenmemis PZR primerlerini hibriditize etmektedir. Problar tarafindan LightCycler
cihazina 6zgii Floresan Rezonanas Enerji Transferi (FRET) iiretilmesi sirasinda 1s1ma
cihaz tarafindan tanimlanir. FRET gergeklesirken alici floresan 530nm ve 640nm dalga
boylarinda okuma yapmaktadir. 530 kanalinda incelenen ApoE C112R probunda 112C
varyansinin ergime noktasi (Tm) 49.0°C’de iken 112R varyansinin Tm degeri 59.0°C
olarak saptanmistir. 640 kanalinda analizi yapilan ApoE R158C kodonunun, 158R
varyanst 63.0°C’de Tm degerine sahipken 158C varyansinin Tm degeri 53.0°C’olarak
belirlenmistir. Floresan uyarilmalari 530nm ve 640nm dalga boylarinda sicaklik diisiip
problar DNAdan ayrilincaya kadar siirekli olarak kaydedilmistir. Uygun kanallarda
kaydedilen sinyaller daha sonra floresan negatif tiirevleri ile uygun 1s1 sevisi farki
hesaplanarak ergime tepelerine (melting peaks) dondstiiriildi (Sekil 3.4.1.1-1). Farkli
Floresan kanallarindaki ergime tepeleri homozigot ve heterozigot olarak ayrim
yapilmasini saglanmigtir. Sonug olarak elde edilen degerler Tablo 3.4.1-3°de gosterilen

ApoE Genotipleme tablosuna gore yorumlanmigtir (100).

Tablo 3.4.1.1-1. ApoE Genotipleme igin PZR igerigi

Ayira¢ Karisimi (Reagent Mix) 1ul
PZR Raksiyon Karigimi 2 ul
(Fast Start Master HybProbe Mix) H
MqgCl; 1,6 ul
PZR Kalitesinde (PCR Grade) Su 10,4 ul
DNA Sul
Toplam 20 pl
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Tablo 3.4.1.1-2. ApoE Genotipleme i¢in PZR Kosullari

Denatiirasyon 95 °C 10 dk
Déngii Evresi 95 °C 5sn B
60 °C 10 sn
.
72 °C 15 sn 45 dongii
Ergime 95 °C 20 sn <
N
40 °C 20 sn
T e
85 °C 00 sn 1 dongii
Sogutma 40 °C 30 sn y,
Ergime egrisi Ergime Zirvesi
Tpar] — e |:|I5|:.| = HTZ
T;; S - -aTm.-nn _ e it ApoE
S = hetercaygate E a9 M = heteroziges -
_ BEW R = mutart g N et Cl112R
2 67 Y Lk UE -
3 647 ) i N Kanal 530
g apar \,& g 02 [
4297 X 5 R
SR A
T — S 0w éi 'y ut\—/—_—1
2457 T — — - e S —
py — A" it
: 40 S0°T
40 &0 & 0 T @ =0 B0 70 B
Temperatuine {C) Temperatue {'C)
Ergime egrisi Ergime Zirvesi
B9 e — T — N
: o - 1.1 1508 e ApnoFE
';-" IR - -'pim-:r-,-u:m 8 1'5}3': - r::'rgc gote: ? 5
; . W\ = ey S oa M . R158C
Y it
& 10 | N i oo Y Kanal 640
] \ =, = R i
£ 300 \ ""-. E 05 ! P | f |
! \ \ g o TN A
5259 ! = I ll\ v !
[ \ 01 if \ /IJ kN
1999 \ 3 /A I
. l\_ RN _,__--""'_Fa Il'l wl
— EA N BIT
40 50 Bl i Bl 0 50 &0 0 &0
Teimpeialuiie C) Temperature ()

Sekil 3.4.1.1-1. ApoE Genotipleme i¢cin PZR Egrileri: 530 kanalinda C112R probu
112C/C homozigot dogal tip, 112C/R heterozigot, 112R/R homozigot mutant olarak
degerlendirilmektedir. 640 kanalinda R158C probu 158R/R homozigot dogal tip,
158R/C heterozigot, 158C/C homozigot mutant olarak belirlenmektedir.
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Tablo 3.4.1.1-3. ApoE Genotipleme icin Yorumlama Tablosu

Allel-Amino 112C/C 112C/C 112C/C 112C/R 112C/R 112R/R

Asid 158R/R ~ 158C/C ~ 158C/R  158C/R  158R/R  158R/R
ApoE Tipi E3/E3  E2/E2  E2/E3  E2/E4  E3/E4  E4/E4
530 kepalndaki 55°C  55°C/64°C 55°C /64°C 55°C /64°C  64°C
Tm pikleri

640 kanalindaki 63°C  53°C/63°C 53°C/63°C  63°C 63°C

Tm pikleri

3.4.1.2.Es Zamanh PZR ile MikroRNA Ekspresyon Analizleri

Calisma g¢ergevesinde arastirilmasi planlanan mikroRNAlar “mirbase” ve
“targetscan” wveri tabanlar1 (http://www.mirbase.org/, http://www.targetscan.org/)
kullanilarak belirlenmistir. Aterosklerozun molekiiler mekanizmasi tizerinde farkli
etkileri olan mikroRNAIlar ve hedef proteinleri bu veri tabanlari ile analiz edilmistir.
Hiicrelerinin ¢ogalmasinda etkili olan hsa-miR-221-3p ve hsa-miR-222-3p, lipid
metabolizmasinda yer alan hsa-miR-122a-5p, kardiyak hipertrofide rol aldigi belirlenen
hsa-miR-133a-3p ve hsa-miR-133b-3p, kardiyomiyopatide rol aldigi belirlenen hsa-miR-
143-3p ve hsa-miR-145-5p, hiicrelerin farklilasmasinda etkili hsa-miR-494-3p ve hsa-miR-
499a-5p arastirilmak {izere secilmistir. Secilen mikroRNalarin primer dizileri Tablo 3.4.2-1°de
verilmistir. MikroRNA ekspresyon seviyelerini karsilastirmak delta Ct (ACt) ve kat degisimi
farklarm hesaplamak igin 3 internal kontrol (housekeeping assay =mirRU6, mirSNORD®61,
SNORDG68) kullanilmistir. mikroRNA diizey belirleme hesaplamalari Livak formiilii (2
delta delta Ct=2AACTt)kullanilarak yapilmistir (101).

miRNA ekspresyon analizleri Gergek Zamanli PZR cihazinda (Fast Real Time
7500, Applied Biosystems) gerceklestirilmistir (Tablo 3.4.2-2 ve Tablo 3.4.2-3). Syber
Green (miScript SYBR Green PCR, Qiagen) ile isaretlenmis ¢cDNA dizisine analiz
edilecek mikroRNA primerleri (miRNA221-3p, miRNA222-3p, miRNA143-3p,
miRNA145-3p, miRNA133a-3p, miRNA 133b-3p, miRNA 122a-3p, miRNA 494-3p,
mMiRNA 499a-5p, Qiagen) ve mikroRNA endojen kontrol (housekeeping) primerleri
(mirRU6G, mirSNORD61, SNORDG68, Qiagen) baglanmasi sonucunda cihaz tarafindan

cyber green boyasinin floresan 1s1ma miktari saptanilmasi ile gergeklestirilmistir (102).
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Tablo 3.4.1.2-1. Kullanilan mikroRNA primer dizileri

mikroRNA

Primer Dizisi

hsa-miR-221-3p

hsa-miR-222-3p
hsa-miR-122a-5p

hsa-miR-133a-3p
hsa-miR-133b-3p
hsa-miR-143-3p
hsa-miR-145-5p
hsa-miR-494-3p

hsa-miR-499a-5p

-AGCUACAUUGUCUGCUGGGUUUC-
- AGCUACAUCUGGCUACUGGGU-

- UGGAGUGUGACAAUGGUGUUUG -
- UUUGGUCCCCUUCAACCAGCUG -

- UUUGGUCCCCUUCAACCAGCUA -

- UGAGAUGAAGCACUGUAGCUC -

- GUCCAGUUUUCCCAGGAAUCCCU -
- UGAAACAUACACGGGAAACCUC -
- UUAAGACUUGCAGUGAUGUUU -

Tablo 3.4.1.2-2. MikroRNA Ekspresyon i¢in Es Zamanh 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

5,5 ul
2 ul
25 nl

Tablo 3.4.1.2-3. MikroRNA Ekspresyon i¢in Es Zamanh PZR Kosullari

Denatiirasyon

Dongii Evresi

Ergime

Sogutma

95°C
94 °C
55°C
70 °C
95°C
60 °C
95°C
60 °C

15 dk
15 sn
30sn 40 dongi
30 sn
15 sn

1dk

30sn 1 dongii
15 sn
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3.4.2.Serum ApoE Diizeylerinin Belirlenmesi

Serum ApoE diizeyi SunRedBio marka Human ApoE ™ ELISA Kiti
kullanilarak 6l¢tildi. Calisma 6ncesi -20° C derin dondurucuda saklanan serum ornekleri
kullanilmistir. Bes adet seyreltilmis standart sirasiyla 160ug/ml, 80ug/ml, 40ug/ml,
20pg/ml, 10pg/ml olarak hazirlanmistir. Standart kuyucuklarina 50ul standart ve 50ul
Streptavidin-HRP eklenerek hazirlandiktan sonra serum 6rnekleri kuyucuk basina 40ul
ornek, 50ul Streptavidin-HRP ve ApoE antikoru eklenmistir daha sonra karisim
calkaland1 ve mikroplate’in istii kapatilarak 37°C* de 60 dakika etiivde inkiibe edildi.
Inkiibasyon sonrasi otomatik mikroplate yikama cihazi ile 3 kere yikama yapildi. Her
kuyucuga 50ul kromojen soliisyonu A ve sonrasinda 50ul kromojen soliisyonu B
eklendi ve mikroplate hafif¢e c¢alkalandiktan sonra 37°C’ de 10 dakika karanlikta
inkiibasyona birakilmistir. inkiibasyon sonras1 her kuyucuga 50ul reaksiyon durdurma
cozeltisi eklenip 15 dakika i¢cinde 450 nm dalga boyunda 6l¢tim yapilmistir. Her 6rnegin
serum ApoE diizeyi pug /ml cinsinden hesaplanmistir. Sistemin duyarliligi 0,779 pg/mi
ve deger araligi 1 pg/ml -300 pg/ml oldugu Bury ve arkadaslari (1986) tarafindan

uygulanan yontem ile gosterilmistir. (103).

3.4.3.Lipid Alt Grup Analizleri

Diiz tiiplere alinan kan orneklerinden 45000rpm’de 15 dk santrifiij edilerek
ayrilan serumlar -20C%de saklanmistir. LDL ve HDL altgruplar1 analizi igin igerisinde
%3’liik poliakrilamid karisimi TEMED ve aminonyum persiilfad i¢eren 7,6cm boyunda
ve 0,5cm ¢apinda kolonlar kullanilmistir. 25 pl serum, %1°lik W/V sudan black , etilen
gliserol igeren karisim kolona ilave edildikten sonra oda 1sinda 30 dk foto-
polimerizasyon iglemi uygulanmistir. Bu sekilde hazirlanan kolonlara tiip basma 3mA
olacak sekilde 1 saat elektroforez islemi uygulanmistir. Daha sonra kolonlar 610nM
dalga boyunda olgiilerek densinometrik olarak degerlendirilmistir. LDL alt gruplari
densinometrik olarak ayrilmasi Tip A, Tip B ve Intermediate ve HDL alt gruplari ise
yogunluklar1 ve boyutlarina gore kiigiik, orta ve bliyiik olarak degerlendirilmislerdir.
Densinometrik bulgularin kantitatif olarak o6l¢timii Uluslararast Saglik enstitiisii
tarafindan  gelistirilen =~ Microsoft  bilgisayar — programimna  gore  yapilmistir
(www.http://rsb.info.nih.gov/nih-image/). LDL standartt mevcut oldugundan kantitatif
olarak degelendirilmistir. (Sekil 3.4.4.1). HDL standart1 mevcut olmadigi i¢in kantitaif
degerlendirme yapilamamistir (Sekil 3.4.4.2) (104).
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Sekil 3.4.4.1. LDL Alt Grup Analizleri: A) Lipoproteinlerin LDL Altgrup analiz

sistemi ile elektroforetik olarak ayrilmasi.

Elektroforez uygulamasindan sonra

goriintlisti alinmustir. Elektroforetik gd¢ tiiplin en {iistiinden (katod) alta dogru (anod)
gerceklesmektedir. Silomikronlar yiikleme jelinde kalmaktadir, VLDL yavas gog
ederken HDL hizli ilerlemektedir. LDL partikiilleri jelin ortasinda konumlanmigstir.
B)Tip A, Intermediate ve Tip B’nin densinometrik tarama goriintiileri
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Sekil 3.4.4.2. HDL Alt Grup Analizleri:
sistemi ile elektroforetik olarak ayrilmasi.

A) Lipoproteinlerin
Elektroforez uygulamasindan sonra

HDL Altgrup analiz

goriintiisii alimmustir. Elektroforetik go¢ tiiplin en iistiinden (katod) alta dogru (anod)
gerceklesmektedir. VLDL ve LDL yavas gog ettiginden dolay1 en {ist bantta, albumin
hizli ilerledigi i¢in kolonun en altinda yer almakatadir. HDL yogunluklarina gore
ayrilmistir ve jelin ortasinda yer almakatadir. B) HDL alt gruplarinin densinometrik

tarama goriintiileri
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3.3.4.Lipid Profillerinin Ol¢iilmesi

Plazma kolesterol, TG, VLDL, HDL diizeyleri Marmara Universitesi Pendik
Egitim ve Arastirma Hastanesi Biyokimya Anabilim Dali Laboratuvarlarinda bulunan

klinik otoanalizatorler ile enzimatik yontemler kullanilarak Sl¢iilmiistiir.

3.3.5.istatistiksel Analiz

Bu calismanin istatiksel analizi lisansli SPSS 23.0 ve Alici Isletim Karakteristigi
(Receiver Operating Characteristic=ROC) analizi i¢in MedCalc paket programlari

kullanilarak yapilmistir. Istatiksel anlamlilik sinir1 p<0.05 olarak almmustir.

Genotip ve allelerin goriilme sikliinin  gruplararas1  farkliliklarinin
degerlendirilmesinde ki-kare, pearson ve fisher exact testleri kullanilmistir. Ki-kare
analizi sonrasi degerler say1 ve yiizde olarak verilmistir. Allel frekanslar1 gen sayma
metoduna gore yapilmistir. Genotip ve allellerin aktivite tizerindeki etkilerinin
belirlenmesinde ve hasta ve kontrol gruplarma ait serum diizeylerinin
karsilastirilmasinda ikili bagimsiz 6rneklem student t-testi kullanilmistir. Risk faktorii

olarak goriilen parametreler lojistik ve dogrusal regresyon analizi ile degerlendirilmistir.
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4. BULGULAR

4.1. Cahisma Gruplarina Ait Demografik Veriler
Tez projemize katilan 89 Ateroskleroz Hasta Grubu ve 93 saglikli kontroliin

demografik verileri karsilagtirmali olarak Tablo 4-1’de 6zetlenmistir.

Tablo 4-1. Ateroskleroz ve Kontrol Gruplarina ait Demografik Veriler

Atheroskleroz
Grup Kontrol Hasta Grubu p degeri
(n=93) (n=89)
L %559 / %441 | %69,7 / % 30,3
Cinsiyet (E/K) (1=52) | (n=41) | (n=62) / (n=27) | OO°
Yas (Yil) 52,69+9,80 64,31+13,79 0,000*
Viicut Kitle Indeksi
. + +
(VKI) (kg/m?) 27,79+4,92 28,66+6,04 0,284
Viicut Yiizey Alam
(VYA) (m?) 1,86+0,17 1,88+0,18 0,418
kullanan %359 #46.1
(n=33) (n=41)
Sigara 0,146
% 64,5 % 53,9
kullanmayan (n=60) (n=48)
var % 16,1 % 34,8
_ (n=15) (n=31)
Diabet 0,004*
ok % 83,9 % 62,5
y (n=78) (n=58)
var % 82,8 % 68,5
(n=77) (n=61)
Aile Hikayesi 0,025*
ok % 17,2 % 31,5
y (n=16) (n=28)
var % 23,7 % 51,7
Sistolik KB >140 (n=22) (n=46) 0.000*
yok (n=71) (n=43)

n=6rnek sayisi, X+ SD (Ortalama + Standart Sapma), E/K =Erkek / Kadin , KB =Kan Basnci
* Tabloda koyu renk ile isaretlenmis degerleri istatiksel olarak anlamlilik gostermektedir
(p<0,05). Gruplararas: farklilik ileri ki-kare testi (x?), ikili bagimsiz 6rneklem student t-testi ile
incelenmistir.
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Ileri kikare ve student-t testi analizi ile kontrol ve atherosleroz hasta gruplari
demografik ozellikler ag¢isindan karsilastirildiginda; ateroskleroz hasta grubunda
cinsiyet dagilimlar arasinda anlamli fark gézlenmemistir (p=0,055). Viicut kitle indeksi
ile viicut ylizey alanlar1 hasta grubunda daha yiiksek oldugu gozlense de gruplar
arasinda istatiksel olarak anlamli fark saptanmamistir (p=0,284, p=0,418). Tablo 4-1’de
goriildiigii gibi diabet tanist1 konmus olgular ateroskleroz hasta grubunda istatiksel
acidan anlamhi bir farklilik gostermektedir (p=0,004). Bu sonuglar dogrultusunda
yapilan logistik regresyon analizi sonuglarina gore diabet tanisi atheroskleroz riskini 2.7
kat artirmaktadir (Tablo 4-2). Ailesinde ateroskleroz tanisi olanlarin hasta grubunda ise
anlamli olarak bir farklilik tespit edilmis (p=0,027) ve bu faktoriin de riski 2.2 kat
artirdigi gézlemlenmistir (Tablo 4-2).

Hasta grubunu sistolik kan basinci ortalamas1 133,88+17,69 mmHg iken kontrol
grubunda ortalama degerleri 128,49+15,53 mmHg olarak saptanmustir. Diastolik kan basinci
ortalamasi hasta grubunda 84,49+6,61 mmHg, kontrol grubunda 83,06+9,97 mmHg oldugu
belirlenmistir. Ateroskleroz hasta ve kontrol gruplar karsilastirildiginda sistolik ve diastolik

kan basinci ortalamasi arasinda anlamli fark saptanmamustir (p=0,300, p=0,258).

Tablo 4-2. Hasta ve kontrol 6rneklerinin demografik verilerinin logistik regresyon

analizleri.
o .
Katsay1 B Star;(zgrt p degeri Risk /09Asrg:l,‘l’en
(Odds Ratio) g
Yas 0,083 0,016 0,000* 1,087 1,054-1,120
Diabet 1,022 0,359 0,004* 2,779 1,375-5,619
Aile Hikayesi 0,793 0,357 0,027* 2,209 1,097-4,449
Sistolik KB >140
Diastolik KB >90 1,239 0,323 0,000* 3,452 1,832-6,506

KB: Kan Basinci. * Tabloda koyu renk ile isaretlenmis degerleri istatiksel olarak
anlamlilik gostermektedir (p<0,05).
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Tablo 4-1’de goriildiigii gibi hipertansiyon tanisi konmus olgular ateroskleroz
hasta grubunda istatiksel agidan anlamli bir farklilik gostermektedir (p=0,000). Bu
sonuglar dogrultusunda yapilan logistik regresyon analizi sonuglarma gore

hipertansiyon tanisinin ateroskleroz riskini 3,4 kat artirdigi saptanmustir (Tablo 4-2).

4.2. Calisma Gruplarma Ait Lipid Degerleri

Atheroskleroz hasta ve kontrol gruplarinin tiim lipid degerleri, belirlenen sinir
degerlerin altinda ve iistiinde yer alan bireylerin say1 ve yiizdesi karsilastirmali olarak

Tablo 4-3’de verilmistir.

Kontrol grubunda kolesterol diizeyi 188,20 + 39,17 mg/dl hasta grubunda 185,25 +
48,21 mg/dl olarak belirlenmis ancak gruplar arasinda istatiksel olarak anlamli fark
saptanmamustir (p=0,650). Kontrol grubunda yer alanlarin %52,2’sinin (n=59), hasta
grubunda yer alanlarin  %47,8’si (n=54) plazma kolesterol diizeylerinin 200mg/dl’nin
altinda oldugu gozlenmis olup gruplar arasinda istatiksel olarak anlamli fark
gozlenmemistir (p=0,701). Plazma kolesterol degerleri 200-239 mg/dl olanlarin
dagilimlarinin kontrol grubunda 9%57,8 (n=26) iken hasta grubunda %42,2 (n=19)
oldugu saptanmustir (p=0,302). Plazma kolesterol degeri 240mg/dI’nin iistiinde oldugu
saptanan olgularinin %61,9’si (n=13) hasta grubunda yer alirken %38,1’I(n=8) kontrol
grubunda bulunmakta olup gruplar arasinda anlamli fark tespit edilmemistir (p=0,205).

Trigliserid degerlerinin ortalamasi konrol grubunda 146,35 + 89,67 mg/dl, hasta
grubunda 149,18 + 56,90 mg/dl olarak hesaplanmistir (p=0,799). TG diizeyleri 200mg/dI’nin
altinda bulunan olgularin %48,7’s1 (n=73) kontrol grubuna bulunurken, %51,3’i (n=77)
hasta grubunda yer almaktadir (p=0,155). Kontrol grubunda yer alan olgularin %601
(n=18) hasta grubunun %%40’1 (n=12) 200-239 mg/dl TG degerlerine sahip oldugu
belirlenmistir (p=0,286). TG degeri 400 mg/dI’nin ilizerinde olan 2 kisi kontrol grubunda

yer almaktadir, gruplar arasinda anlaml fark gézlenmemistir (p=0,497).
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Tablo 4-3. Hasta ve Kontrol Gruplarina ait Lipid Degerleri

Atheroskleroz

Kontrol Hasta Grubu p degeri
(n=93) (n=89)

Plazma Kolesterol (mg/dl) (X +SD) 188,2 39,17 185,25 + 48,21 0,650
< 200 mg/dl n (%) 59 (% 52,2) 54 (% 47,8) 0,701
200-239 mg/dl n (%) 26 (% 57,8) 19 (% 42,2) 0,302
>240 mg/dl n (%) 8(%38,1) 13 (% 61,9) 0,205
Trigliserid  (mg/dl) (X + SD) 146,35 + 89,67 149,18 + 56,90 0,799
< 200 mg/dl n (%) 73 (% 48,7) 77 (%51,3) 0,155
200-399 mg/d| n (%) 18 (% 60) 12 (% 40) 0,286
> 400 mg/d| n (%) 2 (% 100) 0(%0) 0,497
LDL (mg/dI) (X+SD) 118,97 +36,94 117,38 + 40,56 0,650
< 130 mg/d n (%) 61 (% 55) 50 (% 45) 0,193
130-159 mg/dl n (%) 19 (% 48,7) 20 (% 51,3) 0,737
> 160 mg/d n (%) 13 (% 43,3) 17 (% 56,7) 0,352

HDL (mg/dl) X+SD)  42,49+10,72 38,61 = 8,62 0,008*
< 35 mg/dl n (%) 20 (% 38,5) 32(%61,5) 0,031*
35-44 mg/dl n (%) 42 (% 51,2) 40( % 48,8) 0,976

>45 mg/d| n (%) 31 (% 64,6) 17 (9% 35,4) 0,029*
Kolesterol / HDL Oram 4,64 4,95 0,130
<35 n (%) 14 (% 46,7) 16 (% 53,3) 0,595

3,6-4,5 n (%) 37 (9% 66,1) 19 (96 33,9) 0,007*

> 4,5 n (%) 43 (% 43,4) 56 (% 56,6 ) 0,024*
VLDL  (mg/dl) X+SD) 29,12+ 17,63 29,54 + 10,70 0,847
ApoE  (mg/dI) Oga[ama 10,59 10,46 0,087

eger

n=0rnek sayisi, (E + SD) (Ortalama =+ Standart Sapma), * Tabloda koyu renk ile isaretlenmig
degerleri istatiksel olarak anlamlilik gostermektedir (p<0,05). Gruplararasi farklilik ileri ki-kare
testi (x3), ikili bagimsiz 6rneklem student t-testi ile incelenmistir.
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Diisiik yogunluklu lipoprotein (LDL) degerlerinin ortalamasi kontrol grubunda
118,97 + 36,94 mg/dl iken hasta grubunda bu degerler 117,38 + 40,56 mg/dl olarak saptanmigtir
ancak gruplar arasinda anlaml fark gézlenmemistir (p=0,650). Hasta grubunda bulunan
olgularin %45’inin (n=50), kontrol grubunda yer alanlarin %355’inin (n=55) LDL
degerleri 130mg/dl altinda yer almaktadir (p=0,193). LDL degerleri 130-159mg/dl
arasinda yer alan olgularin %48,7’si (n=19) kontrol grubunda yer alirken %51,3’1
(n=20) hasta grubunda yer aldig1 gozlenmistir (p=0,737). LDL degeri 160mg/dl’nin
iistiinde olanlarin %56,7°s1 (n=17) hasta grubunda yer alirken %43,3’1i (n=13) kontrol
grubunda yer aldig1 belirlenmis ve gruplar arasinda anlamli fark tespit edilmemistir
(p=0,352).

Ateroskleroz hasta grubunun HDL degerlerinin ortalamasinin 42,49 + 10,72
mg/dl iken kontrol grubunda ortalama 38,61 + 8,62 mg/dl olup bu verilere gére gruplar

arasinda istatiksel olarak fark oldugu gézlenmistir (p=0,008).

Tablo 4-4. Hasta ve kontrol 6rneklerine ait lipid degerlerinin logistik regresyon

analizleri.

. . 9 . Standart o . Risk %95 Giiven

Lipid Degerleri Katsay1 B Hata p degeri (Odd Arali
Ratio)

HDL (mg/dl) -0,044 0,017 0,011* 0,957 0,925-0,990
HDL <35 mg/dI 0,717 0,335 0,032* 0,488 0,253-0,942
HDL>45 mg/dlI -0,750 0,348 0,031* 0,472 0,239-0,934
Kolesterol/HDL *
Oran1 3,6 - 4.5 -0,890 0,334 0,008 0,411 0,213-0,791
Kolesterol/HDL ) ¢q, 0,302 0025 1973  1,091-3,569

Oram > 4,5

*Tabloda koyu renk ile isaretlenmis degerleri istatiksel olarak anlamlilik gostermektedir
(p<0,05).
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Ayrica ateroskleroz hasta grubunda yer alan olgularin %61,5’1 (n=32), kontrol
grubunda yer alanlarin %38,5’si (n=20) 35mg/dl’den daha diisiik degerlere sahiptir
(p=0,031). Ayrica kontrol grubunda yer alan katilimcilarin %64,6’s1 (n=31), hasta
grubunda yer alan olgularin %35.,4’sinin (n=17) HDL degerlerinin 45mg/dl’den yiiksek
oldugu goriilmiistiir. Bu veriler sonucunda yapilan logistik regresyon analizi sonuglarina
gore plazma HDL degerlerinin diisiik olmas1 atheroskleroz riskini artirmaktadir (Tablo
4-4). Aym1 zamanda HDL’nin sinir degerden daha diisiik olmasi hastalik riskini 2 kat
artirtrken HDL’nin 45 mg/dl’den fazla olmasi riski 2,12 kat azaldig1 gézlenmistir.

Ateroskleroz riski igin parametre olarak degerlendilen plazma kolesteroliin
HDL’ye gore orami hasta grubunda 4,95 iken kontrol grubunda 4,64 olarak
belirlenmistir (p=0,130). Kolesterol/HDL orani 3,5’in altinda olanlarin %53,3’li (n=16)
hasta grubunda yer alirken %46,7°si (n=14) kontrol grubunda yer almaktadir.
Kolesterol/HDL oram 3,6-4,5 olanlarin ise %33,9’u (n=19) hasta grubunda yer alirken
%66,1’1 (n=37) kontrol grubunun igerisinde yer aldig1 belirlenmistir ve gruplar arasinda
istatiksel olarak anlamli fark saptanmistir (p=0,007). Kolesterol/HDL orani 4,5 iistiinde
olanlarin %56,6’s1 hasta grubunda yer alirken %43,4’i (n=43) kontrol grubunda yer
almakatadir. Kolesterol/HDL ateroskleroz hasta grubunda istatiksel agidan anlamli bir
farklilik gostermektedir (p=0,024). Bu veriler 1s1ginda yapilan logistik regresyon
analizleri sonucunda yliksek Kolesterol/HDL oranilarinina sahip olmanin ateroskleroz

riskini 4 kat artirdig1 belirlenmistir (Tablo 4-4).

Tablo 4-3 de goriildigi gibi VLDL degerlerinin ortalamasi kontrol grubunda
29,12 £ 17,63mg/dl iken hasta grubunda bu degerler 29,54 + 10,70mg/dl oldugu gbzlenmistir
(p=0,847).

Plazma ApoE degerlerinin ortalamasi kontrol grubunda 10,59 mg/dl iken hasta
grubunda ortalama 10,46 mg/dl olarak saptanmistir ancak gruplar arasinda anlaml fark

gozlenmemistir (p=0,987).
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4.3.Lipid Alt Grup Analizleri

Diisiik yogunluklu lipoprotein (LDL) altgrup analizi verilerine gore biiyilik
yogunluklu LDL ortalamasi kontrol grubunda 53,7+14,29 mg/dl iken hasta grubunda bu
degerin 54,71+19,11 mg/dl oldugu gorilmiistir (p=0,698). Kiiciikk boyutlu LDL
ortalamasinin hasta grubunda 7,12+8,18 mg/dl , kontrol grubunda 4,04+6,69 mg/dl
oldugu belirlenmistir ve gruplar arasinda anlamli fark oldugu tespit edilmistir (p=0,008)
(Tablo 4-5).

Tablo 4-5. Hasta ve kontrol gruplarina ait partikiil yogunlugu ve biiyiikliigiine

gore lipid alt grup analiz sonuclari.

Atheroskleroz

Kontrol Hasta Grubu p degeri
(n=93) (n=89)
Biiyiik boyutlu LDL (mg/dl) (X+SD) 53,7+ 14,29 54,71+ 19,11 0,698
Kiiciik boyutlu LDL.  (mg/dl) (X + SD) 4,04 + 6,69 7,12 + 8,18 0,008*
TipA 0 0 0
(Diisiik Risk) n (%) 59 (% 70,2) 47 (% 54,7) 0,770
LDL Intermediate
Alt Grup (Orta risk) n (%) 15(% 17,9) 19 (% 23,3) 0,386
Tip B n (%) 10 (% 11,9) 20 (% 22,1) 0,050*
(Yiiksek Risk) ’ ' ’
Biiyiik Boyutlu HDL (mg/dl) (X+SD)  13,19+6,32 11,76 + 6,63 0,169
OrtaBoyutlu HDL  (mg/dl) (X+SD)  21,49+4,95 21,49 £ 5,49 0,999
Kiiciik Boyutlu HDL (mg/dl) (X< SD) 8,07 + 3,70 6,59 + 3,21 0,008*

n=06rnek sayisi, (E + SD) (Ortalama =+ Standart Sapma), * Tabloda koyu renk ile isaretlenmig
degerleri istatiksel olarak anlamlilik gostermektedir (p<0,05). Gruplararasi farklilik ileri ki-kare
testi (x¥), ikili bagimsiz 6rneklem student t-testi ile incelenmistir.
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Kigiik boyutlu LDL diizeyi ve yogunluguna gore yapilan risk analizlerinde
kontrol grubunda yer alanlarin %70,2’sinin (n=59), hasta grubunda yer alanlarin ise
%54,7’sinin (n=47) Tip A (disiik risk) grubunda oldugu belirlenmis olup gruplar
arasinda istatiksel agidan anlamli fark tespit edilmemistir (p=0,770). Hasta grubunda yer
alan olgularin %23,3’i (n=19), kontrol grubunda bulunanalarin %17,9’u (n=15)
intermediate (orta risk) tasiyan grupta yer almaktadir ve istatiksel olarak anlamli fark
gozlenmemistir (p=0,386). Kontrol grubunda yer alanlarin ise %11,9’u (n=10) Tip B
(yiiksek risk) grubunda yer alirken hasta grubunda olanlarin %22,1’i (n=20) bu grupta
yer almaktadir (p=0,050). Logistik regresyon analizi sonucunda yiiksek riskteki grubuna
dahil olma riskini 2,2 kat artirdigin1 gézlenmistir (Tablo 4-6).

Yapilan HDL altgrup analizlerine gore biiyiikk yogunluklu HDL ortalamasi
kontrol grubunda 13,19 + 6,32 mg/dl iken hasta grubunda bu degerin 11,76 + 6,63
mg/dl oldugu gorilmiistir. Ancak gruplar arasinda istatiksel olarak anlamli fark
gozlenmemistir (p=0,169). Kontrol grubunda orta boyutlu HDL ortalamas1 21,49 +4,96
mg/dl iken hasta grubunda 21,49 + 5,49 mg/dl olarak belirlenmistir (p=0,999). Kiiciik
boyutlu HDL ortalamasinin kontrol grubunda 8,07+ 3,70 mg/dl iken hasta grubunda
6,59 + 3,21 mg/dl olarak belirlenmistir ve gruplar arasinda anlamli fark oldugu tespit
edilmistir (p=0,008). Logistik regresyon analizlerine gore kiigiik boyutlu HDL’ye sahip
olmanin riski 1,13 kat azalttig1 saptanmistir (Tablo 4-6).

Tablo 4-6. Hasta ve kontrol 6rneklerine ait partikiil yogunlugu ve biiyiikliigiine

gore lipid alt gruplarinin logistik regresyon analizleri.

- o .
Llpll)clé EIS;Up Katsay1 B Star;c::rt p degeri Risk /oisrﬁ:l,‘l’en
g (Odd Ratio) g
Kiiciik Boyutlu 0,063 0,026 0,014* 1,065 1,013-1,120
LDL (mg/dl)

LDL AltGrupB 0,808 0423 0,050* 2,242 0,979-5,135
(Yiiksek Risk)

Kii¢iik Boyutlu  -0,125 0,048 0,010* 0,882 0,802-0,970
HDL (mg/dl)

* Tabloda koyu renk ile isaretlenmis degerleri istatiksel olarak anlamlilik gdstermektedir
(p<0,05).
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Viicut kitle indeksi (VKI) ve kiiciik boyutlu LDL arasindaki iligkiyi
belirleyebilmek igin yapilmis olan dogrusal regresyon analizi sonucunda VKI’si 27,55

kg/m?’den fazla olan kisilerin daha fazla kii¢iik boyutlu LDL miktarina sahip oldugu
belirlenmistir (p=0,037) (Sekil 4-1).

4.4 ApoE Genotip ve Allel Dagilimlarinin Istatistiksel Acidan Degerlendirilmesi

ApoE genotip frekanslar1 kontrol ve ateroskleroz hasta olgulari ile
karsilastirildiginda gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamli fark saptanmistir (X?=
11,376, p=0,023). Kontrol grubunda yer alanlarin %83,9’u (n=78) E3/E3 genotipine,
%4,3’1 (n=4) E3/E4 genotipine, %9,7’si (n=9) E2/E3 genotipine, %1,1°1 (n=1) E2/E2
genotipine, %]1,1’1 (n=1)E4/E4 genotipine sahipken E2/E4 genotipine rastlanmamustir.
(Tablo 4-7). Hasta grubunda yer alan olgularin %84,3’ii (n=75) E3/E3 genotipine,
%13,5’1i (n=12) E3/E4 genotipine, %]1,1’i (n=1) E2/E3 genotipine, %]1,1’i (n=1) E4/E4
geotipine sahiptir, bu grupta E2/E2 ve E2/E4 genotiplerine saptanmamuistir (Tablo 4-7).

50,00 R? Linear=0,026

o p=0,037*

000 o o

0,00

Viicut Kitle indeksi

0,007

10,00

T T T T T
20 30 40 a0

Kiiciik boyutlu LDL

Sekil 4-1. VKI ve LDL Alt grubu Dogrusal Regresyon Analizleri. Tiim calisma
gruplarmin  Viicut Kitle Indeksi ve Kiiciik boyutlu LDL degerlerinin Dogrusal
Regresyon Analizi Dagilim Grafigi. * ile isaretlenmis degerleri istatiksel olarak
anlamlilik gostermektedir (p<0,05).

P
—
(=
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Tablo 4-7. Hasta ve kontrol 6rneklere ait ApoE Genotip ve Allel Dagilimlar:

Kontrol Grubu

Ateroskleroz
Hasta Grubu

Genotip p degeri
(n=93) (n=86)
E3/E3 % 83,90 % 84,30 0,941
n=78 n=75
E3/E4 % 4.30 % 13,50 0,029~
n=4 n=12
E2/E3 % 9,70 % 1,10 0,011~
n=9 n=1
E2/E4 %0 %0 -
0 0
E2/E2 % 1,1 %0 0,327
n=1 0
E4/E4 % 1,10 % 1,10 0,975
n=1 n=1
Allel Allel Saymm (%) Allel Saymm (%) p degeri
E2 11 (% 90,90) 1 (% 9,10) 0,006*
n= 10 n=1
E3 169 (% 50,80) 163 (% 49,20) 0,586
n=78 n=76
E4 6 (% 29,40) 14 (% 70,60) 0,060
n=>5 n=12

n=0rnek sayisi, * Tabloda koyu renk ile isaretlenmis degerleri istatiksel olarak anlamlilik
gostermektedir (p<0,05). Gruplararas: farklilik ileri ki-kare testi (x?), ikili bagimsiz 6rneklem
student t-testi ile incelenmistir.

ApoE genotip frekanslar1 kontrol ve ateroskleroz hasta gruplarinda
karsilastinldiginda; E3/E3, E2/E2, E4/E4 genotiplerini tasiyan gruplar arasinda
istatistiksel olarak anlamli bir fark saptanmamistir (X?=0,005, p=0,941; X?=0,962,
p=0,327, X?=0,001, p=0,975). E3/E4 genotipine sahip olgular degerlendirildiginde hasta
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ve kontrol gruplar1 arasinda anlamli fark oldugu gozlenmis (X?=4,782, p=0,029) ve
Tablo 4-8’de gosterilen logistik regresyon analizi sonucunda bu genotipi tasimanin
ateroskleroz riskini 3,4 kat artirdigi belirlenmistir. E2/E4 genotip frekansinin gruplar
arasindaki dagilimi incelendiginde istatiksel olarak anlamli fark oldugu goriilmiistiir
(X?=6,408, p=0,011). Logistik regresyon analizi sonucuna gére E2/E4 genotipine sahip

olmak ateroskleroz riskini 10 kat azaldig1 gézlenmistir.

Tablo 4-8. Hasta ve kontrol 6rneklere ait ApoE Genotip ve Allel Dagilimlarinin

logistik regresyon analizleri

o .
Genotip Katsay1 B Stﬁlr;(zgrt p degeri Risk /OgASrS:l,‘l’en
(Odds Ratio) g
E3/E3 0,030 0,405 0,941 1,030 0,466-2,280
E3/E4 1,243 0,598 0,038* 3,468 1,074-11,195
E2/E3 -2,244 1,065 0,035* 0,106 0,013-0,855
E2/E4 -0,044 0,148 0,767 0,957 0
E2/E2 -21,170 - 1 0 0
E4/E4 0,044 1,422 0,975 1,045 0,064-16,973
Allel
E2 -2,361 1,060 0,026* 0,094 0,012-0,753
E3 0,660 1,234 0,593 1,934 0,172-21,713
E4
1,009 0,565 0,069 2,743 0,925-8,135

n=0rnek sayisi, * Tabloda koyu renk ile igsaretlenmis degerleri istatiksel olarak
anlamlilik gostermektedir (p<0,05).
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ApoE allel frekanslari kontrol ve ateroskleroz hasta gruplar karsilastirildiginda
olgular arasinda istatistiksel olarak anlamli fark saptanmamistir (X?= 10,189, p=0,006).
E2 alleline sahip olanlarin %90,9°u (n=10) kontrol grubunda yer alirken %9,1°1 (n=1)
hasta grubunda yer almaktadir, istatiksel olarak anlamli fark belirlenmistir (X?=7,426,
p=0,06) (Tablo4-7). Bu veriler sonucunda yapilan logistik regresyon analizi verisine

gore E2 alleli tasimak ateroskleroz riskini 10 kat azaldigi gézlenmistir (Tablo4-8).

E3 alleli tasiyanlarin oranin1 hasta grubunda %49,2 (n=85), kontrol grubunda
%50,8 (n=91) oldugu gozlenmis ancak gruplar arasinda istatiksel olarak anlamli fark

tespit edilmemistir (p=0,586).

E4 alleline sahip olanlarin %29,4’{i (n=5) kontrol grubunda yer alirken %70,6’s1
(n=12) hasta grubunda yer almaktadir, istatiksel olarak anlamli fark belirlenmemistir

(p=0,060).

ApoE genotip ve allel dagilimlar ile serum ApoE seviyeleri karsilagilastirmali
olarak Tablo 4-9’da yer almaktadir. E3/E3 genotipi tasiyanlarin ApOE ortalamasi
102,154+48,70 mg/dl ve tasimayan olgular 117,66+62,31 mg/dl olarak belirlenmistir
(p=0,155). E3/E4 genotipi tasiyanlarin ortalamasi 109,23+23 mg/dl, tasimayanlarin ise
104,07+£50,90 mg/dl oldugu gozlenmistir (p=0,710). E2/E3 genotipi tasiyanlarda serum
ApoE diizeyi 125,15+£79,44mg/dl, tasimayanlar da ise bu seviye 103,37+49,21 mg/dl
oldugu gozlenmistir (p=0,215). Caligma grubunda E2/E4 genotipi tasiyan birey yer
almamistir. E2/E2 ve E4/4 genotipi tasiyan birer katilimecinin ortalamalart sirasiyla
165,30 mg/dl ve 129,10 mg/dl’dir, gruplar arasinda anlamli fark tespit edilmemistir
(p=0,234 ve p=0,631). Serum ApoE seviyeleri E2 alleli tasiyanlarda 129,17+75,96
mg/dl, E3 alleli tasiyanlarda 104,02+51,19 mg/dl ve E4 alleli 104,40+49,36 mg/dI
olarak belirlenmistir. Gruplar arasinda anlamli fark gozlenmemistir (E2 p=0,117, E3
p=0,236, E4 p=0,992) (Tablo4-9).
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Tablo 4-9. Hasta ve Kontrol Gruplarina ait ApoE Seviyelerini Genotip ve Allel

Dagilimlan ile Karsilagtirilmasi

Genotip ApoE  (mg/dl) ..
n (X + SD) p degeri

Tastyan 144 102,15+48,70

E3/E3 0,155
tasimayan 26 117,66+£62,31
tagiyan 15 109,23+23

E3/E4 0,710
tagimayan 155 104,07+50,90
tagilyan 9 125,15+79,44

E2/E3 0,215
tagimayan 161 103,37+49,21
taglyan 0 0

E2/E4 -
tagimayan 170 104,52+51,14
tagiyan 1 165,30

E2/E2 0,234
tagimayan 169 104,15+51,08
tagiyan 1 129,10

E4/E4 0,631
tagimayan 169 104,38

Allel

tagiyan 10 129,17+75,96

E2 0,117
tagimayan 160 102,98+49,12
tagiyan 168 104,02+51,19

E3 0,236
tagimayan 2 147,20+£25,59
tastyan 15 104,40+49,36

E4 0,992
tagimayan 155 104,54+51,46

n=0rnek sayisi, X+ SD (Ortalama + Standart Sapma), * Tabloda koyu renk ile isaretlenmis
degerleri istatiksel olarak anlamlilik gostermektedir (p<0,05). Gruplararasi farklilik ileri ki-kare
testi, (X?) ikili bagimsiz 6rneklem student t-testi ile incelenmistir.



Plazma lipid diizeyi ile ApoE genotip dagilimlarinin karsilarilmasi Tablo 4-
10’da yer almaktadir. E3/E3 genotipi tasiyan 153 katilimcinin plazma kolesterol
ortalamas1 190,29+44,50 mg/dl ve tasimayan 29 katilimcinin degerlerinin 168,10+34,42
mg/dl oldugu belirlenmis ve bu iki grup arasinda anlamli olarak fark oldugu
saptanmistir (p=0,012). E3/E4 tasiyanlarda (n=16) ortalama 170,44+41,94 mg/dl ve
tasimayan (n=166) ortalama deger 188,33+43,70 mg/dl oldugu gézlenmistir (p=0,118).
E2/E3 genotipi tasyan 10 kiside plazma kolesterol ortalamas1 166+22,81 mg/dl ve bu
genotipi tasimayan 172 kisi de bu deger 187,97+44,38 mg/dl’dir, gruplar arasinda
istatiksel anlamli fark tespit edilmemistir (p=0,123). E2/E2 genotipi tasiyan 1 kiside
kolesterol degeri 198 mg/dl ve tasimayan 181 kiside ortalama deger 186,70+43,84
mg/dl olarak tespit edilmistir (p=0,797). E4/E4 genotipi tasiyanlarda (n=2) ortalama
deger 145,18+2,82 mg/dl, tasimayanlarda (n=181) ortalama 187,22+43,75mg/dl olarak
belirlenmistir (p=0,175) (Tablo 4-10).

Plazma kolesterol degeri 200mg/dl’nin altinda olanlar genotip 6zelliklerine gore
degerlendirildiklerinde; E3/E3 genotipi tasiyan 88 katilimci ile bu genotipi tasimayan
25 kisi arasinda istatiksel olarak anlamli fark saptanmustir (X?=8,525, p=0,004). Diger
genotiplerin dagilimlar1 ve plazma kolesterol degeri 200mg/dI’nin altinda olanlar
kiyaslandiginda istatiksel olarak anlamli fark saptanmamistir (E3/E4 n=13; p=0,185,
E2/E3 n=1,; p=0,098, E2/E2 n=1; p=0,621, E4/E4 n=2; p=0,384) (Tablo 4-10).

Tablo 4-10’da goriildiigii gibi plazma kolesterol degerleri 200-239mg/dl
arasinda olanlarin genotip dagilimlar incelendiginde gruplar arasinda istatiksel olarak
anlaml fark saptanmamistir (E3/E3 n=88; p=0,137, E3/E4 n=3; p=0,764, E2/E3 n=1;
p=0,455, E2/E2 n=0; p=0,753, E4/E4 n=0; p=0,586).

Plazma kolesterol degeri 240mg/dI’nin dstinde olan ve ES3/E3 genotipi
tagimayan katilimci bulunmamaktadir ancak bu genotipi tasiyan (n=21) gruplar arasinda
istatiksel olarak anlamli fark tespit edilmistir (X°=8,525, p=0,004). Diger genotiplerin
dagilimlar1 ve plazma kolesterol degeri 240mg/dl’nin iistiinde olanlar kiyaslandiginda
istatiksel agidan anlamli fark saptanmamistir (E3/E4 n=3; p=0,764, E2/E3 n=1,
p=0,455, E2/E2 n=0; p=0,753, E4/E4 n=0; p=0,586) (Tablo 4-10).

Trigliserid diizeyleri genotipler ile karsilastuldiginda E3/E3 genotipinde
olanlarda (n=153) ortalama deger 150,91+77,86mg/dl iken tasimayanlarda (n=29)
131,42+£57,92mg/dl olarak saptanmistir (p=0,192). E3/E4 genotipi tasiyan 16
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katilimcinin =~ TG diizeyi  123,88461,02mg/dl, tasimayan 166 katilimcinin  ise
150,04+76,25mg/dl olarak belirlenmis ve gruplar arasinda anlamli fark tespit edilmemistir
(p=0,185). E2/E3 genotipi tasiyanlarin (n=10) TG seviyesi 132,40+51,15mg/dl iken
tasimayanlarda (n=172) 148,63+76,43mg/dl oldugu belirlenmistir (p=0,509). E2/E2
genotipindeki 1 katilimcmin TG seviyesi 236mg/dl ve bu genotipte olmayan 181 katilimcinin
ortalama degeri 147,25+75,17mg/dl olarak saptanmistir (p=0,241). E4/E4 genotipi tastyanlarin
TG ortalamasi (n=2) 128,50+51,61mg/dl, tasimayanlarin (n=180) ise 147,55+75,55mg/dl olarak
tespit edilmistir (p=0,717).

Plazma TG degerleri 200mg/dl’nin altinda olanlarin ApoE genotip dagilimlarina
bakildiginda gruplar arasinda istatiksel olarak anlamli fark saptanmanustir (E3/E3 n=124;
p=0,264, E3/E4 n=15; p=0,312, E2/E3 n=9; p=0,448, E2/E2 n=0; p=0,176, E4/E4 n=2;
p=0,678).

TG degerleri 200-399mg/dl arasinda olanlarin genotip dagilimlar1 incelendiginde
gruplar arasinda istatiksel olarak anlamli fark bulunamamstir (E3/E3 n=27; p=0,331, E3/E4
n=1; p=0,478, E2/E3 n=1; p=0,486, E2/E2 n=1; p=0,165, E4/E4 n=0; p=0,697).

ApoE Genotip dagilimlar1 ve TG degerleri 400mg/dl iistiinde olanlar karsilastirildiginda
gruplar arasinda istatiksel olarak anlamli fark saptanmamustir (E3/E3 n=88; p=0,137, E3/E4
n=3; p=0,764, E2/E3 n=1; p=0,455, E2/E2 n=0; p=0,753, E4/E4 n=0; p=0,586).

Tablo 4-10’da ApoE genotip dagilimlarmin LDL ortalama degerleri ile
karsilagtirilmast yer almaktadir. E3/E3 genotipinde olanlarda (n=153) ortalama deger
120,14+40,32mg/dl iken tasimayanlarda (n=29) 107,93£26,50mg/dl olup gruplar arasinda
istatiksel olarak anlamli fark g6zlenmemistir (p=0,119). E3/E4 genotipi tasiyan 16 katilimcinin
LDL ortalamas1 106,75+27,75mg/dl, tasimayan 166 katilimcinin ise 119,30+39,43mg/dl olarak
belirlenmistir  (p=0,216). E2/E3  genotipi tastyanlarin  (n=10) LDL ortalamasi
106,70+21,47mg/dl iken tasimayanlarda (n=172) 118,86+39,36mg/dl oldugu gobzlenmistir
(p=0,335). E2/E2 genotipindeki 1 katilimcinin LDL seviyesi 164mg/dl ve bu genotipte olmayan
181 katilimcimin ortalama degeri 117,25+38,61mg/dl olup gruplar arasinda anlamli fark tespit
edilmemistir (p=0,236). E4/E4 genotipi tasiyanlarin (n=2) LDL ortalamasi 95,50+21,92mg/dl,
tagimayanlarin (n=180) ise 118,444+38,76mg/dl oldugu gbzlenmistir (p=0,405).

LDL degerleri 130mg/dl’nin altinda olanlarin ApoE genotip dagilimlari incelendiginde
gruplar arasinda istatiksel olarak anlamli fark saptanmamustir (E3/E3 n=90; p=0,169, E3/E4
n=11; p=0,505, E2/E3 n=8; p=0,320, E2/E2 n=1; p=0,390, E4/E4 n=2; p=0,371).
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Tablo 4-10. Hasta ve kontrol gruplarina ait ApoE Genotip lipid degerleri ile

karsilastirilmasi
E3/E3 E3/E4 E2/E3 E2/E2 E4/E4
n=153 n=16 n=10 n=1 n=2
Plazma Kolestertol 190,29+ 44,50 170,44 £4194 166,00 + 22,81 198** 145 +2,82
(mg/dl) p=0,012* p=0,118 p=0,123 p=0,797 p=0,175
<200 n=88 n=13 n=1 n=1 n=2
p=0,004* p=0,098 p=0,092 p=0,621 p=0,384
n=88 n=3 n=1 n=0 n=0
200-239 p=0,137 p=0,764 p=0,455 p=0,753 p=0,586
> 240 n=21 n=0 n=0 n=0 n=0
p=0,028* p=0,223 p=0,240 p=0,885 p=0,782
Trigliserid (mg/dl) 150,90+ 77,86 123,88+ 61,02 132,40+ 51,158 236** 128,50+ 51,61
g Y p=0,192 p=0,185 p=0,509 p=0,241 p=0,717
<200 n=124 n=15 n=9 n=0 n=2
p=0,264 p=0,312 p=0,448 p=0,176 p=0,678
n=27 n=1 n=1 n=1 n=0
2 p=0,331 p=0,478 p=0,486 p=0,165 p=0,697
> 400 n=2 n=0 n=0 n=0 n=0
p=0,536 p=0,659 p=0,893 p=0,989 p=0,978
LDL (mg/dl) 120,13+ 40,32 106,75+ 27,75 106,70+ 21,479 164** 95,50+ 21,92
Y p=0,119 p=0,216 p=0,335 p=0,236 p=0,405
<130 n=90 n=11 n=8 n=1 n=2
p=0,169 p=0,505 p=0,320 p=0,390 p=0,371
n=32 n=5 n=2 n=0 n=0
130-159 p=0,698 p=0,316 p=0,635 p=0,786 p=0,616
> 160 n=29 n=0 n=0 n=0 n=0
p=0,039* p=0,063 p=0,372 p=0,165 p=0,697
40,45+ 9,73 41,94+ 13,53 41,70 £7,42 38** 36 +8,48
HDL (mg/dl) p=0,672 p=0,572 p=0,718 p=0,794 p=0,512
<35 n=46 n=4 n=1 n=0 n=1
p=0,305 p=0,741 p=0,286 p=0,714 p=0,491
35-44 n=67 n=7 n=6 n=1 n=1
p=0,431 p=0,913 p=0,350 p=0,451 p=0,699
> 45 n=40 n=5 n=3 n=0 n=0
p=0,872 p=0,064 p=0,725 p=0,736 p=0,541
4,89 + 1,42 4,33 +1,31 4,33 +1,31 5,2%* 4,13 +0,89
Kolesterol/HDL Oram p=0,027* p=0,163 p=0,163 p=0,769 0=0,503
<35 n=23 n=4 n=3 n=0 n=0
' p=0,226 p=0,336 p=0,216 p=0,835 p=0,697
36-45 n=46 n=4 n=5 n=4 n=1
T p=0,637 p=0,601 p=0,283 p=0,692 p=0,522
>45 n=21 n=8 n=2 n=1 n=1
' p=0,259 p=0,712* p=0,190 p=0,544 p=0,705
VLDL  (mg/dl) 29,99 + 15,20 25,50 + 11,96 24,70 £ 9,87 28** 33**
p=0,161 p=0,275 p=0,305 p=0,928 p=0,722

n=6rnek sayisi, X+ SD (Ortalama + Standart Sapma), * Tabloda koyu renk ile isaretlenmis degerleri istatiksel
olarak anlamlilik gdstermektedir (p<0,05). Gruplararas: farklilik ileri ki-kare testi, (X?) ikili bagimsiz 6rneklem

student t-testi ile incelenmistir. **6rnek sayis1 az bulundugu i¢in standart sapma hesaplanamamstir
NOT: Genotip tagimayan olgularm lipid degerleri metin i¢inde verilmistir.
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Plazma LDL seviyesi 130-159mg/dl arasinda olanlarin genotip dagilimlari
incelendiginde gruplar arasinda istatiksel olarak anlamli fark bulunamamustir (E3/E3 n=32;
p=0,698, E3/E4 n=5; p=0,316, E2/E3 n=2; p=0,635, E2/E2 n=0; p=0,786, E4/E4 n=0;
p=0,616).

LDL degerleri 160mg/dI’nin istiinde olanlarin ApoE genotipleri incelendiginde E3/E
genotipi tasiyanlarin (n=29) tasimayanlar (n=1) arasinda istatiksel agidan anlamli fark
tsaptanmuistir  (X?=4,258, p=0,038). Diger genotipler incelendiginde gruplar arasinda
istatiksel olarak anlaml fark tespit edilmemistir (E3/E4 n=0; p=0,063, E2/E3 n=0; p=0,372,
E2/E2 n=0; p=0,165, E4/E4 n=0; p=0,697).

Plazma HDL diizeyleri ve genotipler ile karsilastuldiginda E3/E3 genotipinde
olanlarda ortalama deger 40,46+9,73mg/dl iken tasimayanlarda 41,31+11mg/dl olarak
saptanmustir  (p=0,672). E3/E4 genotipi tasiyanlarin HDL ortalamas1 41,94+13,53mg/dl,
tagimayanlarin ise 40,46+9,54mg/dl olarak belirlenmis ve gruplar arasinda anlamli fark tespit
edilmemistir (p=0,572). E2/E3 genotipi tasiyanlarin HDL ortalamas: 41,70+7,42mg/dl iken
tasimayanlarda bu deger 40,53+£10,06mg/dl olarak tespit edilmistir (p=0,718). E2/E2
genotipindeki 1 katilimcimin HDL seviyesi 38mg/dl’dir ve bu genotipte olmayan diger
katilimcilarin ortalama degeri 40,61+9,94mg/dl olarak bulunmustur (p=0,794). E4/E4 genotipi
tagtyanlarin HDL ortalamasi 36+8,48mg/dl, tasimayanlarin ise 40,64+9,94mg/dl’dir, gruplar

arasinda anlaml fark anlaml fark saptanmamustir (p=0,512).

HDL degerleri 35mg/dI’nin altinda olanlarin ApoE genotip dagilimlarina bakildiginda
gruplar arasinda istatiksel olarak anlamli fark bulunamamstir (E3/E3 n=46; p=0,305, E3/E4
n=4; p=0,741, E2/E3 n=1; p=0,286, E2/E2 n=0; p=0,714, E4/E4 n=1; p=0,491).

HDL seviyesi 35-44mg/dl arasinda olanlarin genotip dagilimlar1 incelendiginde gruplar
arasinda istatiksel olarak anlamli fark bulunamamustir (E3/E3 n=67; p=0,431, E3/E4 n=7;
p=0,913, E2/E3 n=6; p=0,350, E2/E2 n=1; p=0,451, E4/E4 n=1; p=0,699).

ApoE Genotip dagiliimlann  ve HDL degerleri 45mg/dl iizerinde olanlar
kargilagtirildiginda gruplar arasinda istatiksel olarak anlamli fark tespit edilmemistir (E3/E3
n=40; p=0,872, E3/E4 n=5; p=0,064, E2/E3 n=3; p=0,725, E2/E2 n=0; p=0,736, E4/E4
n=0; p=0,541).

Plazma kolesterolun HDL diizeylerine oran1 ve ApoE genotip dagilimlarinin
karsilatirilmas1 Tablo 4-10’da yer almaktadir. E3/E3 genotipi tasiyanlarin oran

ortalamalar1 4,89+1,42 ve bu genotipi tasimayanlarin oran ortalamalarinin 4,26+1,13
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oldugu ve bu iki grup arasinda istatiksel acidan anlamli fark oldugu saptanmistir
(p=0,027). E3/E4 genotipi tastyanlarda ortalama 4,33+1,31 ve tasimayanlarda ortalama
oran 4,84+1,40 olarak bulunmustur (p=0,163). E2/E3 genotipi tasiyanlarda ortalama
4,10+0,95 ve tasimayanlarda ise 4,83+1,41 olarak saptanmustir (p=0,108). E2/E2
genotipi tasiyan bir kiside oran 5,21, tasimayanlarda ortalama oran 4,79+1,40 oldugu
gozlenmistir (p=0,769). E4/E4 genotipi tasiyanlarda oran 4,13+0,89, tasimayanlarda
oran ortalamasi 4,80+1,40 olarak saptanmistir (p=0,503).

Kolesterol/HDL oranm1 3.5’in altinda olanlar genotip 6zelliklerine gore
degerlendirildiklerinde; gruplar arasinda istatiksel olarak anlamli fark belirlenmemistir.
((E3/E3 n=23; p=0,226, E3/E4 n=4; p=0,336, E2/E3 n=3; p=0,216, E2/E2 n=0;
p=0,835, E4/E4 n=0; p=0,697) (Tablo 4-10).

Tablo 4-10°da goriildiigii gibi kolesterol/HDL orani 3.5-4.5 arasinda olanlarin
genotip dagilimlart incelendiginde gruplar arasinda istatiksel olarak anlamli fark tespit
edilmemistir (E3/E3 n=46; p=0,637, E3/E4 n=4; p=0,601, E2/E3 n=5; p=0,283, E2/E2
n=4; p=0,692, E4/E4 n=1; p=0,522).

Kolesterol/HDL orani 4.5’in istiinde olanlarin ApoE genotiplerinin dagilimlar
incelendiginde gruplar arasinda istatiksel olarak anlamli fark saptanmamistir ((E3/E4
n=21; p=0,259, E3/E4 n=8; p=0,712, E2/E3 n=2; p=0,190, E2/E2 n=1; p=0,544, E4/E4
n=1; p=0,705) (Tablo 4-10).

Cok diisiik yogunluklu lipoprotein (VLDL) diizeyleri ortalamasinin genotipler
ile karsilastuldiginda E3/E3 genotipi tasiyanlarin ortalamasi 29,99+15,20mg/dl iken
tasimayanlarda 25,83+10,60mg/dl oldugu saptanmistir (p=0,161). E3/E4 genotipi
tastyanlarin VLDL ortalamas1 25,50+11,96mg/dl, tasimayanlarin ise 29,69+14,83mg/dlI
olarak belirlenmistir (p=0,275). E2/E3 genotipi tasiyanlarin VLDL ortalamasi
24,70+9,87mg/dl iken tasimayanlarda bu deger 29,59+14,83mg/dl olarak bulunmustur
(p=0,305). E2/E2 genotipindeki bir katilimcinin VLDL seviyesi 28mg/dl’dir ve bu
genotipte olmayan diger katilimcilarin ortalama degeri 29,33+14,66mg/dl olarak tespit
edilmistir (p=0,928). E4/E4 genotipi tasiyanlarin VLDL ortalamas1 33+0,00mg/dl,
tasimayanlarin ise 29,28+14,70mg/dl oldugu saptanmistir (p=0,722).

Tablo 4-11’de plazma lipid degerleri ile ApoE allel dagilimlarinin
karsilagtirilmas1 yer almaktadir. E2 alleli tasiyan 11 katilimcinin plazma kolesterol

ortalamas1  168,91+23,69mg/dl ve tasimayan 171 katilimcinin  degerlerinin
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187,91+44,51mg/dl oldugu ve bu iki grup arasinda anlamli olarak fark olmadig:
saptanmistir (p=0,163). E3 alleli tasiyanlarda (n=179) kolesterol degerleri ortalama
deger 187,16+43,86mg/dl ve tasimayan (n=3) ortalama deger 162,67+30,66mg/dl’dir,
gruplar arasinda istatiksel anlamli fark belirlenememistir (p=0,337). E4 alleli tagyan 17
kiside plazma kolesterol ortalamas1 165,82+40,75mg/dl ve bu alleli tasimayan 165 kisi
de bu deger 188,92+43,57mg/dl oldugu belirlenmis olup gruplar arasinda istatiksel
acidan anlaml fark saptanmistir (p=0,038).

Plazma kolesterol degeri 200mg/dI’nin altinda olanlar allel dagilimlarina gore
degerlendirildiklerinde; E2 alleli tasiyan 10 katilimer ile bu genotipi tasimayan 103 kisi
arasinda istatiksel olarak anlamli fark tespit edilmistir (X?=4,132, p=0,042). E3 ve E4
alleli dagilimlar1 ve plazma kolesterol degeri 200mg/dlI’nin altinda olanlar ile
karsilastirildiginda istatiksel olarak anlamli fark saptanmamustir (E3 alleli; p=0,237, E4
alleli; p=0,057) (Tablo 4-11).

Plazma kolesterol degerleri 200-239mg/dl arasinda olanlarin allel dagilimlari
incelendiginde gruplar arasinda istatiksel a¢idn anlamli fark bulunamamistir (E2 alleli;
p=0,298, E3 alleli; p=0,424, E4 alleli; p=0,353) (Tablo 4-11).

Kolesterol degeri 240mg/dl’nin iistiinde olan ve E2 alleli tasiyanlar (n=0) ve
tasimayanlar (n=21) karsilastirildiginda gruplar arasinda istatiksel olarak anlamli fark
tespit edilmemistir (p=0,368). Ayrica E3 tasiyan (n=21) ve tasimayanlar (n=0)
karsilastirildiginda istatiksel anlamli fark saptanmamustir (p=0,691). Plazma kolesterol
degeri 240mg/dI’nin istiinde olanlarin E4 allel tagiyan (n=0) ve tasimayanlarin (n=21)
karsilastirilmasi sonucunda istatiksel agidan anlamli bir fark saptanmamistir (p=0,112)
(Tablo 4-11).

Trigliserid degerleri ile ApoE allel dagilimlari karsilastirildiginda E2 alleli
tagtyanlarin  ortalamasi  141,82+57,71mg/dl ve tasimayanlarin  ortalamasinin
148,12+76,36mg/dl oldugu ve bu iki grup arasinda anlamli olarak fark olmadigi
gozlenmistir  (p=0,789). E3 alleli tasiyanlarda ise ortalama TG diizeyleri
147,46+75,47mg/dl ve tasimayanlarda ise ortalama deger 164,33+72,00 mg/dl olarak
belirlenmistir  (p=0,701). E4 alleli tasyan kisilerde TG diizeyleri ortalamasi
124,88+60,46mg/dl ve bu alleli tasimayanlarda ise bu deger 150,09+76,38mg/dl olarak
bulunmustur (p=0,189).

64



Trigliserid degeri 200mg/dI’nin altinda olanlarin ApoE allel dagilimlar1 arasinda
istatiksel olarak anlamli fark saptanmamustir (E2 alleli; p=0,957, E3 alleli; p=0,237, E4
alleli; p=0,057) (Tablo 4-11).

Trigliserid degerleri  200-399mg/dl arasinda olanlarin allel dagilimlar
incelendiginde gruplar arasinda istatiksel agidan anlamli bir fark gézlenmemistir (E2
alleli; p=0,569, E3 alleli; p=0,419, E4 alleli; p=0,190).

Plazma TG degeri 400mg/dI’'nin istiinde olanlarin allel dagilimlari

incelendiginde gruplar arasinda istatiksel agidan anlamli bir fark saptanmamustir (E2
alleli; p=0,882, E3 alleli; p=0,967, E4 alleli; p=0,821).

Tablo 4-11°de yer alan ApoE allel dagilimlarinin LDL ortalama degerleri ile
karsilastirilmast ~ sonuglarma gére E2 alleli tasiyanlarda ortalama deger
111,91+£26,71mg/dl iken tasimayanlarda 118,60+£39,32mg/dl oldugu gozlenmistir
(p=0,580). E3 alleli tasiyanlarda ortalama LDL diizeyi 111,91+26,71mg/dl,
tasimayanlarda 118,19+38,71mg/dl olarak bulunmustur (p=0,995). LDL degeri E4
alleline  gore karsilastirnldiginda bu  alleli  tasiyanlarda  ortalama  deger
104,12+27,01mg/dl iken tasimayanlarda 119,64+39,43mg/dl olup gruplar arasinda

istatiksel olarak anlamli fark saptanmamistir (p=0,115).

LDL degerleri 130mg/dI’nin altinda olanlarin ApoE allel dagilimlan
incelendiginde gruplar arasinda istatiksel olarak anlamli fark saptanmamustir (E2 alleli;

p=0,314, E3 alleli; p=0,663, E4 alleli; p=0,394).

Plazma LDL seviyesi 130-159mg/dl arasinda olanlarin allel dagilimlart
incelendiginde gruplar arasinda istatiksel olarak anlamli fark saptanmamistir (E2 alleli;
p=0,569, E3 alleli; p=0,483, E4 alleli; p=0,400).

LDL degerleri 160mg/dl’nin {iistiinde olanlarin ApoE allel dagilimlar
incelendiginde gruplar arasinda istatiksel olarak anlamli fark saptanmamistir (E2 alleli;

p=0,431, E3 alleli; p=0,419, E4 alleli; p=0,080).

ApoE allel dagilimlarimin HDL ortalama degerleri ile karsilagtirilmasi
sonuclarma gore E2 alleli tasiyanlarda ortalama deger 41,36+7,13mg/dl iken
tasimayanlarda 40,54+10,08mg/dl oldugu belirlenmistir  (p=0,791). E3 alleli
tasiyanlarda ortalama HDL seviyesi 40,66+9,97mg/dl, tasimayanlarda 36,67+6,11mg/dI
oldugu gozlenmistir (p=0,491). LDL degeri E4 alleline gore karsilastirildiginda bu alleli
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tastyanlarda ortalama deger 41,00+13,37mg/dl iken tasimayanlarda 40,55+9,55mg/dl

olup gruplar arasinda istatiksel olarak anlamli fark saptanmamstir (p=0,860).

Yiiksek yogunluklu lipoprotein (HDL) degerleri 35mg/dl’nin altinda olanlarin
ApoE allel dagilimlarina gore incelendiginde gruplar arasinda istatiksel olarak anlamli
fark tespit edilmemistir (E2 alleli; p=0,125, E3 alleli; p=0,638, E4 alleli; p=0,936).

HDL seviyesi 35-44mg/dl arasinda olanlarin allel dagilimlarina gore yapilan
istatiksel ¢alismada gruplar arasinda anlamli fark saptanmamustir (E2 alleli; p=0,167, E3
alleli; p=0,426, E4 alleli; p=0,530).

ApoE allel dagilimlari ve HDL degerleri 45mg/dl istiinde olanlar
karsilagtirildiginda gruplar arasinda istatiksel olarak anlamli fark gozlenmemistir (E2
alleli; p=0,592, E3 alleli; p=0,397, E4 alleli; p=0,519).

Plazma Kkolesterolun HDL diizeyine orami ve ApoE allel frekanslarinin
karsilastirilmast Tablo 4-11°da yer almaktadir. E2 alleli tasiyanlarin oran ortalamalari
4,2+0,96 mg/dl ve bu alleli tasimayanlarin oran ortalamalarinin 4,8+1,41 mg/dl oldugu
ve bu iki grup arasinda istatiksel olarak anlamli fark saptanmamustir (p=0,499). E3 alleli
tastyanlarda ortalama 4,83+1,41 mg/dl ve tasimayanlarda ortalama oran 4,94+0,88
mg/dl’dir, gruplar arasinda anlamli fark belirlenememistir (p=0,706). Bu oran E4 alleli
tasiyanlarda ortalama 4,33+1,29 mg/dl ve tasimayanlarda ortalama 4,84+1,40 mg/dl

gruplar arasinda anlamli fark gézlenmemistir (p=0,132).

Kolestero/HDL oram1 3.5’in altinda olanlar allel frekanslarina gore
degerlendirildiklerinde; gruplar arasinda istatiksel olarak anlamli fark saptanmamigtir

(E2 alleli; p=0,264, E3 alleli; p=0,581, E4 alleli; p=0,299) (Tablo 4-11).

Tablo 4-11°da goriildiigli gibi kolesterol/HDL orani 3.5-4.5 arasinda olanlarin

allel frekanslari incelendiginde gruplar arasinda istatiksel olarak anlamli fark tespit

edilmemistir (E2 alleli; p=0,221, E3 alleli; p=0,671, E4 alleli; p=0,353).

Kolestero/HDL oran1 4.5’in istiinde olanlarin  ApoE allel dagilimlari
incelendiginde gruplar arasinda istatiksel olarak anlamli fark belirlenmemistir (E2 alleli;

p=0,177, E3 alleli; p=0,586, E4 alleli; p=0,899) (Tablo 4-11).

ApoE allel dagilimlarinin VLDL ortalama degerleri ile karsilagtirilmasi
sonuglarina gore E2 alleli tasiyanlarda ortalama deger 25+9,4mg/dl iken tagimayanlarda

29,60+14,87mg/dl olarak belirlenmistir (p=0,313). E3 alleli tasiyanlarda ortalama
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VLDL seviyesi 29,29+14,74mg/dl, tasimayanlarda ise 31,33+2,88mg/dl olarak
saptanmistir (p=0,811). VLDL diizeyi E4 alleline gore karsilastirildiginda bu alleli
tasiyanlarda ortalama deger 26,53+11,81mg/dl iken tasimayanlarda 29,61+14,88mg/dI
olarak tespit edilmistir (p=0,409) (Tablo 4-11).

Tim lipid profilleri ve hasta-kontrol Orneklere ait ApoE genotip ve allel
dagilimlart arasinda istatiksel olarak anlamli fark olan gruplarmin logistik regresyon
analizleri Tablo 4-12°de verilmistir. Yiiksek plazma kolesterol diizeyinin E3/E3
genotipi ile iliskili oldugu go6zlenmistir. Bu genotipi tasimanin plazma kolesterol
diizeyinin 240mg/dl istiinde olma riskini 5,2 kat artirdigi goriilmistiir. Ayrica bu
genotipi tasimayanlarin, tagiyanlara gore 5 kat daha fazla oranla kolesterol diizeyinin
200mg/dl’'nin altinda oldugu gdzlenmistir. Kolestero/HDL oran1 E3/E3 genotipi
tastyanlarda 1.4 kat daha fazla oldugu saptanmistir (Tablo 4-12).

E4 alleli tastyanlarda plazma kolesterol seviyerlerinin tasimayanlara oranla bir

kat daha diisiik oldugu gozlenmistir (Tablo 4-12)
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Tablo 4-11. Hasta ve kontrol gruplarina ait ApoE Allel ve lipid degerleri ile

karsilastirilmasi
Apo E2 Apo E3 Apo E4
tasiyan tasimayan tasryan Tasimayan tasiyan tasimayan
n=11 n=171 n=179 n=3 n=17 n=165
Plazma Kolestertol 168,91+ 23,69 187,91 £44,51 187,16 £43,86 162,67+30,66 165,82 +40,75 188,92 +43,57
(mg/dl) p=0,163 p=0,337 p=0,038*
<200 n=10 n=103 n=110 n=3 n=14 n=99
p=0,036* p=0,237 p=0,057
200-239 n=1 n=41 n=45 n=0 n=3 n=42
p=0,298 p=0,424 p=0,353
> 240 n=0 n=21 n=21 n=0 n=0 n=21
p=0,368 p=0,691 p=0,112
Trigliserid (mg/dl) 141,82+ 57,71 148,12£7636 147,46+ 7547 164,33£72,00 124,88+ 6046 150,09+ 76,38
p=0,789 p=0,701 p=0,189
<200 n=9 n=141 n=148 n=2 n=16 n=134
p=0,957 p=0442 p=0.159
200-399 n=2 n=28 n=29 n=1 n=1 n=29
p=0,569 p=0,419 p=0,190
> 400 n=0 n=2 n=3 n=0 n=0 n=2
p=0,882 p=0,967 p=0,821
LDL (mg/dl) 111,91+ 26,71 118,60+ 39,32 | g 18,19+ 38,71 118,33+ 42,47' 104,12+ 27,01 119,64+ 39,43
p=0,580 p=0,995 p=0,115
<130 n=8 n=103 n=109 n=2 n=12 n=99
p=0,314 p=0,663 p=0,394
130-159 n=2 n=37 n=39 n=0 n=5 n=34
p=0,569 p=0,483 p=0,400
> 160 n=1 n=29 n=29 n=1 n=0 n=30
p=0,431 p=0,419 p=0,080
HDL (mg/dl) 4136+£7,13  40,54+10,08  40,66+9,97  36,67£6,11  41,00+13,37 40,55 +9,55
p=0,791 p=0,491 p=0,86
<35 n=1 n=51 n=51 n=1 n=5 n=47
p=0,125 p=0,638 p=0,936
35-44 n=7 n=75 n=80 n=2 n=8 n=74
p=0,167 p=0,426 p=0,530
> 45 n=3 n=45 n=48 n=0 n=4 n=44
p=0,592 p=0,397 p=0,519
Kolesterol / HDL 4,20 £0,96 4,83+ 1,41 4,80+ 1,41 4,49+ 0,88 43+1,29 4,84 £1,40
Oram p=0,149 p=0,706 p=0,132
<35 n=3 n=27 n=149 n=3 n=4 n=26
p=0,264 p=0,581 p=0,299
3,6-4,5 n=5 n=51 n=55 n=0 n=4 n=52
p=0,221 p=0,671 p=0,353
>45 n=4 n=95 n=97 n=0 n=9 n=90
p=0,177 p=0,586 p=0,899
VLDL (mg/dI) 25004940 29,60+ 14.87 2929+ 14,74 3133+2.88 2653+ 11,81 29,61 + 14,88
p=0,313 p=0,811 p=0,409

n=0rnek sayis, X+SD (Ortalama + Standart Sapma), * Tabloda koyu renk ile isaretlenmis degerleri istatiksel olarak anlamlilik

gostermektedir (p<0,05). Gruplararasi farklilik ileri ki-Kare testi, (X?) ikili bagimsiz 6rneklem student t-testi ile incelenmistir




Tablo 4-12. Hasta ve kontrol 6rneklere ait ApoE genotip ve allel dagilimlarinin

lipid degerlerinin logistik regresyon analizleri

. - o . Katsayr Standart o Risk %95 Giiven
Genotip Lipid Degerleri B Hata P degeri (Odds Arahi
Ratio)
Plazma
kolesterol 0,012 0,005 0,014* 1,012 1,002-1,022
(mg/dl)
Plazma
kolesterol -1,530 0,563  0,007* 0,217 0,072-0,653
<200 mg/dl
Plazma
kolesterol 1,663 0,203  0,034* 5,276 0,751-6,973
>240 mg/dl
E3/E3 LDL 1,879 1,038 0,070 6,548 0,856-50,121
>160 mg/dl
Kolesterol/HDL 0,357 0,163  0,029* 1,429 1,038-1,967
Orani
Allel
E2 Plazma
kolesterol 1,887 1,060 0,075 6,600 0,826-52,751
<200 mg/dl
E4 Plazma
kolesterol -0,013 0,006  0,041* 0,987 0,976-1,000
(mg/dl)

* Tabloda koyu renk ile isaretlenmis degerleri istatiksel olarak anlamlilik

gostermektedir (p<0,05).
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4.5. mikroRNA Sonuclar

Incelenen miRNAlarin tiim kontrol olusturularak hesaplanan ( LN[2*(-AACT)] )
kat degisim degerleri Sekil 4-2A’da gosterilmistir. Tiim kontrole gore ekspresyonu
seviyelerinin miRNA222’de 0,72 kat, miRNA221’de 0,65 kat , miRNA133b’de 0,02
kat, miRNA143’de 0,29 kat, miRNA122a’da 0,06 kat azaldigi saptanmustir. Ifade
diizeylerinin miRNA145 0,05 kat, miRNA133a 0,08 kat, miRNA499a 0,21 kat ve
MiRNA494 0,20 kat arttig1 belirlenmistir.

27(-AACT) degisimi incelendiginde ise mMiIRNA222’de 0,48 kat, miRNA221°de
0,51 kat, miRNA133b’de 0,98 kat, miRNA143’de 0,76 kat, miRNA122a’da 0,96 kat
azaldig1 saptanmistir. ifade diizeylerinin miRNA145 1,05 kat, miRNA133a 1,16 kat,
miRNA499a 1,33 kat ve miRNA494 1,23 kat arttig1 goriilmustiir (Sekil 4-2B).

miRNAlarin ifade diizeyleri internal kontrol (SNORD61, SNORDG68, U6) ile
kiyaslandigi ACt sonuglarinin miRNA222 -1,64, miRNA221 -2,78, miRNA145 -2,82,
miRNA143 -0,27, miRNA122a -2,96, miRNA494 -5,02 kat azaldigt miRNA133a 1,22,
miRNA133b 1,5, miRNA499a 1,82 kat arttigi saptanmustir (Sekil 4-2C).

Plazma mikroRNA seviyelerinin ACt ve kat degisim degerlerinin regresyon
analizleri Tablo 4-13’de verilmistir. MiRNA221 ve miRNA221 diizeylerinin ACt ve kat
degisimi degerlerine gore karsilastirildiginda kontrole gore hasta grubunda istatiksel
olarak anlamli fark oldugu saptanmigtir (MiIRNA221: OR=1,33;p=0,004 ve OR=0,71;
p=0,011; miRNA222: OR=1,42;p=0,001 ve OR=0,65; p=0,004). Diger mikroRNAlar
ACtr ve kat degisim agisindan degerlendirildiklerinde; hasta ve kontrol gruplar
arasinda istatiksel olarak anlamli fark belirlenmemistir (MIRNA145 OR=0,98;
p=0,900/0R=1,02;p=0,823, miRNA143 OR=1,14;p=0,138/0R=0,832;p=0,148,

miRNA133a OR=1,10;p=0,836/0OR=0,971;p=0,836, miRNA133b
OR=0,98;p=0,872/0R=1,01;p=0,914, miRNA122a
OR=1,05;p=0,525/0R=0,948;p=0,642, miRNA494 OR=0,92;p=0,444/

OR=1,22:p=0,147, miRNA499a OR=0,38; p=0,396/ OR=1,09:p=0,638).
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Sekil 4-2 mikroRNA Analizleri. (A):Real Time PCR ile belirlenen plazma miRNA
seviyelerinin kat degisim ( LN[2(-AACT)] ) dagilim grafigi kontrol (sifir) kat degerine
gore cizilmistir, (B) 2"(-AACTt) degerlerinin dagilim grafigi kontrol (1) kat degerine
gore cizilmistir, (C): ACt degerleri dagilim grafigi kontrol (sifir) degerine gore

¢izilmistir.
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Tablo 4-13. Hasta ve kontrol gruplarmin plazma miRNA diizeylerinin logistik

regresyon analizleri.

. . Katsayr Standart . . Risk %95 Giiven
MIRNA Yontem B Hata p degeri (Odds Arahig
Ratio)
ACT 0,291 0,100 0,004* 1,338 1,099 - 1,629
MiRNA221 Kat
at -0,338 0,133 0,011* 0,713 0,549 — 0,926
Degisimi
ACT 0,352 0,108 0,001* 1,421 1,150 - 1,757
MiRNA222 Kat
... . -0,422 0,145 0,004* 0,656 0,494 - 0,872
Degisimi
ACT 0,020 0,091 0,823 1,021 0,853 -1,221
MiRNA145 Kat
... . -0,016 0,129 0,900 0,984 0,763 - 1,268
Degisimi
ACT 0,134 0,090 0,138 1,143 0,958 - 1,364
MiRNA143 Kat
~al 0184 0,127 0,148 0,832  0,648-1,068
Degisimi
ACT 0,018 0,880 0,839 1,108 0,856 - 1,210
MIRNAL33a  Kat 5030 0128 0816 0971  0755-1248
Degisimi
ACT -0,017 0,106 0,872 0,983 0,799 - 1,210
MiRNA133b Kat
“al 0017 0155 0914 1017  0,751-1376
Degisimi
ACT 0,051 0,081 0,525 1,052 0,899 - 1,232
MiRNA122a Kat
nat -0,054 0,115 0,642 0,948 0,756 - 1,188
Degisimi
ACT -0,082 0,107 0,444 0,921 0,747 - 1,137
MiRNA494 Kat
wa. . 0,199 0,137 0,147 1,220 0,932 - 1,596
Degisimi
ACT -0,118 0,140 0,396 0,888 0,676 - 1,168
MiRNA499a Kat
at 0,088 0,188 0,638 1,092 0,756 - 1,578
Degisimi

* Tabloda koyu renk ile isaretlenmis degerleri istatiksel olarak anlamlilik

gostermektedir (p<0,05).
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4.6. mikroRNA ROC Sonuclar:

Tim plazma mMIRNA seviyelerinin ve hasta ve kontrol gruplarminda tam
degerini sahip saptamak icin MedCalc Programi kullanilarak Alic Isletim Karakteristigi
(Receiver Operating Characteristic=ROC) analizi yapilmistir. Sekil 4-3’de gorildigii
tizere MIRNA221 ve mir 222 ifade seviyelerinin hasta gruplarinda esik degeri olarak
degerlendirilebilecegi saptanmistir. Kat degisimi degerlerine gore mMiRNA221 esik
degeri <-0,783 Area Under Curve (AUC)=0,623 olarak belirlenmis ve p=0,0086, ACt
igin ise >-2,61 ‘dir, AUC=0,636 olarak tespit edilmistir (p=0,0044). Kat degisimi
degerlerine gore MiIRNA222 esik degeri <-0,471, AUC=0,654, olarak belirlenmistir
(p=0,0006), ACT igin ise >-2,98"dir ( p=0,0003).

Yapilan analiz sonucunda miRNA133a ve miRNA133b ifade diizeylerinin hasta
gruplarinda tani olarak degerlendirilebilecegi esik deger belirlenmemistir. Kat degisimi
degerlerine gore MiRNA133a AUC=0,623 olarak saptanmistir (p=0,730) ACT ig¢in
AUC=0,506 olarak belirlenmistir (p=0,91). Kat degisimi degerlerine gére mMiRNA133b,
AUC=0,540 p=0,503 olarak bulunmustur, ACt igin ise AUC=0,535"dir (p=0,590) (Sekil
4.4).

Sekil 4.5’de gorildiigii tizere mMiIRNA143 ve miRNA145 ifade seviyelerinin
hasta gruplarinda tan1 olarak degerlendirilebilecegi esik deger saptanmamustir. Kat
degisimi degerlerine gére MiIRNA143 AUC=0,556 olarak belirlenmistir (p=0,249). ACt
icin AUC=0,568 olarak saptanilmistir (p=0,164). Kat degisimi degerlerine gore
miRNA145, AUC=0,508 olarak (p=0,867), ACT igin ise AUC=0,515 (p=0,769) olarak

belirlenmistir,

mMiRNA 494 ve miRNA 499a ifade seviyelerinin hasta gruplarinda tan1 olarak
degerlendirilebilecegi esik deger ortaya konulmamistir. Kat degisimi degerlerine gore
mMIiRNA494 AUC=0,545 olarak gosterilmis ve p=0,360’dir, ACt igin AUC=0,522 olarak
gosterilen ve p=0,667 olarak tespit edilmistir. Kat degisimi degerlerine goére ise
miRNA499a, AUC=0,542 p=0,557 olarak saptanmistir, ACt i¢in ise AUC=0,568,
p=0,347"dir. (Sekil4.6)

miRNA122a  ifade  seviyesinin  hasta  gruplarinda  tan1  olarak
degerlendirilebilecegi esik deger saptanilmamistir. Kat degisimi degerlerine goére ise
miRNA122a AUC=0,524 olarak belirlenmistir (p=0,623), ACrt i¢in AUC=0,534 olarak
saptanmustir (p=0,491) (Sekil4.7).
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Sekil 4.3. Plazma miRNA221 ve miRNA222 seviyerlerinin kontrol ve hasta gruplarina
gore ROC Analizi grafikleri. A) Kat degisimine [LN (2*(-AACt)] gore miRNA221
seviyesinin analizleri. B) ACt degerlerine gore miRNA221 seviyesinin analizleri. C) Kat
degisimine [LN (2*(-AACT)] gore miRNA222 seviyesinin analizleri. D) ACt degerlerine
gore MIRNA222 seviyesinin analizleri. * Tabloda koyu renk ile isaretlenmis degerleri
istatiksel olarak anlamlilik gostermektedir (p<0,05).
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Sekil 4.4. Plazma miRNA133a ve miRNA133b seviyerlerinin kontrol ve hasta
gruplarma gore ROC Analizi grafikleri. A) Kat degisimine [LN (2*(-AACT)] gére
mirl33a seviyesinin analizleri. B) ACt degerlerine gore mirl33a seviyesinin analizleri. C)
Kat degisimine [LN (2*(-AACT)] gore mirl33b seviyesinin analizleri. D) ACt degerlerine
gore mirl33b seviyesinin analizleri. * Tabloda koyu renk ile isaretlenmis degerleri istatiksel
olarak anlamlilik géstermektedir (p<0,05).
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Sekil 4.5. Plazma miRNA143 ve miRNA145 seviyerlerinin kontrol ve hasta gruplarina
gore ROC Analizi grafikleri. A) Kat degisimine [LN (2*(-AACT)] gore mirl43 seviyesinin
analizleri. B) ACt degerlerine gore mirl43 seviyesinin analizleri. C) Kat degisimine [LN
(2"(-AACT)] gore mirld5 seviyesinin analizleri. D) ACt degerlerine gore mirl45 seviyesinin
analizleri. * Tabloda koyu renk ile isaretlenmis degerleri istatiksel olarak anlamlilik
gostermektedir (p<0,05).
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Sekil 4.6. Plazma miRNA494 ve miRNA499 seviyerlerinin kontrol ve hasta gruplaria
gore ROC Analizi grafikleri.A) Kat degisimine [LN (2*(-AACT)] gore mir494 seviyesinin
analizleri. B) ACt degerlerine gére mir494 seviyesinin analizleri. C) Kat degisimine [LN
(2M(-AACT)] gore mird99 seviyesinin analizleri. D) ACt degerlerine gore mirl45 seviyesinin
analizleri. * Tabloda koyu renk ile isaretlenmis degerleri istatiksel olarak anlamlilik

gostermektedir (p<0,05).
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Sekil 4.7. Plazma miRNA122a seviyesinin kontrol ve hasta gruplarina gore ROC
Analizi grafikleri. A) Kat degisimine [LN (2*(-AACT)] gore miRNA122aseviyesinin
analizleri. B) ACt degerlerine gore miRNA122a seviyesinin analizleri. * Tabloda koyu renk
ile isaretlenmis degerleri istatiksel olarak anlamlilik géstermektedir (p<0,05).
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4.7.mikroRNA ve Lipid Degerlerine Karsilastirma Analizleri

miRNAlarin ACt ve kat degisimi degerlerine ile plazma kolesterol diizeyleri
arasinda iliski dogrusal regresyon analizi ile degerlendirilmistir. Karsilastirilan veriler
arasinda istatiksel olarak anlamli fark bulunamamistir (MiRNA221 ACt p=0,279; kat
degisimi p=0,172, miRNA222 ACt p=0,460; kat degisimi p=0,316, miRNA145 ACt
p=0,367; kat degisimi p=0,303, MiIRNA143 ACr p=0,930; kat degisimi p=0,971,
miRNA133a ACr p=0,799; kat degisimi p=0,832, miRNA133b ACr p=0,621; kat
degisimi p=0,671, miRNA122a ACt p=0,656; kat degisimi p=0,793, miRNA494 ACt
p=0,719; kat degisimi p=0,752, miRNA499a ACt p=0,544; kat degisimi p=0,830)
(Tablo 4-14).

Tablo 4-15’de goruldigi tlizere plazma miRNAlarin ACt ve kat degisimi
degerlerine ile TG diizeyleri arasinda iliskiyi gostermek i¢in dogrusal regresyon analizi
kullanilmigtir. mMiRNA122a ACrt seviyesi ve TG diizeyi arasinda anlamli bir iligki
saptanmistir (kat sayi=131,55+11,01, p=0,046, %95CI 109,78-153,32); kat degisimi
verileri ile anlamliliga yakin bir iliski gézlenmistir (kat say1=149,47+6,34, p=0,059,
%95CI 136,92-165,01). Diger miRNAlar ve TG diizeyleri arasinda istatiksel agidan
anlamli fark saptanmamistir (MiIRNA221 ACr p=0,279; kat degisimi p=0,172,
MiRNA222 ACrt p=0,460; kat degisimi p=0,316, miRNA145 ACt p=0,367; kat degisimi
p=0,303, miRNA143 ACt p=0,930; kat degisimi p=0,971, miRNA133a ACr p=0,799;
kat degisimi p=0,832, miRNA133b ACt p=0,621; kat degisimi p=0,671, miRNA494
ACT p=0,719; kat degisimi p=0,752, miRNA499a ACt p=0,544; kat degisimi p=0,830).

miRNA122a ve TG diizeyleri ile iligkisinin dogrusal regresyon analizleri grafik
formunda sekil 4.8’de gosterilmistir. TG diizeyi ile iliskili oldugu belirlenen
miRNA122a ifade diizeyi TG diizeyi 200mg/dI’nin altinda, 200-399mg/dl ve
400mg/dl’nin istiinde olan gruplarin mir 122a ifade seviyeleri regresyon analizleri ve
ikili bagimsiz O6rneklem verileri ise student t test analizi ile incelenmistir. Yapilan
analizler sonucunda miRNA122a ifade diizeyinin TG seviyesinin 400mg/dl iizerinde
olma riskini 4,22 kat artirdig1 gozlenmistir. Ayrica TG diizeyi 400mg/dl’nin iistiinde
olan katilimcilarin miRNA122a ifade diizeylerinin istatiksel olarak anlamli olarak farkli

oldugu belirlenmistir (p=0,008) (Tablo 4-16 ).
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Tablo 4-14. Plazma MiRNA diizeylerine gore plazma kolesterol degerlerinin

dogrusal regresyon analizleri.

. " Standart . . %95 Giiven
MIRNA Yontem Katsay1 B Hata p degeri Arahig

ACT 193,01 739 0279 178,38 - 207,64

MiRNA221
Kat Degigimi  ~0 0 398 0172 177,01 192,77
ACT 189,34 578 0,460 177,90 — 200,79

MiRNA222
Kat Degisimi 185,00 406 0316 176,97 — 193,03
ACT 191,91 6,81 0,367 17845 205,38
Kat Degisimi ’ 38 0303 179,28 — 194,55
ACT 187,04 410 0930 17892 195,16

MiRNA143
Kat Degisimi  ~00°% 399 0971 179,04 19484
ACT 186,41 507 0,799 176,35 196,46

miRNA133a
Kat Degisimi  ~0/'°0 431 0832 178,53 195,63
ACT 183,45 6,78 0621 169,94 196,96
Kat Degisimi ’ 544 0,671 174,44 196,12
ACT 183,96 6,74 0656 170,62 197,30

mMiRNA122a
Kat Degisimi  °0%0 388 0793 17872 194,07
ACT 18295 1243 0719 158,36 207,54
MIRNA494 o Degisimi 004 403 0752 178,95 194,93
ACT 184,70 842 0544 167,86 201,54
Kat Degisimi ' 5,39 0,830 177,75 —-199,30

* Tabloda koyu renk ile isaretlenmis degerleri istatiksel olarak anlamlilik
gostermektedir (p<0,05).
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Tablo 4-15. Trigliserid degerlerine gore plazma miRNA diizeylerinin dogrusal

regresyon analizleri.

. . Katsayr Standart .. %95 Giiven
MIRNA Yontem B Hata p degeri Arahi
ACT 151,83 12,31 0,841 127,48 - 176,18
mMiRNA221
Kat Degisimi 149,21 6,65 0,744 136,06 — 162,36
ACT 145,38 9,60 0,542 126,39 — 164,36
MiRNA222
Kat Degisimi 150,62 6,75 0,644 137,27 — 163,97
ACT 157,46 11,35 0,466 135,00 - 179,91
MiRNA145
Kat Degisimi 150,72 6,44 0,439 137,99 — 163,46
ACT 147,86 6,69 0,407 134,62 — 161,09
MIRNA143  Kat Degisimi 149,68 6,51 0,419 136,79 — 162,57
ACT 147,15 6,60 0,726 133,47 — 160,84
MiRNA133a
Kat Degisimi 145,90 5,87 0,711 134,26 — 157,54
ACT 143,93 8,51 0,998 127,14 - 161,02
mMiRNA133b
Kat Degisimi 144,08 10,61 0,981 126,84 — 156,12
ACT 131,55 11,01 0,046* 109,78 — 153,32
miRNA122a .
Kat Degisimi 149,47 6,34 0,059 136,92 - 162,01
ACT 124,00 20,28 0,169 138,89 — 164,12
MiRNA494
Kat Degisimi 148,32 6,56 0,091 135,34 - 161,31
ACT 158,42 13,28 0,335 131,88 — 184,96
MiRNA499a
! Kat Degisimi 149,81 8,45 0,251 134,92 - 166,69

* Tabloda koyu renk ile isaretlenmis degerleri istatiksel olarak anlamlilik
gostermektedir (p<0,05).
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Sekil 4-8. MiRNA122a ve TG dogrusal regresyon grafik analizi. A)TG degerlerine
gore plazma miRNA122a ACt B) miRNA122a-3p kat degisimi seviyelerinin dogrusal
regresyon grafik analizi.
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Tablo 4-16. miRNA122a’nin Trigliserid >400 ile karsilastirma analizleri

A) miRNA122a’nin TG >400 logistik regresyon

. . Katsay1 Standart . . Risk %95 Giiven
MIRNA Yontem B Hata p degeri (Odds Arahig
Ratio)
ACT -1,000 0,476 0,036* 0,368 0,145-0,935
miRNA122a
if.a:[ . 1,440 0,696 0,039* 4,221 1,079-16,514
Degisimi

B) miRNA122a’nin TG >400 ikili bagimsiz 6rneklem student t-testi analizleri

Plazma
. o ..
m|R|>IA1.22a Yontem ortalama Standakt p degeri 7095 Guvven
diizeyi sapma Arahgi
2 -7,01 2,94
ACT 0,008* -6,98 — -1,08
140 -2,98 2,09
2 2,75 2,04

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

VLDL diizeyleri ve miRNA larin ACt ve kat degisimi degerleri arasinda iligki
gostermek i¢in dogrusal regresyon analizi yapilmistir. miRNA122a ACrt seviyesi ve
VLDL diizeyi arasinda (kat sayi=26,01+2,14, p=0,029, %95CI 21,76-30,26) ve kat
degisimi verileri ile arasinda anlaml iligki saptanmistir (kat say1=29,84+1,23, p=0,038,
%95CI 27,40-32,29). Diger miRNAlar ve VLDL diizeyleri arasinda istatiksel olarak
anlamli fark bulunamamistir (MIRNA221 ACt p=0,988; kat degisimip=0,878,
MiRNA222 ACrt p=0,355; kat degisimi p=0,447, miRNA145 ACt p=0,601; kat degisimi
p=0,568, MiRNA143 ACrt p=0,336; kat degisimi p=0,344, miRNA133a ACr p=0,478;
kat degisimi p=0,464, miRNA133b ACt p=0,660; kat degisimi p=0,637, mMiRNA494
ACTt p=0,205; kat degisimi p=0,108, miRNA499a ACt p=0,172; kat degisimi p=0,128)
(Tablo 4-17).
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Tablo 4-17: VLDL degerlerine gore plazma miRNA diizeylerinin dogrusal

regresyon analizleri.

. . Katsayr Standart .. %95 Giiven
MIRNA Yontem B Hata p degeri Arahi
ACT 29,94 2,41 0,988 25,17 - 34,70
mMiRNA221
Kat Degisimi 29,86 1,30 0,878 27,28 — 32,43
ACT 28,62 1,87 0,355 24,91 — 32,32
MiRNA222
Kat Degisimi 30,19 1,31 0,447 27,58 — 32,80
ACT 31,04 2,22 0,601 26,64 — 35,44
MiRNA145
Kat Degisimi 30,10 1,26 0,568 27,60 — 32,59
ACT 29,49 1,30 0,336 26,90 — 32,08
mMiRNA143
I Kat Degisimi 29,90 1,27 0,344 27,38 — 32,42
ACT 26,60 1,32 0,478 26,98 — 32,23
MiRNA133a
Kat Degisimi 29,11 1,12 0,464 26,88 — 31,35
ACT 29,17 2,04 0,660 25,10 - 33,23
mMiRNA133b
Kat Degisimi 28,68 1,63 0,637 25,43 — 31,95
ACT 26,01 2,14 0,029* 21,76 — 30,26
miRNA122a C. .
Kat Degisimi 29,84 1,23 0,038* 27,40 — 32,29
ACT 25,28 3,96 0,205 17,44 — 33,126
MiRNA494  Kat Degisimi 29,65 1,28 0,108 27,11 - 32,18
ACT 32,42 2,64 0,172 27,13 - 37,71
MiRNA499a
! Kat Degisimi 29,95 1,68 0,128 26,58 — 33,31

* Tabloda koyu renk ile isaretlenmis degerleri istatiksel olarak anlamlilik
gostermektedir (p<0,05).
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Sekil 4-9. A) VLDL degerlerine gore plazma miRNA122a ACt seviyelerinin B)

mMiRNA122a- kat degisim seviyelerinin dogrusal regresyon grafik analizi.
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MiRNA122a ve VLDL diizeyleri ile iliskisinin dogrusal regresyon analizleri
grafik formunda sekil 4.9’de gosterilmistir. VLDL diizeyi ile iliskili oldugu belirlenen
mMiRNA122a ifade diizeyi regresyon analizleri ve ikili bagimsiz 6rneklem verileri ise
student t test analizi ile incelenmis ve istatiksel agidan anlamli bir fark saptanmamistir
(Tablo 4-18)

Tablo 4-18. miRNA122a’nin VLDL ile karsilastirma analizleri

A) miRNA122a’nin VLDL logistik regresyon

. " Katsayr Standart . . Risk %95 Giiven
MiIRNA Yontem B Hata p degeri (Odds Arah@
Ratio)
ACT -0,029 0,70 0,715 0971 083-1,13
MiRNA122a
Kat 1440 0696 0858 1,020 081127
Degisimi

B) miRNA122a-3p’nin VLDL ikili bagimsiz 6rneklem student t-testi analizleri

Plazma o .
miRNA122a tam ortalama Standart p degeri 7093 Guvven
.o sapma Arahgi
diizeyi
Hasta (n=87) -2,95 2,17
ACT 0,528 -0,49 — 0,96
Kontrol (n=55) -3,19 2,11
Hasta (n=87) -0,15 1,52
Kat
Degisimi  ontrol (n=55) 0,10 146 0,640 0,63-0,39

* Tabloda koyu renk ile isaretlenmis degerleri istatiksel olarak anlamlilik
gostermektedir (p<0,05).
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MikroRNAlarin ACt ve kat degisimi degerlerine ile LDL seviyeleri arasinda
iliski dogrusal regresyon analizi ile degerlendirilmistir. Karsilastirilan veriler arasinda
istatiksel olarak anlamli fark bulunamamistir (MiRNA221 ACt p=0763; kat degisimi
p=0,480, miRNA222 ACr p=0,704; kat degisimi p=0,467, miRNA145 ACt p=0,990;
kat degisimi p=0,850, miRNA143 ACt p=0,304; kat degisimi p=0,271, miRNA133a
ACt p=0,256; kat degisimi p=0,276, mMiRNA133b ACt p=0,170; kat degisimi p=0,199,
miRNA122a ACr p=0,835; kat degisimi p=0,692, miRNA494 ACr p=0,468; kat
degisimi p=0,628, mMiRNA499a ACt p=0,366; kat degisimi p=0,607) (Tablo 4-19).

Tablo 4-20’de gorildigii tizere mikroRNAlarin ACt ve kat degisimi degerlerine
ile HDL diizeyleri arasinda baglanti dogrusal regresyon analizi ile degerlendirilmistir ve
veriler arasinda istatiksel agidan anlamli bir fark saptanmamistir (MiIRNA221 ACt
p=0,562; kat degisimi p=0,391, MmiRNA222 ACr p=0,662; kat degisimi p=0,462,
miRNA145 ACr p=0,606; kat degisimi p=0,523, miRNA143 ACt p=0,961; kat degisimi
p=0,835, miRNA133a ACt p=0,091; kat degisimi p=0,095, miRNA133b ACt p=0,447,;
kat degisimi p=0,503, miRNA122a ACt p=0,752; kat degisimi p=0,709, miRNA494
ACT p=0,501; kat degisimi p=0,345, miRNA499a ACt p=0,593; kat degisimi p=0,571)
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Tablo 4-19. LDL degerlerine gore plazma MiRNA diizeylerinin dogrusal regresyon

analizleri.
. . Katsayr Standart . . %95 Giiven
MIRNA Yontem B Hata p degeri Arahi

ACT 11937 652 0,763 106,46 — 132,28

MiRNA221
Kat Degisimi 117,11 3,52 0480 110,14 — 124,07
ACT 11912 5,09 0,704  109,05- 129,30

MiRNA222
Kat Degigimi 11694 357 0467 109,87 — 124,01
ACT 11832 6,00 0,990 106,45 130,20

MiRNA145
Kat Degisimi 11827 3,40 0850  111,54— 125,01
ACT 117,88 354 0,304 110,87 — 124,89
MIRNALSS  at Degisimi 11910 344 0271  112,20— 125,92
ACT 11513 4,42 0,256 106,37 — 123,88

MiRNA133a
Kat Degisimi 117,74 3,76 0276 110,29 125,19
ACT 11286 5,55 0,70 101,80 123,92

MiRNA133b
Kat Degigimi 11699 4,46 0,199 1081112588
ACT 11894 5,93 0,835 107,20 — 130,67
MIRNALZ23 ot Degisimi 11795 341 0,692 111,21 -124,70
ACT 110,96 10,96 0,468 80,28 — 132,64

MiRNA494
Kat Degigimi 118,17 3,56 0,628  111,12-12521
ACT 1777 1,71 0,366 102,35 133,18
MIRNA4992 ot Degisimi 122,85 4,94 0607 112,97 - 132,74

* Tabloda koyu renk ile isaretlenmis degerleri istatiksel olarak anlamlilik
gostermektedir (p<0,05).
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Tablo 4-20. HDL degerlerine gore plazma MiRNA diizeylerinin dogrusal

regresyon analizleri.

. . Katsayr Standart .. %95 Giiven
MIRNA Yontem B Hata p degeri Arahi

ACT 39,05 1,60 0,562 35,80 — 42,21

MiRNA221
Kat Degisimi 40,01 0,86 0,391 38,31 41,72
ACT 30,38 1,24 0,662 36,91 — 41,85

MiRNA222
Kat Degisimi 40,03 0,87 0,462 38,29 — 41,76
ACT 39,13 1,48 0,606 36,19 — 42,07

MiRNA145
Kat Degisimi 39,75 0,84 0,523 38,08 — 41,41
ACT 36,69 0,83 0,961 38,08 — 41,30
MIRNAL43 kot Degisimi 39,67 0,792 0,835 38,10 — 41,23
ACT 41,67 1,11 0,091 39,47 — 43,87

MiRNA133a
Kat Degisimi 40,69 0,94 0,095 38,82 — 42,56
ACT 39,10 1,21 0,447 36,68 — 41,52
MIRNAL3SD ¢ Degisimi 38,60 0,97 0,503 36,65 — 40,54
ACT 39,46 1,45 0,752 36,59 — 42,33

MiRNA122a
Kat Degisimi 39,83 0,83 0,709 38,18 — 41,49
ACT 41,64 2,72 0,501 36,26 — 47,03

MiRNA494
Kat Degisimi 40,07 0,88 0,345 38,32 — 41,82
ACT 39,84 1,69 0,593 36,45 — 43,24
MIRNA499a ot Degisimi 39,22 1,08 0,571 37,05- 41,39

* Tabloda koyu renk ile isaretlenmis degerleri istatiksel olarak anlamlilik

gostermektedir (p<0,05).
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4.8. Sol Ventrikiil Hipertrofisi Tanis1 Olan Gruplarin Demografik Verilerileri

Tez projemize katilan 16 Sol Ventrikiil Hipertrofisi Tanis1 Olan ve 166 tanisi

olmayan katilimcilara ait demografik verileri karsilastirmali olarak Tablo 4-21°de

gosterilmistir.

Tablo 4-21. Sol Ventrikiil Hipertrofisi tanis1 olan ve olmayan érneklere ait

demografik veriler.

SVH SVH
Grup tanis1 olmayan tanisi olan p degeri
(n=166) (n=16)
L %62 |/ % % 68,8 / % 31,3
Cinsiyet (E/K) 38(n=103)/ (n=63)| (n=11) / (n=5) 0,597
Yas (Yil) 57,61+13,34 66,31+10,51 0,012*
Viicut Kitle Indeksi N
(VKI) (kg/m?) 27,91£5,30 31,38+6,64 0,016
Viicut Yiizey Alani
(VYA) (m?) 1,86+0,17 1,91+0,16 0,340
kull % 41 % 37,5
y - gk (n=68) (n=6)
Sigara 0,788
% 59 % 62,5
kullanmayan (n=98) (n=10)
% 24,7 % 31,2
var (n=41) (n=5)
Diabet 0,565
ok % 75,3 % 68,8
y (n=125) (n=11)
var % 23,5 % 68,8
n=39 n=5
Aile Hikayesi E/ 765) Of 31)8 0,489
0 76, 031,
yok (n=127) (n=11)
var % 36,1 % 50
Sistolik KB >140 (n=60) (n=8) 0974
Diastolik KB >90 % 63,9 % 50 '
yok (n=106) (n=8)

n=0rnek sayisi, X+ SD (Ortalama =+ Standart Sapma), E/K =Erkek / Kadin , KB =Kan

Basincit , SVH: Sol Ventrikiil

Hipertrofisi, * Tabloda koyu renk ile isaretlenmis
degerleri istatiksel olarak anlamlilik gostermektedir (p<0,05). Gruplararasi farklilik ileri
ki-kare testi (x?), ikili bagimsiz d6rneklem student t-testi ile incelenmistir.

90




Sol ventrikiil tanisi olan ve olmayan gruplarina ait demografik ozellikler
acisindan Ileri kikare ve student-t testi analizi ile karsilastirildiginda; ateroskleroz hasta
grubunda cinsiyet dagilimlar1 arasinda anlamli fark gézlenmemistir (p=0,597) ve yas
dagilimlan incelendiginde gruplar arasinda istatiksel olarak anlamli fark saptanmistir
(p=0,012). Ayrica viicut kitle indeksi agisindan degerlendirildiginde gruplar arasinda
istatiksel agidan anlamli fark saptanmistir (p=0,016). (Tablo 4-21).

Sol ventrikiil tanis1 konmasi i¢in gerekli ekokardiyagrafik parametreler Tablo 4-

22’de gosterilmistir ve gruplar arasinda istatiksel olarak karsilastirilmistir.

Tablo 4-22. Sol Ventrikiil Hipertrofisi tanis1 olan ve olmayan 6rneklere ait
ekokardiyografik parametre bilgileri

SVH SVH

tanis1 olmayan tanisi olan p degeri
(n=166) (n=16)

Arka Duvar Kalinhgi (mm) (X=£SD) 1,35+0,17 0,089 + 0,10 0,000*
Interventrikiilerseptum - *
Duvar Kalnhg: (mm) (X +SD) 1,56 + 0,27 0,95+ 0,11 0,000
Solventrikiil Diastolik .y gy gn) 5581047 4,09+023 0,000*
Sonu Capi

Sol Ventrikiil Kiitlesi (@ (X=+SD) ngé“f; 218,85 + 33,00 0,000%*
Sol Ventrikiil Kiitle ) = 310,98 + *
tndeksi (gm?) (X +SD) 7167 118,51 +23,41 0,000

n=0rnek sayisi, X+ SD (Ortalama =+ Standart Sapma)

* Tabloda koyu renk ile isaretlenmis degerleri istatiksel olarak anlamlilik
gostermektedir (p<0,05). Gruplararasi farklilik ileri ki-kare testi (x?), ikili bagimsiz
orneklem student t-testi ile incelenmistir.
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ApoE genotip dagilimlar sol ventrikiil hipertrofisi (SVH) tanisi olan ve olmayan
gruplar arasinda karsilastirildiginda gruplar arasinda istatistiksel agidan anlamli fark
saptanilmustir (X?= 0,461, p=0,977). SVH grubunda yer alanlarin %87,5’i (n=14) E3/E3
genotipine, %6,3’l (n=1) E3/E4 genotipine, %6,3’li (n=1) E2/E3 genotipine, sahiptir,
ancak bu grupta E2/E2, E2/E4 ve E4/E4 genotiplerine rastlanmamistir. SVH tanisi
olmayanlarin %83,7’si (n=139) E3/E3 genotipine, %9’u (n=15) E3/E4 genotipine,
%5,4’1 (n=9) E2/E3 genotipine, %0,6’s1 (n=1) E2/E2 genotipine, %1,2’si (n=2) E4/E4
genotipi igerirken E2/E4 genotipine saptanilmistir (Tablo 4-23)

ApoE allel frekanslari SVH tanisi olan ve olmayan gruplar karsilastirildiginda
olgular arasinda istatistiksel acidan anlamli fark gézlenmemistir (X?>= 0,198, p=0,906).
E2 alleline sahip olanlarin %91,8’1 (n=10) SVH tanis1 olmayan grubunda yer alirken
%38,8’1 (n=1) SVH tanis1 olan grupta yer almakta olup istatiksel agidan anlaml fark
belirlenmemistir (X2=0,001, p=0,647) (Tablo4-23).

E3 alleli tasiyanlarin oran1 SVH tanist olan grupta %8,9 (n=16), SVH tanis1
olmayan grupta %91,1 (n=163) oldugu gozlenmistir (X>=0,294, p=0,758).

E4 alleline sahip olanlarin %94,1°i (n=5) SVH tanis1 olmayan grubunda yer
alirken %5,9’u (=1 SVH tams1 olan grupta yer aldigi belirlenmistir (X?=0,198,
p=0,545) (Tablo4-23).

Tablo 4-24’de belirtildigi gibi LDL altgrup analizi verilerine gore bilyiik
yogunluklu LDL ortalamas1 SVH tanis1 olmayan grubunda 54,3+16,64mg/dl iken SVH
grubunda bu degerin 53,38+19,43mg/dl oldugu goriilmiistiir (p=0,836). Kii¢iik boyutlu
LDL ortalamasinin SVH grubunda 5,15+7,20mg/dl, SVH tanist olmayan grupta
9,63+10,12mg/dl oldugu belirlenmis ve gruplar arasinda istatiksel agidan anlaml fark
oldugu tespit edilmistir (p=0,025) ve bu veriler 1s1g¢inda yapilan logistik regresyon

analizi sonuglar1 Tablo 4-25’de gosterilmistir.
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Tablo 4-23. Sol Ventrikiil Hipertrofisi tanisi olan ve olmayan 6rneklere ait ApoE

Genotip ve Allel Dagihhmlar

Genoti SVH SVH degeri
b tanis1 olmayan tanisi olan p dege
(n=166) (n=16)
E3/E3 % 83,7 % 87,5 0,514
n=139 n=14
E3/E4 %9 % 6,3 0,578
n=15 n=1
E2/E3 % 5,4 % 6,3 0611
n=9 n=1
E2/E4 %0 %0 -
0 0
E2/E2 % 0,6 %0 0,912
n=1 0
E4/E4 %1,2 %0 0,831
n=2 0
Allel Allel Sayim (%0) Allel Sayim (%) p degeri
E2 11 (% 91,8) 1(% 8,8) 0,647
n=10 n=1
E3 302 (% 91,1) 29 (% 8,9) 0,758
n=163 n=16
E4 19 (% 94,1) 1(%5,9) 0,545
n=>5 n=1

n=0rnek sayisi, SVH : Sol Ventrikiil Hipertrofisi, * Tabloda koyu renk ile isaretlenmis
degerleri istatiksel olarak anlamlilik gostermektedir (p<0,05). Gruplararasi farklilik ileri
ki-kare testi (x?), ikili bagimsiz d6rneklem student t-testi ile incelenmistir.

93




Kiigiik boyutlu LDL miktarina ve yogunluguna gore yapilan risk analizlerinde
SVH tanis1 olmayan grupta yer alanlarin %65,6’smin (n=101), SVH grubunda yer
alanlarin ise %31,3’linlin (n=5) Tip A (diisiik risk) grubunda oldugu belirlenmistir
(p=0,755)(Tablo 4-24)

Tablo 4-24: Sol Ventrikiil Hipertrofisi tanisi olan ve olmayan 6rneklere ait

partikiil yogunlugu ve biiyiikliigiine gore lipid alt grup analiz sonuclari.

SVH SVH
tanis1 olmayan tanisi olan p degeri
(n=166) (n=16)

E‘syl_“k ‘E‘gg“/g:; ®+SD) 5430+ 16,64 53,38+ 19.43 0,836
Ilf[‘;f_“k ‘z%‘;gl‘; ®=SD)  5,15+720 9,63+ 10,12 0,025*

(Dﬁ;.;l"(’ ﬁisk) n(%) 101 (%656) 5(%31,3) 0, 755
LDL Intermediate
Alt Grup (Orta risk) n (%) 29 (% 18,8) 5(%31,3) 0,065

TipB

(Yiiksek n%)  24(% 156) 6(%37,5) 0,029*
Risk)
E"'E)yliik B(‘r’ny;/g:; @£SD) 12,70+ 6.62 0.80 + 4,57 0,100
agi Boy‘zg:é ) ®+SD)  21,39+5,12 2247+ 631 0,451
E‘Effk lz;’nyg‘;gl‘; ®=SD)  7.33+3,54 6.80 + 3,34 0,580

n=0rnek sayisi, X+ SD (Ortalama + Standart Sapma), SVH : Sol Ventrikiil
Hipertrofisi

* Tabloda koyu renk ile isaretlenmis degerleri istatiksel olarak anlamlilik
gostermektedir (p<0,05). Gruplararasi farklilik ileri ki-kare testi (x?), ikili bagimsiz
orneklem student t-testi ile incelenmistir.
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SVH grubunda yer alan olgularin %31,3’i (n=5), SVH tanis1 olmayan grupta
bulunanlarin %18,8’1 (n=29) intermediate (orta risk) tastyan grupta yer almaktadir ve
istatiksel olarak anlamli fark saptanmamustir (p=0,065). SVH tanis1 olmayan grupta yer
alanlarin %15,6’s1 (n=24) Tip B (yliksek risk) grubunda yer alirken SVH grubunda
olanlarin %37,5’1 (n=6) bu grupta yer almaktadir. Gruplar arasinda istatiksel acidan
anlamli fark gozlenmis (p=0,029) ve logistik regresyon analizi sonucunda yiiksek

riskteki grubuna dahil olmanin riskini 3,25 kat artirdig1 saptanmustir (Tablo 4-25).

Yapilan HDL altgrup analizlerine goére biiyiik yogunluklu HDL ortalamas1 SVH
tanis1 olmayan grupta 12,70+£6,62mg/dl iken SVH grubunda bu degerin 9,80+4,57mg/dl
oldugu gorilmiistiir, gruplar arasinda istatiksel olarak anlamli fark saptanmamigtir
(p=0,100). SVH tanis1 olmayan grupta orta boyutlu HDL ortalamast 21,39 +5,12mg/dl,
SVH grubunda ortalama deger 22,47 +6,631mg/dl olarak belirlenmistir (p=0,451). Kiiclik
boyutlu HDL ortalamast SVH tanisi olmayan grupta 7,33+3,54mg/dl iken SVH
grubunda bu degerin 6,80+3,34mg/dl oldugu gozlenmistir (p=0,580).

Tablo 4-25. Sol Ventrikiil Hipertrofisi tanis1 olan ve olmayan 6rneklere ait partikiil

yogunlugu ve biiyiikliigiine gore lipid alt gruplarinin logistik regresyon analizleri.

Lipid Alt Grup Standart . : %95 Giiven
< . Katsay1 B p degeri Risk -
Degerleri Hata (Odd Ratio) Arahg
Kiiciik Boyutlu * i
LDL (mg/dI) 0,053 0,026 0,037 1,055 1,003-1,190
LDL AItGrupB 4 474 0562  0,036* 3,250 1,080-9,781

(Yiiksek Risk)

* Tabloda koyu renk ile isaretlenmis degerleri istatiksel olarak anlamlilik
gostermektedir (p<0,05).
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Sekil 4-10. SVH MikroRNA Analizleri. (A):Tiim hasta grubunun Real Time PCR ile
belirlenen plazma mikroRNA seviyelerinin ACt degeri dagilim grafigi (B): Kat
Degisimi LN[2"(-AACT)] degerlerinin Sol Ventrikiil Hipertrofisi tanist olan ve tanist

olmayan

Ateroskleroz hastalar1 ile karsilastirildigindaki dagilim grafigi. Grafikler

kontrol (1) kat degerine gore ¢izilmistir, sekildeki degerler tabloda X = SD (Deger +
Standart Sapma) olarak verilmistir.

96



Plazma mikroRNA seviyelerinin ACt ve kat degisim degerlerinin regresyon
analizleri yapilmis ve SVH tanisi ve Ateroskleroz tanisi alan gruplarin mikroRNA ifade
seviyleri  ACt ve kat degisim agisindan degerlendirildiklerinde gruplar arasinda

istatiksel agidan anlamli bir fark belirlenmemistir (Tablo 4-26).

Tablo 4-26. Ateroskleroz ve Sol Ventrikiil Hipertorfisi olan hastalarin plazma

MIiRNA seviyerlerinin karsilasritilmasi .

MirRNA Yontem p degeri %95 Giiven Arahgi
ACT 0,556 -0,741 - 1,368
MiRNA221
Kat Degisimi 0,759 -0,683 — 0,933
ACT 0,530 -0,744 - 1,435
MiRNA222
Kat Degisimi 0,915 -0,773 -0,861
ACT 0,675 -0,868 - 1,334
MiRNA145
Kat Degisimi 0,943 -0,814 - 0,757
ACT 0,599 -0,910 - 1,568
MiRNA143
Kat Degisimi 0,432 -1,238 - 0,534
ACT 0,362 -2,205 -0,815
MiRNA133a
Kat Degisimi 0,417 -0,613 - 1,464
ACT 0,942 -2,378 - 2,211
MiRNA133b
Kat Degisimi 0,849 -1,718 - 1,419
ACT 0,741 -1,028 — 1,438
MiRNA122a
Kat Degisimi 0,955 -0,889 - 0,840
ACT 0,155 -0,246- 1,522
MiRNA494
Kat Degisimi 0,302 -1,227 - 0,385
ACT 0,520 -2,567 — 1,320
MiRNA499a
Kat Degisimi 0,748 -1,225 -1,691

* Tabloda koyu renk ile isaretlenmis degerleri istatiksel olarak anlamlilik
gostermektedir (p<0,05). Gruplararas: farklilik ileri ki-kare testi (X?),
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S. TARTISMA VE SONUC

Gelismis {ilkelerde ateroskleroz komplikasyonlar1 ile birlikte ©Onde gelen
morbidite ve mortalite nedenidir. Tiirkiye'de yapilmis genis ¢apl prevalans verilerine
gore iilkemizde koroner arter hastaligi 45-54 yas grubunda %6 iken, 55-64 yas
grubunda %17 dolayina, 65 yas ve iizerindeki bireylerde %28 diizeyine yiikseldigi
gbzlenmistir Bu prevalanslar 1990 yilindakilere kiyasla 50 yas iistii kesimde %80
oraninda artmustir. Yine ayni ¢alismasinin verilerine gore ateroskleroza bagli 6liimlerin
neredeyse tiim dliimlerin yarisindan sorumlu oldugu diistiniilmektedir (1). Ateroskleroz
morbitite ve mortaliteye yol acan, periferik veya santral yerlesimli pek ¢ok vaskiiler

bozuklugun altinda yatan temel patolojik tablo olarak tanimlandigi rapor edilmistir (2).

Bu c¢alismada aterosklerozun genetik ve epigenetik mekanizmalarina agiklik
getirilmesi amacglanmistir. ApoE genotipinin hastaligin gelisimi iizerine etkileri ve
bunun yaninda genotiplerin lipid profillerindeki etkinliginin  belirlenmesi
hedeflenmistir. Bu hedeflerimiz dogrultusunda lipid profillerinin daha genis incelenmesi
icin LDL ve HDL lipid altgruplar1 da ¢aligmaya dahil edilerek hem ApoE genotipi hem
de mikroRNA diizeyleri ile baglantis1 arastirilmistir. Aterosklerozun epigenetik
mekanizmalarini farkli agilardan daha genis degerlendirmesi amaciyla miRNA221 ve
MiRNA222 nin yamt sira farkli genler tizerinde etkisi belirlenmis yedi miRNA
(MmiRNA122a, miRNA133a, miRNA133b, miRNA143, miRNA145, miRNA494,
MiRNA499) daha ¢alismaya dahil edilerek kapsam genisletilmistir.

Yapmis oldugumuz bu c¢alismada Oncelikle hasta ve kontrol grubunun tiim
demografik verileri karsilastirilarak gruplarin  6zellikleri tanimlanmistir. Yapilan
analizler sonucunda hasta grubunda diabet tanisi alan bireylerin istatiksel olarak anlamli
olarak fazla oldugu ve diabetin ateroskleroz riskini 2.7 kat artirdii saptanmistir
(p=0,004, OD=2,779, %95CI=1,375-5,619) (Tablo 4.2). Folsom ve arkadaslar
tarafindan yapilmis ¢alismada (1998) elde etmis oldugumuz verileri destekleyen
sonuclar elde edilmistir (105). Cesitli etnik ve irksal gruplar1 kapsayan prospektif
calismada, diyabetik kisiler arasinda koroner arter hastaligi (KAH) mortalitesinin 2-4
kat daha fazla oldugu ve bu hastalarinda inmeye (stroke) bagli 6liim riskinin yaklasik 3
kat artis gostermektedigi saptanmistir. Ayrica diabet hastalarinin diabetik olmayan

hastalara gore daha kétii bir prognoza sahip oldugu goézlenmistir (105).
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Bu konuda yapilmis diger bir ¢alisma da makrovaskiiler bir hastalik olarak tanimlanan
diabettin ateroskleroz gelisiminin hizlanmasinda rol aldig1 gézlenmistir (106). Diabetin
aterosklerozun karakteristik kronik inflamatuvar siirecinde rol oynadigi ve siireci
hizlandirdig1 diistintilmektedir (106). Amerikan Kalp Dernegi (AHA) tarafindan
diabetin kardiyovaskiiler bir hastalik olarak tanimlanmistir (106). Calismamizda
ateroskleroz grubunda ailesinde hastalik tanist konmus olanlarin anlamli olarak fazla
oldugu belirlenmis ve yapilan logistik regresyon analizi sonucunda ve riskin 2.2 kat
artirmis oldugunu saptanmustir (p=0,027, OD=2,209, %95C|=1,097-4,449) (Tablo 4.2).
Elde ettigimiz veriler, kalp hastaliklarinda kalitimsal risk faktoriiniin 6nemini gdsteren
verileri (107) desteklerken, multifaktoriyel kalitim ozelligi gosteren aterosklerozda

aileden miras gelen genetik yapinin énemini ortaya koymaktadir.

Diinya Saglik Komitesinin tani kriterlerine gore sistolik kan basincinin 140
mmHg, diyastolik kan basincinin da 90 mHg veya iizerinde bulunmasi hipertansiyon
olarak tamimlanmistir (108). Bu kritelerler dahilinde yapmis oldugumuz
degerlendirmede hipertansiyon tanis1 almis kisilerin ateroskleroz grubunda istatiksel
acidan anlamli olarak fazla oldugu tespit edilmis ve regresyon analizi sonucunda
hipertansiyon tanis1 almis olmanin ateroskleroz riskini 3,4 kat artirdigi gozlenmistir
(p=0,000, OD=3,452, %95CI=1,832-6,506) (Tablo 4.2). Hipertansiyonun,
kardiyovaskiiler riskini ortaya koyan Lotufa ve arkadaslarinin (2015) yapmis oldugu
kohort ¢alismada (109), hipertansiyonun klinik belirti vermeyen kardiyovaskiiler ug
organ hasarlari i¢in tan1 belirteci olarak kullanilabilecegi sonucuna varilmistir.
Ateroskleroz patolojisinde hipertansiyonun roliiniin, damarlarin media tabakasinda
hipertrofiye neden olmasindan dolaytr oOnemli oldugu disiiniilmektedir (110).
Caligmamizda hasta grubunda yer alan katilimcilarin sitolik ve diastolik kan basinci
ortalamalarinin ~ (133,88+17,69mmHg ve 84,49+6,61) kontrol grubuna gore
(128,49£15,53mmHg ve 83,06£9,97mmHg) daha yiiksek oldugu belirlemistir.
MacMahon ve arkadaslariin yaptigi 1990 yilinda yaptiklari ve 420.000 kisinin uzun
stireli izlendigi metaanalizde 105 mmHg {izeri diyastolik kan basinci olanlarda koroner
arter hastaligr riskinini dort kat yiiksek oldugu belirlenmistir. Bunun yaninda sistolik
kan basinct degerleri arttik¢a koroner arter hastaligi, inme ve mortalite oranlarinin da
yiikseldigi belirlenmistir (111). Tiim bu veriler hipertansiyonun ateroskleroz tanisindaki

Onemini ortaya koymaktadir.
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Calismamizda yer alan tim katilimcilarin lipid degerleri R.W. Mahley
tarasindan 1999 yilinda yapilmis olan (112) ve 9000 katilimciyla tiim Tiirkiye’nin
kapsayan Tiirk Kalp calismasi tarafindan belirlenen sinir degerler dikkate alinarak
hazirlanmistir. Plazma Kolesterol Diizeyleri: Normal: 200 mg/dl’den diisiik, sinirda
yiikksek: 200-240 mg/dl ve yiliksek: 240 mg/dl’den fazla olarak siniflandirilmistir.
Trigliserid Degerleri : Normal: 200 mg/dl’den disiik, sinirda yiiksek: 200-240 mg/dl ve
yiiksek: 240 mg/dl’den fazla olarak tanimlanmistir. LDL Kolesterol Diizeyleri :Normal:
130 mg/dl den diisiik, sinirda yiiksek: 130-159 mg/dl ve yiiksek: 160 mg/dl ve iizeri
olarak belirlenmistir. HDL Kolesterol Degerleri: diisiik: 35 mg/dl’den az, normal: 35-44
mg/dl aras1 ve yiiksek: 45 mg/dl’den fazla olarak gruplanmistir. Plazma Kolesterol
/HLD Oran1 : Normal: 3,5 dan diisiik, sinirda yiiksek: 3,6-4,5 mg/dl ve yiiksek: 4,5’dan
fazla oldugu saptanmistir (112). Tiim bu kriterler gergevesinde yaptigimiz analizlerde
plazma kolesterol degeri yiiksek (>240mg/dl) olan katilimcilarin %61,9’unun ve yiiksek
LDL kolesterol seviyesine (>160mg/dl) sahip olanlarin ise %56,7’sinin hasta grubunda
oldugu gozlenmistir. Yiiksek kolesterol ve degelere sahip katilimcilarin ¢ogunlukla
ateroskleroz grubunda bulunmasi literatiir ile uyum gostermektedir (112). Castelli ve
arkadaglariin (1983) yapmis oldugu metaanalizlerde (113), yiiksek total kolesterol ve
LDL degelerinin kardiyovaskiiler hastaliklarin gelisimiyle yakindan iliskili oldugu
gozlenmistir. LDL dokulara girmeden once reaktif oksijen tiirevleri tarafindan okside
LDL’ye dontismektedir. Bu molekil, kemokinlerin sitokinlerin adhezyon
molekiillerinin ve biiyiime faktorlerinin salgilanmasini uyarmaktadir. Intima iginde
depolanan okside LDL, makrofajlarin kopiik hiicre doniismesini tetikleyerek
ateroskleroz olusumuna sebep oldugu rapor edilmistir (46). Bu nedenle kolesterol
metabolizmasinin durdurucu basamaginda etkili olan 3-hidroksi-3-metil-glutaril-KoA
(HMG-Ko0A) rediiktaz inhibitorleri (Statinler) yaygin olarak kullanilmaya baglamustir.
Statinlerin etkinligi ile ilgili yapilan calismalarda kolesterol ve LDL kolesterol
seviyelerinin yiiksek seviyelerden normal degerlere diigiiriilmesinin ateroskleroz olusum
mekanizmasini engelleyerek kardiyovaskiiler nedenli 6liimleri %30 azalttigi savi ileri

stiriilmiistiir (114).
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Calisma  gruplarrmizin  HDL  kolesterol ~ degerlerinin  ortalamasi
karsilastirildiginda istatiksel agidan bir fark oldugu gozlenmistir (p=0,008). Hasta
grubunda ortalamanin 42,49 + 10,727mg/dl iken kontrol grubunda ortalama 38,61 +
8,624mg/dl oldugu gosterilmistir. Yapmis oldugumuz logistik regresyon analizinde
diisiik HDL degerine sahip olmanin ateroskleroz riskini artirdigi gozlenmistir (p=0,011,
OD=0,957, %95CI=0,925-0,990) (Tablo 4-4). Tirk Kalp Calismast &zellikle HDL
kolesterol degerleri ortalamasi agisindan ¢ok carpici veriler ortaya koymustur. Tiirk
toplumu cografi olarak yakin olmasina ragmen Avrupa’dan ¢ok daha diisik HDL
kolesterol diizeyine sahip oldugu belirlenmistir. S6z konusu ¢alismaya gére Avrupa ve
Tiirk toplumunda erkek bireylerin ortalama kolesterol diizeyleri sirasiyla 47,8mg/dl ve
34-38mg/dl oldugu gosterilmistir. Kadinlarda bu farkin daha da fazla olmasi dikkat
cekicidir; Avrupa’da ortalama 56mg/dl iken Tirkiye’de 37-45mg/dl olarak
belirlenmistir. Bu anormal seviyede diisiik HDL kolesterol diizeyinin genetik
faktorlerden kaynaklandigi distintilmektedir (112). Yapmis oldugumuz bu ¢alismada
hasta grubunda normalden diisiik (<35mg/dl) HDL diizeyine sahip bireylerin
ateroskleroz grubunda anlamli olarak fazla oldugu (p=0,031) ve bunun hastalik riskini 2
kat artirdig1 gosterilmistir (p=0,038, OD=0,488, %95CI=0,253-0,942). Bunun yaninda
elde ettigimiz bulgulara gére HDL diizeyleri yiiksek (>45mg/dl) katilcilarin kontrol
grubunda anlamli olarak fazla olmasi (p=0,029) ve yapilan regresyon analizleri ile
yiilksek HDL kolesterol diizeyine sahip olmasinin hastalik riskini 2,12 kat azalltigini
gostermektedir (p=0,031, OD=0,472, %95CI=0,239-0,934) (Tablo4-4). Elde ettigimiz
tiim bulgular yiiksek diizeyde HDL’nin diislik kardiyovaskiiler risk ile iligkili oldugu
(107) goriisii ile ortiismektedir.

Plazma kolesteroliin HDL’ye gére orani ateroskleroz riski i¢in parametre olarak
degerlendirilmektedir (112). Calismamizda bu oran hasta grubunda (4,95) kontrol
grubunda (4,64) oranla daha yiiksek tespit edilmistir (p=0,130). [Kolesterol]/[HDL]
oranina gore normal siirlar i¢inde olanlarin (3,6-4,5) kontrol grubunda istatiksel agidan
daha yiiksek oldugu (p=0,007) ve bu gruba dahil olmanin ateroskleroz riskini 2,5 kat
azalligr gozlenmistir (p=0,008, OD=0,411, %95CI=0,213-0,791) (Tablo4-4).
[Kolesterol]/[HDL] oranina gore yiiksek risk (>4,5) grubuna dahil olanlarin hasta
grubunda anlamli olarak fazla oldugu (p=0,024) ve riski 4 kat artirdig1 belirlenmistir
(p=0,025, OD=1,973, %95CI=1,091-3,569).
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Castelli ve arkadaglarinin 1983 yilinda yapmis oldugu 2291 katilimcinin bulundugu
calismada (113), kolesterol/HDL oraninin diger lipid degerleriyle beraber veya tek
basina koroner kalp hastaliginin tanisinda 6nemli bir parametre olabilecegini ortaya
koymustur. Calismada hem tek degiskenli (univariate) hem de ¢ok degiskenli
(multivariate) parametrelerle ile logistik regresyon analizleri yapilmigtir. Hasta ve
saglikli kadin ve erkek katilimecilarin degerlendirildigi analizlerde cinsiyetten bagimsiz
olarak hasta grubunda [Kolesterol]/[HDL] oran1 kontrol grubuna oranla istatiksel agidan
anlamli olarak yiiksek ¢ikmistir (113). Tek basina plazma kolesterol ve HDL
diizeylerinin kan lipid degerleri klinik biyokimya parametresi olarak uzun siiredir
kullanilanilmaktadir. Castelli ve arkadaslarinin (1983) calismasi (113) bu iki lipid
parametrelesinin oranin kardiyovaskiiler hastalik riskinin belirlenmesi i¢in hizli, uygun

kolay bir veri oldugu tezini ileri siirmiis ve bu tezleri biiylik oranda kabul gérmiistiir.

Diisiik yogunluklu lipoprotein (LDL) degerlerinin gruplar arasinda birbirine
yakin oldugu goézlenmistir (p=0,650, kontrol grubu 118,97 + 36,947mg/dl, hasta grubu
117,38 + 40,560mg/dl). Bunun yaninda LDL degerleri diisiik (<130mg/dl) olan
katilimcilarin ¢ogu kontrol grubunda yer alirken. LDL degeri sinir degerin iistiinde
(>160mg/dl) olanlarin ¢ogu hasta grubunun igerisinde yer almaktadir. Kardiyovaskiiler
riskin goriilme sikliginda esik kabul edilen 40/100 noktasint LDL seviyesi 150mg/dl’nin
iistlinde olanlarin gectigi belirlenmistir Bu nedenle LDL diizeyi, kardiyovaskiiler
hastaliklar igin en gii¢lii ve bagimsiz risk faktorii olarak kabul edilmektedir.(107).
Katilimcilarin 6 yil siire ile izlendigi prospektif tasarimli PROCAM g¢alismasinda LDL
kolesterol diizeyi sinir degerlerin iistiinde olanlarin %25°inin i infarktiis gegirdigi ortaya
koymustur (115). Mahley ve arkadaslar tarafindan 1995 yilinda Tiirk toplumu tizerinde
yapilmis c¢aligma da tiim lipid degerleri arasinda LDL kolesterol diizeyinin énemini
vurgulamaktadir (112). Ayrica bu ¢alismanin ilging verilerinden biri de sosyoekonomik
seviye ve LDL seviyeleri arasindaki iligkinin Tiirk toplumu ve Amerika niifusu arasinda
dramatik sekilde farkli oldugunun gosterilmesidir. Amerika’da egitim seviyesinin
yiiksek olmasinin saglik ve diisiik koroner kalp hastaliklart riski ile iligkili oldugu
belirlenmistir (116). Bu verilere gére Amerika’da refah ve egitim seviyesi arttikca LDL
seviyeleri diisme egilimi gosterirken (116). Tiirkiye’de bu durumun tam ters oldugu
saptanmistir (112). Mahley’in ¢alismasinda Tiirk toplumunda egitim ve refah seviyesi

ile plazma kolesterol ve LDL diizeyi de arttigin1 vurgulanmistir (112).
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Calismamizda ¢ok disik yogunluklu lipoprotein (VLDL) degerlerinin
ortalamas1 kontrol grubunda 29,12 + 17,63mg/dl iken hasta grubunda 29,54 =+
10,70mg/dl oldugu goézlenmistir (p=0,847). VLDL ve orta yogunluklu lipoproteinlerin
LDL gibi oksifatif modifikasyona ugrayarak aterojenik potansiyeli olabilecegi ileri
stiriilmektedir (2). Ayrica VLDL partikiillerinin kendi baglarina damar endotelyal

hiicrelerinin inflamatuar fonksiyonlarini aktive ettigi belirlenmistir (47).

Plazma ApoE degerlerinin ortalamasi kontrol grubunda 10,59 mg/dl iken hasta
grubunda ortalama 10,46 mg/dl olarak saptanmistir. Ancak gruplar arasinda anlamli bir
fark oldugu gozlenmemistir (p=0,987). ApoE, yiiksek yogunluklu ve trigliserid zengin
lipoproteinleri yapisinda bulundurmaktadir (3). En o6nemli fizyolojik fonksiyonu
lipoprotein metabolizmasinda goérev almasidir. ApoE’nin hiicre igi kolesterol
metabolimasinin diizenlenmesinde ve ters kolesterol tasinmasindaki onemli rold
nedeniyle aterosklerozdan riskinin etkiledigi arttigi ¢alismalar ile ortaya konmustur
(59,62).

Calismamizin LDL altgrup analizi verilerine gore biiyiikk yogunluklu LDL
ortalamasi kontrol grubunda 53,70+14,293 mg/dl iken hasta grubunda ise bu degerin
54,71£19,115 mg/dl oldugu goriilmistiir (p=0,698). Kii¢iik boyutlu LDL ortalamasinin
hasta grubunda (7,12+8,184 mg/dl) kontrol grubuna (4,04+6,690 mg/dl) gore istatiksel
acidan anlamli yiiksek oldugu (p=0,008) ve logistik regresyon analizi ile hastalik
riskinin artirdigi gosterilmistir (p=0,014, OD=1,065 , %95CI=1,013-1,120) (Tablo 4-6).
Ayrica kii¢iik boyutlu LDL diizeyi ve yogunluguna goére yapilan risk analizlerinde hasta
grubunda yer alanlarin ¢ogu Tip B (yliksek risk) grubu igerisinde yer almaktadir
(p=0,050) (Tablo 4-5) ve bu grupta yer alanlarin 2,2 kat daha fazla risk tasidigi
saptanmigtir (Tablo 4-6). Griffin ve arkadaslar1 (1994) tarafindan yapilmis ¢alismada
(117) KKH teshisi olanlarda kiigiik yogunluklu LDL diizeyinin yiiksek olmasinin
yaninda diizeylerinin hasta ve saglikli grup arasindaki ayirt edici deger oldugu
gdzlenmistir. Bunun yaninda bu parametrenin akut miyokard infarktiisii (AMI) gegirme

riskini 7 kat arttirdigin1 belirtmislerdir (117). .
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Elde ettigimiz bulgular desteleyen bir ¢alisma da Hirayama ve arkadaslar1 tarafindan
2012 yilinda yapilmistir (118). Bu ¢alismaya gore kiiciik boyutlu LDL diizeyinin
azaltilmasiin kardiyovaskiiler riski de azalltigini, kiiciik boyutlu LDL’nin bu etkisinin
yapisal ve fonksiyonel Ozelliklerine bagli oldugunu goriisiinii ileri siirmiislerdir
(117,118). Kiigiik boyutlu LDL’nin aterojenik 6zelliginin temel nedeninin kii¢iik yapisi
nedeniyle arterial duvara kolaylikla penetre olmasindan kaynaklandig: diistiniilmektedir
(118). Ayrica arterial duvardaki proteoglikanlara olan yiiksek ilgisinin subendotelyal
bolgede uzun siire yerlesmesi ile sonuglandigi bildirilmistir. Kiigiik boyutlu LDL’nin
proteoglikanlara olan bu afinitesinin yapisindaki sialik asit igeriginin fazla olmasindan
kaynaklandigt Anber ve arkadaslar1 tarafindan (1996) yaptiklar1 calisma ile
gosterilmistir (119). Yapilan degerlendirmeler sonucu kii¢iik boyutlu LDL’nin LDL
reseptorlerine diisiik afinite gosterdigi bu nedenle de plazmadan temizlenemedigi
disiiniilmektedir (120). Goulinet ve arkadaslari tarafindan (1997) yapilan c¢alismada
kiiglik boyutlu LDL partikiillerinin yapisinda E vitamini bulunmasina bagli olarak
oksidasyona duyarlilik kazanmasi sonucu olarak aterojenik 6zellik gosterdigi goriisii

ileri siiriilmiistiir (121).

HDL nin kardiyovaskiiler hastaliklara kars1 koruyucu etkisi uzun siiredir bilinen
bir bulgudur (107). HDL kolesterol, yogunluklarina gore biiyiik, orta ve kiigiik
yogunluklu HDL olmak iizere 3 temel altgruba ayrilmaktadir. Bu alt gruplar
biyokimyasal ozellikleri, vaskiiler metabolizmalar1 ve biyolojik aktivitelerine gore
islevsel farklilik gosterirler (122). Bu etkinin mekanizmasini agiklayabilmek i¢cin HDL
altgruplarinin heterojenitesi ve fonksiyonlarini iizerine bir ¢ok arastirma yapilmistir.
Yapmis oldugumuz HDL altgrup analizlerine gore biiyiikk yogunluklu HDL
ortalamasinin kontrol grubunda (13,19+6,32mg/dl) hasta grubuna (11,76+6,63mg/dl)
oranla daha yiiksek oldugu goriilmistiir (p=0,169). Kontrol grubunda orta boyutlu HDL
ortalamalarinin hasta grubu ile hemen hemen ayni diizeyde oldugu saptanmistir
(p=0,999). Caligmamizin hasta grubunda da goriildiigii lizere biiyiik ve orta yogunluklu
HDL’nin daha az bulunmas: aterosklerozun gelisimi ile iliskili olabilecegi izlenimi
vermektedir. Ancak bir ¢ok c¢alisma daha etkin roli oldugu disiiniilen kiigiik
yogunluklu HDLiizerine odaklanmaktadir (107,122). Kiigiik boyutlu HDL ortalamasinin
kontrol grubunda (8,07+ 3,70mg/dl) hasta grubuna (6,59 + 3,21mg/dl) gore anlamli
olarak yiiksek oldugu saptanmistir (p=0,008) Sonu¢ olarak c¢alismamizda daha fazla
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kiiclik boyutlu HDL sahip olmanin hastalik riskini 1,13 kat azalttig1 saptanmistir (Tablo
4-6). Tiozzzo ve arkadaglar tarafindan (2014) yapilmis ¢alismada kii¢iik yogunluklu
HDL’nin artmasinin karotid plak olusumu azalltigin1 ortaya koymaktadir (122). Kiigiik
yogunluklu HDL’diizeyi yliksek olanlarin plak alaninin kiigiik oldugunu bunun yaninda
biiyiik yogunluklu HDL’si yiiksek olanlarin ise plak kalinligimin daha ince oldugunu
belirlenmiglerdir Bunun nedeninin kii¢iik yogunluklu HDL’nin plagm lipid zengin
cekirdeginin yapisini etkileyerek plagin aterosklerotik 6zelligini azaltmasi olabilecegi
goriisti ile desteklemislerdir (122). HDL kolesterol antiaterogenik ozelliginin yaninda
potansiyel antioksidant ve antinflamatuvar etkinlige de sahiptir. Bu etkisinin yapisinda
tasidig1 apolipoproteinler ve antioksidant molekiillerden kaynakladigi diigiiniilmektedir.
HDL’nin oksidatif modifikasyonlara ugrayabildigi ve LDL’nin oksidasyonu ile iligkili
oldugu saptanmistir. HDL partikiilleri paraoksonaz (PON), platelet aktivasyon faktor
asetilhidrolaz (platelet-activating factor acetylhydrolase=PAF-AH), lesitin-kolesterol
aciltransferaz (lecithin-cholesterol acyltransferase=LCAT) ve glutatyon
selenoperoksidaz gibi antioksidan yapilar igermektedir. Yapilarindaki bu molekiiller
sayesinde LDL’yi etkili sekilde oksidasyondan korudugu savi ileri siiriilmektedir.
Kontush ve arkadaglari (2003) bu veriler 1s1ginda yapmis oldugu ¢alismada altgruplari
icinde yogun yapist nedeniyle kiiciik yogunluklu HDL nin en fazla ontioksidatif etkiye
sahip oldugunu saptamuglardir (123). Ayrica bu altgrup HDL, biiyik yogunluklu
HDL’ye gore endotelyal hiicrelerde daha fazla adhezyon molekiillerini baskilayic etki
gosterebilecegi bu goriisii desteklemektedir (123). Shuhei ve arkadaslar1 2010 yilinda
yaptiklar1 ¢alismada da kiicik yogunluklu HDL’nin oksidasyon ozelliklerini
incelemisler ve PON aktivitesinin biiyiilk yogunluklu HDL’ye gore daha yiiksek
oldugunu gostermislerdir (124). Yaptiklar1 analizlerde antioksidant etkinin LDL
oksidayonun ileri safthalarinda ve lipid peroksidlerinin birikimi fazla oldugunda
belirginlestigini saptamislardir. Bu etkinin yogun HDL’nin, okside LDL partikiilleri
olusumu nedeniyle ortaya ¢ikan antioksidant sistem ile etkileserek sinerjik etkiye sahip
olmasindan kaynaklanabilecegi ileri siiriilmektedir (124). Sonu¢ olarak bu veriler
calismamizda oldugu gibi kiiciik boyutlu HDL’nin ateroskleroz riskini azalttig

gorlistimiizii destekler niteliktedir.

Calismamizda yapilmis olan dogrusal regresyon analizi sonucunda VKi’si 27,55
kg/m*’den fazla olan kisilerin daha fazla kiiciik boyutlu LDL miktarina sahip oldugu
belirlenmistir (Sekil 4-1). Viicut kitle indeksi (VKI) ve kii¢iik boyutlu LDL arasindaki
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iligkiyi gosteren ¢ok az calisma bulunmaktadir. Kardiyovaskiiler riski olusturan
nedenler arasinda obezite, diabet, hipertansiyon ilk siralarda yer almaktadir. VKI
hesaplamalar1 obeziteyi klinik olarak tanimlamak icin kullanilan en temel parametre
olarak kabul edilmektedir (125). VKI arttiginda plazma bulunan lipidlerin ve
kolesterollerin de yogunluklarinin ve igeriklerinin degistigi saptanmistir (125). Parlesak
ve arkadaslarinin 2014’de yaptig1 bu ¢alismada yiiksek kolesterol iceren diyet ve diisiik
fiziksel aktivitenin neden oldugu VKI artisinin daha fazla kiigiik boyutlu LDL
sentezlenmesine neden olabilecegi rapor edilmistir (125). Wood ve arkadaslarinin 2006
yilinda yayinladigi ¢alismada kalori kisitlamasi ile diet yapan kisilerde kilo kaybr ile
kii¢iik boyutlu LDL diizeylerinin de azaldiginm1 gdstermislerdir. Ayrica VKI azaldiginda
plazma TG diizeyinin diistigiinii ve buna bagli olarak plazmadaki VLDL ve LDL’nin
de azaldigim1 ancak LDL’nin ¢apmin arttigini ve yogunlugunun ise azaldigi ayni
calismanm 6nemli bulgular arasinda yer almaktadir (126). Tiim bu veriler VKI ile
plazma lipidleri ve 6zellikle de kiiclik boyutlu LDL ile arasinda bir iliski oldugunu

gosteren ¢aligmalar bulgularimizin desteklendigini gostermektedir.

ApoE genotip frekanslar1 kontrol ve ateroskleroz hasta olgulart ile
karsilagtirildiginda gruplar arasinda istatistiksel agidan anlamli bir fark gozlenmistir
(X?= 11,376, p=0,023). Tiim katilimecilar incelendiginde en sik goriilenden daha az
goriilen genotipler sirasiyla: E3/E3 (%84,1) , E3/E4 (%8,8) , E2/E3 (%5,5) , E4/E4
(%1,1) , E2/E2 (%0,5) olurken E2/E4 genotipine rastlamamustir (Tablo 4-7). ApoE
polimorfizmlerinin metabolizma tizerine etkileri nedeniyle pek ¢ok tilkedeki arastirmaci
ve klinisyenlerin dikkatini ¢ekmektedir. Hallman ve arkadaslar1 tarafindan 1991 yilinda
(127) ApoE genotip ve alleleri bakimindan dokuz farkli popiilasyon iizerinde tarama
caligmast yapmuslardir . Mahley ve arkadaslarinin (1995) yapmis olduklar1 ve diger
toplumlardaki dagilimlarinin Tirk toplumu ile karsilastirildig Tiirk Kalp Calismasi’nda
ilging sonuglar elde edilmistir (112). Tiirkiye’deki genotip dagilimlart Amerika ve
Avrupa topluluklarindan daha ziyade Japonya irki ile paralellik gostermektedir.
Mahley’in ¢alismasinda Tiirkiye’de E3/E3 genotipi Tiirkiye’de 9%74,2 olarak
saptanirken Japonya’da bu oran %72,1, Almanya’da %59,8, Amerika’da %058,
Finlandiya’da %46,8, Sudan’da %39,8 olarak belirlenmistir (127,112). Calismamizda
E3 allelinin goriilme siklig1 %84,6, E4 allelinin ise %9,4 ve E2 allelinin ise %6 oldugu
gosterilmistir. Elde ettigimiz ApoE allel frekanslar1 da Tiirk Kalp caligmasi verilerine

gore allel dagilimlart (E3 %86, E4 %7,9 ve E2 %6,1) ile uyumluluk gdstermektedir
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(112). Hallman ve arkadaslarinin (1991) calisma verilerine gore allel dagilimlar
Almanya’da E3 %77,3, E4 %15, E2 %7,7, Amerika’da E3 %76, E4 %11, E2 %13,
Sudan’da E3 %61,9, E4 %29,1, E2 %38,1, Finlandiya E3 %69,5, E4 %24,4, E2 %6,2
oldugu rapor edilmistir (127). Toplumumuzun allel frekanslar1 da Japon irki ile benzer
dagilimlar gosterirken (E3 %84,6, E4 %7,4, E2 %8 ) diger toplumlarla son derece farkl
tablo ¢izmektedir. Mahley bu etkinin Tiirk toplumunun Orta Asya kokenli olmasindan
kaynaklanabilecegi goriisiinii ileri siirmislerdir (112). Ayrica E3 alleli Tiirk toplumunda
daha yaygin olmasinin yani sira E4 allelinin 6zellikle Amerika ve Avrupa toplumlarina

gore daha az bulunmasi dikkat ¢gekmektedir.

ApoE genotip frekanslart kontrol ve ateroskleroz hasta gruplar ile
karsilastirildiginda istatiksel agidan anlamli fark saptanilmustir (X?=11,376, p=0,023).
E3/E4 genotipine sahip olgular degerlendirildiginde hasta grubunda istaiksel acidan
anlamli derecede yiiksek oldugu gozlenmis (X?=4,782, p=0,029) ve logistik regresyon
analizi sonucunda bu genotipi tasimanin ateroskleroz riskini 3,4 kat artirdig
belirlenmistir (Tablo4-7 ve Tablo 4-8). E2/E4 genotip frekansinin ise kontrol grubunda
istatiksel agidan degerlendirildiginde yiiksek oldugu gériilmiistiir (X?=6,408, p=0,011).
Logistik regresyon analizi sonucuna gore E2/E4 genotipine sahip olmak ateroskleroz
riskini 10 kat azaldigi gézlenmistir (Tablo 4-8). Ayrica tip III hiperlipidemi ile iligkili
oldugu bildirilen (62) E27E2 genotipi tasiyan bir katilimeinin lipid degerlerinden sadece
LDL sinir degerden yiiksek ¢ikmistir. Elde ettigimiz veriler Lenzen ve arkadaslarmin
(1986) 570 miyokard enfarktiisii gegirmis hastalar tizerinde yaptigi ¢alismadaki sonuglar
ile benzerlik gostermektedir (128). Calismada E3/E4 genotipi tasiyanlarin diger
genotiplere gore istatiksel agidan anlamli olarak daha fazla ve daha geng yasta miyokard
enfarktiisii gegirdigi gosterilmistir. Bu ¢alismanin analizlerimiz ile paralellik gosteren
diger bir veri ise E2/E3 genotipi tasiyanlarda daha diisiikk koroner kalp hastaligi riski
tasidigr saptanmistir. Bunun nedeninin E2/E3 tasityanlarin diger genotiplere gore
serumda LDL kolesteroliin daha az diizeyde bulunmasindan kaynaklandigi izlenimi

vermektedir (128).

ApoE allel dagilimlar1 kontrol ve ateroskleroz hasta gruplarnn ile
karsilagtirildiginda E2 tasiyan olgularin ateroskleroz grubunda yiiksek oldugu
saptanmistir (X?= 10,189, p=0,006) (Tablo4-7). Bu veriler sonucunda yapilan logistik
regresyon analizi verisine gore E2 alleli tasimak ateroskleroz riskini 10 kat azalttigi

gozlenmistir (Tablo4-8). Lenzen ve arkadaslarinin yapmis oldugu g¢alismada da E2
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alleline kontrol grubunda istatiksel agidan anlamli olarak daha fazla rastlanmis ve bu
allelin koroner kalp hastaligi riskini azalttigi sonucuna varilmistir (128). Calismamaizda
elde ettigimiz bulgular Lenzen ve arkadaslariin verileri ile paralellik gostermektedir.
Calismamizda E3 ve E4 alleli tasiyanlarin hasta ve kontrol gruplari arasinda istatiksel
olarak anlamli fark tespit edilmemistir (p=0,586). Rall ve arkadaslar1 (1982) toplumda
en yaygin bulunan E3 allelinin esas allel olarak kabul edilebilecegini 6ne siirmiiglerdir
(129). Ayrica ApoE4 igeren lipoproteinlerin reseptor ile etkilesiminin azaldigr bunun
yaninda ApoE2 igeren lipoproteinlerin ise reseptorlerle daha fazla baglanma egilimi
gosterdigi belirlenmistir (129). Tim bu veriler ApoE polimorfizmlerinin koroner kalp
rahatsizlig1 lizerine etkili olabilecegi izlenimi vermekte ve bulgularimiz ile paralellik

gostermektedir.

ApoE genotip ve allel dagilmlart ile serum ApoE seviyeleri
karsilasilagtirildiginda gruplar arasinda istatiksel agidan anlamli bir fark saptanmamaistir
(Tablo 4-9). E2 alleli tasiyanlarin serum ApOE diizeyinin ¢ok yiiksek oldugu
gozlenirken (129,17 mg/dl), E3 ve E4 allel gruplarinin (104,02 mg/dl ve 104,40 mg/dl)
cok daha diisiik ve birbirine yakin olmasi dikkat ¢ekicidir. Elde ettigimiz veriler Schiele
ve arkadaslariin 2000°de yaptigi (130) ve Avrupa’nin bir¢ok farkl iilkesini kapsayan
ApoEurope Projesi’nin sonuglari ile benzerlik gostermektedir. Bu caligmada {ilkeler
aras1 farklar olsa da sonug¢ olarak E2 alleline sahip olan katilimcilarin yiliksek ApoE
diizeylerine sahip olmasi belirlenirken, E4 alleline tasiyan katilimcilarin ise gruplar
arsindaki en diisiik diizeye sahip oldugu gbézlenmistir. Ayrica ayni ¢alisma ile incelenen
toplumlarin yas ve cinsiyet faktorlerine bagli olarak ApoE diizeylerinin degistigini
saptamiglardir (130). Buna gére ApoE diizeylerinin erkeklerde daha yiiksek oldugu, yas
gruplar1 degerlendirildiginde gen¢ ve orta yasli gruplarda esit diizeyde oldugu
belirlenirken serum ApoE seviyesinin yas ile dogru orantili olarak azaldigimni tespit
etmiglerdir. Tiim Avrupa’yr kapsayan caligmanin dikkat ¢ekici sonuglarindan biri de
Akdeniz bolgesinden kuzey Avrupaya dogru serum ApoE seviyelerinin azalma egilimi
gostermesidir. Bu etkinin Kuzey Avrupa’da E4 allelinin goriilme sikliginin diger
gruplarina oranla daha yiiksek olmasi olarak agiklanmaktadir (130). Ayrica Mannila ve
arkadaglarinin (2013) yapmis oldugu kohort analiz sonuglarina gére plazmadaki ApoE
diizeylerinin %10 veya %20’sinin ApoE genotip varyasyonlart ile iliskili oldugu iddia

edilmektedir (131). Sonug¢ olarak tim bu veriler 1s1ginda serum ApoE diizeyleri
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tizerinde ApoE polimorfizmlerinin dahil oldugu genetik faktorlerin yani sira ¢evresel,

cinsiyet ve yas gibi faktorlerin de etkili olabilecegi izlenimi vermektedir.

Plazma kolesterol diizeyleri ile ApoE genotip dagilimlarinin karsilagtirildiginda
E3/E3 genotipi tasiyanlarin plazma kolesterol ortalamasi 190,29+44,50 mg/dl iken
tasimayanlarda ise 168,10+34,42 mg/dl oldugu belirlenmis ve bu iki grup arasinda
anlamli olarak fark oldugu saptanmigtir (p=0,012). En diisiik ortalama degerine E4/E4
genotipi tasiyanlarmn (145,1842,82 mg/dl) sahip oldugu gbzlenmistir. Ayrica plazma
kolesterol degeri 200mg/dI’nin altinda olanlarin ¢ogunun E3/E3 genotipi tasimadiklari
(X?=8,525, p=0,004) ve E3/E3 tasiyanlarm cogunun plazma kolesterol degerinin
240mg/dI’nin {iistinde oldugu gozlenmistir (X?=8,525, p=0,004) (Tablo 4-10).
Gilinlimiize kadar yapilan bir ¢ok ¢aligmada toplumlardaki kolesterol oranlarinin hem
genetik hem de cevresel kaynaklara bagl olabilecegi kabul géren bir teori olarak
karsimiza ¢ikmaktadir. Bu konuda ¢alisma yapan Weggemans ve arkadaslarinin (2001)
verilerine gore plazma kolesterol diizeylerinin ApoE polimorfizmleri ile iliskili
oldugunu; diyetle alinan doymamis yaglar veya karbonhidratlarin metabolizmasinin bu
ApoE varyasyonlar tarafindan etkilendigini kanisina varilmistir (132). E3/E3 genotipi
tasiyan bireylerin E2/E3 ve E2/E2 tasiyanlara gore daha diisiik kolesterol diizeylerine
sahip oldugu bu nedenle bu genotipi tasiyanlarda ise daha yiiksek oranda koroner arter

hastalig riski tagidigi goriisii ileri siiriilmektedir (132).

Caligmamizda E3/E3 genotipine sahip olanlarin TG diizeylerinin diger
genotiplere gore c¢ok daha yiiksek oldugu gozlenmistir (150,91+77,86mg/dl-
1314£57,92mg/dl, p=0,192). Ayrica TG degerleri 400mg/dl iistiinde olan 2 katilimcinin
da bu grupta yer aldig1 gézlenmistir (p=0,137) (Tablo 4-10). Dong ve arkadaslar1 (2013)
tarafindan yapilan metaanaliz ¢alismasinda E3/E3 genotipine gore E2/E2 ve E2/E4
genotiplerinin daha diisiik TG diizeylerine sahip olduklari sonucuna varilmistir (133).

Bir noktada bu bulgu ¢alismamiz ile paralellik gostermektedir.

ApoE E3/E3, E3/E4, E2/E3, E4/E4 genotiplerinin LDL diizeyi ortalamalar
sirastyla 120,14+40,32 mg/dl; 106,75+27,75 mg/dl, 119,30+39,43 mg/dl, 95,50+£21,92
mg/dl ve E2/E2 genotipindeki bir olguda ise 164 mg/dl olarak saptanmistir. (Tablo 4-
10). Kardiyovaskiiler risk faktorii olarak kabul edilen sinir LDL degeri 160mg/dl’nin
iistiinde olanlarin E3/E3 genotipi tasiyanlarin istatiksel agidan anlamli olarak yiiksek

oldugu saptanmustir (X?=4,258, p=0,038).
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ApoE3’lin reseptdr baglanma bolgeleri 118. (tirozin) ile 162. (tirozin) amino
asitleri arasinda yer alir. Molekiiliin dordiincii sarmalin1 gevreledigi bu bolgesi (134-
160. amino asitler arasi) ¢ok daha diizenli bir yapiya sahip oldugu gézlenmistir (65).
Reseptor baglanmasinda etkili olan amino asitlerin arginin ve lizin oldugu, ayrica
sisteinde oldugu gibi amino asitlerdeki serbest siilfidril gruplarmin diger proteinlerle
distilfid baglart yaptig1 gosterilmistir. Bu bolgede olabilecek korformasyonel bir
degisikligin ya da polimorfik bir farkliligin (6rnegin 158. amino asitin arginin yerine
sistein olmasi gibi) baglanma bozukluguna neden olabilecegi gozlenmistir (69). Bu yap1
farkliliklar1 lipoproteinlerin de LDL reserptorii ile baglanmasi engelleneceginden
plazmada fazla miktarda bulundugu rapor edilmistir (134). Calismada ile elde edilen
bulgular kardiyovaskiiler olaylardaki diisiik LDL diizeyinin bu mekanizmaya bagh

olabilecegi izlenimi elde edilmistir.

Plazma  kolesterol  diizeylerinin HDL’ye  oram1  [kolesterol]/[HDL]
kardiyovaskiiler risk parametresi olarak degerlendirilmektedir (113). Bu oranin
genotiplere dagilimi incelendiginde E3/E3 genotipine sahip olanlarda (4,89 +1,42)
anlamli sekilde yiiksek oldugu goriilmiistiir (E3/E3 tasimayan 4,26+1,13 ,p=0,039,
Tablo 4-10), yapilan regresyon analizi sonug¢larina gore bu genotipi tasimanin riski 1,42
kat artirdigi saptanmistir (p=0,029, OD=1,429 , %95CI=1,038-1,967) (Tablo 4-6).
Mahley tarafindan yapilan Tirk Kalp Calismast verilerine gore plazma
[kolesterol]/[HDL] orani toplumumuzda Almanya ve Amerika’ya gore ¢ok daha yiiksek
oldugu gozlenmistir. Bunun nedeninin toplumuzda HDL diizeylerinin diger toplumlara

gore daha diisiik olmasindan kaynaklandig ileri stiriilmektedir (112).

Plazma kolesterol diizeylerinin diisiikk degerlerden yiiksege dogru sirasiyla E4
(165,82+40,75), E2 (168,91+23,69), E3 (187,16+43,86) allelleri olarak siralanmaktadir.
Ayrica Apo E4 alleli tasiyan katilimcilarin diizeylerin anlamli sekilde fazla oldugu
saptanmustir (p=0,038). E2 alleli tasiyan olgularin ¢cogunun plazma kolesterol diizeyinin
200mg/dl diisiik oldugu belirlenmistir (X?=4,131, p=0,036) (Tablo 4-11). E2 allelinin
diisiik kolesterol ve LDL seviyeleri ile iligkisini gosteren bir ¢ok ¢alisma bulunmaktadir
(127,130). Tirk Kalp Calismasi da popiilasyonumuzda E2 alleli tasiyan bireylerin
diisik LDL ve kolesterol diizeylerine sahip oldugunu gosterilmistir. E2 allelini tek
basina tasimak ve E2/E2 genotipinde olmak arasinda kardiyovaskiiler risk olarak biiyiik
fark bulunmaktadir (112). E2 allelinin E3 ve E4 ile karsilastirildiginda LDL reseptorlere

baglanma kapasitesinin 50-100 kat az oldugu saptanmis ve bu nedenle Tip Il
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Hiperlipoproteinemi gibi ¢esitli lipid bozukluklart ile iligkilendirilmektedir (134).
Ailesel Tip Il Hiperlipoproteinemi (primer disbetalipoproteinemi) genetik bir lipid
bozuklugu olup yiiksek plazma, TG, LDL-kolesterol ve VLDL ile karakterizedir (129).
Tip 11 Hiperlipoproteinemi olan bireylerin lipoprotein reseptorleriyle etkilesme
kapasitesi bireylere gore farklilik gostermektedir. Bunun nedeninin E2/E2 fenotipindeki
yapisal heterojenitesinden kaynaklandigi izlenimi vermektedir (65). Ayrica E27E2
genotipine sahip bireylerin sadece %5’inde bu hastalik goériilmektedir. E2 allelindeki
sistein amino asiti, pozitif yliklenmis lisin analoglar1 tarafindan kimyasal olarak
modifiye edildiginde baglanma aktivitesi artmis olabilecegi diisiiniilmektedir. E2
allelinin 158. amino asit dizisindeki tek bir degisiklik (arginin yerine sistein bulunmasi)
baglanma aktivitesini etkiledigi diistiniilmektedir (129). Calismamizda E4 alleli tasiyan
veya E4E4 genotipine sahip olan bireylerin diger gruplara oranla daha yiiksek seviyede
kolesterol, LDL, VLDL diizeylerine sahip oldugu gozlenmistir. Elde ettigimiz veriler ile
paralellik gosteren Davignon ve arkadaslarimin 1988 yilinda yaptigi calismada E4
alleline sahip kisilerin daha diisiik plazma kolesterol ve TG diizeylerine sahip oldugu
rapor edilmistir (68). Ancak Boer ve arkadaslart 1998 yilinda, E4 allelinin lipid
profillerini etkiledigi ve daha yiiksek LDL, VLDL, TG diizeyleri nedeniyle
kardiyovaskiiler riski artirdigini ileri stirmektedir. Hollanda da yapilan bu calismada
ApoE allelelerinin etkinliginin cinsiyet faktorii ile degistigini; E2 allelinin kadinlarda
koruyucu etki gosterdigi ve erkeklerde ise E4 alleline sahip olmanin kardiyovaskiiler
riski artirabilecegi goriisii ileri stiriilmektedir (135). Bu etkinin E4 alleline ¢ok sik
rastlanan Kuzey Avrupa iilkelerinde en yiiksek oldugu ve bu etkinin etnik kokene bagl
olabilecegi goriisii ileri stirilmiistiir (136). Sonug olarak tek basina E2 alleli tasimak
lipid profilleri acisindan bir avantaj olusturuken E/E2 genotipinde olmak
kardiyovaskiiler olarak risk tasiyabilecegi goriisiine ulasilmistir. Bu veriler 15181

altindaE4 allelinin ve E4/E4 genotipinin risk olusturabilecegi izlenimi elde edilmistir.

Yaygin olarak goriilen ApoE allelinin E3 olmasi nedeniyle dogal tip olarak
kabul edilirken E2 ve E4 allelinin mutant olarak degerlendirilmesi yaygin bir
diistincedir. Ancak Miyata ve arkadaslarinin 1996 yilinda yapmis oldugu calismada E2
alellinin oksidatif hasardan koruyucu antioksidan etkiye sahip oldugu ve bunun da
betaamyloid peptidlerin olusumuna kars1 koruyucu etki gosterdigini belirlemislerdir. Bu
calismada hiicre kiiltlirlinde B12 hiicreleri ilizerinde hidrojen peroksid sitotoksitesinin

etkileri aragtirilmig E2 allelinin en koruyucu ApoE izoformu oldugu saptanmistir (137).
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Lehrer 1998 yilinda E4 allelinin prostat kanseri tizerinde koruyucu etki gosterdigi savini
ileri slirmiistiir. Norve¢ toplumunda yapilan bu ¢aligmada E4 allelinin de antioksidan
aktiviteye sahip oldugu sonucuna varilmistir (138). Bu verileri destekleyen bir ¢alisma
da 2014 yilinda Ciberia ve arkadaslari tarafindan yapilmis ve E2 alleli tastmanin meme
kanseri tizerinde olumlu etki gosterdigi goriisiinii ileri striilmistir (139). E2 alleli
tasiyanlarin daha diisiik TG diizeyine sahip olduklar1 belirlenen bu ¢alismada plazmada
TG’in azalmasmin cinsiyet hormunu baglayan globulin diizeylerini de azaltarak
estrogen iizerinde etki gosterdigini belirlemislerdir (139). Isbir ve arkadaslarmin 2016
yilinda yaymladig1 ¢aligmada E2 alelli tasimanin prostat kanseri evreleme kriteri olan
Gleason Skoru {izerinde olumlu etki gosterdigini saptamislar ve E4 allelinin de prostat
kanseri riskini azaltan potansiyel bir faktor olabilecegi savini ileri slirmiislerdir (140).
E4 alleli ile yapilmis diger bir arastirma Yaylim ve arkadaslar1 tarafindan 2003 yilinda
Tiirk toplumunda yapilmistir. Bu calismada ApoE allel dagilimlarinin meme kanseri ve
hasta gruplar arasinda istatiksel agidan anlamli fark gostermedigi ve E4 allelinin meme

kanserinde risk faktorii olamiyacagi goriisiinii ileri stirlilmiistiir (141).

Son yillarda yapilan c¢alismalarda basta kanser olmak {izere pek ¢ok hastaligin
etimolojisinde miRNAlarla ilgili islev bozukluklarimin yer aldigi gosterilmistir (70,71).
Cesitli islev bozukluklarinin diger mekanizmalara bagli olarak olusabilecegi ve bunlar
arasinda en Onemli grubu mMIRNA ifade diizeylerindeki degisiklikler oldugu ileri

stiriilmiistiir (72).

Genetik kaynakl ifade degisikliklerine delesyon veya translokasyon gibi biiyiik
Olcekli genom degisiklikleri sebep olmakta, kodlayan dizideki degisiklik nedeniyle
MiRNA miktar1 azalirken hedef mRNA ve kodlanan proteinler artmaktadir. Nokta
mutasyonlar da genomda yaptiklari dizi degisiklikleri nedeniyle miRNA-mRNA
etkilesimini azaltic1 veya artiric1 etki yapabilmektedir (71). miRNA kodlayan dizilerin
kirilgan genom bolgelerinde normal bolgelere gore 9 kat daha fazla oranda bulunduklari
belirlenmistir (142). miRNA kodlayan dizilerin DNA zincirinin yapisal olarak daha
savunmasiz oldugu kirilgan genom bdlgelerinde daha fazla bulunmalart miRNAlarin
islev bozukluklarindaki rolii, giin gectikge yapilan arastirmalarla ortaya konmaktadir.
Giliniimiizde hastaliklarin mekanizmalarini aciklayan caligmalar biiyiik bir hizla devam

etmektedir (142).

MIRNA kaynakli islev bozuklugu sonucu ortaya ¢ikan hastaliklarin basinda

kanser gelmektedir. Kanserlesme siirecinde, biiyiime, cogalma ve farklilasma gibi
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olaylar1 kontrol eden miRNAlarin etkisinin bilyik oldugu ileri siiriilmektedir (75).
MiRNAlarin bir kism1 onkogenik bir kismi ise tiimdr baskilayict etkiye sahip oldugunu

vurgulayan onemli arastirmalar yapilmaktadir (73).

Onkogenik miRNAlIar, hiicre gogalmasini baskilayici proteinlerin miRNAlarina
baglanarak etkilerini azaltirken tiimor baskilayict miRNAlar, biiyiime faktorii

reseptorleri gibi hiicre ¢ogalmasini uyaran proteinlerin mRNAlarin1 hedef almaktadirlar

(75).

MiRNAlarin kanda olduk¢a kararli bir yapiya sahip olmasi nedeniyle klinik
hastaliklarin tanis1 ve tedavisinde 6nemli bir biyobelirteg olarak kullanilabilecegi ¢esitli
aragtirmalar ile ortaya konulmaya devam edilmektedir. MiRNAlar RNAazlara karsi
oldukga direngli olmasi, pH degisimlerinden etkilenmemekte ve dondurma-¢ozdiirme
gibi uygulamalara da yapisinda bozulma olmadan dayaniklilik gosterebilme 6zellikleri
sayesinde invaziv yontemlere gerek kalmadan serum ve plazma orneklerinde kolaylikla
tespit edilebilme kolayligi saglamaktadir. Bu avantajlar1 nedeniyle miRNAlar 1n ifade
diizeylerinin 6lglilmesi hastaliklarin tedavi edilmesi ile ilgili bilgiler edinilebilmekte ve

tiimor belirteci olarak kullanilabilmektedir (143).

Kardiyovaskiiler hastaliklar ve miRNA iliskisini gosteren bir ¢ok ¢alisma vardir.
miRNAlarin kardiyak hiicrelerin farklilasmasinda, angiogenesisde ve miyosit gelisimde
onemli sorumluluklar yiiklendigi arastirmalar sonucu ortaya koyulmustur. Ayrica
MIiRNA diizeylerindeki farkliliklar kardiyovaskiiler hastaliklarin patolojisine neden olan
endotel disfonksiyonu ve damar diiz kas hiicrelerinin ¢ogalma ve farklilasmasi gibi
cesitli islev bozukluklarina neden olabilecegi goriisii giin  gectikce kuvvet

kazanmaktadir (144).

MikroRNA ekspresyon diizeylerini karsilastirmak delta Ct (ACt) ve kat degisimi
farklarimi gostermek igin 3 internal kontrol (housekeeping assay =mirRU6, mirSNORDG61,
SNORD®68) kullanilmistir MikroRNA diizey belirleme hesaplamalari1 Livak formiilii (2
delta delta Ct=2AACr) kullanilarak yapilmistir. Hesaplama yapilirken (ACt hedef-ACt
internal kontrol)-( ACt tiim kontrol-ACt internal kontrol) degeri belirlenmis ve
logaritma 2 tabaninda (2*(-AACT)) delta delta Ct hesaplanmistir. Elde edilen degerin
LN tabaninda logaritmasinin alinmasi kat degisimi degerini vermektedir (101). Livak
formiilii doku ve hiicre kiiltiiriinde orneklerin DNA, mRNA veya miRNA ifade
diizeylerinin saptanmasinda kullanilmaktadir. Ancak bu arastirmalar formiil, dokuda

saglam doku veya hiicre kiiltiirlinde saglikli hiicre hatlarinin karsilastirilmast icin
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kullanilmaktadir. Bu nedenle ¢alismamizda hem tiim kontrol grubu degerleriyle hasta
grubunu karsilagtirilarak hesaplanan (2°(-AACT)) hem de 6rneklerin ayni kosullarda
PZR yapilan internal kontrollerle karsilastirildigit ACt degerleri ayr1 ayr1 gosterilmistir.
Yapmis oldugumuz literatiir taramalarda hasta gruplariyla yapilan arastirmalarda her iki

hesaplamaninda kullanildig1 belirlenmistir (101).

Calismamizda incelenen mikroRNA’larin tiim kontrol grubunda ( LN[27\(-
AACT)] ) kat degisim degerleri belirlenmistir. Tim kontrole goére ekspresyonu
diizeylerinin miRNA222’de 0,72 kat, miRNA221’de 0,65 kat azaldigi goriilmiistiir
(Sekil 4-2A). 2"-AACTt) degisimi incelendiginde ise mMIRNA222’de 0,48 Kat,
miRNA221’de 0,51 kat azaldigi saptanmistir (Sekil 4-2B). mikroRNAlarin ifade
diizeyleri internal kontrol (SNORD61, SNORDG68, U6) ile karsilastirildigi ACt
sonuglarmin MiIRNA222 -1,64, miRNA221 -2,78, miRNA145 -2,82, miRNA143 -0,27,
miRNA122a -2,96, miRNA494 -5,02 kat azaldig1 saptanmustir (Sekil 4-2C). Plazma
mikroRNA seviyelerinin ACt ve kat degisim degerlerinin regresyon analizlerine gore.
mir 221 ve miRNA221 diizeylerinin ACt ve kat degisimi degerlerine gore
karsilastirildiginda kontrole gore hasta grubunda istatiksel olarak anlamli daha az
oldugu gozlenmistir (MIRNA221: OR=1,33;p=0,004 ve OR=0,71; p=0,011-
miRNA222: OR=1,42;p=0,001 ve OR=0,65; p=0,004) (Tablo 4-13).

Hiicre dongiisiinde etkileri belirlenen miRNA 221/222’nin, aterosklerozun
olusum mekanizmasinda énemli basamaklar olan endotel bozuklugu ve damar diiz kas
hiicrelerinin farklilagsmasindaki etkilerinin gosterilmesi hastaligin mekanizmasinin
aciklanabilmesi yaninda yeni tedavi se¢eneklerinin belirlenebilmesi i¢in yeni acilimlar

getirebilecegi goriisii bilim diinyasinda giin gegtikge taraftar toplamaktadir (7).

In vitro angiogenesis i¢in degerli bir model kabul edilen ‘insan kordon veni
endotelyal hiicreleri (HUVECs=Human Umblical Vein Endotheial Cells), tiip denen
kapiller benzeri yapilar olusturma kabiliyetine sahip en ideal uyaricilara sahip oldugu
bilinmektedir (145). Poliseno ve arkadaslarmin 2016 yilinda yayinladiklart bir
aragtirmada  bu  hiicreler  kullamilmig ve  angiogenesis iligkili  genlerin
posttranskripsiyonel diizenlenmesinde miRNAlarin roliinii incelemislerdir (145).
MiRNA221 ve miRNA222’nin angiogenik kok hiicre faktoriiniin  aktivitesini
diizenlediginin gdsterilmesinin yaninda bu etkiyi KIT geni (V-Kit Hardy-Zuckerman 4
Feline Sarkoma Viral Onkogen Homolog Geni) tarafindan kodlanan bir protoonkogen

olan ve kok hiicre faktorii i¢in reseptor olarak gorev yapan c-Kit proteinin aktivitesini
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azaltarak yaptigi ortaya konmustur (145). MiRNA221ve miRNA222, c-kit proteinin
3’UTR bolgesini hedef alarak baglanmaktadir. Bu baglanma C-kit aktive ederek kok
hiicre faktorlerinin islevini azaltir, hiicrelerin tiip seklinde diizenlenmesine, gdgiine
(migrasyonuna) ve hiicre sayisinda azalmaya neden olmaktadir. MiRNA221 ve
MIRNA222 ifadesinin transfeksiyon yontemi ile artirtldiginda bu hiicrelerin tiip formu
olusturamadiklar1 gozlenmistir. Ayrica bu ¢alismada hiicrelerin hem go¢ (migrasyon)
potensiyellerinin azaldigi ve hem de sayillarmin da azaldigi tespit edilmistir. Bu
calismada c-kitin transkripsiyonunu yapan mRNA ifade diizeyleri de incelenmis ve
mRNA diizeyinde anlamli degisim olmadigi gozlenmistir. Sonug¢ olarak bu
miRNA221ve miRNA222’nin posttraskripsiyonel degisimler neden olarak c-kitin
aktivasyonunu ve fonksiyonunu etkileyerek angiogenesise neden olabilen 6nemli bir

faktor oldugu goriisii ileri stiriilmiistiir (145).

MiIRNA222’nin angiogenesis iizerine etkisini arastiran bir aragtirma da Chen ve
arkadaglar1 tarafindan 2010 yilinda yapilmistir (146). Bu calismada miRNA222’nin
endotelyal hiicrelerin tiip formu olusturabilme kabiliyeti ve gogii tizerinde azaltic etki
gosterdigi goriisii ileri siirlilmiistiir. Angiogenesisi tetikleyici rol oynayan vaskiiler
endotelyal hiicreler (VEH), pro-onkogen ve antiangigenik gibi ¢esitli genlerin dengeli
ifadeleri ile saglikli gelisimlerini siirdiiriirler. Homeobox genleri, anatomik gelisimde
(morfogenesis) diizenleyici olarak gorev yapmaktadir. Mezensim homeobox geni olarak
bilinen ve 7.kromozomun p21.2 kolunda yer alan GAX geni (MEOX2 olarak da bilinir),
VEH hiicrelerinin angiogenik aktivitenin temel diizenleyicisi olarak tanimlanmaktadir.
GAX geni homeodomain-igeren transkripsiyon faktorlerini kodlamaktadir ve ZEB2
geni (transkripsiyonel baskilayic1) tarafindan baskilanmaktadir. GAX geni p21’i
aktiflestirerek VEH proliferasyonunu durdurarak hiicreleri Go/G1 fazinda kalmasina
neden olmaktadir. insan Kordon Veni Endotelyal Hiicreleri (HUVEC) ile in vitro
tasarlanan ¢alisgmada MIRNA221’in transfeksiyonu sonucunda ZEB2 geninin ifadesi
inhibe edilince GAX geninin ekspresyonun arttigi (upregiile) oldugu goériilmiistiir. Bu
sonuglar 1518inda arastirmacilar MiIRNA221 diizeylerinin belirlenmesinin angiogenesis

icin bir tedavi stratejisi olabilecegi goriisii ileri siirmistiirler. (146).

Dantelli ve arkadaslarinin 2010 yilinda yaptigi calismada mMiRNA221 ve
MIRNA222’nin inflamasyon kaynakli neoangiogenesis iizerine etkisi arastirtlmigtir
(147). Bir sinyal iletim yolu proteini olan Sinyal artirict ve transkripsiyon aktiflestirici

5A (Signal transducer and activator of transcription SA=STAT5A) proteini IL-3 iin
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proliferatif etkisine aracilik gorevi yapar. Mir 222°nin direk hedefleri arasinda STATSA
geninin de oldugu ve yapilan in vitro ¢alismada MIRNA222’nin ifade diizeyinin
arttiginda STATS5A  gen  ifadesinin @ ve  dolayisiyla inflamatuvar  kaynakl
neoangiogenesisin azaldigi bildirilmistir (147). Hazir hiicre serileri ile normal ve
aterosklerotik plaklardan VEH izole edilmis (primer hiicre kiiltiirii)) ornekler bu
arastirma Chen ve arkadaslarinin (2010) sonuglarindan (146) farkli olarak ne c-kit ne de
p27 protein diizeylerinde anlamli bir farkliik gbézlenmemistir. Bununla beraber
mMiRNA222’nin fazla ifade edildiginde VEH’lerde proliferasyonun azaldigi
gozlenmistir. Ancak ayni c¢alismanin diger basamaginda birincil (primer) kiiltiir
orneklerinde MiRNA222 ifade diizeylerindeki degisimler arastirilmistir. Sonuglar
birincil hiicre kiiltiirii 6rneklerinde lezyonlar seviyeleri ilerledikce miIRNA221 ifade
diizeylerinin azaldig1 saptanmistir. Ancak bunun dokuya 6zgii bir durum oldugu tezi
ileri siiriilmiistiir. Bu etkinin nedenini tespit etmek i¢in yapilan ileri analizlerde ileri
lezyonlarda anti-a-diiz kas aktine rastlanmamus, I1L-3 etkisi ile VDKH’lerde miRNA222
ifade diizeylerinde degisim gozlenmemis, makrofaj koloni uyarict faktor ile uyarilmis
periferal kan mononiiklear hiicrelerinde MiIRNA222’nin belirlenemeyecek diizeyde
azaldigi gozlenmistir. ileri lezyonlarda endotel hiicrelerin ¢ogalma oranmin
mMiRNA222’nin neovaskiilasyonu olumsuz etkilemesi nedeniyle etkilendigini ancak yine
de miRNA222 ifade diizeyi azaldiginda damar sayisinin arttigi belirtilmistir. Bu veriler

1s1g¢inda nir222’nin antiangiogenik bir MIRNA oldugu sonucuna varilmistir (147).

Vaskiiler Endotel Hiicrelerinde (VEH) proliferasyonu azalttigi tespit edilen
(145,146,147) miRNA221 ve miRNA222 konusunda son giinlerde arastirmacilarin ilgi
alanlar arasinda yer almaktadir. Bunun nedeni miRNA221 ve miRNA222’nin hiicre
dongiistiinde durudurucu etki yapan genleri hedef almasi ve bu genlerin fonksiyonlarini
diizenlemesinden sorumlu olabileceginin gosterilmis olmasindan kaynaklanmaktadir
(11). Ie Sage ve arkadaslar tarafindan 2007’de yapilmis arastirmada miRNA221 ve
MiRNA222’nin hiicre dongiisiinde baskilayici gorev yapan p27 Kipl genini hedef
alarak hiicre ¢ogalmasini artrict etki gosterdigini saptanmistir (148). p27Kipl geni,
siklin bagimli kinaz (CDK) inhibitorii olarak gorev yaptigi;; CDK2 ve Siklin E
kompleksine baglanarak hiicrelerin G1 fazindan S fazina ge¢mesini durdurucu etki
gosterdigi rapor edilmistir (149). p27Kip1 geninin ifadesinin azalmas1 p27Kipl protein
diizeyinde de azalmasina neden olarak agresif timor olusumuna, metastaz yaygmligina

ve hasta sagkalimlarinda azalmaya neden olabilecegi diisliniilmektedir (149). le Sage ve
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arkadaglarinin (2007) yapmis oldugu in vitro molekiiler ¢calismada ¢esitli mMiRNA221
retroviral vektorleri kullanilarak p27Kipl ifade diizeyleri arastirilmistir. MiRNA221 ve
mMiRNA222 seed bolgesinin p27Kipl geninin 3’UTR bolgesi ile etkileserek
translasyonu baskiladigi gozlenmistir. Bu ¢alismada p27Kipl’in tim genom analizi
yapilmamasi ve tim mRNAlarin profillerinin belirlenememesi kisitlamalarina ragmen
mMIRNA221/222’nin p27Kip1’yi inhibe ederek onkogen benzeri etki gosterdigi izlenimi
edinilmistir (148). VEH ile yapilan ¢alismalarda miRNA221/222 nin hiicre ¢gogalmasina
engelleyici etki gosterirken kanser hiicre hatlarinda ise artirici etki gostermesi

miRNA’larin doku ve hiicreye 6zgii etki gosterdigi izlenimi vermektedir (149).

Togliatto ve arkadasalarinin 2011 yilinda yaptigi hem in vitro hem in vivo
yontemlerin  kullanilarak yaptigi arastirmada Ileri Glikozilasyon Uriinleri (AGEs)
kaynakli damar hasarinda miRNA221 ve miRNA222’nin timor baskilayict genler
p27Kipl ve p27Kip2 iizerindeki postranslasyonel etkileri arastirilmistir (150). Bu
calismada yiiksek glikoz diizeyinde ve AGEs kaynakli damar hasarinda ¢ok etkin rolii
olabilecegi belirlenmistir, yapilan in vitro ¢alismada miRNA221 ve miRNA222’nin
transfeksiyonla ifade diizeyi baskilandiginda p27Kipl ve p27Kip2 mRNA diizeyinde
fark goriinmese de protein diizeyinde anlamli sekilde azalma saptanmistir. Farelerde
glikoz seviyesi yiikseldiginde ise mMiRNA221 ve miRNA222’nin ifadesinin azaldigi bu
nedenle hedef genleri p27Kipl ve p27Kip2 diizeyi artarak hiicre g¢ogalmasinin
engelleyerek damar hasarina neden olabilecegi gosterilmistir. Bu veriler 15181 altinda
miRNA221 ve miRNA222’nin p27Kipl ve p27Kip2 genlerinin post-transkripsiyonel

diizenlenmesinde kritik rol aldig1 sonucuna varilmistir (150).

Togliatto ve arkadaglarinin (2011) yaptigi hayvan ve hiicre kiiltiirii sonuglari
(150) ile ortiisen bir calisma da Coleman ve arkadaslar1 tarafindan 2012 yilinda diabet
hastalar1 kullanilarak yapilmistir (151). Bypass ameliyati olan 37 diabet hastasindan
aliman damar 6rneklerinden DDKH izole edilmis ger¢ek zamanli PZR ile mir 221 ve
mMiRNA222 ve p27Kipl mRNA ifade diizeyleri aragtirtlmigtir. Bu aragtirmada hasta
grubunda p27Kipl genini hedef alan mir 221 ve miRNA222’nin ifade diizeyinin
arttigini, p27Kipl mRNA ifade diizeyinin ise azaldig1 gosterilmistir. Ayrica mir 221 ve
MiRNA222’nin ifade diizeyinin artisin DDKH’lerin de proliferasyona ve migrasyona
neden olabilecegi gosterilmistir. Tiim bu etkilerin damar intimasinda kalinlasmasina

neden olmasi yaninda arter hasarina da neden olabilecegi savini ileri siirmiislerdir (151).
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Damar diiz kas hiicreleri (DDKH) damar hastaliklarinda va aterosklerozun
pathogenezinde 6nemli rol olan hiicrelerdir (44). Damar liimenin hemen g¢evresinde yer
alan ve damarin desteklenmesi, gerekli uyarilar olustugunda ise kasilarak veya gevserek
kan akisin1 kontrol eden DDKH’ler normal kosullarda nadiren prolifere olular (45).
Hasarlanma, LDL dispozisyonu veya inflamasyona cevap olarak gelisir ve boliinerek
cogalirak ateroskleroz olusumuna neden olurlar (48). Bu hiicrelerin diizenlenmesinden

sorumlu olan bir gok MIRNA’nin varligi gosterilmistir (7,11,16).

Liu ve arkadaslar1 (2012), hem in vivo hem de in vitro basamaklar iceren bir
aragtirma planiyla mir 221 ve miRNA222’nin damarlar {lizerindeki molekiiler etkisini
incelemislerdir (9). Sicanlarda karotis arter balon yaralanma modeli olusturmuslardir.
Birinci grubun hasarli damar bolgesine mir 221 ve miRNA222 susturmak igin sentetik
inhibitorler (knock out) ve kontrol grubu olusturmak igin i¢inde sadece tampon bulunan
¢ozelti enjekte edilmistir. Ikinci gruba yine aym bdlgede aym yontemler kullanilarak
mir 221 ve miRNA222 fazla ifade eden adenoviriisler kullanilmistir. Sprague-Daley tipi
sicanlardan elde edilen aortlardan DDKH ve VEH’ler in vitro arastirma igin
kullanilmigtir. Oligotransfeksiyon ile bu hiicrelerin bir grubunda mir 221 ve miRNA222
ve c-kit geni susturuluken diger grupta mir 221 ve miRNA222 ve p27Kip1 ifade diizeyi
artirtlmistir. DDKH’lerinde mir 221 ve miRNA222 hiicre ¢ogalmasi ve gogii artarken
apoptosisin azaldigir gozlenmistir. Ancak VEH’lerde bu miRNAlar tam ters etki
gostererek hiicre ¢ogalmasini ve gociinii engelleyici bir etki gosterirken apoptosisi
artirdi@i gozlenmistir. mir 221 ve miRNA222’nin hedef genleri p27Kipl ve p57Kip2
genleri DDKH’lerde fazla iken VEH’lerde az ifade diizeyleri gézlenmistir. c-Kit geni ise
VEH’lerde DDKH’lerden ¢ok daha fazla ifade diizeylerine sahiptir. Siganlarda yapilan
balon hasarindan sonra izole edilen damar duvari dokusunda mir 221 ve miRNA222’nin
ifade diizeyinin arttig1 (upregiile olmaktadir) goriilmistiir. Mir 221 ve miRNA222 bu
hiicrelerde farkli etki gostermekte ve upregiile oldugunda neointimal yapiy: artirirken
endotelizasyonu azaltmaktar. Bu veriler sonucunda mir 221 ve miRNA222’nin vaskiiler

sistemde hiicreye 6zgii etki gosterdigi goriisi ileri siiriilmiistiir (9).

MiRNA221 ve miRNA222’nin hiicre dongiisiinde ve fonksiyonundaki etkileri
nedeniyle sadece hedef gen ve mRNA diizeyinde degil farkli yapilarla olan iliskisi de
ilgi ¢eken bir arastirma konusudur. Rippe ve arkadaslar1 2012 yilinda yaptiklar
caligmada mir 221 ve miRNA222’nin Endotel Nitrik Oksit Sentetaz (eNOS) yoluyla
VEH’lerde apoptosis ve inflamasyon iizerindeki etkisini arastirmiglardir (152). eNOS
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diizeyindeki artigin mir 221 ve miRNA222 ifade diizeyinde azalmaya neden oldugu
bunun da p27Kipl diizeyinde artisa neden olabilecegi saptanmistir. Vaskiiler
disfonksiyonu gelisiminin altta yatan mekanizmanin nedenlerinden birinin de mir 221
ve MiRNA222’nin diizeyinde azalmanin yarattigi anti-proliferatif ve pro-apoptotik

etkinin olabilecegini ileri siirmislerdir (152).

ApoE’nin lipid metabolizmasi iizerine olan etkisinin yaninda DDKH’lerinin
proliferasyonunu engelleyerek de kardiyovaskiiler hastalik riskini azaltabilecegi goriisii
desteklenmektedir (153). Kathopalli ve arkadaslarmin 2013’de yaptigi arastirmada
ApoE’nin bu ozelliginin miIRNA221 ve miRNA222 ifade diizeyinde azalmaya neden
olmasindan kaynaklanabilecegi gosterilmektedir (11). izole edilmis DDKH ile yapilan
bu calismada mediuma serum olarak ApoE3 eklenmis, hiicrelerin mir 221 ve
mMiRNA222 ve p27Kipl ifade diizeyleri olglilmistiir. Yapilan analizler sonucunda
ortama ApoE3 eklenen grupta mir 221 ve miRNA222 diizeylerinde istatiksel agidan
azalma belirlenirken p27Kipl seviyesinde artig gozlenmistir. Sonug¢ olarak
DDKH’lerinin ¢ogalmasinin ve goglerinin azaldigi saptanmistir (11). MiRNA’larin
hedef genleri ile etkilesimi bile son derece hassas ve karmasikken, kendi hedefi
olmayan proteinlerin translasyonlarindaki etkisinin de oldugunun belirlenmesi

molekiiler caligmalara farkli ve yeni boyutlar kazandirmaktadir.

Alic1 Igletim Karakteristigi (Receiver Operating Characteristic=ROC) ismi,
dogru radyo sinyallerini giiriiltiden ayirt etmeye yarayan bir radar teriminden
tiiretilmigtir. Bu yontem testin ayirt etme giiciinlin belirlenmesinde, ¢esitli testlerin
etkinliklerinin kiyaslanmasinda, uygun pozitiflik esiginin belirlenmesinde, laboratuvar
sonuglarinin kalitesinin izlenmesinde, farkli uygulayicilarin etkinliklerinin kiyaslanmasi
ve Ozelliklerinin tanimlanmasinda kullanilmaktadir.ROC egrisi x ekseninde ‘duyarlilik’
(yanlis negatiflik) y ekseninde ise ‘seciciligi’ (yanlis pozitiflik) temsil eden ordinatlar
yardimiyla hazirlanir. Ikili siniflandirma sistemlerinde ayrim esik degerinin farklilik
gosterdigi durumlarda, hassasiyetin kesinlilige olan oraniyla ortaya ¢ikmaktadir. Tani
testi ne kadar iyi ise egri o kadar yukariya ve sola dogru kayar. Boyle bir egri ¢izildikten
sonra, egrinin altinda kalan alan Egrinin Altinda Kalan Alan (Area Under Curve =AUC)
olarak tanimlanmaktadir. AUC degeri ne kadar yiiksek ise, tani testi o kadar iyi bir
ayrim yetenegine sahip oldugu disiiniilmektedir. AUC degeri 0.975 iizerindeki bir
analiz mitkkemmel sayilmaktadir. AUC’nin 0.5’den farkli olup olmadig: istatistiksel

olarak test edilmeli ve buna ait p degeri de belirlenmelidir. iki farkl testin AUC
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degerleri arasindaki fark istatistiksel olarak anlaml: ise AUC’si biiyiik olan test daha
fazla ayrim giiciine sahip demektir. Kisaca ROC, dogru pozitiflerin, yanlis pozitiflere
olan kesri olarak da ifade edilmektedir.. Tip alaninda tan1 ve tedaviye yeni bir boyut

kazandirmasi nedeniyle 6nem tasidigi gosterilmistir (154).

Yapmis oldugumuz c¢alismada plazma mikroRNA seviyelerinin ve hasta ve
kontrol gruplarininda tani1 degerini sahip saptamak i¢in MedCalc Programi kullanilarak
ROC analizi yapilmistir (Sekil 4-3). Hasta ve kontrol gruplar1 karsilastirildiginda
miRNA221 ve miRNA222 ifade diizeylerinin hasta gruplarinda esik degeri olarak
degerlendirilebilecegi saptanmistir. Kat degisimi degerlerine gore miRNA221 ifade
diizeyinde esik degeri < -0,783 (AUC=0,623, p=0,0086), miRNA222’nin esik degeri <
-0,471 olarak tespit edilmistir ( AUC=0,654, p=0,0006), Hastalarin miRNA222 ifade
diizeyleri tiim kontrole goére 0,72 kat, miRNA221’de 0,65 kat azalmaktadir (Sekil 4-2A
). miIRNA221’in ACrt igin esik degeri >-2,61 olarak belirlenirken (AUC=0,636,
p=0,0044). miRNA222’nin esik degerinin >-2,98 oldugu saptanmistir (AUC=0,667 ,
p=0,0003).

Biyobelirtegler, hastaliklarin teshis ve tedavisi i¢in kullanilan rehberler olarak
tanimlanmaktadir (155). Ideal bir biyobelirte¢ icin saglanmasi gereken 3 temel kriter
bulunmaktadir. Oncelikle analiz i¢in almacak 6rnegin plazma, serum, idrar gibi invaziv
olmayan yontemlerle temin edilmesi gerekmektedir. Analiz edilecek materyalin
yarilanma Omriiniin uzun olmasi, analiz yapilana kadar gegen siireden etkilenmemesi ve
yanlis veri elde edilmesini 6nleyen ikinci kriterdir. Uygulanacak analizin giivenirliginin
yiiksek olmasi ve hizli sonug alinabilecek yonteme sahip olmasi son kriterdir (155).
Giiniimiizde tip alaninda en yaygin olarak kullanilan biyobelirteclar polipeptidler ve
proteinlerdir. Kardiyovaskiiler hastalik ve biyobelirteg denince ilk akla gelen troponin
ise ancak infarktiis gecirildikten sonra saptanilmaktadir. Bu alanda duyarliligi ve
seciciligi yliksek ideal biyobelirteglerin bulunmasi hayati risk olusmadan hastaligin
patogenezi hakkinda klinisyenlere rehberlik edebilecektir (156). Son yillarda
dolasimdaki miRNAlarin aterosklerozun neden oldugu hastaliklarda, gerek tanisal
gerekse terapotik uygulamalar icin yeni ve potansiyel biobelirtecler olabilecegi goriisii
bilim diinyasinda taraftar toplamaktadir. Basta kanser olmak iizere kardiyovaskiiler
hastaliklarin tan1 ve tedavisinde biyobelirte¢ adayi olabilecek miRNAlar tizerinde
yapilan ¢aligmalarin sayis1 giin gegtikge artmaktadir. Ateroskleroz ile iliskili oldugu

diisiiniilen miRNAlar ve hedef genlerinin, aterosklerozun molekiiler tanisindaki roliiniin
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aragtirildigr sinirh vakalarin oldugu az sayidaki ¢aligmada, biyobelirte¢ aday olabilecek

mMIiRNA’larin varliklar gosterilmistir (157).

Plazma miRNA122a miRNA larin ACt ve kat degisimi degerlerine ile TG
diizeyleri arasinda iligkiyi gostermek i¢in dogrusal regresyon analizi yapilmis ve
miRNA122a ACrt seviyesi ile TG diizeyi arasinda anlamli iliski saptanmistir (kat
say1=131,55+11,01, p=0,046, %95CI 109,78-153,32); kat degisimi verileri ile
anlamliliga yakin bir iligki gozlenmistir (kat sayi=149,47+6,34, p=0,059, %95CI
136,92-165,01) (Tablo 4-15, Sekil 4.8). TG diizeyi ile iliskili oldugu belirlenen
miRNA122a ifade diizeyi TG diizeyi 200mg/dI’nin altinda , 200-399mg/dl ve
400mg/dI’nin istiinde olan gruplarin mirRNA 122a ifade seviyeleri regresyon analizleri
ve ikili bagimsiz 6rneklem verileri ise student t test analizi ile incelenmistir. Yapilan
istatiksel analizler sonucunda miRNA122a ifade diizeyinin TG seviyesinin 400mg/dl
tizerinde olma riskini 4,22 kat artirdig1 saptanmistir (kat sayi=1,440+0,696, p=0,039,
%95CI 1,079-16,514). Ayrica TG diizeyi 400mg/dlI’nin {stiinde olan katilimcilarin
miRNA122a ifade diizeylerinin istatiksel agidan anlamli olarak az oldugu belirlenmistir
(ACt ; p=0,008, kat degisimi ; p=0,009) (Tablo 4-16 ).

VLDL diizeyleri ve miRNA larin ACt ve kat degisimi degerleri arasinda iligkiyi
gosterebilmek igin dogrusal regresyon analizi yapilmistir. MiRNA122a ACTt seviyesi ve
VLDL diizeyi arasinda (kat sayi=26,01+2,14, p=0,029, %95CI 21,76-30,26) ve kat
degisimi verileri ile arasinda anlamli iligki saptanmistir (kat say1=29,84+1,23, p=0,038,
%95CI 27,40-32,29) (Tablo 4-17, Sekil 4.9). Plazma VLDL diizeyi ile iligkili oldugu
belirlenen miRNA122a ifade diizeyi regresyon analizleri ve ikili bagimsiz 6rneklem
verileri ise “student t test” analizi ile incelenmis ve istatiksel a¢idan anlamli bir fark

saptanmamistir (Tablo 4-18).

Karaciger, kolesterol ve lipoprotein metabolizmasinda ana diizenleyici olarak
gorev yapamaktadir. miIRNA 122 karacigerdeki hepatosit hiicreleri tarafindan en fazla
sentezlenen mikroRNadir. MiRNA 122, karacigerden sentezlenen tiim miRNAlarin
%70’ini olusturdugu belirlenmis ve bu nedenle karacigere 6zgii miRNA olarak
tanimlanmaktadir (158). MIRNA 122’nin lipid metabolizmasindaki roli Esau ve
arkadaglar1 tarafindan 2006 yilinda yapilan arastirma ile gosterilmistir (159).
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MIRNA122 susturulmasi i¢in antisense oligoniikleotid kullanilan bu ¢alismada, miRNA
122 inhibisyonunda hepatik yag asidi oksidasyonun arttig1 ve kolesterol sentezinin
azaldig@1 gosterilmistir. Buna ek olarak miRNA 122 inhibisyonun total kolesterol
diizeyinde % 25-35 azalmaya neden olarak buna bagli LDL ve HDL diizeylerinde
degisimlere neden oldugu da belirlenmigtir. MIRNA 122 inhibisyonun hangi genler
tizerine etkisinin gosterilmesi ile ilging sonuglar elde edilmistir. MIRNA 122 ana hedef
genlerinin; glikoz homeostazis ve Aldolase A ve sitrat sentetaz gibi Krebs dongiisii
enzim genleri oldugu bilinmektedir (92). Hepatositlerde miRNA 122 diizeyi azaldiginda
hedef geni olmamasina ragmen 3-hidroksi-3-metil-glutaril-KoA (HMGCoA) reduktaz,
HMGCoA Sentetaz, 7-dehydrokolesterol rediiktaz (DHCR7) genlerinin de azaldigi
tespit edilmistir. MIRNA 122 ifadesi artirildiginda bu genlerin de ifade diizeylerinin de
artmast MIRNA 122’nin heniiz anlagilmayan hiicre igi yolaklar ile lipid metabolizmasini
etkiledigini diisindiirmektedir. Ayrica MIRNA 122 inhibisyonun higbir toksik etki
gostermeden kolesterol diizeyini azaltmasi yeni bir kolesterol tedavi adayi olabilecegi

izlenimi yaratmistir (159).

Tim kontrole gore ifade diizeyleri incelendiginde (LN[2"(-AACT)])
miRNA143’de 0,29 kat azaldigi ancak miIRNA145’in 0,05 kat arttigi belirlenmistir
(Sekil 4-2A). 27(-AACT) degisimi incelendiginde ise MiIRNA143’de 0,76 kat azaldigi,
mMiRNA145 1,05 kat arttign gorilmiistir (Sekil 4-2B). saptanmuigtir. MikroRNAlarin
ifade diizeyleri internal kontrol (SNORD61, SNORD68, U6) ile kiyaslandigi ACt
sonuglar1 degerlendirilmis ve mMIRNA145 -2,82, miRNA143 -0,27 kat azaldigi
saptanmustir (Sekil 4-2C). MirRNA143ve miRNA145 kiimesi, kardiyak transkripsiyonel
faktorlerin diizenleyicisi olarak tanimlanmaktadir (93). Bu kiime miRNA ile ozellikle
aterosklerozun patogenezinde etkin rol aldig: ileri siiriilen DDKH proliferasyonu ve
farklilasmasi iizerinden etkili oldugu diisiiniilmektedir (12). Cheng ve arkadaslarinin
2014 yilinda yapmis oldugu arastirmada normal damar duvarinda mir 145’in bolca
bulundugunu ancak neointimal lezyon olusmus 6rneklerden alinan DDKH kiiltiiriinde
¢ok az bulundugu (downregiile oldugunu) belirlenmistir (160). mir 145’in hedef geni
olan Kruppel-benzeri faktor (KLF5) iizerinden DDKH hiicrelerinin farklilagmasinda
etkili oldugu disiiniilmektedir. KLF5 ifadesinin miRNA145 ile baskilanmasi sonucunda
DDKH farklilasma belirteci genleri olan Diiz Kas Alfa Aktin, Kalponin, Diiz Kas-
Miyosin Agir Zincir genlerinin ifade diizeyinin arttigi bellirlenmistir. (160).

MiRNA145’in DDKH i¢in fenotipik marker oldugu savimi ileri siiren Zang ve
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arkadaglar1 (2016) damar hasarlarinda gosterdikleri yiiksek etki nedeniyle neonatal
lezyon formasyonuna sebep oldugunu tespit etmislerdir (161). Wei ve arkadaslarinin
2013 yilinda yaptig1 calismada miRNA143 ve miRNAL145’in transkripsiyonel hedefleri
olan cesitli genlerin ifade diizeyleri ile olan iliskisi arastirtlmistir (162). Damar hasari
oldugunda serum cevap fakotrii (Serum respond factor), miyokardin, NK2
transkripsiyon faktorinin miRNA143 ve miRNA145 ifade diizeyi ile paralel olarak
azaldigin1 gostermislerdir. MIRNA143 ve miRNAI145 ifadesi arttiginda bir onkogen
olan KLF4 diizeyinin azaldigimi ve DDKH farklilasmasninin artarken, hiicrelerin
cogalmasi ve gogiiniin baskilandigini saptamiglardir. Ayrica miRNA143 ve miRNA145
ifadesi susturuldugunda DDKH gogiiniin de arttigi da rapor edilmistir (162).

MiRNAlarin ifade kontrol oOrneklerine gore ifade diizeyleri incelendiginde
miRNA133a 0,08 kat artarken miRNA133b’de 0,02 kat azaldigi belirlenerek Sekil 4-
2A’da gosterilmistir. 2°(-AACT) degisimi incelendiginde ise MIRNA133b’de 0,98 kat
azaldigi, miRNA133a’nin ise 1,16 kat arttig1 goriilmiistiir (Sekil 4-2B). ACt sonuglarine
gore mMiRNA133a 1,22, miRNA133b 1,5 arttig1 saptanmustir (Sekil 4-2C). MiRNA 133a
ve mMIRNA133b aynmi miRNA kiimesinde bulunan, iskelet ve kardiyak kaslarin
patofizyolojisinde ¢ok 6nemli rolleri olan miRNAlar olarak tanimlanmaktadir (93).
Torella ve arkadaslarinin (2011) yaptigi in vivo ve in vitro aragtirmalarda olan
calismada; mMiRNA133’in DDKH igin potansiyel inhibitdr goérevi yaptigini
saptamislardir. Bu etkinin miRNA133a ve miRNA133b hedef geni olan KLF4 ve Sp-1
transkripsiyon faktorii inhibisyonu ile hiicre proliferasyonunu azaltmasindan
kaynaklandigin1 saptamiglardir (163). Wen ve arkadaslarinin 2014°de yaptiklari
caliygmada MiRNA133a’nin kardiyak hipertrofi i¢in biyobelirte¢ olabilecegini ileri
stirmiiglerdir. Yapilan bu ¢alismada Sol Ventrikiil Hipertorfisi (SVH) olan hastalarda
mMiRNA133a diizeyinin istatiksel ac¢idan anlamli olarak disiik oldugunu tespit
etmiglerdir (13). Embriyonik doénemde miyokard hiicrelerinde miRNA profilini
inceledikleri arastirmada McCarthy ve arkadaslar1 (2007) miRNA 133a’nin miyokard
farklilagmasinda diizenleyici olarak gorev yaptigr gozlemlenmistir (164). Fare
embriyolarinda yaptiklari bu arastimada miRNA133a’nin miyokard hiicrelewrinin farkli
gelisim safalarinda farkli ifade diizeylerinde oldugunu gosterilmistir. Miyokard
hiicreleri ¢ogalirken mMiRNA133a’nin ifadesi %50 artarken, hiicreler farkilasirken ifade
diizeyinin 2 kat arttig1 agiklanmistir. Bu ¢alisma sonucunda miRNA133a’nin miyokard

hiicrelerine 6zgii bir MIRNA oldugu ve farkli gelisim donemlerinde hiicrelerin
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gelisimine ozgili ifade diizeylerinde bulunabilecegi goriisii ileri siirlilmiistiir (164).
Fichtscherer ve arkadaslarinin (2010) koroner arter hastalari lizerinde yaptigi ¢alismada
kardiyak kaslar1 tizerinde etkili miRNA133a’nin hasta grubunda daha yiiksek
gozlenmistir. Hastalarin troponin seviyesi ile kontrol edilmis ve diizeyinde yiikselme
izlenmedigi i¢in kalp kas hiicrelerinde yikim olmadigi sonucuna varilmistir. Kas yikimi
olmadig1 halde hastalarda olugan hasarin hiicre proliferasyonunu KLF4 ve Spl genlerini
baskilayarak inhibe eden mMiRNA133a diizeyindeki artisa bagli olabilecegi goriisi ileri
stirilmiistiir (165).

MiRNA499a ifade diizeyinin kat degisimine gore 0,21 kat (Sekil 4-2A), 2\(-
AACT) degisimi incelendiginde ise MiIRNA499a 1,33 kat arttig1 gorilmiistir (Sekil 4-
2B). MiRNAlarin ifade diizeyleri internal kontrol ile kiyaslandigi ACt sonuglarinin
miRNA499a’de 1,82 kat arttigi saptanmustir (Sekil 4-2C). Wang ve arkadaslarinin
(2010) akut miyokard infarktiisii (AMI) gegirmis hastalarinda ve hayvan modellerinde
yapmis oldugu calismada MIRNA499’un kalp kasina 6zgi bir miRNA oldugunu
gostermiglerdir (166). Bu c¢alisama kapsaminda tavsan ve siganlarin farkli dokulari
tiezrinde ve array analizleri yapmislar sonu¢ olarak miRNA208 ve miRNA499a’nin
sadece kalp kasi dokusuna &6zgii oldugu belirlemislerdir. AMI modeli olusturulmus
sicanlarda farkli saatlerde MIRNA499a’un diizeyleri izlendiginde ise 1-3. saatler
arasnda zirve yapti§i gdzlenmistir. Insanlar {izerinde yapilan calismada plazma
ornekleri ile yapilan GZ-PZR analizinde miRNA499a’un seviyesinde anlamli artis
gozlenirken yapilan ROC analizinde miRNA499a’un AMI icin biyobelirteg olabilecegi
sonucuna varilmistir (AUC=0,822) (166). Bu verileri destekleyen bir ¢alisma ise Adachi
ve arkadaglar1 (2010) tarafindan AMI gecirmis hastalarda yapilmistir (167).
Biyobelirteg¢ adayr olarak miRNA499a kullaniminin GZ-PZR ile arastirildigi bu
calismada AMI geciren olgularda miRNA499a’in ifade diizeyinin diger tiim
miRNAlardan daha fazla yiiksek oldugu saptanmistir (167). Chua ve arkadaslar1 (2015),
mMIiRNA499a’un etkisinin hedef genlerinden Kalcineurin A genini inhibe etmesinden
dolay1 p53 genin aktive oldugunu ve sonug olarak apoptosisin artisina neden olabilecegi

gorisiinii ileri siirmiislerdir (168).

Calismamizda MmiIRNA494 ifade diizeyi kat degisimine gore 0,20 kat arttigi
belirlenmistir (Sekil 4-2A). 2*(-AACT) degisimi incelendiginde ise mMIRNA494 1,23 kat
arttigr gozlenmistir (Sekil 4-2B). MikroRNAlarin ifade diizeyleri internal kontrol ile
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kiyaslanarak ACt sonuglarina gore degerlendirildiginde miRNA494 5,02 kat azaldig:
belirlenmistir (Sekil 4-2C). MiRNA494 inhibisyonunun hiicrelerin apoptotik yolaklarini
bloke ettigi tespit eden Welten ve arkadaslar1 (2014), mMIRNA494’iin
neovaskiilarizasyon i¢in yeni bir tedavi alternatifi olabilece8i goriisiinii ileri stirmstiir.
MiRNA494 ifade diizeylerinin kardiyak miyosit hiicrelerinin hem ¢ogalmasinda hem de
hayatta kalmasini etkileyen bir faktoér oldugu diisiintilmektedir. MiRNA494°(iin hiicre
proliferasyona etkisinin miyoblastlara bulundugu ancak arteryal endotel hiicreleri
tizerinde etkili olmadig1r gozlenenen bu arastirmada farkli hiicrelerde mMiRNA494’{in
farkli hiicrei¢ci yolaklarin1 uyararak dokuya 0Ozgii etki gdsterdigi sonucuna

vartlmistir(169).

SONUC OLARAK DIiYEBILIRIZ Ki;

Yapmis oldugumuz risk analizlerinde diisiik HDL degerine sahip olmanin
kardiyovaskiiler risk ile iliskili oldugu belirlenmistir ve [Kolesterol]/[HDL] oraninin

ateroskleroz riskini artirdigi gézlenmistir.

Kiigiik boyutlu LDL’nin hastalik riskinin artirdig: kii¢ciik boyutlu HDL2nin ise
bu riski azaltti§1 saptanmistir. Ayrica VKI’si 27,55 kg/m?’den fazla olan kisilerin daha
fazla kiigiik boyutlu LDL miktarina sahip oldugu da belirlenmistir.

ApoE genotip frekanslar1 kontrol ve ateroskleroz hasta olgulart ile
karsilastirildiginda gruplar arasinda istatistiksel agidan anlamli bir fark gézlenmistir.
E3/E4 genotipine sahip olgularin hasta grubunda yiiksek oldugu ve ateroskleroz riskini
artirdigi, E2/E3 genotipinin ise kontrol grubunda yiiksek oldugu ve riski azalttigi
gozlenmistir. Allel frekanlart degerlendirildiginde E2 alleli tasimanin ateroskleroz

riskini 10 kat azalttig1 gézlenmistir.

Lipid degerleri incelendiginde E3/E3 genotipine sahip olgularin anlaml olarak
siir degerlerinin istiinde plazma kolesterol ve LDL diizeylerine sahip oldugu tespit
edilmistir. Ayrica kardiyovaskiiler risk parametresi olan [kolesterol]/[HDL] oraninin da
E3/E3 genotipinde istatiksel agidan yiliksek oldugu belirlenmistir. Allel diizeyindeki
degerlendirmelerde E2 allelinin kolesterol degerleri iizerinde olumlu etki gosterdigi E4

allelinin ise negatif etkiledigi belirlenmistir.
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MiRNA ifade diizeyleri incelendiginde miRNA221 ve miRNA221 diizeylerinin
ACt ve kat degisimi degerlerine gore karsilastirilmis ve kontrole gore hasta grubunda
bu miRNAlarin daha az ifade edildigi gozlenmistir. Bu veriler 1$181 altinda yapilan ROC
analizi yapilmis sonug olarak miRNA221 ve miRNA221 ifade diizeylerinin esik degeri
olarak degerlendirilebilecegi ve ateroskleroz tanisinda biyobelirteg adayr olabilecegi

belirlenmistir.

Lipid diizeyleri ve miRNAlar iizerinde yapilan incelemelerimizde TG ve VLDL
ile plazma miRNA122a ifade diizeyleri arasinda iliski belirlenmistir. MiRNA122a ifade
diizeyinin azalmasimin TGve VLDL diizeyinde artisa neden olarak kardivaskiiler riski

artirabilecegi tespit edilmistir.

Elde ettigimiz veriler kalp hastaliklarinda kalitimsal risk faktoriin ve eslik eden
hastaliklarin 6nemini gdsteren verileri desteklemektedir. Bu ¢alismada multifaktoriyel
kalitim Ozelligi gosteren aterosklerozda aileden miras gelen genetik yapinin Gnemi
gosterilirken diabet ve hipertansiyon tanist almig olmanin ve yiiksek kolesteroliin

ateroskleroz tizerindeki olumsuz etkileri belirlenmistir.

Bu calismada elde ettigimiz veriler 15181 altinda ileride yapacagimiz calismalarda
Sol Ventrikiil Hipertrofisine neden olabilecek aday miRNAlarin saptanilmasi

amaglanmaktadir.
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Roc analizleri fold

mirl22a

Sensitivity

0 20 40 60 80 100
100-Specificity

Variable miRNA122a
Classification variable | grup
Sample size 147
Positive group 2 87 (59,18%)
Negative group P 60 (40,82%)
agrup=1
bgrup=0
Disease prevalence (%) 59,2

Area under the ROC curve (AUC)

Area under the ROC curve (AUC) 0,524
Standard Error @ 0,0484
95% Confidence interval b 0,440 to 0,607
Z statistic 0,491
Significance level P (Area=0.5) 0,6233

@ Delong et al., 1988
b Binomial exact

Youden index

Youden index J 0,08621
95% Confidence interval @ 0,07126 to 0,08621
Associated criterion <0,083177662
95% Confidence interval 2 <-1,159972593 to <2,220975558
Sensitivity 58,62
Specificity 50,00

a BCa bootstrap confidence interval (1000 iterations; random number seed: 978).

Optimal criterion

Optimal criterion 2 <3,535050621
95% Confidence interval ® <2,876560799 to <3,535050621
Sensitivity 100,00
Specificity 1,67

a Taking into account disease prevalence (59,2%) and estimated costs:
cost False Positive: 1; cost False Negative: 1
cost True Positive: 0; cost True Negative: 0
b BCa bootstrap confidence interval (1000 iterations; random number seed: 978).
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Sensitivity
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100-Specificity

Variable miRNA133a
Classification variable | grup

Sample size 121
Positive group @ 74 (61,16%)
Negative group b 47 (38,84%)
agrup=1
bgrup=0
Disease prevalence (%) 61,2

Area under the ROC curve (AUC)

Area under the ROC curve (AUC) 0,518
Standard Error 2 0,0535
95% Confidence interval b 0,425 to 0,610
Z statistic 0,338
Significance level P (Area=0.5) 0,7350

@ Delong et al., 1988
b Binomial exact

Youden index

Youden index J 0,1193
95% Confidence interval @ 0,08137 to 0,1386
Associated criterion <-1,039720771
95% Confidence interval @ <-2,41908366 to <0,589175103
Sensitivity 31,08
Specificity 80,85

@ BCa bootstrap confidence interval (1000 iterations; random number seed: 978).

Optimal criterion

Optimal criterion 2 <2,938944046
95% Confidence interval P <2,654753702 to <2,938944046
Sensitivity 100,00
Specificity 0,00

a Taking into account disease prevalence (61,2%) and estimated costs:
cost False Positive: 1; cost False Negative: 1
cost True Positive: 0; cost True Negative: 0
b BCa bootstrap confidence interval (1000 iterations; random number seed: 978).
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Sensitivity
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100-Specificity

Variable mMiRNA133b
Classification variable | grup
Sample size 84
Positive group 2 54 (64,29%)
Negative group b 30 (35,71%)
agrup=1
bgrup=0
Disease prevalence (%) 64,3

Area under the ROC curve (AUC)

Area under the ROC curve (AUC) 0,540
Standard Error @ 0,0644
95% Confidence interval b 0,428 to 0,650
Z statistic 0,627
Significance level P (Area=0.5) 0,5304

@ Delong et al., 1988
b Binomial exact

Youden index

Youden index J 0,1407
95% Confidence interval @ 0,1074 to 0,1407
Associated criterion >0,519860385
95% Confidence interval @ >-0,741667483 to >2,606233399
Sensitivity 40,74
Specificity 73,33

@ BCa bootstrap confidence interval (1000 iterations; random number seed: 978).

Optimal criterion

Optimal criterion 2 =-3,985596288
95% Confidence interval b =-3,985596288 to >-3,680611529
Sensitivity 100,00
Specificity 0,00

a Taking into account disease prevalence (64,3%) and estimated costs:
cost False Positive: 1; cost False Negative: 1
cost True Positive: 0; cost True Negative: 0
b BCa bootstrap confidence interval (1000 iterations; random number seed: 978).
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Sensitivity
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Variable miRNA143

Classification variable | grup

Sample size
Positive group 2
Negative group b
agrup=1
bgrup=0
Disease prevalence (%)

Area under the ROC curve (AUC)

Area under the ROC curve (AUC)
Standard Error 2

95% Confidence interval b

Z statistic

Significance level P (Area=0.5)

@ Delong et al., 1988
b Binomial exact

Youden index

Youden index J

95% Confidence interval @
Associated criterion

95% Confidence interval @
Sensitivity

Specificity

100

141
82 (58,16%)
59 (41,84%)

58,2

0,556

0,0487

0,470 to 0,640
1,151

0,2498

0,1943

0,09198 to 0,2704
<-0,596106575

<-1,213007566 to <0,457477139
41,46

77,97

a BCa bootstrap confidence interval (1000 iterations; random number seed: 978).

Optimal criterion

Optimal criterion 2

95% Confidence interval ®
Sensitivity

Specificity

=3,015190235

<2,640890758 to =3,015190235
100,00

3,39

a Taking into account disease prevalence (58,2%) and estimated costs:

cost False Positive: 1; cost False Negative: 1
cost True Positive: 0; cost True Negative: 0
b BCa bootstrap confidence interval (1000 iterations; random number seed: 978).
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Variable MiRNA145
Classification variable | grup
Sample size 145
Positive group 2 87 (60,00%)
Negative group b 58 (40,00%)
agrup=1
bgrup=0
Disease prevalence (%) 60,0

Area under the ROC curve (AUC)

Area under the ROC curve (AUC) 0,508
Standard Error @ 0,0488
95% Confidence interval b 0,424 to 0,592
Z statistic 0,167
Significance level P (Area=0.5) 0,8678

@ Delong et al., 1988
b Binomial exact

Youden index

Youden index J 0,1092
95% Confidence interval @ 0,08621 to 0,1092
Associated criterion <-1,64969029
95% Confidence interval @ <-1,746730895 to <-1,34470553
Sensitivity 12,64
Specificity 98,28

@ BCa bootstrap confidence interval (1000 iterations; random number seed: 978).

Optimal criterion

Optimal criterion 2 <2,280454224
95% Confidence interval P <0,554517744 to <3,673680057
Sensitivity 96,55
Specificity 5,17

a Taking into account disease prevalence (60,0%) and estimated costs:
cost False Positive: 1; cost False Negative: 1
cost True Positive: 0; cost True Negative: 0
b BCa bootstrap confidence interval (1000 iterations; random number seed: 978).
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Sensitivity

U i i i i i i
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100-Specificity

Variable miRNA221
Classification variable | grup
Sample size 146
Positive group 2 87 (59,59%)
Negative group ® 59 (40,41%)
agrup=1
bgrup=0
Disease prevalence (%) 59,6

Area under the ROC curve (AUC)

Area under the ROC curve (AUC) 0,623
Standard Error @ 0,0468
95% Confidence interval b 0,539 to 0,702
Z statistic 2,629
Significance level P (Area=0.5) 0,0086

@ Delong et al., 1988
b Binomial exact

Youden index

Youden index J 0,2570
95% Confidence interval @ 0,1119 to 0,3808
Associated criterion <-0,783256314
95% Confidence interval 2 <-1,181752537 to <0,216779232
Sensitivity 49,43
Specificity 76,27

a BCa bootstrap confidence interval (1000 iterations; random number seed: 978).

Optimal criterion

Optimal criterion 2 <1,414020248
95% Confidence interval P <0,131697964 to <4,997591172
Sensitivity 95,40
Specificity 13,56

a Taking into account disease prevalence (59,6%) and estimated costs:
cost False Positive: 1; cost False Negative: 1
cost True Positive: 0; cost True Negative: 0
b BCa bootstrap confidence interval (1000 iterations; random number seed: 978).
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Sensitivity
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100-Specificity

Variable mMiRNA222
Classification variable | grup

Sample size 146
Positive group @ 87 (59,59%)
Negative group P 59 (40,41%)
agrup=1
bgrup=0
Disease prevalence (%) 59,6

Area under the ROC curve (AUC)

Area under the ROC curve (AUC) 0,654
Standard Error 2 0,0452
95% Confidence interval b 0,571t0 0,731
Z statistic 3,421
Significance level P (Area=0.5) 0,0006

@ DelLong et al., 1988
b Binomial exact

Youden index

Youden index J 0,2351
95% Confidence interval @ 0,1222 to 0,3000
Associated criterion <-0,471340083
95% Confidence interval 2 <-1,899223275 to <0,471340083
Sensitivity 54,02
Specificity 69,49

@ BCa bootstrap confidence interval (1000 iterations; random number seed: 978).

Optimal criterion

Optimal criterion 2 <0,374299478
95% Confidence interval P <-0,485203026 to <1,011994884
Sensitivity 79,31
Specificity 42,37

a Taking into account disease prevalence (59,6%) and estimated costs:
cost False Positive: 1; cost False Negative: 1
cost True Positive: 0; cost True Negative: 0
b BCa bootstrap confidence interval (1000 iterations; random number seed: 978).
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Sensitivity

1 i
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100-Specificity

Variable MiRNA494
Classification variable | grup

Sample size 139
Positive group @ 87 (62,59%)
Negative group b 52 (37,41%)
agrup=1
bgrup=0
Disease prevalence (%) 62,6

Area under the ROC curve (AUC)

Area under the ROC curve (AUC) 0,545
Standard Error 2 0,0504
95% Confidence interval b 0,459 to 0,630
Z statistic 0,899
Significance level P (Area=0.5) 0,3688

@ DelLong et al., 1988
b Binomial exact

Youden index

Youden index J 0,1220
95% Confidence interval 2 0,08024 to 0,1425
Associated criterion >1,164487263
95% Confidence interval @ >0,429751252 to >2,155687732
Sensitivity 27,59
Specificity 84,62

@ BCa bootstrap confidence interval (1000 iterations; random number seed: 978).

Optimal criterion

Optimal criterion 2 >-1,365499946
95% Confidence interval ® >-1,705142064 to >0,117835021
Sensitivity 93,10
Specificity 17,31

a Taking into account disease prevalence (62,6%) and estimated costs:
cost False Positive: 1; cost False Negative: 1
cost True Positive: 0; cost True Negative: 0
b BCa bootstrap confidence interval (1000 iterations; random number seed: 978).
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Sensitivity

0 20 40 60 80 100
100-Specificity

Variable miRNA499a
Classification variable | grup
Sample size 68
Positive group @ 42 (61,76%)
Negative group b 26 (38,24%)
agrup=1
bgrup=0
Disease prevalence (%) 61,8

Area under the ROC curve (AUC)

Area under the ROC curve (AUC) 0,542
Standard Error 2 0,0719
95% Confidence interval b 0,417 to 0,664
Z statistic 0,586
Significance level P (Area=0.5) 0,5579

@ DelLong et al., 1988
b Binomial exact

Youden index

Youden index J 0,1703
95% Confidence interval @ 0,1245 to 0,1850
Associated criterion >0,824845145
95% Confidence interval @ >0,644626878 to >1,580375572
Sensitivity 28,57
Specificity 88,46

@ BCa bootstrap confidence interval (1000 iterations; random number seed: 978).

Optimal criterion

Optimal criterion 2 >-0,561449216
95% Confidence interval ® >-1,878428859 to >0,824845145
Sensitivity 73,81
Specificity 42,31

a Taking into account disease prevalence (61,8%) and estimated costs:
cost False Positive: 1; cost False Negative: 1
cost True Positive: 0; cost True Negative: 0
b BCa bootstrap confidence interval (1000 iterations; random number seed: 978).
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ROC curve

Variable miRNA122a
Classification variable | Grup

Sample size 142
Positive group @ 87 (61,27%)
Negative group b 55 (38,73%)
aGrup=1
bGrup=0
Disease prevalence (%) 61,3

Area under the ROC curve (AUC)

Area under the ROC curve (AUC) 0,534
Standard Error 2 0,0492
95% Confidence interval b 0,448 t0 0,618
Z statistic 0,688
Significance level P (Area=0.5) 0,4917

@ Hanley & McNeil, 1982
b Binomial exact

Youden index

Youden index J 0,1066
95% Confidence interval @ 0,07064 to 0,1258
Associated criterion >-2,14
95% Confidence interval @ >-4,01 to >-0,36
Sensitivity 37,93
Specificity 72,73

@ BCa bootstrap confidence interval (1000 iterations; random number seed: 978).

Optimal criterion

Optimal criterion 2 >-9,1
95% Confidence interval ® >-9,1t0 >-7,32
Sensitivity 100,00
Specificity 1,82

a Taking into account disease prevalence (61,3%) and estimated costs:
cost False Positive: 1; cost False Negative: 1
cost True Positive: 0; cost True Negative: O
b BCa bootstrap confidence interval (1000 iterations; random number seed: 978).
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Sensitivity

0 20 40 60 80 100
100-Specificity

Variable mMiRNA133a
Classification variable | Grup

Sample size 118
Positive group @ 74 (62,71%)
Negative group b 44 (37,29%)
aGrup=1
bGrup=0
Disease prevalence (%) 62,7

Area under the ROC curve (AUC)

Area under the ROC curve (AUC) 0,506
Standard Error 2 0,0544
95% Confidence interval b 0,413 to 0,599
Z statistic 0,113
Significance level P (Area=0.5) 0,9101

@ Hanley & McNeil, 1982
b Binomial exact

Youden index

Youden index J 0,1063
95% Confidence interval @ 0,07187 to 0,1063
Associated criterion >2.77
95% Confidence interval @ >1,33t0 >4,73
Sensitivity 31,08
Specificity 79,55

@ BCa bootstrap confidence interval (1000 iterations; random number seed: 978).

Optimal criterion

Optimal criterion 2 2-2,92
95% Confidence interval b 2-2,92t0 >-2,54
Sensitivity 100,00
Specificity 0,00

a Taking into account disease prevalence (62,7%) and estimated costs:
cost False Positive: 1; cost False Negative: 1
cost True Positive: 0; cost True Negative: 0
b BCa bootstrap confidence interval (1000 iterations; random number seed: 978).
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a0
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Variable mMiRNA133b
Classification variable | Grup

Sample size 81
Positive group 2 54 (66,67%)
Negative group b 27 (33,33%)
aGrup=1
bGrup=0
Disease prevalence (%) 66,7

Area under the ROC curve (AUC)

Area under the ROC curve (AUC) 0,535
Standard Error @ 0,0657
95% Confidence interval b 0,421 to 0,647
Z statistic 0,538
Significance level P (Area=0.5) 0,5908

@ Hanley & McNeil, 1982
b Binomial exact

Youden index

Youden index J 0,1481
95% Confidence interval @ 0,09259 to 0,1667
Associated criterion <0,58
95% Confidence interval 2 <-1,09 to <4,76
Sensitivity 40,74
Specificity 74,07

a BCa bootstrap confidence interval (1000 iterations; random number seed: 978).

Optimal criterion

Optimal criterion 2 <7.,25
95% Confidence interval P <6,9 to <7,25
Sensitivity 100,00
Specificity 0,00

a Taking into account disease prevalence (66,7%) and estimated costs:
cost False Positive: 1; cost False Negative: 1
cost True Positive: 0; cost True Negative: 0
b BCa bootstrap confidence interval (1000 iterations; random number seed: 978
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Variable mMiRNA143
Classification variable | Grup

Sample size 137
Positive group 2 83 (60,58%)
Negative group b 54 (39,42%)
aGrup=1
bGrup=0
Disease prevalence (%) 60,6

Area under the ROC curve (AUC)

Area under the ROC curve (AUC) 0,568
Standard Error 2 0,0492
95% Confidence interval b 0,481 to 0,653
Z statistic 1,391
Significance level P (Area=0.5) 0,1642

@ Hanley & McNeil, 1982
b Binomial exact

Youden index

Youden index J 0,2004
95% Confidence interval @ 0,08861 to 0,2985
Associated criterion >0,32
95% Confidence interval @ >-0,02 to >2,15
Sensitivity 38,55
Specificity 81,48

a BCa bootstrap confidence interval (1000 iterations; random number seed: 978).

Optimal criterion

Optimal criterion 2 >-5,16
95% Confidence interval ® >-5,22 to >-0,29
Sensitivity 100,00
Specificity 3,70

a Taking into account disease prevalence (60,6%) and estimated costs:
cost False Positive: 1; cost False Negative: 1
cost True Positive: 0; cost True Negative: 0
b BCa bootstrap confidence interval (1000 iterations; random number seed: 978).
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Variable miRNA145
Classification variable | Grup
Sample size 140
Positive group @ 87 (62,14%)
Negative group b 53 (37,86%)
aGrup=1
bGrup=0
Disease prevalence (%) 62,1

Area under the ROC curve (AUC)

Area under the ROC curve (AUC) 0,515
Standard Error 2 0,0500
95% Confidence interval b 0,429 to 0,600
Z statistic 0,293
Significance level P (Area=0.5) 0,7695

@ Hanley & McNeil, 1982
b Binomial exact

Youden index

Youden index J 0,1076
95% Confidence interval 2 0,09130 to 0,1076
Associated criterion >-0,39
95% Confidence interval @ >-0,39 to >-0,39
Sensitivity 12,64
Specificity 98,11

@ BCa bootstrap confidence interval (1000 iterations; random number seed: 978).

Optimal criterion

Optimal criterion 2 >-6,07
95% Confidence interval ® >-8,05 to >-3,55
Sensitivity 97,70
Specificity 5,66

a Taking into account disease prevalence (62,1%) and estimated costs:
cost False Positive: 1; cost False Negative: 1
cost True Positive: 0; cost True Negative: 0
b BCa bootstrap confidence interval (1000 iterations; random number seed: 978).
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miRNA221
Grup

Variable
Classification variable

Sample size
Positive group 2
Negative group b
aGrup=1
bGrup=0
Disease prevalence (%)

Area under the ROC curve (AUC)

Area under the ROC curve (AUC)
Standard Error 2

95% Confidence interval b

Z statistic

Significance level P (Area=0.5)

@ Hanley & McNeil, 1982
b Binomial exact

Youden index

Youden index J

95% Confidence interval 2
Associated criterion

95% Confidence interval @
Sensitivity

Specificity

80

100

141
87 (61,70%)
54 (38,30%)

61,7

0,636

0,0477
0,5511t0 0,715
2,849

0,0044

0,2535

0,1107 to 0,3664
>-2,61

>-3,54 to >-1,34
49,43

75,93
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mir222

Sensitivity

O I I I I I

0 20 40 60 80 100
100-Specificity

Variable MiRNA222
Classification variable | Grup
Sample size 141
Positive group @ 87 (61,70%)
Negative group b 54 (38,30%)
aGrup=1
bGrup=0
Disease prevalence (%) 61,7

Area under the ROC curve (AUC)

Area under the ROC curve (AUC) 0,667
Standard Error 2 0,0458
95% Confidence interval b 0,583 t0 0,744
Z statistic 3,640
Significance level P (Area=0.5) 0,0003

@ Hanley & McNeil, 1982
b Binomial exact

Youden index

Youden index J 0,2516
95% Confidence interval @ 0,1290 to 0,3326
Associated criterion >-2,98
95% Confidence interval @ >-4,16 to >-0,94
Sensitivity 77,01
Specificity 48,15

@ BCa bootstrap confidence interval (1000 iterations; random number seed: 978).

Optimal criterion

Optimal criterion 2 >-3,35
95% Confidence interval ® >-4,88 to >-2,49
Sensitivity 81,61
Specificity 42,59

a Taking into account disease prevalence (61,7%) and estimated costs:
cost False Positive: 1; cost False Negative: 1
cost True Positive: 0; cost True Negative: O
b BCa bootstrap confidence interval (1000 iterations; random number seed: 978).
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Sensitivity
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100-Specificity

Variable mMiRNA494
Classification variable | Grup

Sample size 136
Positive group 2 87 (63,97%)
Negative group b 49 (36,03%)
aGrup=1
bGrup=0
Disease prevalence (%) 64,0

Area under the ROC curve (AUC)

Area under the ROC curve (AUC) 0,522
Standard Error 2 0,0522
95% Confidence interval b 0,435 to 0,609
Z statistic 0,429
Significance level P (Area=0.5) 0,6676

@ Hanley & McNeil, 1982
b Binomial exact

Youden index

Youden index J 0,09430
95% Confidence interval @ 0,07295 to 0,09430
Associated criterion <-2,78
95% Confidence interval @ <-3,3t0=-1,92
Sensitivity 93,10
Specificity 16,33

@ BCa bootstrap confidence interval (1000 iterations; random number seed: 978).

Optimal criterion

Optimal criterion 2 <-2,3
95% Confidence interval ® <-2,96 to <-0,15
Sensitivity 96,55
Specificity 10,20

a Taking into account disease prevalence (64,0%) and estimated costs:
cost False Positive: 1; cost False Negative: 1
cost True Positive: 0; cost True Negative: 0
b BCa bootstrap confidence interval (1000 iterations; random number seed: 978).
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Variable mMiRNA499a
Classification variable | Grup

Sample size 65
Positive group @ 42 (64,62%)
Negative group b 23 (35,38%)
aGrup=1
bGrup=0
Disease prevalence (%) 64,6

Area under the ROC curve (AUC)

Area under the ROC curve (AUC) 0,568
Standard Error 2 0,0727
95% Confidence interval b 0,440 to 0,691
Z statistic 0,939
Significance level P (Area=0.5) 0,3475

@ Hanley & McNeil, 1982
b Binomial exact

Youden index

Youden index J 0,1988
95% Confidence interval @ 0,1139 to 0,2702
Associated criterion <0,82
95% Confidence interval @ <-0,29 to <1,64
Sensitivity 28,57
Specificity 91,30

@ BCa bootstrap confidence interval (1000 iterations; random number seed: 978).

Optimal criterion

Optimal criterion 2 <6,48
95% Confidence interval P <5,34 to <6,48
Sensitivity 100,00
Specificity 0,00

a Taking into account disease prevalence (64,6%) and estimated costs:
cost False Positive: 1; cost False Negative: 1
cost True Positive: 0; cost True Negative: 0
b BCa bootstrap confidence interval (1000 iterations; random number seed: 978).
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FORMLAR

////A KLINIK ARASTIRMALAR ETIK KURULU

T.C. YEDITEPE

UNIVERSITESI OLGU RAPOR FORMU

Bu galismada Marmara Universitesi Hastanesi’nde atheroskleroz tanisi almis 100 hasta ve
100 saghkh kontrol olmak Uzere toplam 200 gonillinin  ApoE polimorfizmleri PCR Yontemi ile
miRNA 221/222 ekspresyonlari Real Time PCR kullanilarak incelenecektir.

DAHIL ETME KRITERLERI

Hasta Grubu:

1. 18-65 yas arasi olmak
2. Atheroskleroz tanisi almis olmak
3. Bilgilendirilmis onay formunu imzalamis olmak

Kontrol Grubu

1. 18-65 yas arasi olmak

2. Bilgilendirilmis onay formunu imzalamis olmak

DAHIL ETMEME KRIiTERLERI

Hasta Grubu:

1. Gondlli olmamak, Bilgilendirilmis onay formunu imzalamamis olmak
2. Atheroskleroz tanisi almisg olmamak

Kontrol Grubu

Gondlld olmamak, Bilgilendirilmis onay formunu imzalamamis olmak

OLGU RAPOR FORMU

Hasta Takip Formu
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Protokol :

Tarih :
Hasta no :
KORONER ARTER HASTALARI iCiN CALISMA PROTOKOLU
Ad — Soyad :
Cinsiyet : Tel :
Yas :
Boy : Kg: BSA (M?):

Hipertansivon Siiresi :
Aile OyKkiisii :
Kullandigi ilaclar :
ACE inh:

Ca — kanal blokerleri :
Beta — blokerler :
Diiiretikler :

5.1.  Loop diiiretikleri :
Aldesteron inh. :

5.1.1. Diger

Hipertansiyon komplikasyonlar

Nefropati Yoniinden :
Kreatinin klirensi.

BUN :

Kreatinin :

T.Proteinemi : Albumin:
Globulin :

Eko :

Sol ventrikiil hipertrofisi

Sol ventrikiil kiitlesi (LVK)=
Sol ventrikiil diyastol sonu ¢ap1 (LVDSC )=

Interventrikiiler septum kalinligi; (IDK) =
Arka duvar kalinlig1 (ADK)=

Dilatasyonu :

Diger

Sigara: Alkol :

Risk faktorleri : Evet

Hayir:

Sigara () ()
Aile Hikayesi () ()
Hiperkolesterolemi () ()
Diisiik LDL () ()
Hipertansiyon () ()
Diabetes Mellitus () ()

POLIMORFIZM
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BiYOKIMYASAL TETKIKLER :
Achk kan sekeri :

HbAclc :

Total Kolesterol :

Trigliserid :

HDL - kolesterol :

24 saatlik idrarda mikroalbuminiiri :
Renal Ultrason :

EKO :

Tansiyon :

LDL - kolesterol :

VLDL - kolesterol :

HDL - kolesterol :

HDL — LDL Altfraksiyonlar :

Hipertansivon Komplikasvonlarindan Sonra Hikavesi :

Ateroskleroz Risk Faktorleri : Evet Havir:

Yag () ()
Cinsiyet () ()
Sigara

Aile Hikayesi
Hiperkolesterolemi

()

() ()

() ()
Diisiik HDL () ()

() ()

() ()

() ()

Hipertansiyon

Gut Hastalig1

Diabetes Mellitus

Eger MI Gecirmisse :

Anjiografi : Damar Sayisi :

Anjioplasti tarihi : Kontrol anjiogram tarihi :

Restenoz :

By pass :

Reinfarkt ve tarihi :

Takip :

Eger MI Gecirmisse ( Farmakolojik stres testi , MIBI vr Talyum pozitif olmal1 )
Var Yok

HT : ] []
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////A K_LiNiK ARASTIRMALARDA KULLANILACAK
YEDITEPE UNIVERSITESI BIYOLOJIK MATERYAL TRANSFER FORMU

HASTANESI

Arastirmanin Agik Adi: Ateroskleroz Hastaliginda Apolipoprotein E (ApoE) Polimorfizmi ile
MikroRNA 221/222 Arasindaki iligkinin Arastiriimasi

Arastirmanin Ozeti:

Amag: Bu calismanin amaci Atheroskleroz tanisi almis hastalarda Apolipoprotein E (ApoE) Gen
polimorfizmlerinin arastiriimasi ve genleri regiile ettigi 6ngodrilen miRNA 221/222 arasindaki iligkinin
arastiriimasidir.

Kapsam: Aterosklerosis morbitite ve mortaliteye yol acan, periferik veya santral yerlesimli pek cok
vaskiler bozuklugun altinda yatan temel patolojik tablo olarak tanimlanmaktadir. Patolojik mekanizma tam
olarak bilinmese de giiniimuizde arter duvarinda kolesterol birikimi ile ve bunun yarattigi kronik inflamatuar
cevapla birlikte seyreden multifaktoriyel bir hastalik oldugu goériist hakimdir (1,2). Apolipoprotein E (ApoE),
yuksek yogunlukiu ve ftrigliserid zengin lipoproteinlerin yapisinda bulunur ve viicutta lipid hemostasini
dlzenler. Ayrica aterosklerosis hastaligindan korunmak igin 6nemli bir role sahiptir (3,4).

mMiRNA yaklasik 21-23 nukleotit uzunlugunda tek ipliki RNA molekilidir, gen ifadesinin
dizenlenmesinde rol oynar. miRNA, DNA’'da transkripsiyonu yapilan ancak translastonu yapilmayan
genler tarafindan kodlanir. miRNA’larin genler ve transkripsiyon Uzerindeki etkisinin kesfi ile
arastirmalarda odak noktasi haline gelmeye baslamistir. (1,2). miRNA’lar apoptozdan hiicre bélinmesine,
hiicre farkliagsmasina, kanserden kalp hastalijina kadar bir ¢ok hastaligin biyolojik ve fizyopatojisinin
aydinlatiimasina katkida bulunmaktadir (4,5).

miRNA 221/22 proliferatif genler tzerindeki etkisi nedeniyle 6zelllikle gesitli kanser tirleri Gizerinde
etkileri incelenmis ve kanser icin biyomaker adayi olabilece@i distnilen miRNA’lardir (4). Ateroskleroz
hastaligi ile ilgili yapilmig in vitro ¢calismalar, ApoE genin transkripsiyonun miRNA221/222 Uzerine etkili
oldugunu (4), ApoE knockout farelerle yapilmis in vivo cgalismalar ApoE geni ve miRNA221/222
regulasyonunu anlaml sekilde etkiledigini gostermistir (5). ApoE geninin etkin olmasi vicutta lipid
metabolizmasina pozitif etki gdsterdigi gibi, arterlerdeki damar diiz kas hiicrelerinin proliferasyonunu baski
altinda tutarak arterlerdeki intima kalinlagsmasini ve inflamatuar sikokinlerin salgilanmasini engeller(6,7).
Ayrica ApoE mi221/222 uzerinden dokuya 6zgu etki gosterek damar endotel hiicrelerinin proliferasyonunu
artirarak damar icinde endotel bUtinligini saglar. Damar bUtinliglin korunmasi makrofajlarin
subendotelyal alana gecgerek inflamasyonu tetiklemelerini de engeller (8). miRNA 145 dokularda hiicre
farkhlasmasini diizenledigi belirlenmis bir miRNAdir. ApoE knockout farelerde yapilan galismalar miRNA
145’in etkisinin azaldigini ve 6zellikle damar diz kas hiicrelerinin farklilagsmasinin azaldigini gostermistir.
Damar diiz kaslarinda farklilasma damarin etkin kasilmasi ve kan basincina yeterli direng olusturulmasi
icin son derce 6nemlidir (9). ApoE iceren HDL atrerial elastikiyeti artirir ve damar sertligini de engel
olusturur. Bu etkisini miRNA145 i upregile ederek gerceklestirir (9,10).

Son yillarda miRNA’larin hastaliklarin etimolojisinde ve fizyopatolojisinde roliinin arastiriimasi
molekiler galismalarin odak noktasinda yer almaktadir. Yaptigimiz literatir taramalarinda bir ¢ok
calismanin hicre kilturd dizeyinde surduruldigu in vivo calismalarin ise fareler Uzerinde yapildigi
gOrmekteyiz. Bugline kadar ateroskleroz tanisi almis hastalarda yapilmis herhangi bir calismaya
rastlanmamistir. Ateroskleroz hastalarinda ApoE gen mutasyonu ile miRNA221/222 ve miRNA145”in
iliskisinin arastirlmasinin molekuiler ¢calismalar icin son derece yararli olacadi ve bu alanda énemli bir
eksikligi gidererek bilim diinyasina 6zgun bilgiler sunabilecegimizi disinmekteyiz.

Yéntem : Bu calismada Marmara Universitesi Kalp ve Damar Cerrahisi Anabilim Dal’nda takip edilen
Ateroskleroz tanisi almis 50 hasta ile 50 saglikh kontroliin arastirmamiza dahil edilmesi planlanmaktadir.
Toplam 100 gonilliiden 6nce ‘Bilgilendiriimis Onam Formu’ okutularak imzalatiimasi ve daha sonra 5ml
EDTA'h ve 10 ml steril diiz tipe kan alinmasi planlanmaktadir.

ApoE gen mutasyonu tayini icin EDTA’lI tiplerden iPrep DNA robotu ile DNA izolasyonu yapilacaktir.
DNA érneklerinin saflik tayini NanoDrop cihazi kullanilarak vyapilacaktir. Orneklerden ApoE Gen
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mutasyonu tayini Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PZR), Restriksiyon Fragment Uzunluk Polimorfizmi (RFLP)
ve Agoroz jel elektroforezi yontemleri kullanilacaktir.

Steril Duz Tiplerden serum ayirma islemi yapilarak serumdan Trizolle total RNA izolasyonu
yapilacaktir. izole edilen total RNA érneklerin konsantrasyonlari NanoDrop cihazi kullanilarak élgiilerek ve
RNA o6rnekleri ¢galisma yapilincaya kadar -80 derece derin dondurucuda saklanacaktir. Total RNA’lar esit
konsantrasyonlara getirilerek cDNA eldesi icin miRCURY LNA Universal cDNA Synthesis Kit kullanilacak
ve PZR yapilacaktir. cDNAlar RNU1A1 ve U6 genleri ile PZR yapilarak cDNA’lar kontrol edilecektir.
Kontrol edilen cDNA’lar Real Time Polimeraz zincir Reaksiyonu (RT PZR) ile Gen Ekspresyon Analizi
yapilacaktir . miRNA 221 tespiti icin miRCURY LNA Universal RT microRNA PCR LNA PCR primer set
has-miR-221-3p ve miRNA222 tespiti icin miIRCURY LNA Universal RT microRNA PCR LNA PCR primer
set has-miR-222-3p primerleri kullanilacaktir. Hedef genlerin tespiti icin  RNU1A1 ve U6 hause keeping
genleri kullanilacaktir.
istatiksel Analizz Calismada elde edilen bulgular degerlendirilecek, istatiksel analizler icim SPSS 21
programi kullanilacaktir. Korelasyonlar icin Pearson veya Spearman korelasyon testi kullanilacaktir.
Sirekli ve kategorik degiskenler arasi iligki student t-testi veya Mann-Whitney U testi kullanilara
degerlendirilecektir. Kategorik degiskenler arasi iliski Ki-Kare veya Fisher Exact testi ile arastirilacaktir.

is bu anlasma ile, biyolojik materyali génderen arastirmaci ve kurum ....° Ateroskleroz
Hastaliginda Apolipoprotein E (ApoE) Polimorfizmi ile MikroRNA 221/222 Arasindaki
iliskinin Arastirilmasy’..isimli arastirmada kullaniimak (izere génderilecek ....10ml.....miktarda
ve ....arastirma ..... amagla kullanilacak biyolojik materyali .... 26 Agustos Yerlesimi Yeditepe
Universitesi, Kayisdag: / istanbul adresindeki .....Yeditepe Universitesi Molekiiler Tip
Anabilim Dalinda’ndaki merkeze géndermeden 6nce ALICI kurumdan asagidaki kosullari
kabul etmesi istenmektedir;

1. Gonderilen biyolojik materyaller yalnizca yukarida yazili amag igin, ya da génderici
kurumun yeniden yazili iznini almak kosulu ile ikincil amag igin kullanilabilir.

2. ALICI biyolojik materyali génderici kurumun yazili izni olmadan Gglinci sahislara
vermeyecektir. ALICI (iglincii sahislardan gelebilecek istekleri GONDERICIi'ye
bildirecektir.

3. Biyolojik materyaller GONDERICI tarafindan bireyin kimlik bilgileri olmaksizin ALICI'ya
gOnderilecektir.

4. ALICI biyolojik materyalleri Birlesmis Milletler insan Genomu ve insan Haklari Evrensel
Beyannamesine uygun olarak kullanacaktir.

5. Biyolojik materyaller ALICI'ya génderilmeden énce biyolojik materyalin saglandigi
kisilere ait Saglik Bakanhgr'nin ve Etik Kurul'un onayladid bilgilendiriimis génallt olur
formunun her bir génilliden alinmis olmasi gerekmektedir.

6. Bu anlasma ile gdnderilecek biyolojik materyalin arastirma i¢in kullanilacak oldugu ve
biyolojik materyal kullaniminin bazi tehlikeli 6zelliklerinin var oldugu ALICI tarafindan
kabul edilmektedir. Biyolojik materyali saglayan kurum bu konuda sorumlu dedgildir.

7. GONDERICI ve ALICI yapilacak ortak bir yayinla ya da dogabilecek patent hakki ve
ticari gelismelerle ilgili haklarini aragtirma baglangicinda karsilikli olarak belirleyecektir.

8. Bu anlasma asagidaki iki maddeden herhangi birinin gergeklesmesi halinde son
bulacaktir.

a. Arastirmanin sonlanmasi durumunda,

b. Taraflardan herhangi birinin digerine génderdigi yazili uyariyi takiben 30 (otuz)

gln iginde

Anlasma kurallarina uymama; patent haklarinin ihlali veya saglik tehdidi olusturan
riskler digsinda bu anlasma 8 (b) kosulunda materyali saglayan tarafin yazili uyarisi ile
bitirilecek olursa ALICI’'nin arastirmasinin engellenmemesi igin ve ALICI'nin istegi
Uzerine materyali sadlayan arastirmaci 1 (bir) yilla kadar varan bir sure iginde
anlagmanin sonlanacag! bir tarih belirleyebilir.

9. ALICI bu anlasmanin bitiminde bitiin materyalleri geri vermeyi veya ortadan kaldirmayi
ve bunu belgelemeyi kabul eder.

10. GONDERICI biyolojik materyali toplama, hazirlama ve géndermek icin bir iicret talep
ediyorsa bu Ucret burada belirtilecektir.

11. Bu anlagmanin yiirimesinde ALICI ve GONDERICI kurum amirleri ile destekleyici
sorumludur. Anlagsmazlik halinde ihtilafin ¢éztmu igin her iki Glke mahkemeleri de
yetkilidir.
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BiYOLOJIK MATERYALI GONDEREN ARASTIRMACI BILGiSi

Adi Soyadi ve Unvani:

Prof Dr Selim iSBIR

Uzmanlik Alanti:

Kalp Damar Cerrahisi Uzmani

Kurumu: Marmara Universitesi Pendik Egitim ve Aragtirma Hastanesi

Adresi: Marmara Universitesi Kalp ve Damar Cerrahisi Anabilim Dali, Fevzi
Gakmak Mah. Pendik/istanbul

Telefon: 0216 625 46 00 - 0216 625 45 45 Dahili: 2408

Faks:

E-posta: isbir@yahoo.com

BiYOLOJIK MATERYALI ALAN ALICI BILGiSI

Adi Soyadi ve Unvani:

Msc G. Seda GULEG YILMAZ

Uzmanlik Alani:

Kurumu: Yeditepe liniversitesi Molekiiler Tip Anabilim Dali
Adresi: 26 Agustos yerleskesi Kayigdag /istanbul
Telefon: 0505 485 37 25

Faks: (0216) 578 00 00

E-posta: seda0802@yahoo.com

Bu anlagsmada belirtilen kosullari okudum ve anladim. Génderilen materyalde bu anlagsmada

belirtilen kosullara uyacagimi taahhut ederim.

Gonderen Gonderen Klinik Sefi/ | Kurum Amiri/ | Ahci Kurum
Arastirmaci Destekleyici Ana Bilim Rektor veya Yetkilisi
Firma Dali Yetkilendirdigi
Yetkilisi veya | Bagkani Makam
Yasal
Temsilcisi
El Yazisi ile
Adi Soyadi
Unvani
Tarih
imza

Not: Bu anlagsmada yer alan alici kurum yetkilisinin imzasi yerine alici kurum tarafindan

verilecek olan ve igerik olarak bu anlasmadaki hikimlere benzer hiikimleri iceren imzal “end

use certificate

son kullanim sertifikasi” de kabul edilir.
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YEDITEPE UNIVERSITESI TIP FAKULTESI
////A KLINIK ARASTIRMALAR DEGERLENDIRME

YEDITEPE UNIVERSITESI KOMiTESi BiLGiLENDiRiLMiS GONULLU
S OLUR FORMU

Arastirmanin Adi / Protokol Numarasi:

Arastirmanin Konusu: Ateroskleroz Hastaliginda Apolipoprotein E (ApoE)
Polimorfizmi ile MikroRNA 221/222 Arasindaki iligkinin Arastiriimasi

Arastirmanin Amaci: Ateroskleroz Hastaliginda Apolipoprotein E (ApoE)
Polimorfizmi ile MikroRNA 221/222 Arasindaki iligkinin Arastiriimasi

Arastirmanin Siresi: 1 yil

Arastirmaya Katilan Goniillii Sayisi: 100

Arastirmada izlenecek Yéntem: DNA izolasyonu, PCR ve RT-PCR

Alternatif Tedavi veya Girisimler: CALISMA KAPSAMINDA TEDAVI / GIRiSIM YOK
Arastirma Sirasinda Karsilasilabilecek Riskler: YOK

Arastirma ilacinin Olasi Yan Etkileri: -

Arastirma Siiresince 24 Saat Ulasilabilecek Kisi Adi / Soyadi / Telefonu: Msc G.
Seda GULEC YILMAZ / 0505 485 37 25/ 0216 578 00 00 Dahili : 2195

Bilgilendirilmis Gonulli Olur Formundaki tim agiklamalari okudum. Bana, yukarida
konusu ve amaci belirtilen aragtirma ile ilgili yazih ve s6zli acgiklama asagida adi
belirtilen hekim tarafindan yapildi. Arastirmaya gonulli olarak katildigimi, istedigim
zaman dgerekgeli veya gerekgesiz olarak arastirmadan ayrilabilecegimi ve kendi
istegime bakilmaksizin arastirmaci tarafindan arastirma disi birakilabilecegimi
biliyorum.

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

kabul ediyorum.

Géniilliinin Adi / Soyadi / imzasi / Tarih
Aciklamalari Yapan Kiginin Adi / Soyadi / imzasi / Tarih
Gerekiyorsa Olur islemine Tanik Olan Kisinin Adi / Soyadi / imzasi / Tarih

Gerekiyorsa Yasal Temsilcinin Adi / Soyadi / imzasi / Tarih
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ETIK KURUL KARARI

N

YEDITEPE UNIVERSITES]

~ YEDITEPE UNIVERSITESI
KLINIK ARASTIRMALAR ETIK KURULU KARAR

HASTANESI FORMU
[ KURUL ADI YEDITEPE UNIVERSITESI KLINIK ARASTIRMALAR ETIK KURULU
ACIK ADRES 'YEDITEPE UNIVERSITESI HASTANESI Devlet Yolu Ankara Cad. No: 102-104, 34752 Kozyatag!,
stanbul
TELEFON 0216 578 47 97
E-POSTA gulin.demir@yeditepe.edu.tr
Ateroskleroz Hastaliginda Apolipoprotein E(ApoE)
ARASTIRMANIN AGIK ADI Polimorfizmi ile MikroRNA 221/222 Arasindaki
Iiskisinin Aragtirilmas.
ARASTIRMA PROTOKOLUNUN
KODU
EUDRACT NUMARASI
SORUMLU ARASTIRMACI Prof.Dr.Selim Isbir
UNVANI/ADI/SOYADI
SORUMLU ARASTIRMACININ Kalp ve Damar Cerrahisi
UZMANLIK ALANI
KOORDINATORUN Msc.Seda Giilsiim Giileg Yilmaz
UNVANI/ADI/SOYADI
KOORDINATORUN UZMANLIK Molekiiler Tip
ALANI
YEDITEPE UN|YERS|TES|
ARASTIRMA MERKEZI MARMARA UNIVERSITESI PENDIK EGITIM VE
Eﬁ_?:;\{l?g#i ARASTIRMA HASTANESI
i YEDITEPE UNIVERSITESI
frin iy MERKEZININAGIK | \1\RMARA  UNIVERSITESI  PENDIK  EGITIM  VE
ARASTIRMA HASTANESI
DESTEKLEYICI VE ACIK ADRESI
DESTEKLEYICININ YASAL
TEMSILCISI VE ADRESI
UZMANLIK TEZI/AKADEMIK UZMANLIK TEZI [] AKADEMIK AMAGLI [X]
AMACLI
FAZ 1 [l
FAZ 2 (]
FAZ 3 [ ]
ARASTIRMANIN FAZI VE TURU | FAZ4 L
BE/BY -
DIGER [] Diger ise belirtiniz:
ILAC DISI | X Belirtiniz:Genetik ¢alisma
ARASTIRMA
TEKMERKEZ | GOK ULUSAL | ULUSLARARASI
ARASTIRMAYA KATILAN 2 | &
MERKEZLER O MERKEZLI )
it Versiyon i
Belge Adi Tarihi Nuiiiaras) Dili
ARASTIRMA PROTOKOLU Turkge X Ingilizce [1 Diger []
ARASTIRMA BROSURU Tiirkge [ Ingilizce [ Diger (]

DEGERLENDIRILEN
BELGELER

BILGILENDIRILMIS GONULLU
OLUR FORMU

Tirkge X1 Ingilizce [ Diger []
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KARAR BILGILERI

Msc.Seda Giilsiim Giileg Yilmaz Koordinatérliigiinde ve Prof.Dr.Selim Isbir sorumlulugunda
yapiimasi tasarlanan ve yukarida basvuru bilgileri verilen klinik arastirma bagvuru dosyasi ve ilgili
belgeler aragtirmanin gerekge, amag, yaklasim ve yontemleri dikkate alinarak incelenmis,
gerceklestiriimesinde etik bir sakinca bulunmadigina toplantiya katilan etik kurulu tyelerinin oy

coklugu ile karar verilmistir.

[ ETIK KURULU BILGILERI |
CALISMA ESASI Klinik Aragtirmalar Hakkinda Yonetmelik, lyi Klinik Uygulamalan Kilavuzu, Yeditepe Universitesi Tip
Fakiiltesi, Klinik Arastirmalar Etik Kurulu Kurulug ve Calisma Esaslari.

[ ETIK KURUL BASKANI UNVANI/ADI/SOYADI: Prof. Dr. R. Serdar ALPAN

ETIK KURULU UYELERI
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Alani
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Prof. Dr. Ali Riza Okur Hukuk YUHF EX (kO [EO [HO [eO [HO NN
Prof.Dr. Bagar Atalay Beyin Cerrahi | YOTF | E kO [EO [HE [ER |HO K M N
Dog.Dr.Nesrin Sariman | Gégiis MUTF E] |[KX |[EO [HX [EM [HO = /f
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OZGECMIS

Kisisel Bilgiler
Ad1 Giilsim Seda Soyadi Giileg Y1lmaz
Dog.Yeri |Istanbul Dog. Tar. [29.07.1980
Uyrugu T.C. TC Kim No (21736275654
Email seda0802@yahoo.com Tel 05054853725
Egitim Diizeyi

Mezun Oldugu Kurumun Adi Mez. Yili
Doktora
Yiik.Lis. 1.U Cerrahpasa Tip Fakiiltesi Histoloji ve Embriyoloji ABD |2005
Lisans Istanbul Universitesi Fen Fakiiltesi Biyoloji Boliimii 2002
Lise Besiktas Lisesi 1998

Is Deneyimi (Sondan ge¢mise dogru siralayin)

Gorevi Kurum Siire (Y1l - Yil)
1. Burslu Doktora Ogrencisi Yeditepe Universitesi Tip Fakiiltesi 2013-2016
2. Satis Tanitim Sorumlusu AstraZeneca ilag 2005-2011
Yabana |Okudugunu % - KPDS/UDS (Diger)
Dilleri Anlama* Kolisia® gigrma Puam Puam
Ingilizce |lyi Iyi Iyi
*Cok iyi, iyi, orta, zayif olarak degerlendirin
Sayisal Esit Agirhik Sozel
LES Puani
(Diger) ALES Puam 61,568 65,064 64,503
Bilgisayar Bilgisi
Program Kullanma becerisi
Microsoft Office Iyi
Bilimsel Calismalar
SCI, SSCI, AHCI indekslerine giren dergilerde yayinlanan makaleler
1 |Ticagrelor Attenuates Apoptosis of Lung and Myocardial Cells Induced by Abdominal
Aorta Ischemia/Reperfusion.
Findik O, Kunt AT, Yazir Y, Yardimoglu M, Yilmaz SG, Aydin U, Rengber SF, Baris O,
Balci C, Isbir T. In Vivo. 2016 05-06;30(3):243-249.
2 |Apolipoprotein E Genotypes in Patients with Prostate Cancer.
Yencilek F, Yilmaz SG, Yildirim A, Gormus U, Altinkilic EM, Dalan AB, Bastug Y
Turkmen S, Turkkan S, Isbir T . Anticancer Research 2016 Feb;36(2):707-11.
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Investigation of Interleukin-1p Polymorphisms in Prostate Cancer.
Yencilek F, Yildirim A, Yilmaz SG, Altinkilic EM, Dalan AB, Bastug Y, Isbir T
Anticancer Research 2015 Nov 35(11):6057-61

Polymorphisms of MMP9 and TIMP2 in Patients with Varicose Veins.
Kunt AT, Isbir S, Gormus U, Kahraman OT, Arsan S, Yilmaz SG, Isbir T.
In Vivo. 2015 Jul-Aug;29(4):461-5.

The effects of PON1 gene Q192R variant on the development of uterine leiomyoma in
Turkish patients.

Attar R, Atasoy H, Inal-Giiltekin G, Timirci-Kahraman O, Gule¢-Yilmaz S, Dalan AB,
Yildirim G, Ergen A, Isbir T.

In Vivo. 2015 Mar-Apr;29(2):243-6.

Lack of influence of the ACE1 gene I/D polymorphism on the formation and growth of
benign uterine leiomyoma in Turkish patients.

Gultekin Gl, Yilmaz SG, Kahraman OT, Atasoy H, Dalan AB, Attar R, Buyukoren A,
Ucunoglu N, Isbir T.

Asian Pac J Cancer Prev. 2015;16(3):1123-7

Paraoxonasel 192 (PON1 192) gene polymorphism and serum paraoxonase activity in panic
disorder patients.

Atasoy H, Giile¢-Yilmaz S, Ergen A, Gérmiis U, Kiiciikhiiseyin O, Dalan B, Ol KK, Ogiit
DB, Giile¢ H, Cetin B, Timirci-Kahraman O, Ormeci B, Ugunoglu N, Gultekin GI, Isbir T.
In Vivo. 2015 Jan-Feb;29(1):51-4

The relationship between ACE polymorphism and panic disorder.

Gulec-Yilmaz S, Gulec H, Dalan AB, Cetin B, Timirci-Kahraman O, Ogut DB, Atasoy H,
Dirimen GA, Gultekin GI, Isbir T.

In Vivo. 2014 Sep-Oct;28(5):885-9.

Association Between FAS and FASL Genetic Variants and Rsik of Primary Brain Tumor
Dalan AB, Timirci-Kahraman O, Turan S, Kafadar AM, Yaylim I, Ergen A, Gormus U,
Gulec-Yilmaz S, Kaspar C, Isbir T.

The International Journal of Neuroscience 2014 Jun;124(6):443-9.

Uluslararasi bilimsel toplantilarda sunulan ve bildiri kitabinda (Proceedings)
basilan bildiriler

1

4-7 May 2016, Istanbul-Tiirkiye / 24th Biennial International Congress on Thrombosis
Antithrombotic Agents, Rivaroxaban And Cilosazol, Prevent Lung and Renal Injury
Following Abdominal Aorta Ischemia / Reperfusion In A Rat Model

Orhan Findik, Ahmet Tugrul Eruyar, Atike Tekeli Kunt, Seda Gulec Yilmaz, Selim Isbir,
Hakan Parlar, Ozgur Baris, Canan Balci, Emre Murat Altinkili¢, Selda Turkmen, Huseyin
Kilili, Turgay Isbir

4-7 May 2016, Istanbul-Tiirkiye / 24th Biennial International Congress on Thrombosis

An Antiplatelet Agent, Cilostazol, Attenutates Myocardial Damage Induced By Abdominal
Aorta Ischemia / Reperfusion In A Rat Model

Atike Tekeli Kunt, Orhan Findik, Seda Gulec Yilmaz, Ahmet Tugrul Eruyar,Hakan Parlar,
Ozgur Baris, Canan Balci, Emre Murat Altinkilic, Selda Turkmen, Altay Burak Dalan ,
Huseyin Ayhan, Selim Isbir, Turgay Isbir

4-7 May 2016, Istanbul-Tiirkiye / 24th Biennial International Congress on Thrombosis
Serum Uric Acid And Albumin Levels Are Associated With Deep Venous Thrombosis
Atike Tekeli Kunt, Orhan Findik, Selim Isbir, Seda Gule¢ Yilmaz, Gokcen Atilboz Alagoz,
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Emre Murat Altinkili¢, Hakan Parlar, Turgay Isbir

4 |16-10 Oct 2014, Sithonia, Greece / 9th International Conference of Anticancer Research
Rukset Attar, Gazi Yildirim, Cem Figicioglu, Seda Giile¢-Yilmaz, Ozlem Timirci
Kahraman, Hande Atasoy, (")zge Kizilkale Yildirim, Cem iyibozkurt, Ahmet Biiyiikoren,
Altay Burak Dalan, Ilhan Yaylim, Uzay Gérmiis, Turgay Isbir.

RRM1 and RRM2 gene polymorphism in patients with primary ovarian cancer.. Anticancer
Research, International Journal of Cancer Research and Treatment ( Sozlii Bildiri ),
Anticancer Research International Journal of Cancer Research and Treatment, Volume: 34,
Number: 10, Page: 5966- 5967, 2014.

5 |6-10 Oct 2014, Sithonia, Greece / 9th International Conference of Anticancer Research
Gazi Yildirim, Rukset Attar, Cem Figicioglu, Seda Giile¢-Yilmaz, Ozlem Timirci
Kahraman, Hande Atasoy, (")zge Kizilkale Yildirim, Cem iyibozkurt, Ahmet Biiyiikoren,
Altay Burak Dalan, Bedia Cakmakoglu, Arzu Ergen, Turgay Isbir.

Association Between ERCC2 Gene Polymorphism and Primary Ovarian Cancer..
Anticancer Research, International Journal of Cancer Research and Treatment, (Sozlii
Bildiri ),

Anticancer Research International Journal of Cancer Research and Treatment, Volume: 34,
Number: 10, Page: 5966,

6 |22-26 June 2014 Istanbul, Turkey /22" International Congress of Clinical Chemistry and
Laboratory Medicine/ | FCCWorldLab

FT Akdeniz, Z Akbulut, H Sar1, H Aydin, AB Dalan, D Sit, S Giile¢ Yilmaz, T Isbir, G
Yanikkaya Demirel

Effects of Obesity Parameters on Gestational Diabetes in Human

Clin Chem Lab Med 2014;52, Special Suppl pp S1-S1760

Ulusal bilimsel toplantilarda sunulan ve bildiri kitabinda (Proceedings) basilan
bildiriler

1 [18-22 Kasim 2015 / 12. Uroonkoloji Kongresi
Prostat Kanserinde Interldkin 1 beta polimorfizmlerinin erkilerinin arastirilmasi
F Yencilek, Asif Yildirim, S Giile¢-Yilmaz, EM Altinkilic, AB Dalan, Y Bastug, T Isbir

2 |18-22 Kasim 2015 / 12. Uroonkoloji Kongresi

Prostat Kanserinde Kaspas 9 polimorfizmlerinin erkilerinin arastirilmasi

F Yencilek, Asif Yildirim, S Giile¢-Yilmaz, EM Altinkilig, S Tiirkmen, Oykl’i ;Cosgun, AB
Dalan, Y Bastug, T Isbir

3 [21-24 Ekim 2015 / 41. Ulusal Hematoloji Kongresi, Antalya-Tiirkiye

Seda Gulec-Yilmaz, Altay Burak Dalan, Uzay Gormiis, Pinar Yildiz Silahtaroglu, Baki
ekci, Emre Murat altinkilig, Ozlem Timirci Kahraman, Turgay isbir.

Tiirk popiilasyonunda ¢oklu gen paneli kullanilarak akciger ve kolon kanserindeki olast
mutasyonlarin yeni nesil dizileme cihazi ile saptanmasi.

41. Ulusal Hematoloji Kongresi, Bildiri Kitabi, Sayfa: 132-133, 2015

4 |21-24 Ekim 2015/ 41. Ulusal Hematoloji Kongresi, Antalya-Tiirkiye

Gazi Yildirim, Rukset Attar, Emre Murat Altinkilig, Hande Atasoy, Ozlem Timirci
Kahraman, Seda Giile¢ Yilmaz, Ozge Kizilkale Yildirim, Altay Burak Dalan, Elif Kok,
Ceren Oztung, Turgay Isbir.

Endometrium Kanseri lle Pon1-55 Polimorfizmi Iliskisinin Tiirk Popiilasyonunda
Arastirilmasi..

40. Ulusal Hematoloji Kongresi, Bildiri Kitabi, Sayfa: 105, 2014

5 [21-24 Ekim 2015/ 41. Ulusal Hematoloji Kongresi, Antalya-Tiirkiye
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Rukset Attar, Hande Atasoy, Gazi Yildirim, Ozlem Timirci Kahraman, Seda Giile¢ Yilmaz,
Ozge Kizilkale Yildirim, Altay Burak Dalan, Turgay Isbir.

Myoma uteri gelisimi ile ponl q192r ve 155m polimorfizmleri arasindaki iliskinin tiirk
populasyonunda incelenmesi..

40. Ulusal Hematoloji Kongresi, Bildiri Kitabi, Sayfa: 104, 2014.

6 |Uluslararas1 Katilimli Kongre&Lab Expo 2014 / izmir- Tiirkiye

Altay Burak Dalan, Zeynek Akbulut, Tuba Akdeniz, Emre Murat Altinkili¢, Hasan Sari,
Hasan Aydin, Seda Giile¢ Yilmaz, Hande Atasoy, Melisa Kantar, Elif Kok, Ceren Oztung,
Turgay Isbir.

Gestasyonel Diyabet Hastalarinda LDL Alt Gruplarinin Degerlendirilmesi. Klinik
Biyokimya Uzmanlar1 Dernegi, KONGRE, Bildiri Kitabi, Sayfa: 250, 2014.

7 |3-6 Eyliil 2013 / 25. Ulusal Biyokimya Kongresi, Izmir-Tiirkiye

Giilce Sar1, Nazli Ugunoglu, Hakan Giirkan, Seda Giile¢ Yilmaz, Metin Yazar, Altay Burak
Dalan, Hande Topcu, Ozlem Timirci Kahraman, Turgay Isbir.

Kronik lenfositik 16semi olgularinda FLT3-1TD mutasyonu ve 17P13 delesyonunun
arastirilmast.. 25. Ulusal Biyokimya Kongresi, Tiirk Biyokimya Dergisi, Cilt: 38, Ozel Say1,
2013.

8 |3-6 Eyliil 2013 / 25. Ulusal Biyokimya Kongresi, Izmir-Tiirkiye

Seda Giile¢-Yilmaz, Hiiseyin Giileg, Altay Burak Dalan, Bugra Cetin, Ozlem Timirci-
Kahraman,Dicle Bilge Ogiit, Hande Topcu, Gézde Kisla, Burcu Ugurel, Turgay isbir.
Panik bozukluk Hastalig1 ile ACE I/D Polimorfizmi Arasindaki iliskinin Belirlenmesi
25. Ulusal Biyokimya Kongresi, Tiirk Biyokimya Dergisi, Cilt: 38, Ozel Say1, 2013.

9 |19-23 Aralik 2012 / 10. T1bbi Genetik Kongresi, Bursa- Tiirkiye

Koroner arter hastaliginda Faktér V G1692A varyasyon etkisinin incelenmesi ve Tiirk
toplumundaki dagilimlarinin Belirlenmesi..

Ozlem Timirci-Kahraman, Burak Dalan, Ozlem kiigiikhiiseyin, Giildal inal giiltekin, Seda
Giilec-Y1lmaz, Arzu Ergen, Selim isbir, Turgay Isbir.

Yazlan ulusal/uluslararas kitaplardaki boliimler

Advances in DNA Repair, / Ingilizce (Bilimsel Kitap).

INTECH, Editér: C Chen, Basim sayisi: 1

Boliim adi:DNA Repair Based Therapy in Oncology and Neurodegeneration

Sayfa :405-412.

Turgay lsbir, Uzay Gérmiis, Ozlem Timirci-Kahraman, Arzu Ergen, Altay Burak Dalan, Seda
Gulec-Yilmaz and Hande Atasoy,

Odiilleri

Best Oral Presentation 1 st Prize

12th International Congress of Update in Cardiology and Cardiovascular Surgery

March, 10 - 13, 2016 / Antalya — Turkey

Ticagrelor Attenuates Apoptosis of Lung amd Myocardial Cells Induced by Abdominal Aorta
Ischemia/Reperfusion in a Rat Model

O Findik, S Giile¢ Yilmaz, Y Yazir, M Yardimoglu, U Aydin, S Furat Rengber, K Kavram, C
Balci, A Tekeli Kunt, T Isbir
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Diger (Gorev Aldig1 Projeler/Sertifikalary/Odiilleri)

Kiigiik Hiicreli Dis1 Akciger Kanseri Olgularinda Kaspaz 9 Polimorfizmlerinin Roliiniin
Aragtirilmast (Etik Kurul Onay1 Vardir)

Prof. Dr. Sina Ercan, Dog. Dr. Sibel Aring, Prof. Dr. Turgay Isbir, Dog. Dr. Altay Burak Dalan
Msc. Seda Giile¢ Yilmaz,

Prostat Kanserli Hastalarda Kaspaz9 mutasyonunun Saptanmast (Etik Kurul Onay1 Vardir)
Dog Dr Faruk Yencilek, Do¢.Dr. Asif Yildirim, Msc. Seda Giile¢ Yilmaz, Prof Dr Turgay
Isbir, Dr. Altay Burak Dalan,

Prostat Kanserli Hastalarda IL-1beta mutasyonunun Saptanmasi (Etik Kurul Onay1 Vardir)
Dog Dr Faruk Yencilek, Dog.Dr. Asif Yildirim, Msc. Seda Giile¢ Yilmaz, Prof Dr Turgay
Isbir, Dr. Altay Burak Dalan,

Prostat Kanserli Hastalarda P14 ve GSTP1 Genlerindeki Metilasyonlarin Tanimlanmasi
(Etik Kurul Onay1 Vardir)

Dog Dr Faruk Yencilek, Do¢.Dr. Asif Yildirim, Msc. Seda Giile¢ Yilmaz, Prof Dr Turgay
Isbir, Dr. Altay Burak Dalan, Msc. Sema Akyiirek,

Dejeneratif Disk Hastaliklar1 ile ACAN Gen Polimorfizmi ve Serum Proteoglikan
Seviyelerinin iliskisinin Arastirilmasi

Prof Dr Basar Atalay, Prof Dr Turgay Isbir, Uzm Dr Burhan Giidii, Dog Dr Altay Burak Dalan,
Msc Seda Giile¢ Yilmaz
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