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OZET
Postprandiyal Lipemi fle Plazma MikroRNA Ekspresyon iliskisinin Incelenmesi

Postprandiyal lipemi, yagli yemek sonrasinda olusan plazma lipid ve lipoprotein
seviyelerindeki degisiklikleri ifade eder. Diyetle alinan trigliseridler (TG), mikrozomal
trigliserid transfer protein (MTTP) tarafindan apolipoprotein (Apo) B48 wvasitasiyla
silomikronun (SM) yapisina eklenir. Diyetle alinan kolesterol ise hem MTTP vasitasiyla
SM yapisina hem de ATP bagl kaset tasiyict A1 (ABCA1) proteini lizerinden Apo Al
vasitastyla HDL’nin yapisina aktarilarak taginir. MikroRNA’lar (miRNA) lipid ve
lipoprotein metabolizmasinda o6nemli rol oynarlar. Bu c¢aligmanin amaci, lipid
metabolizmast bozuklugu goriilen metabolik sendrom (MetS) hastalarinda postprandial
siiregte plazma miRNA ekspresyon diizeyleri ile lipid metabolizmasinda gérev yapan

onemli proteinler arasindaki iligkiyi belirlemektir.

Calismamizda 22 saglikli kontrole ve 22 MetS’li hastaya oral trigliserid tolerans
testine (OTTT) uygulandi. Bu kisilerden aglikta ve OTTT sonrasi 2., 4., 6. saatlerde kan
ornekleri alindi. Bu 6rneklerin plazmalarinda MTTP proteinini aktive/inhibe eden miRNA-
122/miRNA-30c ve ABCAL ekspresyonunu inhibe eden miRNA-33a’nin ekspresyon
diizeyleri, MTTP, Apo B48, ABCAL1, Apo Al seviyeleri ve SM partikiil boyutu belirlendi.

Postprandiyal donemde MetS’li hastalarda miRNA-122 ve miRNA-33a ekspresyon
seviyeleri yiiksek, miRNA-30c ekspresyon seviyesi ise diisiik bulundu. Ayrica bu
hastalarda hastalarda aglik durumuna gore postprandiyal 2 ve 4. saatte miRNA-30cC
ekspresyon seviyesinin anlamli azaldigr goriildi. MetS grubu kontrol grubu ile
karsilagtirildiginda, tiim saatlerde TG, MTTP, miRNA-122 ve miRNA-33a seviyeleri
anlaml yliksek miRNA-30c seviyesi ise anlamli diistiktii. Diger taraftan Apo A1l degeri 0.
ve 4. saatlerde anlamli diisiik ve SM partikiil boyutu 4. saatte anlamli yiiksek bulundu
(p<0.05).

Bu ¢alismada elde edilen sonuglara gore, miRNA-122, miRNA-30c ve miRNA-
33a’nin postprandiyal lipemide ve dislipidemide 6nemli rol oynayabilecegi kanaatine

varildi.

Anahtar Sozciikler: Apolipoprotein B48, Hipertrigliseridemi, Lipid metabolizmasi,
Metabolik Sendrom, MikroRNA
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ABSTRACT

Investigation of the Relatiionship Between Plasma MicroRNA Expression and

Postprandial Lipemia

Postprandial lipemia refers to changes in plasma lipid and lipoprotein levels that
occur after fatty meal. Dietary triglycerides (TGs) are added to chylomicron (CM)
structure by apolipoprotein (Apo) B48 via microsomal triglyceride transfer protein
(MTTP). Dietary cholesterol is transported by both into CM structure via MTTP and
transferred to the structure of HDL via ATP binding cassette transporter A1 (ABCA1)
protein through Apo Al. MicroRNAs (miRNASs) play important roles in lipid and
lipoprotein metabolism. The aim of this study was to determine the relationship between
plasma miRNA expression levels and related proteins in patients with high postprandial

TG response.

In our study, 22 healthy controls with low postprandial TG response and 22
metabolic syndrome (MetS) patients with high postprandial TG response underwent oral
triglyceride tolerance test (OTTT). Blood samples were taken from these subjects at fasting
and at the 2nd, 4th and 6th hours after OTTT. The expression levels of miRNA-
122/miRNA-30c that activates/inhibits the MTTP protein and of miRNA-33a that inhibits
ABCAL expression, the levels of MTTP, Apo B48, ABCAL and Apo Al, and the particle
size of CM were determined in these samples.

It was found that while the levels of mMiRNA-122 and miRNA-33a expression were
high, miRNA-30c expression was low in the postprandial period in patients with MetS. In
addition, miRNA-30c expression level decreased significantly at postprandial 2nd and 4th
hours according to fasting state in these patients. When MetS group compared with the
control group, the levels of TG, MTTP, miRNA-122 and miRNA-33a were significantly
high at all hours while miRNA-30c level was low. On the other hand, Apo Al value at 0
and 4th hours was low and CM particle size at 4th hours was high significantly (p <0.05).

According to the results obtained in this study, it was suggested that miRNA-122,
mMiRNA-30c and miRNA-33a may play an important role in postprandial lipemia and
dyslipidemia.

Keywords: Apolipoprotein B48, Hypertriglyceridemia, Lipid metabolism, Metabolic
Syndrome, MicroRNA
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1. GIRIS ve AMAC

Postprandiyal lipemi, yagli yemek sonrasinda olusan plazma lipid ve lipoprotein
seviyelerindeki degisiklikleri ifade eder (1). Insanlarin ¢ogu yemek yeme siklig1 nedeniyle,
giiniin yaklasik 18 saatini tokluk durumunda gegirir (2). Postprandiyal lipemi durumu,
nispeten stabil bir a¢lik durumuna kiyasla, lipoproteinlerin hizli bir sekilde yeniden
yapilandirilmasiyla  dinamik ve kararsizdir (3). Aglhk veya postprandiyal
hipertrigliseridemi ateroskleroz ve kalp damar hastaliklar1 gelisimi i¢in bagimsiz bir risk
faktortdiir (4, 5). Ancak tokluk TG degerlerinin koroner arter hastaligi (KAH) riskini a¢hik
TG degerlerine gore daha giiclii bir sekilde 6ngordiigii bildirilmistir (6).

Diabetes mellitus (DM) ve MetS gibi metabolik hastaliklarda goriilen postprandiyal
TG seviyelerinin yiiksekligi trigliseridce zengin lipoproteinlerin asir1 iiretimi ve/veya
azalmig katabolizmasiyla iliskilidir (7). Postprandiyal donemde SM’larin sentezlenme hizi
hipertrigliserideminin  biyiikliiginii ve siiresini etkiler (1). MetS’nin ayirt edici
ozelliklerinden biri olan dislipidemi durumu; yiiksek TG degerleri, serbest yag asitlerinin
artmasi, artmis Apo B ve diisiik yiiksek yogunluklu lipoprotein-kolesterol (HDL-K)
seviyeleri ile ilgilidir (8).

Yagh bir yemek sonrasinda diyetle alinan TG’ler bagirsak liimeninde serbest yag
asitlerine ve monoagilgliserollere (MAG) hidrolizlenir. Daha sonra yag asitleri ve
MAG’ler, ince bagirsak epitelinin apikal yilizeyinden enterositlere alinip endoplazmik
retikuluma (ER) transfer edilir ve ER’de tekrar TG’lere doniistiiriiliir. SM yapisina MTTP
vasitasiyla Apo B48 ilizerinden TG eklenir ve bdylelikle olusan olgun SM’ler bagirsak
tizerinden lenf dolasimina katilir. Diyetle alinan serbest kolesteroliin enterositlere girisi iSe
Niemann-Pick C-1-like 1 (NPCIL1) protein vasitasiyla gerceklesir. Serbest kolesterol
enterosit icinden ATP bagh kaset tasiyicit proteinler G5/G8 (ABCGS5/8) ile bagirsak
limenlerine geri gonderilebilir veya ag¢il CoA kolesterol aciltransferazlar 1 ve 2 (ACAT1
ve ACAT?2) ile kolesterol esterlerine doniistiiriilebilir. Kolesterol bagirsak epitel hiicreleri
boyunca iki yolla tagmir. Ik yol SM yolagi ile aynidir ve MTTP vasitasiyla kolesterol SM
yapisina katilir. Apo B’den bagimsiz ikinci yolda ise kolesterol, ABCAI {iizerinden Apo
Al tarafindan HDL nin yapisina aktarilir (9).

MikroRNA,; Kiigiik RNA siifinda yer alan, protein kodlamayan (non-coding), gen
ekspresyonun dilizenlenmesinde rol oynayan, yaklasik 20-23 niikleotit uzunlugunda, tek

iplikgikli endojen RNA molekiiliidir. MiRNA’lar hem fizyolojik hem de patolojik



stirecleri kontrol eden gen ifadesinin dnemli diizenleyicileridir ve bir¢ok hiicresel yol,
miRNA’larin diizenleyici islevinden etkilenmektedir (10, 11). Son yillarda yapilan
caligmalarla; lipid, lipoprotein metabolizmasini diizenleyen miRNA’larin  metabolik
sendrom, obezite ve ateroskleroz gibi hastaliklarda 6nemli olabilecegi vurgulanmaktadir

(12).

Lipid metabolizmasi lizerinde onemli rolii olan miRNA-30c etkisini MTTP’nin
mRNA’smin 3’translasyona ugramamis bolgesine baglanarak MTTP’nin aktivitesini
azalttigr gosterilmistir (13, 14). Kolesterol ve lipid metabolizmasinda gérevli miRNA-
122’nin kolesterol metabolizmasina etkisi 3-hidroksi-3-metilglutaril-koenzim A sentaz 1
(HMGCS1) ve 3-hidroksi-3-metilglutaril-koenzim A rediiktaz (HMGCR) basamaklari
tizerinden, TG metabolizmasina etkisi ise MTTP iizerinden iizerinden oldugu bulunmustur.
MiRNA-122’nin baskilanmasi ile plazma kolesterol ve TG seviyelerinin azaldig: tespit
edilmistir (15, 16). Kolesterol metabolizmasinda gorevli miRNA’lardan biri olan miRNA-
33a, sterol regiilator element-baglayici protein (SREBP) genlerinin i¢inde lokalize olan
intronik bir miRNA’dir. MiRNA-33 ekspresyonunun artmasiyla ABCA1 ekspresyonunda
azalma goriiliir ve Apo Al ilizerinden HDL’ye kolesterol akisi bozulur ve bdylece HDL-K

seviyelerinde azalma goriliir (12, 16).

Literatiirde insanlarda aclik ve postprandiyal doneme ait plazma miRNA
seviyelerini inceleyen herhangi bir calismaya rastlanilmadi. Caligmamizda saglikli ve
postprandiyal hipertrigliseridemili kisilerde lipid metabolizmasi {izerinde diizenleyici rol
oynayan miRNA-122, miRNA-30c ve miRNA-33a’nin postprandiyal siirecte zamana bagli
ekspresyon seviyeleri, miRNA-122 ve miRNA-30c seviyelerinin MTTP, Apo B48, SM
partikiil boyutu ve plazma TG seviyeleriyle, miRNA-33a seviyelerinin ise Apo Al,

ABCAL1 ve plazma HDL-K seviyeleriyle iligkisinin incelenmesi amaglandi.



2. GENEL BILGILER
2.1. Postprandiyal Lipemi

Postprandiyal lipemi, yagli yemek sonrasinda olusan plazma lipid ve lipoprotein

seviyelerindeki degisiklikleri ifade eder (1).

Lipid, lipoprotein metabolizmas1 ile ateroskleroz ve kardiyovaskiiler hastalik
gelisimi arasindaki iligki hakkinda bildiklerimizin ¢ogu, ac¢lik durumunda yapilan
aragtirmalara dayanmaktadir (3). Aglik kan TG seviyeleri, diyetin igerigi ve metabolik
aktivitenin kiimiilatif etkilerini gosterse de, giin icinde tiiketilen yiyeceklerin veya
Oglinlerin etkisini tam olarak yansitmazlar (9). Gilinlimiizde insanlarin gida tiiketim
aligkanlig1 degismistir ve kisiler giinde ortalama 20 ile 70 g arasinda yag iceren ii¢ veya
daha fazla 6giin tiketmektedirler. Plazma TG seviyeleri, bazal seviyelere inmeden 6nce
insanlarin TG yoniinden zengin Ogilinlerin tiiketilmesine devam ettigi goriilmektedir.
Insanlarin yemek yeme siklig1 goz oniine alindiginda giiniin yaklasik 18 saat gibi biiyiik bir
bolimiinii tokluk durumunda gecirdigi gorilmektedir. Bu 18 saatlik postprandiyal
donemde plazma lipid ve lipoprotein diizeylerinde siirekli bir dalgalanma meydana
gelmektedir (2). Postprandiyal lipemi durumu, nispeten stabil bir aglik durumuna kiyasla,
lipoproteinlerin hizli bir sekilde yapim ve yikimi igeren dinamik ve kararsiz bir siirectir.
Aglik ve tokluk kan TG seviyelerinin yiiksekligi, kardiyovaskiiler hastaliklar gibi
aterosklerozla ilgili diger bircok kronik hastalik i¢in 6énemli bir risk faktorii olarak kabul

edilmektedir (3).

Postprandiyal siiregte diyetle alinan trigliseridler bagirsaktan dolasima $M
vasitasiyla gecer. Tokluk sonrasi yapilan TG Sl¢iimleri, diyetsel yag alimina cevap olarak
tretilen SM diizeylerini yansitmaktadir (17). 1979 yilinda Zilversimit tarafindan
postprandiyal silomikronlarin aterogenez olusumuna neden oldugunu gosteren bir derleme
yayinlamistir (18). Bu tarihten sonra SM ve SM remnantlar1 iizerine yapilan ¢alismalar
artarak devam etmistir. Giiniimiizde SM firetiminin biiyiik 6l¢iide endojen faktorler olmak
tizere pek cok faktor tarafindan diizenlendigi bilinmektedir. Hormonlar, serbest yag
asitleri, genetik faktorler, sirkadiyen ritim gibi endojen faktorlerin yaninda gida bilesenleri,
nutrasotikler ve terapotik miidahaleler gibi eksojen faktorler de SM konsantrasyonunu
etkilemektedir (17).

Postprandiyal donemin bir ile ii¢ saatlik doneminde oksidatif stres, mononiikleer

hiicreler ve polimorfoniikleer 16kositler tarafindan reaktif oksijen tiirlerinin iiretilmesinde
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artig gorilebilir. Bu metabolik degisiklige cevap olarak insiilin direnci, inflamasyon,
vaskiiler patolojiler gibi olumsuz sonuglar meydana gelebilir. Asir1 miktarda yagl besin
tiikketimi, ¢esitli inflamatuvar yolaklarin aktivasyonunu igeren lipotoksik bir duruma neden
olabilir. Yiiksek yagli bir 6giin tiiketiminden bir saat sonra, inflamasyonun ana
diizenleyicisi olan niikleer faktor-kappa B, hiicre yiizeyi reseptorlerinin aktivasyonu
nedeniyle serbest yag asitleri tarafindan aktive olur. Bu durum, interlokin-6, timor
nekrozis faktér o ve interlokin-8 gibi pro-inflamatuvar mediatorlerin ekspresyonunun

artmasina neden olur (2, 9).

Asir1 yagl beslenme yani postprandiyal lipemi yukarida da deginildigi iizere birgok
patolojik duruma yol agmakla birlikte hipertrigliserideminin seviyesi ve etkileri yoniinden
birgok faktore bagli olarak kisiler aras1 farkliliklar gostermektedir. Postprandial lipemiye
etki eden faktorler arasinda diyetle alinan yaglarin miktar ve tiiriiniin yani sira, kolesterol,
karbohidrat, protein, lifler vb diger besin bilesenleri de yer almaktadir. Ayrica fiziksel
aktivite, sigara kullanimi, alkol tiiketimi gibi yasam tarzi kosullar1, yas, cinsiyet, menopoz
gibi fizyolojik durumlar, patolojik ve genetik faktorler de postprandiyal lipemiyi
etkilemektedir (19).

2.1.1. Postprandiyal Lipemiye Etki Eden Faktorler

Postprandiyal plazma TG seviyelerini oncelikle diyetle alinan yaglarin miktari
etkilemektedir. Yapilan c¢alismalarda 5-15 g gibi az miktarda yag iceren test yemekleri
tilketildiginde, postprandiyal plazma TG seviyelerinin énemli 6lglide etkilenmedigi; orta
diizeyde tiiketilen yaglarin (30-50 g) doza bagli olarak postprandiyal TG seviyelerini
arttirdig1 gozlenmektedir. Cok yiiksek dozlarda (80 g ve iistii) alinan besinsel yaglarin ise
yiiksek postprandiyal TG cevaba sebep oldugu ancak bu artisin doza bagimli olmadig
belirtilmektedir. Ote yandan, yag iceren ardisik dgiinlerin (giinliik iki veya ii¢ 6giin)
lipemiyi arttirdigi goriilmektedir. Insanlarin yemeklerinde tiikettikleri yag miktar1 20 ile 40
g arasinda degismektedir. Giinliilk iki ya da ii¢ ana o6glinde bu miktarlarin alindig
distintildiiginde TG seviyeleri giiniin biiyilk bir boliimiinde yiiksek seviyelerde
seyretmektedir. Bundan dolay1 yiiksek miktarda besinsel yag tiiketimi postprandiyal

lipeminin ortaya ¢ikmasina neden olmaktadir (19).
Postprandiyal lipemi sadece diyetle alinan yag miktar1 degil, aynm1 zamanda bu
besinlerin igerdigi yaglarin bilesimi, doymus, doymamis yag asidi icermesi ve yag asidi

zincir uzunlugu gibi faktorlerin de etkili oldugu yapilan caligmalarla bildirilmektedir.



Doymus yag asidi yoniinden zengin beslenme doymamis olana gore postprandiyal lipemiyi
daha fazla arttirmaktadir (20, 21). Kisa ve orta zincirli yag asitleri SM yapisina girmeyip
portal dolasima katildig1 igin postprandiyal lipemiye etkisi smurlidir (19). Saglikli
bireylerle yapilan bir ¢alismada, bir 6gtinde 0, 140, 280 ve 710 mg kolesterol ihtiva eden
45 g yag igerikli test yemegi tliketildiginde 280 ve 710 mg kolesterol igeren Ggiiniin
plazmada trigliseridce zengin lipoprotein seviyelerini daha fazla arttirdigi gosterilmistir
(22).

Yapilan c¢alismalara gére OTTT oOgiintine eklenen glukoz saglikli kisilerin
postprandiyal TG cevabini degistirmezken, glukoz yerine fruktoz ve sukroz kullanildiginda
TG cevabi anlamli diizeyde artmistir (23, 24). Diger bir ¢alismada insiilin direnci olan
kisilerde, glisemik indeksi yiiksek 6giinlerin tiiketilmesi ile Apo B48 ve Apo B100 igeren

lipoproteinlerin seviyelerinde artig goriilmistiir (25).

Yagli 6giin tiikketimine gore daha az yaglh ve proteince zengin kirmizi et tiiketiminin
SM seviyelerini azalttig1 tespit edilmistir (26). Ayrica Tip 2 diyabetlilerde yaglh test
Oglinlerine eklenen peynir alti suyunun daha az $M olusumuna sebep oldugu, dolayisiyla

postprandiyal TG cevabin daha diisiik seviyelerde oldugu goriilmiistiir (27).

Lifli besinlerin tiikketilmesinin ve OTTT 6gilinline eklenmesinin dolasimda SM

seviyelerini azalttigi dolayisiyla postprandiyal TG cevabi da azalttigi gosterilmistir (28,
29).

Yagl 6giinlerin fazla tiiketilmesiyle birlikte artan postprandiyal TG seviyelerinin,
yogun fiziksel aktivite ve fazla enerji tiiketilmesiyle birlikte azaltilabildigi gosterilmistir.
Ozellikle siirekli egzersiz yapan kisilerde trigliserid yoniinden zengin lipoproteinlerin
seviyelerinde azalma gorildigi tespit edilmistir (30). Sigara kullaniminin ise tam tersi
etkisi oldugu bildirilmektedir. Sigara kullanan kisilerde kullanmayanlara gore dolasgimdaki

silomikron seviyelerinin arttig1 gosterilmistir (31).

Yas ve cinsiyet gibi fizyolojik faktorlerin de postprandiyal TG seviyelerini
etkiledigi gosterilmistir (19, 32). Insanlarda ilerleyen yasa bagli olarak lipoprotein lipaz
aktivitesinde azalma oldugu icin postprandiyal lipemi seviyelerinde artis goriilmektedir
(33). Menopoz sonras1 kadinlarda postprandiyal TG seviyelerinin arttig1 da gosterilmistir
(34). OTTT sonras1 postprandiyal TG seviyelerinin erkeklerde bayanlara gére daha yiiksek
oldugu gosterilmistir (32).



Ozellikle obezite ve tip 2 diyabet gibi patolojik faktorler postprandial lipemik
cevaba olumsuz yonde etki etmektedir. Abdominal obezite ile birlikte karacigerde serbest
yag asidi miktar1 artmakta, buna bagli olarak hepatik TG sentezinde de artis gériilmektedir
(35).

Tip 2 diyabetli kisilerde yiiksek TG ve diisik HDL-K seviyeleri goriilmektedir.
Ince bagirsak ve karacigerde sentezlenen lipoproteinler bu kisilerde yiiksek seviyelerde
tespit edilmistir. Ayrica bu bireylerde artmis postprandiyal TG cevabi goriilmektedir (36).
Artan postprandiyal TG seviyesi hem kolesterol ester transfer protein (CETP)
aktivasyonunu, hem de yiiksek miktarda Apo B igeren lipoproteinlere kolesterol
esterlerinin gecisini arttirir. Buna bagli olarak HDL’ye TG gegisi artar. Uzamis VLDL ve
SM katabolizmasi, HDL miktarini azaltir. Diigiik HDL diizeyleri ile yiiksek TG diizeyleri
arasindaki 1iligki, aterosklerotik olaylarda postprandiyal dénemin Onemini ortaya

koymaktadir (37).
2.2. Postprandiyal Lipid Metabolizmasi
2.2.1. Yaglarin Sindirimi

Besinsel yaglarin en &nemli lipid bileseni triacilgliseroldiir. Insanlar tarafindan
giinde ortalama 20 ile 70 g arasinda veya daha asir1 miktarda tiiketilebilmektedir (38).
Yagl bir yemek sonrasinda diyetle alinan TG’ler bagirsak liimeninde iki asamada serbest
yag asitlerine ve MAG’lere hidrolizlenir. ilk olarak, sulu bir ortamda hemen hemen
¢oziinmeyen TG’ler, agizda fiziksel olarak parcalandiktan sonra midede lingual ve gastrik
lipazin etkisiyle sindirim baglar. Duodenum ve jejunumda safra asidi vasitasiyla migel
olustururlar. Bu migel yapisindaki TG molekiillerindeki yag asitlerinde bulunan ve polar
olmayan metil gruplari, i¢c tarafa dogru yonelir. Boylece partikiiller kiigiiliir ve
kiimelesemezler. Ikinci asamada, migeller ince barsak hareketleri vasitasiyla ilerler. TG
molekiilleri MAG ve yag asitlerini vermek iizere cesitli lipazlar/kolipazlar tarafindan
hidrolizlenir. Diyetle alinan TG’nin hidrolizi, midede lingual ve gastrik lipazlarin etkisiyle
meydana gelir. Duodenum ve jejunumda pankreatik trigliserit lipaz ile iliskili protein 2 ve
karboksil ester lipaz igeren birka¢ pankreatik trigliserit lipaz ile tamamlanir. Pankreatik
lipaz enzimi ile TG molekiilleri yag asitleri ve MAG yapisina pargalanmis olur (Sekil 1)
(39).
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Sekil 1. Diyetle alinan yaglarin sindirimi (Pan’dan, 39)

2.2.2. Enterositlere Monoacilgliserol ve Yag Asitlerin Alinmasi

Serbest yag asitlerinin ince bagirsaktan kisa zincirli olanlar1 pasif diflizyon ile orta ve
uzun zincirli olanlar1 ise spesifik tasiyicilar vasitasiyla aktif gegisi saglanmaktadir. Yag
asidi tasiyicisi olan yag asidi farklilasma kiimesi 36 (CD36), ince bagirsagin proksimal
kisminda eksprese edilir ve bagirsak hiicrelerinin yag asidi aliminda 6énemli bir rol oynar.
Plazma membran1 yag asidi baglayict protein (FABPpm), yag asidi transport protein 4
(FATP4) ve yag asit translokaz (FAT / CD36) gibi farkli proteinler de bagirsakta yag
asitlerinin taginmasini kolaylastirir. Daha sonra yag asitleri ve MAG ince bagirsak
epitelinin apikal yiizeyinden enterositlere alinip sitozolik yag asidi baglayici proteinler (L-
FABP ve |-FABP) tarafindan ER’ye transfer edilir ve ER’de tekrar TG’lere doniistiiriiliir.
SM yapisina MTTP vasitasiyla Apo B48 iizerinden TG eklenir ve bdylelikle olusan olgun

silomikronlar bagirsak {izerinden lenf dolasimina katilir.

Diyetle alinan serbest kolesteroliin enterositlere girisi ise NPCIL1 proteini
vasitastyla gerceklesir. Serbest kolesterol enterosit iginden ABCGS5/G8 ile bagirsak
liimenlerine geri gonderilebilir veya acil CoA kolesterol ACAT1 ve ACAT?2 ile kolesterol
esterlerine dondstiiriilebilir. Kolesterol bagirsak epitel hiicreleri boyunca iki yolla tagmir.
Ik yol SM yolag ile aynidir ve MTTP vasitasiyla kolesterol SM yapisina katilir. Apo
B’den bagimsiz ikinci yolda ise kolesterol, ABCA1 iizerinden Apo Al tarafindan HDL nin



yapisina aktarilir. Bu yol Apo Al’in kolesterol taginmasindaki onemini gostermektedir

(Sekil 2) (39-41).
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Sekil 2. Intestinal lipid absorpsiyonu (Hussain’den, 41).

2.3. Silomikron Lipoproteinin Yapisi ve Sentezi

2.3.1. Silomikronun Yapisi

Silomikronlar, enterositlerde sentezlenen, diyetle alinan trigliseridlerin ve
kolesteroliin periferik dokulara ve karacigere tasinmasinda rol alan, trigliserid bakimindan
zengin biiyiik partikiillerdir (40). SM’ler, 75 ile 450 nm ¢apinda, heterojen yapida, plazma
lipoproteinlerinin en biiyiilk olanidir (41). Yogunluklari 0.93 g/mL’dir. Kuru agirlik
yiizdesi olarak SM partikiiliiniin %85-92’si TG, %6-12’si fosfolipid, %1-3’i kolesterol ve
%1-2’si proteinlerden olusmaktadir (42). SM yiizeyi tek tabaka fosfolipid ile gevrilidir ve

ylizeyinde serbest kolesterol igerir. Yiizeyinde Apo B48 adi verilen integral proteinin
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yanisira Apo Al, Apo AIV ve Apo C gibi apolipoproteinler de bulunur. Partikiiliin merkezi
ise TG ve Kkolesterol esterleri bakimindan zengindir (41).

2.3.2. Silomikron Sentezi ve Dolasimi

Diyetle alinan TG’lerin sindirim ve emilim asamalar1 gergeklestikten sonra agiga
cikan kisa ve orta zincirli yag asitleri ince bagirsak hiicrelerinden direkt olarak portal
dolagima salinir ve alblimine baglanarak karacigere taginir. Uzun zincirli yag asitleri ise
ince bagirsak hiicrelerinde yeniden TG’lere doniistiiriilir. Bu TG’ler enterositlerin
ER’sinde  MTTP wvasitasiyla Apo B48, fosfolipid ve esterlesmemis kolesteroliin
olusturdugu ince bir tabaka tarafindan gevrelenerek primordial silomikronu olusturur(26).
Primordial SM’yi olusturan ilk kisim, Apo B48, fosfolipidler, kolesterol ve az miktarda TG
ve kolesterol esteridir. Salgilanan pargaciklarin boyutunun heterojenligi, yag emilim

oranina, emilen yagin cinsine ve miktarina baglidir (43, 44).

Endoplazmik retikulum limeninde primordial silomikronun yapisina Apo
AlV’inde eklenmesi ve MTTP vasitasiyla Apo B48 iizerinden daha fazla TG’nin yapiya
katilmasiyla partikiiliin ¢ekirdek kismi genisler ve presilomikron (PC) yapisina doniisiir.
PC’nin TG’ce zenginlesmesi ve yapiya fosfolipid-kolesterol tabakasi ile Apo AlIV’iin
eklenmesiyle, yap1 kararli hale gelmis olur. ER liimeninde olusan bu yapi golgiye
gonderilmeye hazir hale gelir. PC’nin ER liimenindeki biyosentezi gergeklestikten sonra
PC, ortalama c¢ap1 yaklasik 250 nm olan PC transport vezikiiller (PCTV) halinde
paketlenir. PC transport vezikiilleri olusan PC’yi ER liimeninden cis-golgiye transfer eder.
Sitozolik L-FABP bu vezikiilii cis-golgiye iletir. Vezikiil iligkili membran protein 7
(VAMPT) ve CD36 proteinleri PCTV’lerin golgiye dogru bir sekilde yonlendirilmesini
yaparlar. Boylece vezikiill membran ile uygun bir sekilde birlesir (Sekil 3) (43, 45).
Golgiye L-FABP vasitasiyla taginan PCTV’nin golgi ile birlesmesini saglayan vezikiil
iligkili V-soluble N-ethylmaleimide duyarli faktér bagli protein reseptor (SNARE)
proteinidir. Bu proteinin 6zelligt PCTV’nin yonlendirilmesi ve golgi ile birlesmesini

saglamaktir. Golgi ile birlesen bu vezikiil tagidigi PC’yi golgi liimenine birakir (43, 46).

Presilomikron transport vezikiiliinden farkli olarak ER’de ikinci bir vezikiil
tomurcuklanir. Kaplama protein kompleksi II'nin (COP II) gorevi Apo Al’i golgi
limenine tasimaktir. Bu vezikiiliin boyutlar1 yaklasik 55 ile 70 nm arasinda degismektedir
(43).



Sentezlenen TG’ler golgi kompleksinde diger hiicrelere taginmak iizere silomikron
ad1 verilen lipoprotein yapisina paketlenir. Olgunlasmamis SM lenf yoluyla plazmaya
tasinir ve plazmada HDL’den Apo C ve Apo E apolipoproteinlerini alarak olgun SM’ye
doniistir. Apo CII lipoprotein lipazi (LPL) aktive eder. Olgun SM dolasima girdikten sonra
TG’yi endotel hiicrelerinin yiizeyinde, 6zellikle adipoz ve kas dokusunda MAG ve yag
asitlerine hidrolize etmek icin LPL ile etkilesime girer. Bu hidrolitik {iriinler, ya albiimine
baglanir ya da hizli bir sekilde oksidasyon icin kas veya depolama i¢in yag dokusu
tarafindan alinir. Daha sonra, Apo A ve Apo CII apolipoproteinlerinin HDL’ye aktarimi
sonucu silomikron remnanti olusur. Karacigere gelen silomikron remnantlari endositozla

hiicre igine alinarak lizozomlarda yikilir (2).
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Sekil 3. Silomikronun sentezlenmesi ve salgilanmasi (Mansbach’dan, 45). RER: Graniillii

Endoplazmik Retikulum, SER: Diiz Endoplazmik Retikulum, DP: Yogun Partikiil,
LP: Hafif Partikiil.
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2.4. Silomikronun Sentezinde ve Fonksiyonunda Gorev Alan Bazi Proteinler
2.4.1. Apolipoprotein B48

Karaciger ve ince bagirsakta sentezlenen Apo B, TG bakimdan zengin
lipoproteinlerin sentezinde gérev yapan yapisal proteindir. Dokuya 6zgii olarak Apo B100
ve Apo B48 olmak iizere iki farkli sekilde sentezlenir. Silomikronlarda bulunan Apo B48,
Apo B100’in N-terminalinin  %48’inin translasyona ugradigi apolipoproteindir.
Karacigerde Apo B100 mRNA’s1 posttranskripsiyonel diizenlenmeye ugramadigindan bu
apoproteinin %100’# translasyona ugrar. UAA stop kodonu tarafindan Apo B mRNA’sinin
6666 niikleotidinde ve 2153. amino asidin CAA kodundaki sitozin bazi urasil baz ile yer
degistirir ve bdylece Apo B48 lipoproteini olusur. Yetiskin insan ve ratlarin
bagirsaklarinda sentezlenen tek apo B seklidir (39). Apolipoprotein B100 iki p-tabakasi ve
ti¢ a-heliks yapisindaki iken Apo B48 iki a-heliks ve bir B-tabakasi yapisindadir (45).

Apolipoprotein B48’in translasyonu tamamlaninca MTTP’ye baglanir. MTTP
vasitasiyla Apo B48 iizerinden fosfolipid, kolesterol esterleri ve TG bir araya gelerek
primordial silomikron olusur. Yine MTTP vasitasiyla Apo B48 iizerinden daha fazla TG
partikiil yapisina katilarak presilomikron kararli yapisi olusur (Sekil 4) (43, 47).

FFA ve MAG Intestinal Liimen

Firgamsi Yiizey Membran

Sitozol — L ApoB mRNA

FABP

Apo B-48

\F:imnrdiyal 5M
ok

MGATIDEAT L5007
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{COPI,

, v Bazolateral Sekresyon

Sekil 4. Silomikronun hiicre i¢i sentez basamaklar1 (Black’den, 43).
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2.4.2. Mikrozomal Trigliserid Transfer Protein

Mikrozomal trigliserit transfer proteini 1984 yilinda ilk olarak Wetterau ve
Zilversmit tarafindan tanimlanmistir (48). Heterodimer yapidaki MTTP, M alt birimi 97
kDa’luk ve P alt birimi ise 55 kDa’luk olup ER liimeninde bulunur. Biiyiik alt birim olan
M alt birimi, karacigerde ve ince bagirsakta ER membranina lipid transferinde gorevlidir. P
kiiglik alt birimi ise protein disiilfit izomeraz (PDI)’dir (49). MTTP proteini karaciger ve
ince bagirsak disinda plasenta, kalp, bobrek, pankreas, testis ve yumurtaliklarda da diistik
seviyelerde bulunmaktadir (50).

Mikrozomal trigliserid transfer protein, lipidlerin lipoprotein partikiillerine
transferine yardimci olur ve Apo B’nin uygun olmayan konformasyonlarda katlanmasini
ve proteozomlar tarafindan yikima ugramasinmi engeller. Bu sayede Apo B iceren
lipoproteinlerin sentezlenmesine yardimer olur (51). ER’de bulunan MTTP, TG, Kkolesterol
esterleri ve fosfolipidlerin tasinmasina yardimei olur (52). Heterodimer yapidaki MTTP,
hepatositlerde Apo B100 ve enterositlerde Apo B48 vasitasiyla lipoproteinlerin yapisina
TG, kolesterol esterler ve fosfolipidleri eklemektedir. Eger MTTP araciligiyla lipid
transferi azalirsa veya durursa, Apo B48 degrede olur. Buna bagli olarak enterositlerde
silomikron sentezlenemez. MTTP’nin, Apo B’nin par¢alanmasini ve uygun olmayan
konformasyonlarda katlanmasin1 engellenmede baslica rol oynadigi goriilmektedir.
Lipoprotein yapisinin olusumunda baglica rolii olan bu proteinin diizenlenmesini kontrol
eden mekanizmalarin belirlenmesi de 6nemlidir. Ozellikle bagirsak ve karacigerde
sentezlenen MTTP’nin, ¢esitli transkripsiyon faktorleri ile diizenlendigi bilinmektedir. Bu
mekanizmanin aydinlatilmasi i¢in MTTP iligkili miRNA’lar {izerinde son yillarda yapilan

aragtirmalar artarak devam etmektedir (51).
2.5. Kolesteroliin HDL’ye ATP Baglayic1 Kaset Tasiyic1 A1 Proteini ile Taginmasi

ATP baglayict kaset tagiyict Al proteini, enerji kaynagi olarak ATP’yi kullanarak
lipid transportunu saglayan integral membran proteinidir. On iki iiyesi olan ABC siiper
ailesinden biri olup 2261 amino asit ve 50 ekzondan olusan her biri alti heliksli iki
transmembran bolgesi ve iki korunmus peptit motifi olan bir niikleotid baglama bolgesine

sahiptir (53).

ATP baglayict kaset tasiyict Al proteininin, karaciger ve bagirsak hiicrelerinde
bazolateral membrana yerlesik olarak bulundugu belirlenmistir (54). En onemli gorevi,

kolesteroliin Apo Al vasitasiyla HDL’ye transfer edilmesine aracilik etmesidir. Bu
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nedenle ABCA1, HDL biyogenezinin 6nemli bir diizenleyicisi olup hiicresel kolesterol
akiginda onemli rol oynar (55). ABCA1 proteininin kolesterolii HDL partikiiliine aktarma
mekanizmas1 iki modelle agiklanmaya calisitimistir. Ilk modele gore hiicre igi kolesterol ve
fosfolipitlerin tasiyic1 vezikiil vasitasiyla golgi aygitindan plazma membraninda bulunan
ABCA1’e tasinmasidir. Bu yol iizerinden kolesterol Apo Al vasitasiyla HDL’ye transfer
edilir (56). ikinci mekanizma kalsiyum bagli endositoz modelidir. ATP baglayic1 kaset
tastyict Al proteinindeki endositik bolmelerde lipid domaini yer almaktadir. Bu domain
sayesinde kolesteroliin membran ¢ift tabakasi boyunca ABCALI araciligiyla translokasyonu
saglanir. ABCA1 iizerinden Apo Al bu membran lipitleriyle etkilesime girer ve
kolesteroliin HDL’ye aktarimi gerceklesir. Boylece Apo Al iizerinden HDL partikiiliine
hiicre i¢i kolesterol bu yolla aktarilmis olur (Sekil 5). Her iki mekanizmada fazla

kolesteroliin hiicre iginden hizli ve etkili bir sekilde uzaklastirilmasi saglanir (57).

Lipidsiz Apo A1 Olgunlasmamiz HDL
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Sekil 5. ABCAL1 transport mekanizmasi (Santamarina-Fojo’den, 57)
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ATP baglayici kaset tasiyict Al proteinin mRNA’st transkripsiyonel olarak
diizenlenmektedir. Son yillarda ABCAL gen ekspresyonunu diizenleyen miRNA’larin
rolleri literatiire sunulmaktadir. Ozellikle miRNA-33a’nin  ABCA1 ekspresyonunu
diizenleyerek kolesteroliin hiicre disina tasinmasinda etkili rol oynadigi tespit edilmistir

(12, 58).
2.6. MikroRNA

Watson ve Crick tarafindan DNA’nin yapisinin kesfedilmesinden bu yana gecen
zamanda molekiiler biyoloji alaninda hizli ilerlemeler gerceklesmistir. Yapilan arastirmalar
biiyiik ol¢iide DNA dizisinin aydinlatilmasina ve bu DNA dizisi tarafindan kodlanan
proteinlerin tanimlanmasina odaklanmistir. DNA’nin  biiyiik bir kismi RNA’ya
kopyalanmasina ragmen, genomdaki yaklagik %2’lik bir miktar fonksiyonel proteinler
sentezlemek icin kullanilmaktadir (59). Yakin zamana kadar genomun geriye kalan
kisminin daha az 6nemli oldugu diisiiniilmekteyken, protein kodlamayan kiiciik RNA’larin,
gen ekspresyonun post-transkripsiyonel diizenlenmesinde 6nemli rol oynamasi bu goriisii

ortadan kaldirmustir (10).

MikroRNA, gen ekspresyonun diizenlenmesinde rol oynayan, yaklasik 20-23
niikleotid uzunlugunda, tek iplik¢ikli endojen RNA molekiiliidir. MiRNA’lar hem
fizyolojik hem de patolojik siiregleri kontrol eden gen ifadesinin 6nemli diizenleyicileridir

ve bir¢ok hiicresel yolak, miRNA’larin diizenleyici islevinden etkilenmektedir (11, 60).

MikroRNA’larin insan genomunun yaklasik %3’linli olusturdugu belirtilmektedir
(10). MiRNA’lar1 sifreleyen genomik dizilerin bir¢ok canli tirlinde korundugu
belirtilmektedir (59). Ayrica miRNA’larin omurgalilarda mRNA’larin yaklasik %50°sinin
diizenledigi tahmin edilmektedir (11).

2.6.1. MikroRNA’nin Tarihcesi

1993 yilinda Lee ve ark. Ambros ve Ruvkun laboratuvarlarinda nematod grubundan
bir solucan olan Caenorhabditis elegans (C. elegans) {izerinde yaptiklari ¢alisma sirasinda
Lin-4 adi verdikleri ilk miRNA’y1 kesfetmislerdir (61). Bu organizmalarda, ilk larva
safhasi olan L1’den L2'ye geg¢is i¢in Lin-14 proteininin regiilasyonunun Lin-4 tarafindan
diizenlendigi belirlenmistir. Reinhart ve ark. 2000 yilinda C. elegans’da, Let-7 olarak
adlandirdiklar1 22 niikleotid uzunlugunda bir miRNA daha kesfetmislerdir. Let-7 nin
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biyolojik fonksiyonundan dolay1 insan ve bazi tiirlerde korunduklarini gézlemlemislerdir
(10, 59).

Mart 2019°da yayimlanan miRNA veritabanina gore insanda 1917 adet miRNA

belirlenmistir ve bu sayinin her gegen giin artacagi goriilmektedir (62).
2.6.2. MikroRNA Biyogenezi

MikroRNA’lar, gen ekspresyonunun diizenlenmesinde dnemli rol oynayan, protein
kodlamayan bir RNA smifidir ve omurgalilarda tim mRNA‘larin yaklasik %50’sini
diizenledigi tahmin edilmektedir. MIRNA’larin ¢ogu, DNA dizilerinden birincil
miRNA’lara kopyalanir daha sonra 6nclii miRNA’lara ve son olarak olgun miRNA olacak
sekilde islenir. Cogu durumda miRNA’lar, mRNA’nin yikimini1 veya translasyonel
baskilamasini tetiklemek i¢in hedef mRNA'larin 3’¢evrilmemis bolgesi (3°’UTR) ile
etkilesime girer. Belirli kosullar altinda, miRNA’lar translasyonu aktiflestirebilir veya
transkripsiyonu diizenleyebilmektedir. MiRNA’lar hedef genleriyle siirekli etkilesim
icindedir. Hiicre i¢i yerlesimleri miRNA-mRNA etkilesimlerinin afinitesi gibi bir¢ok
faktore baglidir. Ayrica hiicre dist sivilara salgilanabilir ve hedef hiicrelere, eksozom gibi

vezikiiller yoluyla veya Argonaute gibi proteinlere baglanma yoluyla tasinabilir (63).

MikroRNA biyogenezi, RNA polimeraz 11/11l transkriptlerinin posttranskripsiyonel
olarak islenmesiyle bagslar. Hali hazirda tanimlanmis tiim miRNA’larin yaklasik yarisi
intrageniktir ve ¢ogunlukla intronlardan nispeten az sayida protein kodlayan gen
ekzonundan islenirken, diger yarisi intergeniktir. Bir konak¢1 geninden bagimsiz olarak
kopyalanir ve kendi promotorleri tarafindan diizenlenir. Bazen miRNA’lar, benzer

bolgelerine sahip olabilecek uzun bir transkript olarak da kopyalanir (64).

MikroRNA’lar, sag¢ tokas1 formundaki genomik dizilerde transkripte olurlar ve bu
diziler Dicer ve Drosha enzimleri tarafindan taninirlar. MiRNA’larin olusum siireci 3
adimda gerceklesmektedir ve RNA polimeraz II tarafindan g¢ekirdekte transkripsiyonu
meydana gelir. Tk adimda nukleus igerisindeki miRNA genlerinden primer miRNA (pri-
miRNA)’larin transkripsiyonu ve sap—ilmik yapisinda primer transkript olusur. Primer
miRNA‘larin 5’cap ve 3’poly A kuyruklar1 vardir. Ikinci adimda yine niikleus iginde yer
alan Drosha ve kofaktorii Di George Syndrome Critical Region 8 (DGCRS8) pri-miRNA’y1
belirli bolgelerden keserek 70 niikleotitlik pre-miRNA olusturulur. Niikleaz olan Drosha ve
cift iplilikli RNA baglayan bir protein olan Pasha bir kompleks olustururlar. Pre-miRNA,
Exportin 5 ve RAN-GTP vasitasiyla sitoplazmaya tasinir. Pre-miRNA’lar sitoplazmada
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Dicer tarafindan kesilerek olgun ¢ift zincirli miRNA olusur. Oncelikle pre-miRNA’nin sap
ilmek yapis1 Dicer tarafindan kesilir. Daha sonra RISC kompleksinde bulunan Argonaute 2
(Ago2) proteini, daha kararli olan miRNA’y1 secerek RISC kompleksine dahil eder. Olgun
miRNA’nin sap ilmek yapist1 kokenine gore miRNA-5p veya miRNA-3p olarak
adlandirilir. Bu olgun miRNA yapist RISC molekiiliine dahil olmas1 kompleks yapiy1
komplementer oldugu mRNA’ya yonlendirir ve mRNA’nin iglevini ya translasyonu inhibe
ederek ya da mRNA’nin yitkimini kolaylastirarak inhibe eder. Ayrica miRNA’nin ¢ekirdek
olarak da adlandirilan ve 5’ ucunda bulunan 2-7 niikleotid, ilgili hedefle eslesmesi
acisindan son derece onemlidir (Sekil 6) (11, 52, 65).
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Sekil 6. MikroRNA biyogenezi (Irani’den, 52).

2.6.3. Dolasimda Yer Alan MikroRNA’lar

MikroRNA’larin ¢ogu, hiicresel ortamda tespit edilirken, sasirtici sekilde farkli biyolojik
stvilarda da tespit edilmistir. Son caligmalar, miRNA’larin hiicreler ve dokular arasinda
taginabildigi ve sadece serum ya da plazmada degil, ayn1 zamanda tiikiiriik, gézyasi, idrar,
anne siitli, kolostrum, periton sivisi, beyin omurilik sivisi, brongiyal lavaj, seminal sivi ve
folikiiler sivi dahil olmak {izere farkli hiicre disi biyolojik sivilarda bulundugunu
gostermistir. Ekstraseliiller miRNA’lar (ECmiRNA), hiicre i¢ci miRNA’larin ve hiicre disi

ortamda birka¢ saniye i¢inde parcalanan diger RNA tiirlerinin aksine oldukga stabildir ve
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olumsuz kosullar altinda uzun siire parcalanmadan kalabilirler. RNAaz’lara kars1 oldukga
kararli olmalarinin disinda kaynama, yiiksek veya diisiik pH, uzun siireli saklama ve
donma-¢oziilme dongiileri gibi sert kosullara maruz kalsalar bile kararli bir yapida
kaldiklar1 belirtilmektedir. Her ne kadar cesitli calismalar ECmiRNA’larin ¢esitli biyolojik
stvilarda  varligmmi  dogrulasa da, bu miRNA’larin  hiicre dist ortamda serbest
birakilmasindan sorumlu olan mekanizmalar tam olarak aydinlatilamamistir. MiRNA’larin
eksozom ve mikro vezikiiller vasitasiyla hiicre disina salindigi1 yapilan ¢alismalarla ortaya
konulmustur. Ayrica, ECmiRNA’larin apoptotik cisimler, HDL ve AGO protein
kompleksleri vasitasiyla da hiicre disina salgilanabildigi gosterilmistir (Sekil 7) (66).

erm e —————————————e
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Sekil 7. MikroRNA’ larin hiicre digina salinma mekanizmlari (Sohel’den, 66).
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Ekstraseliiler miRNA’lar biyolojik sivilarda kararli bir yapida bulunduklar: i¢in bu
molekiiller hastaliklarin tanisi ve prognozunda Onemli bir biyobelirteg olabilir. Bu
miRNA’larin dolagima salinmasi, ilgili dokuyu hedeflemesi ve o dokuyu algilamasiyla
ilgili mekanizmalar olduk¢a merak konusudur ve bu alandaki ¢alismalara biiyiik bir ilgi

vardir (66).
2.6.4. MikroRNA’larin Lipid Metabolizmasindaki Rolii

Obezite ve diyabet, tiim diinyada en 6nemli saglik sorunlarindan biri olmaya devam
etmektedir. Bu hastaliklarin beraberinde genellikle kardiyovaskiiler komplikasyonlar
meydana gelmektedir. MiRNA’lar insanlarda en ¢ok bulunan gen diizenleyicilerinden
biridir. Obezite ve diyabet de dahil olmak {iizere genis bir yelpazedeki fizyolojik ve
patolojik siireclerle iligkili oldugu belirtilmektedir (67). Son on yilda yapilan ¢aligmalar,
lipoprotein metabolizmasini diizenleyen miRNA’larin metabolik sendrom, obezite ve
ateroskleroz gibi hastaliklarda 6nemini ortaya koymustur. MiRNA’larin son zamanlarda
yapilan c¢aligmalar ile enerji metabolizmasinin kontroliinde 6nemli bir rol oynadigi tespit
edilmistir. Ayrica miRNA’lar TG ve kolesterol lizerine de etki gosterdikleri igin lipid
metabolizmasinda 6nemli bir role sahiptir (12). MiRNA’larin islev gordiigii hastaliklarda,
mIiRNA antisense oligoniikleotitleri (ASO) kullanilmaktadir. Boylece miRNA fonksiyonu
baskilanmaktadir. Antisense oligoniikleotitleri, miRNA hedeflerine baz dizilimi olarak
benzerlik  gostermektedir.  Nikleik asit  kilitleyicileri  (LNA), anti-miRNA
oligoniikleotidleri (AMO) ve antagomirler etkileri ve dayanikliliklarma gore

adlandirilmaktadir (68, 69).
2.6.4.1. MikroRNA-30c Lipid Metabolizmasindaki Rolii

MikroRNA-30 ailesi, en erken tespit edilen miR ailelerinden biri olup farkli
organizmalarda kisa RNA dizilimlerinde kesfedilmistir. MikroRNA-30 ailesi, GUAAACA
benzer dizisine sahiptir ve  miRNA30 (a-¢) olmak {izere bes iiyeden olusmaktadir.
MikroRNA-30c, miRNA-30c-1 ve miRNA-30c-2 olmak iizere iki genden iiretilir. Iki genin
varliginin nedeni tam olarak bilinmese de, muhtemelen dokuya 6zgii ekspresyon i¢in daha
fazla kolaylik saglamasi ve fizyolojik, patolojik ve ¢evresel degisikliklere daha iyi yanit

vermesi olabilecegi diislintilmektedir (70).

Lipid metabolizmasi iizerinde 6nemli rolii olan miRNA-30c etkisini MTTP’ nin
mRNA’sinin 3’ translasyona ugramamis bolgesine baglanarak gostermektedir (13). MTTP

tarafindan Apo B igeren lipoproteinlerin yapisina TG’lerin alinmasi saglanir. MTTP
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mRNA’sinin baglanma bdlgesi miR-30c dizisi i¢in yiiksek oranda korunmustur. Bu
proteinin mRNA’sina miR-30c etki ederek onun yikimini indiikledigi yapilan ¢alismalar ile
gosterilmistir. Ozellikle miRNA-30c’nin, transkripsiyon sonrast MTTP’nin mRNA’sin1
yikima ugratarak MTTP nin aktivitesini azalttig1 gosterilmistir. Bu sebepten dolayr MTTP
aktivitesinde ve Apo B saliniminda azalma goriiliir (14). mMIiRNA-30c’yi asir1 eksprese
eden Western diyetle beslenen Apo E -/- farelerinde yapilan caligma ile plazma
kolesteroliinde, aglik plazma trigliseridlerinde ve plazma apo B seviyelerinde 6nemli
diisiisler gosterilmistir. Ustelik miRNA-30c eksprese eden Apo E -/- farelerde
aterosklerotik lezyonlarin daha az olduklari hatta bu lezyonlarin kiigiildiikleri goriilmiistiir.
Bu c¢aligmalar miRNA-30c'nin lipoprotein iiretimini, plazma lipitlerini ve lipit sentezini
azalttigin1 gostermistir. Boylece miRNA-30c koordineli olarak, lipid biyosentezini ve

lipoprotein sekresyonunu azaltarak, hepatik ve plazma lipid seviyelerini diizenler (13, 71).
2.6.4.2. MikroRNA-122 Lipid ve Kolesterol Metabolizmasindaki Rolii

Karacigerde toplam miRNA’larin  %70’ini  olusturan miRNA-122 lipid
metabolizmas: {izerine etkisi yapilan g¢alismalarla gosterilmistir (15). MiRNA-122’nin
fizyolojik fonksiyonunu aydinlatmak i¢in miRNA-122"yi hedefleyen ASO’lar ve LNA’lar
gelistirilmistir ve miRNA-122’nin  fonksiyonunu baskilayarak etki mekanizmasi
aydinlatilmistir.  Kolesterol ve lipid metabolizmasinda gorevli mMIRNA-122’nin
baskilanmasi ile plazma kolesterol ve TG seviyelerinin azaldig: tespit edilmistir (15, 16).
MiRNA-122’nin kolesterol metabolizmasina etkisi HMGCS1 ve HMGCR basamaklari
tizerinden, TG metabolizmasina etkisi ise MTTP {iizerinden oldugu bulunmustur. Anti-
MIRNA-122 terapileri kullanilarak bu genlerin ekspresyonlarnin azaldigi yapilan
caligmalarla gosterilmistir (16). Ayrica miRNA-122"yi hedefleyen ASO’lar kullanilarak
karacigerde AMP-aktive eden protein kinaz (AMPK) ekspresyonunda artig goriilmiis buna

bagli olarak yag asidi B-oksidasyonunun aktivasyonu tespit edilmistir (67).

MikroRNA-122nin dolasimda (plazma) eskpresyon seviyeleri incelendiginde
normal kisilere gore ozellikle obez kisilerde miRNA-122 ekspresyonu ii¢ kattan daha
yiiksek oldugu goriilmiistiir (72).

Ozellikle lipid metabolizmasinda énemli rol oynayan miRNA-122’nin, antagomir
ile inhibisyonu sonucunda plazma trigliserid seviyelerinin 6nemli o6lgiide azaldigi

goriilmistiir (67).
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2.6.4.3. MikroRNA-33a/b Kolesterol Metabolizmasindaki Rolii

Kolesterol metabolizmasinda gorevli miRNA’lardan biri olan miRNA-33, SREBP
genlerinin i¢inde lokalize olan intronik bir miRNA’ dir. MiRNA-33; a ve b olgun
formunda yalmizca iki niikleotide farklilasir ve aymi hedefe sahiptir. Lipid
metabolizmasinin anahtar transkripsiyonel diizenleyicilerinden olan SREBP’ ler TG ve
fosfolipid iiretimi ile birlikte kolesterol ve yag asidi biyosentezi ve aliminda yer alan
birgok geni kontrol eder (16). SREBP-1 yag asidi metabolizmasi1 ve de-novo lipogenezde
yer alan genleri aktive etmede rol alirken SREBP-2 dogrudan kolesterol homeostazinda yer
alan genler i¢in daha secicidir (15). MIRNA-33a, insan SREBP-2’sinin intronunda
bulunan, kolesterol alimi ve sentezi ile ilgili genleri kontrol etmede anahtar rolii olan bir
miRNA'dir. MiRNA-33a’nin en ¢ok etki gosterdigi gen hedefleri arasinda, kolesteroliin
hiicre disina tasinmasindan sorumlu olan ABCA1 ekpresyonu vardir. ABCA1l, HDL
biyogenezi ve ters kolesterol taginimi i¢in 6nemli bir molekiildiir. ABCA1 mRNA’sinin ve
proteinin yart Omiirleri kisadir (1-2 saat), bu durum de-novo transkripsiyonunun ve
translasyonunun kontroliiniin 6nemini daha da artirmaktadir. MiRNA-33a ekspresyonunun
artmasiyla ABCA1 ekspresyonunda azalma goriilir ve Apo Al flizerinden HDL’ye
kolesterol akist bozulur. Boylece HDL-K seviyelerinde azalma goriilir. MiRNA-33a’nin
baskilanmasi ile ABCA1 ekspresyonunda artis ve dolayisiyla HDL-K’nin miktarinda da
artma meydana gelir. Boylelikle miRNA-33a ekspresyonu artisinin ABCA1 proteinin
ekspresyonunu inhibe ederek HDL’ye kolesterol transportunu azalttig tespit edilmistir (36,
37). Yapilan calismalar ile antisens oligoniikleotitler veya antimiRNA-33a lentiviriis ile
muamele edilmis farelerin karacigerlerinde artmis ABCA1l ve ABCGI ekspresyonu
gosterilmistir. Ayrica, endojen miRNA-33a’ nin inhibisyonu, ABCA1 ve ABCGL1 proteini
ve kolesteroliin Apo Al ve HDL-K’ ye akigini arttirmakta, bu miRNA’nin ABCA1’in
diizenlenmesinde fizyolojik olarak roliinii gostermektedir (73, 74). Deneysel ateroskleroz
modeli olusturulan ve anti-miR-33a ile tedavi edilmis farelerde, diger lipoproteinler
etkilenmeden plazma HDL seviyeleri %35-50 arttig1 tespit edilmistir (74). MiRNA-33a
knockout farelerde ABCA1 ve ABCG]1 proteini ekspresyonunda artis, buna bagli olarak
serum HDL-K’de de %25-40 artis oldugu gorilmiistiir (58). Yapilan galismalar ile miR-
33a/b’nin, lipid metabolizmasinin post-transkripsiyonel diizenleyicisi olarak gorev yaptig

ve inhibisyonunun, HDL seviyelerini arttirdigi gosterilmistir (73).
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Lipid ve kolesterol metabolizmasinda gorev alan miRNA-30c, mirRNA-122 ve

mMiRNA-33a’nin fonksiyonlar1 Sekil 8’de 6zet olarak gosterildi.

miRNA HEDEF GEN BIYOLOJIK ETKILERI
MTTP - Pl iyesi
— <\ azma TG seviyesi |
Baskilanmasi HMGCR s Pl TK ..
HMGOS1 azma TK seviyesi |
miR-30c Apo B seviyesi
Artigi — MTTP B o ¢
Plazma TG seviyesi §
miﬁ;g?a = SREBP o ABCA1 ekspresyon seviyesi +

Plazma HDL-C seviyesi !

Sekil 8. Lipid metabolizmasini diizenleyen miRNA'lar

2.7. Metabolik Sendrom

Metabolik sendrom ilk kez 1988 yilinda Reaven tarafindan tanimlanmistir.
Metabolik sendromun temelinde insiilin direncinin oldugunu ve bozulmus glukoz toleransi,

hiperinsiilinemi, hipertansiyon ve dislipideminin yer aldigin1 belirtmistir (75).

Metabolik sendrom tiim diinyada obezitenin yayginlagsmasiyla birlikte artan
toplumda yiliksek morbidite ve mortaliteye neden olan hastaliklar grubudur. Prevalansi
toplumlara, cinsiyete, yasa ve kullanilan tani kriterlerine gore dnemli olclide degisiklik
gostermektedir. 2005 yil1 verilerine gore Amerika Birlesik Devletleri’nde MetS prevalansi
%40.1°e ulagsmustir. Ulkemizde ise 2002 yilinda yapilan Tiirk Eriskinleri Kalp Hastalig1 ve
Risk Faktorleri Sikligi Taramasi (TEKHARF) calismasinda ise MetS sikligi erkeklerde
%27, kadinlarda %38.6 bulunmustur (76, 77).

Metabolik Sendromun etyopatogenezi tam olarak belli degildir. Genetik yatkinlik,
sedanter yagsam ve diyet aliskanliklart MetS olusumunu tetikledigi diisiiniilmektedir (76).

Yasam kalitesini olumsuz yonde etkileyen MetS hastaligi giiniimiizde sik
goriilmekte olup, insiilin direnci, abdominal obezite, tip Il diyabet, hipertansiyon,

dislipidemi, bozulmus glukoz toleransi ve kalp damar hastaliklart gibi sistemik
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bozukluklarin da eslik edebildigi bir sendromdur. MetS’li kisilerde yiiksek kan sekeri,
abdominal obezite, yiiksek serum TG seviyeleri, diisik HDL-K seviyeleri, yiiksek kan
basinct goriilmekte olup, bu metabolik dengesizlikler MetS i¢in risk faktérii olarak
sayilmaktadir (78, 79). Bu nedenle diyabet ve MetS kalp damar hastaliklar1 i¢in énemli bir
risk faktoriidiir. Basta obezite ve fiziksel hareketsizlik olmak iizere genetik faktorler,

yaslilik, endokrin bozukluklar MetS’yi tetikleyebilir (78).

Metabolik Sendrom 1999 yilinda Diinya Saghik Orgiiti (DSO) tarafindan
tanimlandi. 2001 yilinda Ulusal Kolesterol Egitim Programinin Eriskinlerde Yiiksek Kan
Kolesteroliiniin Degerlendirilmesi 3. Raporu’nda (NCEP-ATP Ill) klinik kriterler yer aldi.
2005 yilinda Uluslararast Diyabet Federasyonu (IDF) ve ATP III yeni kriterler yaymlandi.
Bu raporlara gére MetS fizyopatolojisinde abdominal obezite ilk ii¢ kriterden biri oldu (10,
80).

2.7.1. Metabolik Sendrom Tanmi Kriterleri

Metabolik Sendrom tani kriterleri ilk olarak 1999’da DSO tarafindan tanimlandh.
Bu tani kriterlerine gore insiilin direnci, diyabet, glukoz intoleransi, diabetes mellitustan en
az biri ile beraber; hipertansiyon, dislipidemi, abdominal obezite veya mikroalbuminiiriden
en az ikisinin bulunmasi gerekmekteydi (Tablo 1) (81). Aym yil Avrupa Insiilin Direnci
Calisma Grubu tarafindan MetS kriterlerine bir siniflama yapildi (82).

Tablo 1. Diinya Saglik Orgiitii’niin metabolik sendrom tani kriterleri (81)

Asagidaki kriterlerden en az biri

« Insiilin direnci
* Glukoz intoleransi

* Diabetes mellitus ve

Asagidaki kriterlerden en az iKisi

* Hipertansiyon (kan basinci > 140/90 mmHg

* Dislipidemi (trigliserid diizeyi > 150 mg/dL veya HDL diizeyi erkekte < 35
mg/dL, kadinda < 39 mg/dL)

« Abdominal obezite (VKI > 30 kg/m? veya bel/kalca orani erkekte > 0.90, kadinda
> (0.85)

* Mikroalbuminiiri (idrar albumin atilimi1 > 20 mcg/dakika veya albumin/kreatinin

orani > 30 mg/g)
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2001 yilinda NCEP-ATP 11l MetS kriterlerini yeniden tanimladi, insiilin direnci bu
tanimlamaya dahil edilmeden kriterler hazirlandi (Tablo 2) (83).

Tablo 2. NCEP-ATP |1l metabolik sendrom tani kriterleri (83)

Asagidaki kriterlerden en az {igii

» Abdominal obezite (bel ¢evresi: erkeklerde > 102 cm, kadinlarda > 88 cm)
* Hipertrigliseridemi ( >150 mg/dL)

* Diigiik HDL (erkeklerde < 40 mg/dL, kadinlarda < 50 mg/dL)

* Hipertansiyon (kan basinci > 130/85 mmHg)

* Hiperglisemi (aglik kan glukozu > 110 mg/dL)

2003 yilinda Amerikan Endokrin Dernegi, NCEP-ATP Il kriterlerini yeniden
diizenledi. Buna gore hipertrigliseridemi, diisik HDL-K, hipertansiyon ve aglik veya
OGTT sonrasi kan sekeri yiiksekligi yeni Kriterler olarak belirledi (84).

2005 yilinda IDF, NCEP ATP III kriterlerinde bazi degisiklikler yaparak MetS’nin
smiflandirilmasinda abdominal obezitenin 6nemli bir faktor oldugunu belirterek abdominal

obezite kriterini ilk siraya almistir (Tablo 3) (85).

Tablo 3. Uluslararasi Diyabet Federasyonu metabolik sendrom tani kriterleri (85)

» Abdominal obezite (Bel ¢evresi: Avrupali erkeklerde > 94 cm, kadinlarda > 80cm)

Asagidakilerden en az ikisi

* Trigliserid > 150 mg/dL
* HDL-K: erkekte < 40 mg/dl, kadinda < 50 mg/dL
+ Kan basinc1 > 130/85 mmHg veya antihipertansif tedavi aliyor olmak

* Aglik kan glukozu > 100 mg/dL veya Tip 2 DM

Ulkemizde Tiirkiye Endrokinoloji Metabolizma Dernegi (TEMD) Metabolik
Sendrom Calisma Grubu 2005 yilinda MetS kriterlerini tamimlamistir. Ulkemizdeki bu
dernek tarafindan insiilin direncinin MetS’de 6nemli oldugu vurgulanmais, bu yiizden 1999-
DSO ile 2001-NCEP ATP I1I’iin tani kriterlerinden olusturulan yeni bir MetS tan1 kilavuzu
sunulmustur (Tablo 4) (86).
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Tablo 4. Tiirkiye Endokrinoloji Metabolizma Dernegi Metabolik Sendrom Calisma
Grubunun metabolik sendrom tani kriterleri (86)

Asagidaki kriterlerden en az biri

* Diabetes mellitus veya
* Bozulmus glukoz toleransi veya

« Insiilin direnci ve

Asagidaki kriterlerden en az ikisi

* Hipertansiyon (Kan basinc1 > 130/85 mmHg veya antihipertansif kullaniyor olmak)

* Dislipidemi (trigliserid diizeyi >150 mg/dl veya HDL-K diizeyi erkekte < 40
mg/dL, kadinda < 50 mg/dL)

+ Abdominal obezite (VKI> 30 kg/m2 veya bel gevresi: erkeklerde > 94 cm,
kadinlarda > 80 cm)

Goriildigii  tizere metabolik sendromu tanimlamak i¢in yapilan kriterler

organizasyonlara gore degisiklik gostermektedir.
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3. GEREC ve YONTEM
3.1. Gere¢
3.1.1. Kullanilan Cihazlar ve Laboratuvar Malzemeleri

Calismamizda kullanilan cihazlar ve laboratuvar malzemelerinin listesi iiretici

firmalari ile birlikte Tablo 5°de verildi.

Tablo 5. Kullanilan cihazlar, laboratuvar malzemeleri ve tretici firmalari

Kullamlan Cihazlar ve Laboratuvar Uretici Firma

Malzemeleri

Calkalayicili inkiibator ShelLab/Sheldon S14-2
Derin Dondurucu (-80°C) Thermo Electron Corporation
El homojenizatorii OMNI-Tissue Master 125
Elektroforez gii¢c kaynagi Thermo EC250-90
Elektroforez tanki Bio-Rat Wide Mini-Sub
Hassas analitik terazi Mettler Toledo AB204-S
Inkiibator Shel Lab, Heraeus

Jel goriintiileme sistemi Vilber Lourmat ECX-20-M
Manyetik karistirici Thermal

Mikro dalga firin Altus ALMD 171

Mikro hacimli spektrofotometre Thermo Nanodrop 2000
Mikropleyt okuyucu Versa max, Molecular devices
Mikropleyt yikayicisi BioTek ELx50
Mikrosantrifiij Thermo IEC Micromax
Otoklav Tuttnauer 3150 ELV
Otomatik pipetler Socorex, Isolab, Ependorf
PCR cihaz1 Applied Biosystems GeneAmp9700
Real-Time PCR cihazi Roche LightCycler 480 11

Saf Su Aritma Cihaz Kros

Sogutmali santrifiij Beckman-Coulter

Santrifiyj Eppendorf, Centrifuge 5810
Vorteks IKA Vortex, Genius 3
Zetasizer ZS90 Malvern

25



3.1.2. Kullanilan Ticari Kitler ve Kimyasallar

Calismada kullanilan kitler ve kimyasallar iiretici firmalari ile birlikte Tablo 6’da

verildi.

Tablo 6. Kullanilan kitler, kimyasallar ve tiretici firmalari

Kullamlan Kitler ve kimyasallar

Uretici Firma

Agaroz

Etanol (C,Hs0H)

Human Apo B48 ELISA Kit
Human MTTP ELISA Kit
Human ABCAL ELISA Kit
Human Apo Al ELISA Kit
Izopropil alkol (CsH;OH)
Kloroform

NaCl

Mirneasy Serum/Plasma Kit
Mirneasy Serum/Plasma Spike-In Control
Miscript Il RT Kit

Miscript Preamp PCR Kit
Miscript Primer Assay

Miscript SYBR GREEN PCR Kit

Sigma

Sigma

Elabscience E-EL-H1642
Cusabio CSB-EL015209
Elabscience E-EL-H0529
Elabscience E-EL-H0125
Sigma

Sigma

Sigma

Qiagen - Cat. No 331452
Qiagen - Cat. No 219610
Qiagen- Cat No 218161
Qiagen - Cat N0331452
Qiagen - Cat No 218300
Qiagen- Cat No 218073
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3.2. Yontem
3.2.1. Calisma Grubu

Bu ¢alisma, Karadeniz Teknik Universitesi (KTU) Tibbi Biyokimya Anabilim dali
tarafindan yiiriitilen TSA-2018-7277 numarali ve “Postprandiyal Lipemi ile Plazma
MikroRNA Ekspresyon iliskisinin incelenmesi” isimli bilimsel arastirma projesi (BAP)
kapsaminda yiiriitiildii ve KTU BAP programu destegi ile gergeklestirildi. Ayrica KTU, Tip
Fakiiltesi, Bilimsel Arastirmalar Etik Kurulu Degerlendirme Komisyonu’ndan 2017/194

protokol numarasi ve 8 numarali karar ile onay alindi (Bkz. Etik Kurul Onay1).

Aragtirmamizin ¢alisma grubu KTU Tip Fakiiltesi Farabi Hastanesi Kardiyoloji
Poliklinigine basvuran sosyo-ekonomik agidan toplumun farkli kesimlerinin olusturdugu
goniillii kisilerden segildi. Calismamizda yer alan hasta ve saglikli kontrol grubu
olusturulurken; gebelik, akut-kronik bobrek yetmezligi, karaciger rahatsizligi, sindirim-
emilim bozuklugu, koroner arter hastaligi, kanser, menopoz, lipid diizeyini diisiiriicii

ilaglar, sigara ve alkol kullanim1 diglama kriteri olarak belirlendi.

Calisma grubumuz, 22 metabolik sendromlu hasta ve 22 saglikli kontrol olmak
lizere toplam 44 kisiden olusturuldu. Hasta ve kontrol grubunda 6zellikle yas ve cinsiyet
dagilimiin yakin olmasina 6zen gosterildi. Her bir grupta 10 kadin ve 12 erkek goniilli
yer almaktadir. Bu kisilere 12 saatlik aglik sonrast OTTT uygulandi. Metabolik sendromlu
hasta grubu NCEP ATP Il ve DSO’ye gére TEMD Metabolik Sendrom Calisma Grubu
tarafindan olusturulan tani kriterlerine gore belirlendi. Bu nedenle asagidaki bes kriterden
ilk iki kriterin mutlaka olmasi sart1 ile en az lgiinii bulundurarak metabolik sendrom

tanisini almig goniillii bireylerden hasta grubumuz olusturuldu (85, 86).

1) Abdominal obezite (bel ¢evresi genisligi erkeklerde >102 cm, bayanlarda > 88 cm)
2) Aclik plazma glukozu > 100 mg/dL veya diyabet tanisi almis

3) HDL- K erkeklerde < 40 mg/dL, bayanlarda < 50 mg/dL

4) Aglik plazma Trigliserid > 150 mg/ dL

5) Hipertansiyon (= 130 /85 mm Hg)

Kontrol grubu hasta grubunun yas ve cinsiyetine uygun, NCEP ATP III, DSO ve
IDF’ye gore belirtilen kriterleri tasimayan, kardiyoloji poliklinigine basvuran, goniillii
olarak c¢alismaya katilmak isteyen saglikli bireylerden olusturuldu. Calismaya katilacak

goniillillerin OTTT uygulamas1 6ncesinde, viicut agirliklart (kg), boylari (m), bel gevresi
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(cm), kalga cevresi(cm), sistolik ve diyastolik kan basinct (mmHg) dlgiilerek kaydedildi.

Bu veriler kullanilarak viicut kiitle indeksi (BMI) ve bel/kal¢a oran1 hesaplandi.
3.2.2. Oral Trigliserid Tolerans Testinin Uygulanmasi

Oral Trigliserid Tolerans Testinin uygulanmasi Kolovou ve ark.’larinin
uygulamalari esas alinarak, toplumsal gida tiiketim cesitleri ve tolere edilebilirlikleri gz
Oniinde tutulup, orijinal ¢alismada bazi degisiklikler yapilarak hazirlandi. OTTT igin
hastalara tost hazirland1 ve ayran (200 mL) esliginde 15-20 dakikada tiiketilmesi saglandi.
OTTT ogiinii; %22.7 karbohidrat, %68.2 yag, %9.1 proteinden (75 g yag, 25 g karbohidrat
ve 10 g protein) olusup, yaklasik 815 kcal degerinde olacak sekilde hazirlandi. Insanlarin
birgogunun giinliik normal tiikketimi diistiniildiigiinde bu tolere edilebilir bir miktardir (87).
Aragtirma amacl olan bu uygulama, klinisyen denetiminde, standardize olma yolunda bir
yontemdir ve  daha  Oncede  calismalarda  postprandiyal = metabolizmanin

degerlendirilmesinde kullanilmistir (32).

Goniillillere 12 saatlik ac¢lik donemini takiben sabah 08:00 ile 09:00 saatleri
arasinda KTU Tibbi Biyokimya Anabilim dali Arastirma Laboratuvarinda OTTT
uygulandi. Kan 6rnekleri OTTT oncesi (aglik), OTTT sonrasi 2. 4. ve 6. saatlerde yaklasik
10’ar mL olmak iizere antikoagulansiz seperator jelli tiiplere ve antikoagiilan olarak etilen
diamin tetra asetik asit (EDTA) igeren tiiplere alindi. Alinan kan 6rnekleri, 1800xg’de 10
dakika santrifiij edildi. Santrifiij sonras1 serum ve plazma Ornekleri 1 mL’lik kapakl
plastik tliplere aktarilarak analizler yapilana kadar -809C’de muhafaza edildi. OTTT
stiresince kisilerin ginliik siirdiirdiikleri aktivitelerinde bir degisiklik yapmadan devam
etmeleri, yatarak istirahat1 ve asir1 egzersiz durumlarindan kaginmalar saglandi ve sadece

su almalarina miusaade edildi.

Aclik, 2, 4 ve 6. saatlerde Ol¢iilen TG diizeylerine gore cizilen grafikte, egri altinda

kalan alan (AUC) degeri trapezoid kuralina gore asagidaki formiil ile hesaplandi.

AUC [(mg.sa)/dL] = Aglik TG (mg/dL) + 2 x [ TG 2. saat (mg/dL) + TG 4. saat (mg/dL)]
+ TG 6. saat (mg/dL)
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3.2.3. Serum Glukoz, Insiilin ve Lipid Parametrelerinin Ol¢iimii

Calismamizda yer alan Glukoz, TG, Total Kolesterol (TK), HDL-K ve Diisiik
Yogunluklu Lipoprotein-Kolesterol (LDL-K) diizeyleri KTU Farabi Hastanesi Tibbi
Biyokimya Laboratuvari’nda mevcut olan Beckman Coulter marka AU 5800 (Kaliforniya,
ABD) model otoanalizorde 6lciildii. Insiilin parametresi ise yine ayn1 laboratuvarda mevcut
olan Siemens marka Immulite 2000 XPi model otoanalizorde dlglildii. Bu parametrelerin
Olctimii giinliik uygulanan kalite kontrol prosediirleri uygulandiktan sonra gerceklestirildi.
S6z konusu parametrelerin 6lgiimiinde cihazlarin orijinal kitleri kullanildi. Glukoz 6l¢timii
hekzokinaz (enzimatik UV test), TG ol¢timii lipaz/gliserol kinaz (enzimatik kolorimetrik),
TK Olgtimii  kolesterol oksidaz  (enzimatik  kolorimetrik), HDL-K  dlglimii
immiinolojik/direkt (enzimatik kolorimetrik), LDL-K o6l¢iimii koruyucu reaktif/direkt
(enzimatik kolorimetrik) ve insiilin Ol¢limii kemiliiminesans immunassay yontemi

kullanilarak belirlendi.
3.2.4. Insan Serum Apolipoprotein B48 Diizeylerinin Belirlenmesi

Serum numunelerinde Apo B48 seviyeleri Enzyme-Linked Immunosorbent Assay
(ELISA) yontemi ile Apo B48 kiti (Elabscience, Katalog No: E-EL-H1642, Lot:
NNDHCXXE, Wuhan, China) kullanilarak belirlendi. Kit protokoliine uygun olarak Apo
B48 ol¢timii yapildi. Sekil 9°daki standart grafik kullanilarak Apo B48 konsantrasyonu

hesaplandi. Sonuglar ng/mL olarak verildi.
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Sekil 9. Apo B48 standart grafigi
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3.2.5. Insan Serum Mikrozomal Trigliserid Transfer Protein Diizeylerinin

Belirlenmesi

Serum numunelerinde MTTP seviyeleri ELISA yontemi ile MTTP kiti (Cusabio,
Katalog No: CSB-EL015209HU, Lot: 203226895, Wuhan, China) kullanilarak belirlendi.
Kit protokoline uygun olarak MTTP &lgiimii yapildi. Sekil 10°daki standart grafik
kullanilarak MTTP konsantrasyonu hesaplandi. Sonuglar pg/mL olarak verildi.
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Sekil 10. MTTP standart grafigi

3.2.6. Insan Serum ATP Bagh Kaset Tasiyic1 Al Diizeylerinin Belirlenmesi

Serum numunelerinde ABCAL seviyeleri Enzyme-Linked Immunosorbent Assay
(ELISA) yontemi ile ABCAL kiti (Elabscience, Katalog No: E-EL-HO0529, Lot:
VR24CI1TY, Wuhan, China) kullanilarak belirlendi. Kit protokoliine uygun olarak ABCA1
Olglimii yapildi. Sekil 11°deki standart grafik kullanilarak ABCAL konsantrasyonu

hesaplandi. Sonuglar ng/mL olarak verildi.
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Sekil 11. ABCAL standart grafigi

3.2.7. insan Serum Apolipoprotein Al Diizeylerinin Belirlenmesi

Serum numunelerinde Apo Al seviyeleri ELISA yontemi ile Apo Al Kiti
(Elabscience, Katalog No: E-EL-H0125, Lot: U9WAKU8YV, Wuhan, China) kullanilarak
belirlendi. Kit protokoliine uygun olarak Apo Al 6l¢iimii yapildi. Sekil 12°deki standart

grafik kullanilarak Apo Al konsantrasyonu hesaplandi. Sonuglar ng/mL olarak verildi.
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Sekil 12. Apo Al standart grafigi
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3.2.8. Silomikron Partikiil Boyutlarinin Analizi

Silomikron partikiil boyutlarinin analizi i¢in yapilan dl¢iimler Borel ve ark’nin (88)
gelistirdigi yontem modifiye edilerek yapildi. Silomikron partikiil boyutu o6l¢iimiinde

kullanilan ¢6zelti asagida yer almaktadir.

%0.9 NaCl Cozeltisi: 9 g NaCl, 750 mL distile suda ¢o6ziildii. Homojen karisim

saglandiktan sonra son hacim distile su ile 1000 mL’ye tamamlanda.

Kan ornekleri EDTA igeren antikoagiilanli tiipe alindi ve 1800xg’de 10 dakika
santrifiij edildi. Elde edilen plazma 6rnekleri ayr1 bir tiipe alindi. 2 mL plazma 6rneklerinin
tizerine 3 mL %0.9 NaCl ¢ozeltisi ilave edildi ve 20000xg’de +4 °C’de 30 dakika santrifiij
edildi. Silomikron partikiillerinin bulundugu siipernatan fazi ayr1 bir tiipe alinarak dl¢timler
yapilincaya kadar -80°C’lik derin dondurucuda muhafaza edildi. Calisma giinii -80 °C’deki

muhafaza edilen serum 6rnekleri oda sicakligina getirildi.

Silomikronlarin hidrodinamik ¢api, Zetasizer ZS90 (Malvern Panalytical, Malvern,

UK) cihazinda 6l¢iildii.

Cihazin partikiil boyutlarini 6lgmek i¢in belirlenen ¢alisma kosullari;
e ortam sicakligi 25 °C,
e viskozite indeksi 1.0658,
e kirilma indeksi 1.445,

e sulu fazin kirilma indeksi olarak 1.330 olarak ayarlandi.

Zeta Sizer cihazi, 15181n kiigiik bir parcacik veya molekiiliin elektrik alani ile
etkilesmesi sonucu dinamik 151k sagilmasi (DLS) yontemiyle ¢alismaktadir. Yaklasik 1 mL
numune ¢izilmez camdan veya optik olarak temiz, saydam tek kullanimlik plastik
kiivetlere ilave edilir. Numune temiz ve homojen olmalidir. Sulu ortamda disperse olan
cozeltiye Helyum ve Neon lazer 1s1n kaynagindan monokromatik 1sin demeti gonderilir.
Cozelti igerisinde bulunan partikiiller Brownian hareketi yapmaktadir ve 633 nm dalga
boyunda 4 mW’luk 1s1n demetinden bu partikiillere ¢arpip gelen 1smimn dalga boyundaki
degisim olgiiliir Foton dedektor tarafindan ortamda dagilan 151n demeti algilanir. Zetasizer
genel olarak 6l¢iim araligi 0.6 nm ve 6 um aralifindadir. Bu partikiillerin boyutu bilgisayar
yazilimi tarafindan ortalama hidrodinamik partikiil cap:1 seklinde belirlenir (Malvern

Instuments Ltd., Zetasizer Software 6.20) (89).
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3.2.9. Plazma Orneklerinde MikroRNA Ekspresyon Analizleri
3.2.9.1. Kandan Plazma Eldesi

1. Antikoagiilan iceren EDTA’l1 tiipe kan alinda.

2. 1800xg’de 4 °C’de 10 dakika santrifiij edildi.

3. Plazma faz1 temiz bir tiipe aktarildu.

4. Plazma 6rnegi 16.000xg’ de 4 °C’de 10 dakika santrifiij edildi.

5. Siipernatan fazi yeni bir tiipe aktarildi.
3.2.9.2. Plazma Orneklerinden miRNA Eldesi

Plazma oOrneklerinden miRNA eldesi ticari kit kullanilarak gerceklestirildi.
MikroRNA izolasyonu miScript RNeasy kiti (Qiagen, Katalog No: 331452, Hilden,
Almanya) kullanilarak gerceklestirildi. Islem basamaklar1 asagidaki gibidir:

1. Plazma orneklerinden 200 pL serum 6rnegi alindi ve iizerine 1000 pL Qiazol liziz
reaktifi eklendi.

2. Ornekler 5 dakika oda sicakliginda bekletildi. Uzerlerine 200 uL kloroform eklendi ve
vortekslendi.

3. Daha sonra 6rnekler 3 dakika oda sicakliginda inkiibasyona birakildu.

4. 12.000xg’ de 4 °C’de 15 dakika santrifiij edildi.

5. Siipernatandan 600 pL alindi ve slipernatan yeni bir toplama tiipiline transfer edildi.

6. Toplama tiipiiniin tizerine 900 ul %100’k saf etanol eklendi ve alt list edilerek iyice
karigmasi1 saglandi.

7. RNaz mini kolona karisimdan alinan 700 pL 6rnek konuldu. 8000xg’de ve oda
sicakliginda 15 saniye santrifiij edildi.

8. RWT tamponundan 700 pL alinip RNaz mini kolona eklendi ve 15 saniye oda
sicakliginda 8000xg’de santrifiij edildi.

9. Toplama tiipinde kalan kisim atildi. 500 pL RPE tamponundan RNaz mini kolonun
istiine eklendi ve 15 saniye oda sicakliginda 8000xg’de santrifiij edildi.

10. RNaz mini kolonun tizerine 500 pl %80 etanol eklendi ve 2 dakika 8000xg’de santrifiij
edildi.

11. RNaz mini kolon 1 dakika 16.000xg santrifiij edildi.

12. RNaz mini kolona 14 plL RNaz igermeyen su eklendi.

13. 5 dakika oda sicakliginda inkiibasyona birakildi ve 1 dakika santrifiij edildi.
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14. Elde edilen miRNA’larin safligt ve miktar1 nanodrop ND-2000 cihazi kullanilarak
olciildii.
15. Islemler yapilincaya kadar miRNA’lar -80 °C’lik derin dondurucuda muhafaza edildi.

3.2.9.3. RNA Orneklerinden ¢cDNA Elde Edilmesi

Izole edilen RNA o6rneklerinden cDNA eldesi ticari kit kullamlarak asagidaki gibi
gergeklestirildi. -80°C’den ¢ikarilan miRNA’larin soguk blok iizerinde ¢dziinmeleri
beklendi. cDNA eldesi i¢in miScript Reverse Transcription (RT) II kiti (Qiagen, Katalog
No: 218161, Hilden, Almanya) kullanildi. Reaksiyon karisimi Tablo 7°de verilen hacimler
kullanilarak buz {izerinde hazirlandi.

1. Hazirlanan karigim iyice pipetaj yapildi ve 8 pL olacak sekilde her bir tiipe aktarildi.
2. Uzerlerine her bir tiipe sirastyla 12 uL miRNA eklendi. Pipetaj yapilarak PCR cihazina

konuldu.

Tablo 7. RNA o6rneklerinden cDNA sentezi i¢in gerekli reaksiyon bilesenleri

Her bir ornek icin gerekli

Reaktifler
hacim (pL)

5x miScript HiSpec tamponu 4

10x miScript Niikleik asit karigimi 2
miScript Reverse Transcriptase Karigimi 2
Kalip miRNA 12
Toplam Hacim 20
PCR cihazi;

60 dakika 37 °C
5 dakika 95 °C olacak sekilde ayarlandi ve cDNA sentezi islemi baslatildi.

Stire sonunda sentezlenen cDNA konsantrasyonlari spektrofotometrik olarak
o6l¢iildii. Sonrasinda cDNA miktarlar1 20 pL’de 50 ng/pL olacak sekilde ayarlandi. cDNA
zenginlestirmesi i¢in 5 uL. cDNA kullanildu.

3.2.9.4 cDNA’nmin Zenginlestirilmesi

Elde edilen cDNA’larin zenginlestirilmesi islemi ticari kit kullanilarak asagidaki gibi

gerceklestirildi. ¢cDNA’lar, miScript PreAMP PCR Kiti (Qiagen, Katalog No: 331452,
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Hilden, Almanya) kullanilarak zenginlestirme islemi yapildi. Reaksiyon karisimi Tablo

8’de verilen hacimler kullanilarak buz izerinde hazirland.

Tablo 8. RNA orneklerinden c¢cDNA’nin zenginlestirilmesi igin gerekli reaksiyon
bilesenleri

Reaktifler Her bir érnek icin gerekli hacim (uL)

5x miScript PreAMP Buffer 5
HotStarTaq DNA Polimeraz

miScript PreAMP Primer Karigimi
miScript PreAMP Universal Primer
RNaz-icermeyen su

Seyreltilmis cDNA

g N = 01N

Toplam Hacim 25

PCR cihazi;

15 dakika 95°C

30 saniye 94 °C

3 dakika 60 °C ve toplam 12 dongii olacak sekilde ayarlandi ve c¢cDNA’nin

zenginlestirme islemi baslatildi.

3.2.10. Real Time-PCR Analizleri

cDNA eldesi tamamlandiktan sonra miRNA’larmin ekspresyon diizeylerine
belirlemek i¢in Real Time-PCR (RT-PCR) asamasina gegildi ve miScript SYBER GREEN
PCR Kkiti (Qiagen, Katalog No: 218073, Hilden, Almanya) kullanildi. MikroRNA
primerleriyle beraber referans olarak SNORDG61 ekspresyon seviyelerini tespit etmek igin

LightCycler® 480 II RT-PCR cihazi kullanildu.

Real Time-PCR metodu, niikleik asit amplifikasyonu ile birlikte ey zamanli olarak
artan floresan sinyalinin Olcililmesidir. Meydana gelen dongiiler boyunca her bir
reaksiyondaki floresan sinyaller sayisal olarak 6l¢iildiigii i¢in kantitatif sonug alinabilen bir

yontemdir.

Syber Green 1 boyasi yalmzca cift zincirli DNA’ya baglanir, amplifiye olan

DNA’nin artisiyla birlikte 1s51ma veren floresans miktart Olgiiliir. Uzama safhasinda
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primerlerin baglanmasiyla birlikte DNA’ya baglanan Syber Green 1 miktarinda artis

goriilmektedir. Boylece yayilan floresans miktarinda da artig olmaktadir.
Real Time-PCR asamasi ii¢ temel basamakta gergeklesir.

Hedef DNA’nin ¢ogaltilmas1 20-40 dongili arasinda olmaktadir. Her dongli kendi
icerisinde farkli sicaklarin ayarlandigi li¢ boliimden olugmaktadir.

Bu basamaklar;

Denatiirasyon: kalip DNA c¢ift zinciri agilir ve DNA tek zincirli hale gelir.

Birlesme: tek zincirli kalip DNA’nin primerlerle birlesme basamagidir. Bu birlesme

basamaginda SYBR Green I boyasi uyarilma asamasina kadar 151k yayar.

Uzama: DNA polimeraz maksimum aktiviteye sahiptir. Tek sarmal DNA’nin Taq
polimerazla birlikte ortamdaki dNTP’leri kullanarak zinciri uzatir. Tek iplikli DNA ¢ift
zincir haline gelir. Primerlerin hedef DNA’yabaglanip, hedef DNA’nin ¢ift sarmal hale
gelmesiyle birlikte DNA’ya baglanan Syber green 1 boyasinda yayilan floresans

miktarinda artig gézlenir.

RT-PCR analizinde SYBR Green 1 boyas: spesifik amplifikasyonu gostermeyebilir.
Normalde bu boya c¢ift sarmal yapiya entegredir. Eger ortamda hedef molekiil yoksa
primerler kendi aralarinda baglanir ve SYBR Green 1 boyasi bu baglanmalara katilarak
floresans 1sima yapar. Bu sorunu gidermek i¢in amplifikasyon iiriinlerinin erime egrisi
analizi (Tm) yapilmaktadir. Her c¢ift sarmal, kendine 0zgii erime egrisine sahiptir.
Amplifikasyon isleminden sonra sicaklik arttirilarak, belirli zamanlarda floresans miktar
kaydedilip ¢ift sarmal yap1 birbirinden ayrilmaya baslayinca boya serbest kalir ve floresans
miktar1 azalir. Erime egrisi analizinden yararlanilarak dirtinlin @ Tm  derecesi
saptanabilmektedir. Boylece kendi {riiniimiiziin cogalip cogalmadigi anlagilarak PCR

sonucunun dogru veya hatali olduguna karar verilmektedir (90, 91).

MikroRNA ekspresyonu analizlerinde kullanilan hedef primerlerin dizileri Tablo 9’da

verildi.
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Tablo 9. RT-PCR’da kullanilan miRNA primerlerinin hedef dizileri

Olgun miRNA MiRNA hedef dizisi
hsa-mir-33a 5’-GUGCAUUGUAGUUGCAUUGCA-3’
hsa-mir-30c-1 5’-UGUAAACAUCCUACACUCUCAGC-3°
hsa-mir-122 5’- UGGAGUGUGACAAUGGUGUUUG -3’
Snord61 5’- GCTATGATGAATTTGATTGCATTGA

TCGTCTGACATGATAATGTATTTTT
GTCCTCTAAGAAGTTCTGAGCTT -3

RT-PCR igin tepkime bilesenleri Qiagen miScript SYBR Green PCR kiti (Hilden,

Almanya) kullanilarak hazirlandi. Tablo 10’da bilesenlerin tepkime hacimleri verildi.

Tablo 10. RT-PCR asamasi igin gerekli reaksiyon bilesenleri

Reaktifler Her bir érnek icin gerekli hacim (uL)
2x QuantiTect SYBR Green PCR 10
10x miScript Universal Primer 2
10x miScript Primer Assay 2
RNaz igermeyen su 1
Zenginlestirilmis cDNA 5
Toplam hacim 20

Buz iizerinde referans gen ile herbir miRNA’ya 6zgii ayr1 karisim hazirlanarak 15
pL olarak dagitildi. Uzerlerine 5 pL zenginlestirilmis cDNA eklendi. Cihaz ayarlar1 Tablo
11°de verilen protokole gore diizenlendi ve RT-PCR analizi gergeklestirildi.
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Tablo 11. RT-PCR protokolii

Tespit formati: SYBR Green | floresan

Pleyt tiirii: 96 kuyucuklu
Reaksiyon hacmi: 20 pL

Program Dongii Analiz Modu
On inkiibasyon 1 -
Amplifikasyon 40 Miktar Tayini
Erime Egrisi 1 Erime Egrisi
Sogutma 1 -
Hedef Sicakhik °C  Elde etme modu Siire Sicaklik artis hizi (°C/s)
On inkiibasyon
95 - 15 dakika 4.4
Amplifikasyon
94 - 15 saniye 1
60 Tek 30 saniye 1
72 - 30 saniye 1
Erime Egrisi
95 - 1 saniye
60 - 1 dakika
97 Stirekli 0.11
Sogutma
95 - 1 saniye 4.4

RT-PCR sonucunda miRNA 122, miRNA 30c, miRNA 33a ve Snord61 ait elde

edilen amplifikasyon egrileri Sekil 13°te verildi.
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Sekil 13. a: Sord61, b: miRNA 122, c: miRNA 30c, d: miRNA 33a’ya ait amplifikasyon
egrileri

RT-PCR’da elde edilen erime egrisi grafiklerinden biri, 6rnek olarak Sekil 14°te gosterildi.
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Sekil 14. Bir pleytin RT-PCR’da ¢alisilmasi sonucunda elde edilen tipik erime egrisi
grafigi

3.2.10.1. RT-PCR Sonug¢larina gore miRNA Ekspresyonlarinin Hesaplanmasi

MikroRNA primerleriyle beraber referans olarak SNORD61 ekspresyon seviyeleri
tespit hesaplanmasinda; oncelikle Real Time analiziyle elde edilen dongii sayis1 (Cp)

degerleri Excel programma girildi ve tim miRNA’larm analizleri yapildi.

SNORDSG61 referans miRNA olarak kabul edildi ve delta Cp degerleri hesaplandi.
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Goreceli miktar tayini, bir genin mRNA seviyelerindeki degisiklikler kantitatif
olarak ifadesidir. Bir referans genine kars1 hedef genin ekspresyon seviyelerine dayanir ve
gen ekspresyon seviyelerindeki degisimi ifade eder. Hedef genin uygun bir referans genine
iliskin ifadesini hesaplamak i¢in ¢esitli matematiksel modeller olusturulmustur.
Hesaplamalar, dongiilerin karsilastirilmasina dayanir. Floresan degerlerinin esik degerini
gectigi noktaya dongii sayist (Cp, crossing point) denir. Esik degeri (Ct, threshold value),
sistemin floresan miktarindaki artisin basladigi ve PCR iriiniiniin log-lineer fazda
eksponensiyal olarak artmaya basladigi zamandir. Sabit bir floresans seviyesindeki 6rnegin
Cp ve Ct degerleri matematiksel formiillerle belirlenir. Elde edilen sonuglarin kantite
edilmesinde Cp metodu (2P metodu) goreceli kantitasyon i¢in normalize edilmis gen
ekspresyonunun matematiksel formiiliidiir (90).

Her bir 6rnek i¢in PCR amplifikasyonu sirasinda Cp degerini tespit edilerek, QAACP

formiilii kullanilir. Calismamizda her o6rnek ikili ¢alisildi ve Cp degerlerinin ortalamalari
alindi. Kontrol olarak aldigimiz gruba gore diger gruplarin nasil degisim gosterdigi

asagidaki formiil kullanilarak belirlendi.

Kat degisimi=2 AP = 2 (ACphedeF-ACp kontrol) 04157 kullanilarak hesaplandi (90).

Bu esitlige gore ACp hedef: Cp hedef gen-Cp referans gen (housekeeping gen),
ACp kontrol: Cp Hedef gen-Cp Referans gen.
3.2.11. Agaroz Jel Elektroforezi

3.2.11.1 Agaroz Jel Elektroforezinde Kullanilan Cozeltiler

Tris-asetik asit-EDTA Elektroforez Tamponu: 242 g Tris, 37.2 g Na,EDTA.2H,0
yaklasik 750 mL deiyonize ¢6ziildii ve iizerine 57.1 mL asetik asit ilave edildi. Bu ¢ozelti 1
M NaOH ile pH 8.5’a ayarland1 ve son hacim deiyonize su ile 1 L’ye tamamlandi.
Hazirlanan bu tampon 50 kat seyreltildi. Elektroforez tamponu ve agaroz jelin

hazirlanmasinda kullanildi.

Etidyum Bromiir (Cozeltisi: 100 mg etidyum bromiir 10 mL deiyonize suda ¢oziildi

ve 10 mg/mL’lik stok ¢ozelti elde edildi. Bu stok +4 °C’de saklandi.

%2 lik Agaroz Jel Hazirlanmasi: 1.5 g agaroz 100 mL TAE tamponunda ¢oziildii
ve mikrodalga firinda yaklasik 50-60 saniye karisimin ¢6ziinmesi saglandi. Elde edilen jel

biraz sogutulup tizerine 4 pL etidyum bromiir eklendi, iyice karistirildi. Hazirlanan agaroz
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jel kalibmma dokildii ve taraklar yerlestirildi. Jel tamamen donduktan sonra taraklar

cikartildi ve elektroforez tankina yerlestirildi.
3.2.11.2. Real Time-PCR iiriinlerinin Agaroz Jel Elektroforezinde Yiiriitiilmesi

Real Time-PCR iiriinlerinden 16 pL alindi ve 4 pL yiikleme boyas ile karistirildi.
Karisgim elektroforez tankindaki jelin kuyucuklarma yiiklendikten sonra 100 volt 300
amperde numunelerin go¢ii saglandi. Daha sonra jel Ultra Viyole (UV) 1sikta goriintiilendi

ve fotografi ¢ekildi. Jel goriintiilerinden elde edilen sonuglar Resim 1°de verildi.

Resim 1. RT-PCR’dan sonra miRNA iriinlerin agaroz jel goriintiisii. Jele yiiklenen
tirtinler sirastyla 1: Snord61 0O.saat, 2: Snord61 2.saat, 3: Snord61 4.saat, 4:
Snord61 6.saat, 5: miIRNA 122 0. saat, 6: miIRNA 122 2. saat, 7: miRNA 122
4. saat, 8: miRNA 122 6. saat, 9: miRNA 30c 0. saat, 10: miRNA 30c 2. saat,
11: miRNA 30c 4. saat, 12: miRNA 30c 6. saat, 13: miRNA 33a 0. saat, 14:
MiRNA 33a 2. saat, 15: miRNA 33a 4. saat, 16: miRNA 33a 6. saattir.
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3.3. Kullanilan istatistiksel Yontemler

Veriler SPSS (IBM SPSS 23) programinda istatistiksel olarak degerlendirildi.
Parametrelerin normal dagilima uygunlugu “Shapiro-Wilk™ testi yapilarak, bagimsiz ikili
testlerin karsilastirllmasinda normal dagilima uyan parametreler “Student t”, normal
dagilima uymayan parametreler “Mann-Withney U” testi ile degerlendirildi. Bagiml ikili
testlerin karsilastirilmasinda ise normal dagilima uyan parametreler “paired-sample t test”,
normal dagilima uymayan parametreler “Wilcoxon” testi ile degerlendirildi. Bagimli tiglii
testlerin karsilastirilmasinda normal dagilima uyan parametreler i¢in “Tekrarlayan
Ol¢iimlerde varyans analizi”, normal dagilima uymayan parametreler i¢in ise “Freidman iki
yonlii varyans analizi” testleri kullanilarak degerlendirildi. Herbir gruba ait degerler,
normal dagilima uyanlar aritmetik ortalama ve standart sapma (X + SD), normal dagilima
uymayan parametreler medyangeyrekler arasi aralik (IQR) olarak ifade edildi. p<0.05
degerleri istatistiksel olarak anlamli kabul edildi.

Calismaya almacak goniillii sayisin1 belirlemek amaciyla power analizi yapildi.
MedCalc (MedCalc Software 19.1) programini kullanarak elde ettigimiz sonuglara gore;
etki biiyiikliigii 0,6 kabul edildiginde, %5 tip 1 hata ile ger¢eklestirilecek ¢aligmanin %90
giice ulagabilmesi i¢in her bir grup i¢in ideal olarak 19 goniilliiniin ¢aligmaya alinmasi

gerektigi hesaplandi.
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4. BULGULAR
4.1. Calisma Grubuna Ait Parametrelerin Analizi

Calismamiza katilan hasta ve kontrol grubuna ait ortalama 6l¢iim degerleri ve ilgili

analizler asagida yer almaktadir.

4.1.1. Metabolik Sendromlu Hasta ve Saghkh Kontrol Grubuna Ait Antropometrik

Degerler

Calismamiza katilan hasta ve kontrol grubuna ait antropometrik degerler Tablo

12°de verildi.

Tablo 12. MetS ile kontrol grubuna ait antropometrik degerler

Parametreler Kontrol (n=22) Mets (n=22) p
Yas (yil) 42.5+£7.0 43.5+7.6 0.638
Boy (m) 1.70+0.095 1.69+0.103 0.717
Kilo (kg) 73.6£12.7 94.0 £16.6 0.0001
VKIi (kg/m?) 25.242.98 32.9+5.63 0.0001
Bel Cevresi (cm) 93.9+11.5 115+14.1 0.0001
Kalg¢a Cevresi (cm) 105+7.73 115+9.13 0.0001
Bel/Kal¢a Orani 0.898+0.079 1.01+0.093 0.0001
Sistolik Kan Basinc1 (mmHg) 120 (110-120) 130 (120-140) 0.0001*
Diyastolik Kan Basinc1 (mmHg) 70 (60-70) 80 (70-90) 0.0001*

Sonuglar, ortalama+ standart sapma seklinde verildi.
p; “Student t” testine gore verildi.
*p; “Mann-Whitney U” testine gore verildi. (p<0.05)

Hasta ile kontrol grubunun yas ve boy ortalamalar1 arasinda anlamli bir fark yoktur.
Hasta grubunun kilosu, viicut kitle indeksi (VKI), bel ¢evresi, kalca gevresi, bel/kalga
orani, sistolik ve diyastolik kan basinci degerleri kontrol grubuna gore istatistiksel olarak

anlaml yiiksektir.

4.1.2. Metabolik Sendromlu Hasta ve Saghkh Kontrol Grubunun Lipid, Glukoz,
Insiilin ve HOMO-IR Diizeyleri

Hasta ve kontrol grubunun 12 saatlik aclik sonrasi dlgiilen serum lipid, glukoz,

insiilin ve HOMO-IR diizeyleri agisindan degerlendirilmesi Tablo 13’te verildi.
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Tablo 13. MetS ile kontrol grubuna ait lipid, glukoz, insiilin ve HOMO-IR diizeyleri

Parametreler Kontrol MetS
(n=22) (n=22) P

TG (mg/dL) 85+21 235+67 0.0001
TK (mg/dL) 185+35 219435 0.002
LDL-K (mg/dL) 139+30 168 £31 0.003
HDL-K (mg/dL) 48+12 40+6 0.010
Glukoz (mg/dL) 90 (88-94) 105 (100-117) 0.0001*
Insiilin (uIU/mL) 5.99 (3.39-14) 17 (10-26) 0.0001*
HOMA-IR 1.28 (0.760-2.98) 4.19 (2.92-7.18) 0.0001*

.p; “Student t” testine gére ve sonuglar, X + SD seklinde verildi.
*p; “Mann-Whitney U” testine gore ve sonuglar, medyan (IQR) seklinde verildi. (p<0.05)

Hasta ile kontrol grubu arasinda TG, TK, LDL-K, HDL-K, glukoz, insiilin ve
HOMO-IR degerleri agisindan istatistiksel olarak anlamli fark bulundu. Hasta grubunda
TG, TK, LDL-K, glukoz, insiilin ve Homeostatic Model of Assessment-Insulin Resistance
(HOMO-IR) diizeyleri anlamli olarak yiiksek (sirasiyla p=0.0001, p=0.002, p=0.003,
p=0.0001, p=0.0001, p=0.0001), HDL-K diizeyi anlaml1 olarak diisiik bulundu (p=0.0001).

4.2. Cahisma Grubuna Ait OTTT Analizleri

Calismamiza katilan hasta ve kontrol grubuna 12 saatlik aclhigi takiben OTTT
uygulandi. Buna gore hasta ve kontrol grubunda, aclik (0.saat) ve postprandiyal 2, 4 ve 6.
saatlerde saptanan TG diizeyi, miRNA ekspresyon seviyesi, Apo B48, MTTP, Apo Al,
ABCA1 proteinlerinin seviyeleri ve silomikron partikiil boyutu parametrelerine ait

ortalama/ortanca 6l¢tim degerleri ve ilgili analizler asagida yer almaktadir.

4.2.1. Metabolik Sendromlu Hasta ve Saghkh Kontrol Grubunun Zamana Gére TG
Diizeyleri ve OTTT Grafigi

OTTT uygulanan hasta ve kontrol grubunun serum TG diizeyleri agisindan zamana gore

degerlendirilmesi Tablo 14 ve Sekil 15°te verildi.
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Tablo 14. MetS ile kontrol grubunun saatlere gore TG degerleri

Parametreler Kontrol (n=22) MetS (n=22) p
TG (mg/dL) 0.saat 85+21 235+67 0.0001
TG (mg/dL) 2.saat 1274312 283+81° 0.0001
TG (mg/dL) 4.saat 133+33° 320491 0.0001
TG (mg/dL) 6.saat 118+£37%¢ 281+£87%°¢ 0.0001
p 0.0001* 0.0001*

AUC 723+161 1722+464 0.0001

p; "student t test " testine gore ve sonuglar, X £ SD seklinde verildi.

*p: "tekrarli Olglimlerde varyans analizi " testine gore verildi. Grup icindeki zamanlar arasi posthoc
degerlendirmeler “paired sample t” testine gore yapildi.

a: 0. saate gore anlamli farkls,

b: 2. saate gore anlamli farkli,

c: 4. saate gore anlamli farkli olarak degerler verildi. (p<0.05)

Kontrol grubunun OTTT testi sonucunda, TG seviyelerinin zamana gore seyrinde
istatistiksel olarak anlamli degisim goriildii (p=0.0001). Kontrol grubunda aglik (0. saat) ile
karsilastirildiginda TG seviyesinde postprandiyal 2, 4 ve 6. saatlerde anlamli artis goriildii
(strastyla p=0.0001, p=0.0001, p=0.0001). Postprandiyal 2. saat ile karsilastirildiginda TG
seviyesinde 4. ve 6. saatlerde anlamli fark goriilmedi (sirasiyla p=0.180, p=0.199).
Postprandiyal 4. saat ile 6. saat karsilagtirildiginda TG seviyesinde 6. saatte anlaml1 azalig

goriildii (p=0.007).

Hasta grubunun OTTT testi sonucunda, TG seviyelerinin zamana gore seyrinde
istatistiksel olarak anlamli degisim goriildii (p=0.0001). Hasta grubunda aglik (0. saat) ile
karsilastirildiginda TG seviyesinde postprandiyal 2, 4 ve 6. saatlerde anlamli artig goriildii
(swrastyla p=0.0001, p=0.0001, p=0.002). Postprandiyal 2. saat ile karsilastirildiginda TG
seviyesinde 4. saatte anlamli artig goriiliirken, 6. saatte anlamh fark goériilmedi (sirasiyla
p=0.003, p=0.896). Postprandiyal 4. saat ile 6. saat karsilastirildiginda TG seviyesinde 6.
saatte anlamli azalig goriildi (p=0.0001).
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Sekil 15. MetS ile kontrol grubunun OTTT grafigi [*MetS grubunun TG degerleri kontrol
grubuna gore yiiksek bulundu (p=0.0001)]

Her iki grupta da serum TG seviyelerinin postprandiyal 4. saatte pik degerine
ulastig1 goriilmektedir. Hasta grubunda TG seviyeleri kontrol grubuna gore aclik (0. saat)
ve postprandiyal tim zamanlarda (2, 4 ve 6. saatler) anlamli olarak yiiksek bulundu
(p=0.0001). Hasta grubunda saatler aras1 TG seviyelerindeki degisim miktariin da kontrol
grubuna gore yiiksek oldugu goriilmektedir.

Hasta grubunda AUC degerleri kontrol grubuna gore anlamli olarak yiiksek
bulundu (p=0.0001).

4.2.2. Metabolik Sendromlu Hasta ve Saghkh Kontrol Grubunun Zamana Goére TK

Diizeyleri

OTTT uygulanan hasta ve kontrol grubunun serum TK diizeyleri agisindan zamana

gore degerlendirilmesi Tablo 15°te verildi.
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Tablo 15. MetS ile kontrol grubunun saatlere gore TK degerleri

Parametreler Kontrol (n=22) MetS (n=22) p
TK (mg/dL) 0.saat 185435 219435 0.002
TK (mg/dL) 2.saat 182437 215435 0.004
TK (mg/dL) 4.saat 181435 216435 0.002
TK (mg/dL) 6.saat 186+36 222434 0.001
p 0.096* 0.085*

p; "student t test " testine gore ve sonuglar, X + SD seklinde verildi.
*p: "tekrarli Slgtimlerde varyans analizi " testine gore verildi.

Hasta ve kontrol grubunun OTTT testi sonucunda, TK seviyelerinin zamana gore
seyrinde istatistiksel olarak anlamli fark goriilmedi (sirasiyla p=0.085, p=0.096).

Hasta grubunda TK seviyeleri kontrol grubuna gore aglik (0. saat) ve postprandiyal
tim zamanlarda (2, 4 ve 6. saatler) anlamli olarak yiiksek bulundu (sirasiyla p=0.002,
p=0.004, p=0.002, p=0.001).

4.2.3. Metabolik Sendromlu Hasta ve Saghklhh Kontrol Grubunun Zamana Gore

MikroRNA Ekspresyon Degerleri

OTTT uygulanan kontrol grubunun grup iginde zamana gore plazma MIRNA
ekspresyon seviyelerinin degisimi Tablo 16 ve Sekil 16’da, hasta grubunun grup iginde
zamana gore plazma MiRNA ekspresyon seviyelerinin degisimi Tablo 17 ve Sekil 17°de
verildi. Hasta ve kontrol grubu arasindaki miRNA ekspresyon seviyelerinin analizi Tablo
18 ve Sekil 18’de verildi.

Tablo 16. Kontrol grubunda saatlere gére mikroRNA ekspresyon diizeyleri

Parametreler 0.saat 2.saat 4.saat 6.saat p

miRNA 122 1.0040  2.08+0.360* 1.78+0.304*" 1.21+0.301*>°  0.0001
miRNA 30c 1.0040  1.37+0.363*  1.78+0.348*" 2.17+0.686*>°  0.0001
miRNA 33a 1.0040  1.23+0.263* 1.77+0.358*" 1.48+0.260*"°  0.0001

p: "tekrarli dlgiimlerde varyans analizi " testine gore ve X = SD seklinde verildi. Grup i¢indeki zamanlar
arasi posthoc degerlendirmeler “paired sample t” testine gore yapildi.

a: 0. saate gore anlamli farkls,

b: 2. saate gore anlamli farkli,

c: 4. saate gore anlamli farkli olarak degerler verildi. (p<0.05)
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Sekil 16. Kontrol grubunun zamana gére mikroRNA degerleri

Kontrol grubunda miRNA-122, miRNA-30c ve miRNA-33a parametrelerinin

ticlinlin de ekspresyon diizeylerinde zamana goére anlamli degisim goriildii (p=0.0001).

Kontrol grubunda miRNA-122 seviyesi postprandiyal 2. saatte pik diizeye ¢ikip 4.
ve 6. saatlerde anlamli bir azalis seyri gostermektedir (p=0.0001). A¢lik (0. Saat) ile
karsilastirildiginda miRNA-122 seviyesinde postprandiyal 2, 4 ve 6. saatlerde anlamli artig
gorlildii  (srastyla  p=0.0001, p=0.0001, p=0.004). Postprandiyal 2. saat ile
karsilastirildiginda miRNA-122 seviyesinde 4. ve 6. saatlerde anlamli azalis goriildi
(strastyla p=0.004, p=0.0001). Postprandiyal 4. saat ile 6. saat karsilastirildiginda miRNA-
122 seviyesinde 6. saatte anlaml1 azalis goriildi (p=0.0001).

Kontrol grubunda miRNA-30c seviyesi postprandiyal 2, 4 ve 6. saatler arasinda
zamanla birlikte anlamli artis seyri gostermektedir (p=0.0001). Aglik (0. saat) ile
karsilastirildiginda miRNA-30c seviyesinde postprandiyal 2, 4 ve 6. saatlerde anlamli artis
gorildii  (sirastyla  p=0.0001, p=0.0001, p=0.0001). Postprandiyal 2. saat ile
karsilagtirildiginda miRNA-30c seviyesinde 4. ve 6. saatlerde anlamli artig goriildi
(strastyla p=0.001, p=0.0001). Postprandiyal 4. saat ile 6. saat karsilastirildiginda miRNA-
30c seviyesinde 6. saatte anlamli artig goriildii (p=0.026).

Kontrol grubunda miRNA-33a seviyesi postprandiyal 4. saatte pik diizeye ¢ikip 6.
saatte anlamli bir azalis seyri gostermektedir (p=0.0001). Aghk (0. saat) ile
karsilagtirildiginda miRNA-33a seviyesinde postprandiyal 2, 4. ve 6. saatlerde anlamli artis
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gorildii  (sirasiyla  p=0.001, p=0.0001, p=0.0001). Postprandiyal 2. saat ile
karsilastirildiginda miRNA-33a seviyesinde 4. ve 6. saatlerde anlamli artis gorildii
(strastyla p=0.0001, p=0.007). Postprandiyal 4. saat ile 6. saat karsilastirildiginda miRNA-
33a seviyesinde 6. saatte anlamli azalis goriildii (p=0.009).

Tablo 17. MetS grubunda saatlere gére mikroRNA ekspresyon diizeyleri

Parametreler  0.saat 2.saat 4.saat 6.saat p

MiRNA-122 1.00+0 4.5142.06% 3.69£1.26%°  2.77+0.769%°°  0.0001
miRNA-30c 1.00£0  0.611£0.167*° 0.887+0.170*®  1.86+0.387*™¢  0.0001
miRNA-33a 1.00+0 2.51+1.142 3.19+1.022 2.23+0.570*¢  0.0001

p; "tekrarli 6l¢limlerde varyans analizi " testine gore ve sonuglar X + SD seklinde verildi. Grup igindeki
zamanlar arasi posthoc degerlendirmeler “paired sample t” testine gore yapildi.

a: 0. saate gore anlamli farkls,

b: 2. saate gore anlamli farkli,

c: 4. saate gore anlamli farkli olarak degerler verildi (p<0.05).

OmiRNA-122
BmiRNA-30c
5 A EBEmiRNA-33a

Ekspresyon Diizeyi (Kat)

6.saat

Sekil 17. MetS grubunun zamana gore mikroRNA degerleri

Hasta grubunda da miRNA-122, miRNA-30c ve miRNA-33a parametrelerinin
zamana gore ekspresyon diizeylerinde anlamli degisim goriildii (p=0.0001). Hasta
grubunda miRNA-122 ve miRNA-33a parametrelerinin ekspresyon seviyelerinin zamana
gore seyri kontrol grubuyla benzerlik gostermektedir. miRNA-30c seviyesi ise Oncelikle

postprandiyal 2. saate dogru azalis sonra 4. ve 6. saatlere dogru artig seyri gostermektedir.
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Hasta grubunda kontrol grubuna benzer olarak miRNA-122 seviyesi postprandiyal
2. saatte pik diizeye c¢ikip 4. ve 6. saatlerde anlamli bir azalig seyri gostermektedir
(p=0.0001). Aclik (0. saat) ile karsilastirildiginda miRNA-122 seviyesinde postprandiyal 2,
4 ve 6. saatlerde anlamli artis goriildii (sirasiyla p=0.0001, p=0.0001, p=0.0001).
Postprandiyal 2. saat ile karsilastirildiginda miRNA-122 seviyesinde 4. ve 6. saatlerde
anlamli azalig goriildi (sirastyla p=0.035, p=0.0001). Postprandiyal 4. saat ile 6. saat
karsilastirildiginda miRNA-122 seviyesinde 6. saatte anlamli azalis goriildi (p=0.001).

Hasta grubunda miRNA-30c¢ seviyesi postprandiyal 2. saate dogru azalis sonrasinda
4. ve 6. saatlere dogru artis seyri gostermektedir (p=0.0001). Acglik (0. saat) ile
karsilastirildiginda hasta grubunda miRNA-30c seviyesi 2. ve 4. saatlerde anlamli azalis, 6.
saatte anlaml artig gostermektedir (sirasiyla p=0.0001, p=0.005, p=0.0001). Postprandiyal
2. saat ile karsilastirildiginda miRNA-30c seviyesinde 4. ve 6. saatlerde anlamli artis
goriildii (sirasiyla p=0.0001, p=0.0001). Postprandiyal 4. saat ile 6. saat karsilastirildiginda
mMIRNA-30c seviyesinde 6. saatte anlamli artis goriildii (p=0.0001).

Hasta grubunda kontrol grubuna benzer olarak miRNA-33a seviyesi postprandiyal
4.saatte pik diizeye ¢ikip 6. saate dogru anlamlh azalig seyri gostermektedir (p=0.0001).
Aclik (0. saat) ile karsilagtirildiginda miRNA-33a seviyesinde postprandiyal 2, 4 ve 6.
saatlerde anlamli artig goriildii (sirasiyla p=0.001, p=0.0001, p=0.0001). Postprandiyal 2.
saat ile 4. saat karsilastirildiginda miRNA-33a ekspresyon seviyesindeki artig istatistiksel
olarak anlamli bulunmadi (p=0,060). Postprandiyal 2. saat ile 6. saat karsilastirildiginda
mMiRNA-33a seviyesinde 6. saatte azalig goriiliirken bu azalis istatistiksel olarak anlamli
bulunmadi (p=0,173). Postprandiyal 4. saat ile 6. saat karsilastirildiginda miRNA-33a

seviyesinde 6. saatte anlaml1 azalis goriildi (p=0.0001).
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Tablo 18. MetS ve kontrol grubu arasinda saatlere gore mikroRNA ekspresyon diizeyleri

Parametreler Zaman Kontrol MetS p

MiRNA-122 0.saat 1.00+0 1.56+0.289 0.0001
MiRNA-122 2.saat 1.00+0 3.17+0.809 0.0001
MiRNA-122 4.saat 1.00+0 2.51+0.484 0.0001
MiRNA-122 6.saat 1.00+0 1.83+0.582 0.0001
MiRNA-30c 0.saat 1.00+0 0.833+0.323 0.020
miRNA-30c 2.saat 1.00+0 0.559+0.131 0.0001
miRNA-30c 4.saat 1.00+0 0.605+0.308 0.0001
MiRNA-30c 6.saat 1.00+0 0.769+0.171 0.0001
mMiRNA-33a 0.saat 1.00+0 1.90+0.612 0.0001
miRNA-33a 2.saat 1.00+0 2.06+0.456 0.0001
miRNA-33a 4.saat 1.00+0 2.10£0.579 0.0001
mMiRNA-33a 6.saat 1.00+0 1.96+0.439 0.0001

p; "student t test " testine gore ve X = SD seklinde verildi (p<0.05).
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Sekil 18. MetS grubunun kontrol grubuna gére miRNA ekspresyon diizeyleri
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Hasta grubu ile kontrol grubunun miRNA ekspresyon seviyeleri karsilastirildiginda
aclik ve postprandiyal tiim zamanlarda tiim miRNA seviyelerinde istatistiksel olarak
anlaml fark vardir. Hasta grubunda miRNA-122 ve miRNA-33a ekspresyon seviyeleri 0,
2, 4 ve 6. saatlerde kontrol grubuna gore anlamli yiiksek bulundu (p=0.0001). Hasta
grubunda 0, 2, 4 ve 6. saatlerde miRNA-30c ekspresyon seviyeleri kontrol grubuna gore
anlaml diisiik bulundu (sirasiyla p=0.020, p=0.0001, p=0.0001, p=0.0001).

4.2.4. Metabolik Sendromlu Hasta ve Saghklh Kontrol Grubunun Zamana Goére Apo
B48 ve MTTP Seviyeleri

Silomikronun yapisinda bulunan Apo B48 ve MTTP proteinlerinin seviyeleri
ELISA yontemiyle 6l¢iildii. OTTT uygulanan kontrol grubunun grup i¢inde zamana gore
serum Apo B48 ve MTTP seviyelerinin degisimi Tablo 19 ve Sekil 19°da, hasta grubunun
grup i¢inde zamana gore serum Apo B48 ve MTTP seviyelerinin degisimi Tablo 20 ve
Sekil 20’de verildi. Hasta ve kontrol grubu arasindaki serum Apo B48 ve MTTP
seviyelerinin analizi Tablo 21, Sekil 21 ve Sekil 22’de verildi.

Tablo 19. Kontrol grubunda saatlere gére Apo B48 ve MTTP degerleri

Parametreler 0.saat 2.saat 4.saat 6.saat p

Apo B48 (ng/mL)  176+20.7  243+91.3%  227+47.0°  208+49.0° 0.001
MTTP (pg/mL) 277480.7  342+125%  332+4104%  328+102%° 0.021

p; "tekrarli 6l¢limlerde varyans analizi " testine gore ve sonuglar X + SD seklinde verildi. Grup igindeki
zamanlar arasi posthoc degerlendirmeler “paired sample t” testine gore yapildu.

a: 0. saate gore anlamli farkli,

b: 2. saate gore anlamli farkli olarak degerler verildi (p<0.05).

~ 200 7 500
—
’d 350 450 7
S -
& 300 5, 400 T T
= T £y 350 1
5 250 5.1 300
5 200 + 1 5 250
A 150 - /A 200 4
= 150
= 100
o} 100
e 50 - = i
=% = s0
"1: o T T T 1 ! [n]
O saat 2 sagt 4 saat GBsaat O =aat 2 saat 4 saat Gsaat
Zaman Zaman

Sekil 19. Kontrol grubunda zamana gore Apo B48 ve MTTP degerlerinin grafigi
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Kontrol grubunda serum Apo B48 ve MTTP seviyelerinde zamana gore (0, 2, 4 ve
6. saatler aras1) anlamli degisim goriildii (sirasiyla p=0.001, p=0.021). Her iki parametrede
de acliktan postprandiyal 2.saate geciste artis, postprandiyal donemde ise zamanla azalis
seyri goriilmektedir. Ancak postprandiyal donemdeki (2, 4 ve 6. saatler arasi) Apo B48 ve
MTTP seviyelerinin azalis seyri istatistiksel olarak anlamli bulunmadi (sirastyla p=0.195,

p=0.422).

Kontrol grubunda, aclik (0. saat) ile karsilagtirildiginda postprandiyal 2, 4 ve 6.
saatlerde Apo B48 seviyesinde anlamli artis goriildii (sirasiyla p=0.002, p=0.0001,
p=0.002). Postprandiyal 2. saat ile karsilastirildiginda Apo B48 seviyesinde 4 ve 6.
saatlerde anlamli bir fark goriilmedi (sirastyla p=0.345, p=0.128). Postprandiyal 4. saat ile
6. saat karsilastirildiginda Apo B48 seviyesinde anlamli bir fark goriilmedi (p=0.199).

Kontrol grubunda, aclik (0. saat) ile karsilagtirildiginda postprandiyal 2, 4 ve 6.
saatlerde MTTP seviyesinde anlamli artis goriildii (sirasiyla p=0.004, p=0.020, p=0.013).
Postprandiyal 2. saat ile karsilastirildiginda MTTP seviyesinde 4. ve 6. saatlerde anlamli
bir fark goriilmedi (sirasiyla p=0.726, p=0.586). Postprandiyal 4. saat ile 6. saat
karsilastirildiginda MTTP seviyesinde anlamli bir fark goriilmedi (p=0.842).

Tablo 20. MetS grubunda saatlere gore Apo B48 ve MTTP degerleri

Parametreler 0.saat 2.saat 4.saat 6.saat p

Apo B48 (ng/mL)  215+45.0  299+88.4% 243+47.0*° 246+88.1° 0.002
MTTP (pg/mL) 341467.9  465+133*  413+67.1* 391+87.8*° 0.001

p; "tekrarli 6l¢limlerde varyans analizi " testine gore ve sonuglar X + SD seklinde verildi. Grup igindeki
zamanlar arasi posthoc degerlendirmeler “paired sample t” testine gore yapildi.

a: 0. saate gore anlamli farkls,

b: 2. saate gore anlamli farkli olarak degerler verildi (p<0.05).
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Sekil 20. MetS grubunda zamana gore Apo B48 ve MTTP degerlerinin grafigi

Hasta grubunda da kontrol grubuna benzer olarak serum Apo B48 ve MTTP
seviyelerinde zamana gore (0, 2, 4 ve 6. saatler aras1) anlamli degisim goriildii (sirasiyla
p=0.002, p=0.001). Kontrol grubuna benzer olarak hasta grubunda da postprandiyal
donemdeki (2,4 ve 6. saatler aras1) Apo B48 ve MTTP seviyelerinin degisimi istatistiksel

olarak anlamli bulunmadi (sirastyla p=0.280, p=0.113).

Hasta grubunda, aghik (0. saat) ile karsilastirildiginda postprandiyal 2. ve 4.
saatlerde Apo B48 seviyesinde anlamli artig goriiliirken, postprandiyal 6. saatteki artig
istatistiksel olarak anlamli bulunmadi (swrasiyla p=0.0001, p=0.065, p=0.161).
Postprandiyal 2. saat ile karsilastirildiginda Apo B48 seviyesinde 4. ve 6. saatlerde anlamli
bir azalis goriildi. (sirastyla p=0.019, p=0.013). Postprandiyal 4. saat ile 6. saat
karsilastirildiginda Apo B48 seviyesinde anlamli bir fark gériilmedi (p=0.886).

Hasta grubunda, aglik (0. Saat) ile karsilastirildiginda postprandiyal 2, 4 ve 6.
saatlerde MTTP seviyesinde anlaml artis goriildii (sirastyla p=0.0001, p=0.004, p=0.012).
Postprandiyal 2. saat ile karsilastirildiginda MTTP seviyesinde 4. saatte anlamli bir fark
goriilmezken, 6. saatte anlaml azalis goriildi (sirastyla p=0.132, p=0.009). Postprandiyal
4. saat ile 6. saat karsilastirildiginda MTTP seviyesinde anlamli fark goriilmedi (p=0.471).
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Tablo 21. MetS ile kontrol grubu arasinda Apo B48 ve MTTP degerleri

Parametreler Zaman Kontrol Hasta P

Apo B48 (ng/mL) 0.saat 176+20.7 215+45.0 0.008
Apo B48 (ng/mL) 2.saat 243+491.3 299+88.4 0.044
Apo B48 (ng/mL) 4.saat 227+47.0 243447.0 0.133
Apo B48 (ng/mL) 6.saat 208+49.0 246+88.1 0.082
MTTP (pg/mL) 0.saat 277+80.7 341+67.9 0.012
MTTP (pg/mL) 2.saat 342+125 465+133 0.006
MTTP (pg/mL) 4.saat 332+104 413+67.1 0.005
MTTP (pg/mL) 6.saat 328+102 391+87.8 0.015

p; "paired-sample t test " testine goére X = SD seklinde verildi (p<0.05).
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Sekil 21. MetS ile kontrol grubunun zamana gore Apo B48 degerleri

Hasta ile kontrol grubunun Apo B48 seviyeleri karsilastirildiginda, hasta grubunun
0. ve 2. saat degerleri kontrol grubuna gore anlamli yiiksek bulundu (sirasiyla p=0.008,
p=0.044). Ancak hasta grubunun 4. ve 6.saat Apo B48 degerleri kontrol grubuna gore

yiiksek olmasina ragmen istatistiksel olarak anlamli fark bulunmadi (sirastyla p=0.133,
p=0.082).
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Sekil 22. MetS ile kontrol grubunun zamana gére MTTP degerleri

Hasta ile kontrol grubunun MTTP seviyeleri karsilastirildiginda, hasta grubunun
MTTP seviyeleri kontrol grubuna gore aglik (0. saat) ve postprandiyal 2, 4 ve 6. saatlerde
anlamli olarak yiiksek bulundu (sirastyla p=0.012, p=0.006, p=0.005, p=0.015).

4.2.5. Metabolik Sendromlu Hasta ve Saghkh Kontrol Grubunun Zamana Gére Apo
Al ve ABCAL Seviyeleri

Calismamizda Apo Al ve ABCAI proteinlerinin aglik ve postprandiyal 4. saat
seviyeleri ELISA yontemiyle 6lgiildi. Oral trigliserid tolerans testi uygulanan kontrol
grubunun grup i¢inde 0. ile 4.saat arasindaki serum Apo Al ve ABCAL seviyelerinin
degisimi Tablo 22°de, hasta grubunun grup iginde 0. ile 4.saat arasindaki serum Apo Al ve
ABCAL1 seviyelerinin degisimi Tablo 23’te verildi. Hasta ve kontrol grubu arasindaki
serum Apo Al ve ABCAL1 seviyelerinin analizi Tablo 24, Sekil 23 ve Sekil 24’te verildi.

Tablo 22. Kontrol grubunda saatlere gére ApoAl ve ABCA1 degerleri

Parametreler 0.saat OTTT 4.saat p
Apo Al (ng/mL) 54.8+12.6 73.4+16.0 0.004
ABCAL (ng/mL) 2.21+1.35 3.79+1.69 0.003

p; "paired-sample t test " testine gore ve sonuglar X + SD seklinde verildi (p<0.05).
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Kontrol grubunda serum Apo Al ve ABCAL seviyeleri postprandiyal 4.saatte a¢lik
durumuna gore (0. saat) anlamli1 yiiksek bulundu (sirasiyla p=0.004, p=0.003).

Tablo 23. MetS grubunda saatlere gore Apo Al ve ABCA1 degerleri

Parametreler 0.saat 4.saat p
Apo Al (ng/mL) 38.7£13.6 50.7+£9.07 0.007
ABCAL (ng/mL) 1.64+0.992 2.944+0.597 0.001

p; "paired-sample t test " testine gére ve sonuglar X + SD seklinde verildi (p<0.05).

Hasta grubunda serum Apo Al ve ABCAL seviyeleri kontrol grubuna benzer

sekilde postprandiyal 4. saate aglik durumuna gore anlamli yiiksek bulundu (sirasiyla

p=0.007, p=0.001).

Tablo 24. MetS ile kontrol grubu arasinda Apo Al ve ABCAL degerleri

Parametreler Zaman Kontrol Hasta P

Apo Al (ng/mL) 0.saat 54.8£12.6 38.7£13.6 0.0001
Apo Al (ng/mL) 4.saat 73.4£16.0 50.7£9.07 0.0001
ABCA1 (ng/mL) 0.saat 2.2141.35 1.64+0.992 0.181
ABCAL (ng/mL) 4.saat 3.79+1.69 2.94+0.597 0.116

p; "paired-sample t test " testine gére ve sonuglar X + SD seklinde verildi (p<0.05).
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Sekil 23. MetS ile kontrol grubunun zamana goére Apo Al degerleri
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Hasta grubu ile kontrol grubunun Apo Al seviyeleri karsilastirildiginda hasta
grubunda Apo Al parametresinin 0 ve 4. saat degerleri kontrol grubuna goére anlamli

diistiktiir (sirasiyla p=0.0001, p=0.0001).
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1

o

O.saat 4.saat
Zaman

Sekil 24. MetS ile kontrol grubunun zamana gore ABCA1 degerleri

Hasta grubu ile kontrol grubunun ABCA1 seviyeleri karsilastirildiginda, ABCA1
parametresinin 0. ve 4. saat degerleri hasta grubunda kontrol grubuna gore diistiktiir ancak

istatistiksel olarak anlamli fark yoktur (sirastyla p=0.181, p=0.116).

4.2.6. Metabolik Sendromlu Hasta ve Saghkh Kontrol Grubunun Postprandiyal 4.
Saat Silomikron Partikiil Boyutlar:

OTTT uygulanan hasta ve kontrol grubu arasindaki postprandiyal 4.saat silomikron

partikiillerinin ¢ap farkliliklarinin analizi Tablo 25’te verildi.
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Tablo 25. MetS ve Kontrol grubunun postprandiyal 4.saat SM partikiil boyutu

Parametreler Zaman Kontrol Hasta p

SM cap (nm) 4. saat 101 (151-246) 305 (263-448) 0.0001

p; "Mann-Whitney U" testine gore ve sonuglar medyan (IQR) seklinde verildi p<0.05.
Hasta grubu ile kontrol grubunun plazma silomikron partikiil boyutlar

karsilastirildiginda hasta grubunun 4. saat silomikron cap degerleri kontrol grubuna gore

anlamli yiiksek bulundu (p=0.0001).
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5. TARTISMA ve SONUC

Postprandiyal lipemi tokluk doneminde TG bakimindan zengin SM ve SM
remnantlarinin arttig1 bir durumdur. Bu durum MetS ve DM hastalar1 i¢in 6nemli bir risk
faktortdiir (92). MetS’nin artan obezite diizeyleri ile paralel olarak arttig1 ve tiim diinya
icin 6nemli bir sorun oldugu bilinmektedir. TEKHARF tarafindan 2002 yilinda iilkemizde
yapilan ¢alismada MetS siklig1 erkeklerde %27, kadinlarda %38.6 bulunmustur (77). MetS
onemli Ozelliklerinden biri olan dislipidemi olup, yiiksek TG degerleri, serbest yag

asitlerinin artmasi, artmis Apo B ve diisiik HDL-K seviyeleri ile ilgilidir (8).

Giliniimiizde insanlarin gida tiikketim aliskanliklart degismistir ve yeme sikligina
bagli olarak kisiler giiniin yaklagik 18 saatlik zaman dilimini tokluk durumunda gegirirler.
Plazma TG seviyeleri bazal seviyelere inmeden Once insanlarin TG yoniinden zengin
Ogilinlerin tiikketilmesine devam ettigi goriilmektedir. Bu nedenle insanlarin TG
seviyelerinde lipemi derecesinde siirekli bir dalgalanma meydana gelmektedir (2). Aclik
kan TG seviyeleri, diyetin igerigi ve metabolik aktivitenin kiimiilatif etkilerini gosterse de,
giin iginde tiiketilen yiyeceklerin veya Ogiinlerin etkisini tam olarak yansitmazlar (9).
Literatiirde yer alan caligmalarin ¢ogu aclik TG seviyeleriyle ilgilidir ve klinisyenler
siklikla aglik TG degerini kullanmaktadir (3). Aglik veya postprandiyal hipertrigliseridemi
ateroskleroz ve kalp damar hastaliklar1 gelisimi i¢in bagimsiz bir risk faktoridiir (4, 5, 93).
Aclik durumunun giin i¢inde kisa bir zaman dilimini kapsadig1 diisiiniildiiglinde, risk
degerlendirmesinde postprandiyal lipid profilini kullanmak aghik lipid profilini
kullanmaktan daha yararli olabilir (92).

Postprandiyal lipemi ile plazma miRNA ekspresyon iliskisini incelenmeyi
amacladigimiz bu calismada dislipidemisi olan 22 metabolik sendromlu hasta ve 22
saglikli kontrole OTTT uyguladik. MiRNA diizeyleri birgok faktorden etkilendigi igin
calismamizda hasta ve saglikli kontrol se¢imine ayr1 bir 6zen gosterildi. Gebelik, akut-
kronik bobrek yetmezligi, karaciger rahatsizligi, sindirim-emilim bozuklugu, koroner arter
hastaligi, kanser, menopoz, lipid diizeyini etkileyen ilaglar, sigara ve alkol kullanimi
dislama kriteri olarak belirlendi. Literatiirde postprandiyal lipeminin yas ve cinsiyet
faktorlerinden etkilendigi gosterilmistir (32, 94). Bundan dolay1 calismamizda hasta ve
kontrol grubunun o6zellikle yas ve cinsiyet dagilimmin yakin olmasina 6zen gosterildi.

Calismamizdaki hasta ve kontrol grubunun cinsiyet dagilimi esittir ve yas ortalamalar1 da
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birbirine ¢ok yakindir (p=0.638). Boylelikle calismamizin giiciinii ve giivenilirligini

arttirdigimiz kanaatindeyiz.

Metabolik Sendrom tanisi i¢in ¢esitli organizasyonlar tarafindan farkli tan1 kriterleri
tanimlanmistir. Ulkemize ait organizasyon olan Tiirkiye Endokrinoloji Metabolizma
Dernegi’nin yaymladigi 2005 kilavuzunda yer alan kriterlere gore c¢alismamizin hasta
grubu olusturuldu. Bu dernegin Metabolik Sendrom Calisma Grubu; insiilin direncinin tani
kriterleri arasinda olmasi gerektigini savunmaktadir. Bu nedenle 1999-Diinya Saglik
Orgiitii tam kriterleriyle, daha sik1 metabolik esik degerler hedefleyen 2001-NCEP ATP III
tam kriterlerinden olusturulan yeni bir MetS tan1 kilavuzu yayinlamistir. Insiilin direncini
belirlemek i¢in klinik pratikte en stk HOMA formiilii kullanilmaktadir. Saglikl kisilerde
HOMA degeri 2.7°den diisiiktiir, bu degerin 2.7’nin {izerinde olmasi insiilin direncini
yansitir (86). Calismamiza katilan MetS’li hasta grubunun ve saglikli kontrol grubunun
verileri Tablo 14 ve 15°te goriilmektedir ve veriler metabolik sendromlu hasta ve saglikli

kisileri yansitacak sekilde literatiirde yer alan tan1 kriterleri ile uyumludur.

OTTT postprandiyal lipemi cevabini belirleyebilmek i¢in kisilere yiiksek yagh
diyet verilen bir test yontemidir. Postprandiyal gliseminin degerlendirildigi oral glukoz
tolerans testi (OGTT) uygulamasina benzer olarak bdyle bir testin kullanilabilecegi
diisiincesi dogmustur. OGTT uygulamasi i¢in resmi kilavuzlar mevcut iken OTTT
uygulamasi i¢in standardize edilen resmi bir kilavuz bulunmamaktadir. Literatiirde yer alan
genel uygulamaya gore genellikle 2 saatte bir kan alim1 gergeklestirilir ve test toplamda 6
saat siirer (95). Literatiirde yer alan genel uygulamalar dogrultusunda ¢alismamizda toplam
6 saatlik siire zarfinda gerceklestirildi. OTTT o6ncesi (aglik) ve OTTT sonrasi postprandiyal

2, 4 ve 6. saatlerde alinan kan 6rnekleri degerlendirildi.

OTTT’de kullanilmasi gereken toplam yag miktarini belirleyebilmek i¢in doza
bagl calismalar yapilmistir. Dubois ve ark. yaptigi ¢alismada 0, 15, 30, 40 ve 50 g yag
igeren Oglin kullanilmistir. Saglikli eriskinlerde postprandiyal lipemi ve lipoproteinler
tizerine 15 g ve alt1 yag igeriginin etkisi olmadigini, bu miktar tizerindeki 6giinlerde ise yag
degerleri arttikga serum TG ve SM seviyelerinin kademeli olarak arttigini gostermislerdir
(96). Kolovou ve ark. tarafindan degerlendirilen 113 klinik ¢alismanin yer aldigi meta
analizde, OTTT yapilan klinik arastirmalar, kullandiklar1 yag miktarina gore <40 g ile
>120 g arasinda 10 g fark olacak sekilde smiflandirilmistir. Bu meta analiz sonucunda,

saglikli bireylerde postprandiyal lipemi arastirmasi i¢in bir OTTT &giiniinde tiiketilmesi
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gereken ortalama yag miktarinin 60-79 g olmasi onerilmistir (97). Yine Kolovou ve ark.
tarafindan 2010 yilinda yapilan uzman panelinde, saglikli bireylerde postprandiyal lipemi
arastirmasi i¢in bir OTTT o6giliniinde tiiketilmesi gereken ortalama yag miktarinin 70-80 g
(yaklasik 75 g) olmasi Onerilmistir (87). Calismamizda da kisilere bu panelin Onerileri
dogrultusunda 75 g yag, 25 g karbohidrat ve 10 g proteinden olusan yaklasik 815 kcal

olacak sekilde hazirlanan 6giin verildi.

OTTT’nin 6 saat gibi uzun siirmesi ve yiiksek yagli diyetin sabah a¢ karnina
tiikketilmesi gibi faktorler nedeniyle hastalarin uyum sorunu géstermesi, yiiksek maliyet ve
is yikii bu testin klinik kullanimini zorlastirmaktadir. Test siiresini ve kan miktarini
azaltmak bdylece klinik kullanimi kolaylastirmak amaciyla ¢esitli arastirmalar yapilmistir
(95). Weiss ve ark. farkli giinlerde tekrarlayan g¢alismalarla postprandiyal 8 saatlik donemi
degerlendirmis ve 4. saat lipemik cevabin en iyi degerlendirmeyi sagladigini bulmuslardir
(98). Rector ve ark. yine benzer sekilde postprandiyal 8 saatlik donemi igeren bir ¢aligma
yapmiglar ve 4. saat TG konsantrasyonlart ve AUC degerlerinin postprandiyal lipemi
cevabinin degerlendirmesi i¢in yeterli olabilecegini bildirmislerdir (99). Kolovou ve ark.
tarafindan incelenen 113 klinik arastirmanin meta analiz sonucuna gore ise postprandiyal 4
ve 6. saat degerinin TG cevabinin en iyi temsil ettigi belirtilmistir (97). Yine Kolovou ve
ark. tarafindan 2010 yilinda yapilan uzman paneline gore, OTTT’de postprandiyal
donemde tek bir zamana ait TG 6l¢limiiniin 6zellikle biiylik gruplarla yapilan ¢aligmalarda
bu islemi kolaylastiracagi, bunun i¢in en uygun zamanin ise test sonrasi 4. saat olacagi
belirtilmistir. (32, 87). Literatiirde yer alan aragtirmalarin biiyiik ¢ogunlugunda oldugu gibi,
calismamizda da hem hasta hem kontrol gubunda serum TG seviyelerinin postprandiyal 4.
saatte pik degere ulastigi goriildii. Postprandiyal siirecte rol alan ve calismamizda
inceledigimiz diger parameterelerin pik diizeylerinin genellikle 2 veya 4. saatlerde oldugu

goriildli. Bu parametreler asagida ayrintili olarak tartisilmistir.

Genel klinik kullanimda normal aglik TG diizeyleri <150 mg/dL olarak tanimlanir.
Ancak yapilan arastirmalar her ii¢ kisiden birisinde TG seviyelerinin bu diizeyin tizerinde
oldugunu gostermistir (6, 100). Aclik TG diizeyleri 150-499 mg/dL arasindaysa hafif
hipertrigliseridemi, 500-880 mg/dL arasinda ise orta hipertrigliseridemi ve >880 mg/dL
olmasi durumunda siddetli hipertrigliseridemi olarak tanimlanir (6, 101). Ancak son
yillarda yapilan arastirmalar, tokluk TG degerlerinin de aglik degerleri kadar tutarli ve

anlamli sonuglar verdigi belirtilmektedir. Tokluk TG degerleri, KAH riskini achik TG
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degerlerine gore daha giiglii bir sekilde 6ngordiigi bildirilmistir (5, 6, 102). Bu bilgiler
1s1¢inda saglikli yetiskinlerde toklukta 6lgiilen TG seviyesi <175 mg/dL olmalidir (6, 103).
Tiurkiye Endokrinoloji ve Metabolizma Dernegi tarafindan yayinlanan 2019 yili
Dislipidemi Tam1 ve Tedavi Kilavuzunda, tokluk TG diizeyi >440 mg/dL olmas1 halinde
lipid profili 6l¢iimiiniin a¢ olarak tekrarlanmasi tavsiye edilmistir (6). Kolovou ve ark.
tarafindan yapilan uzman paneline gore saglikli kisilerde aglik plazma TG seviyeleri 89-
180 mg/dL (1-2 mmol/L) arasinda olmalidir. Saglikl kisilerde OTTT sonras1 postprandiyal
herhangi bir zaman diliminde TG konsantrasyonu <220 mg/dL (2.5 mmol/L) olmalidir.
TG konsantrasyonu >220 mg/dL olan degerler postprandiyal hipertrigliseridemi olarak
belirtilmistir (87).

Calismamizda yer alan saglikli kontrol grubunun agliktaki serum TG degerleri
<125 mg/dL ve postprandiyal 2, 4 ve 6. saatteki tiim TG degerleri <200 mg/dL olarak
oOl¢iildii. MetS’li hasta grubunda ise aglik TG degerleri >150 mg/dL ve herhangi bir
zamandaki postprandiyal TG degerleri >220 mg/dL olarak 6l¢iildii. Calismamizda yer alan
hasta ve saglikli kisilerin aghik ve postprandiyal donemdeki TG degerlerinin literatiir

bilgileriyle uyumlu oldugu gériilmektedir.

Kolovou ve ark. tarafindan metabolik sendromlu erkeklerde yapilan bir
arastirmada, OTTT ile postprandiyal 8 saatlik donem degerlendirilmistir. MetS’li hasta
grubunun OTTT grafigi AUC degeri saglikli kontrole gore 2.5 kat yiliksek bulunmustur
(104). Caligmamizdaki hasta ile saglikli kontrol grubuna ait OTTT grafigi
karsilastirildiginda MetS grubunda AUC degeri bu ¢alismaya benzer sekilde 2.4 kat yiiksek
bulundu (p=0.0001).

Diabetes mellitus ve MetS gibi metabolik hastaliklarda goriilen postprandiyal TG
seviyelerinin yiiksekligi trigliseridce zengin lipoproteinlerin asir1 tiretimi ve/veya azalmis
katabolizmasiyla iliskilidir (7). Postprandiyal donemde SM’lerin sentezlenme hizi

hipertrigliserideminin biiyiikliigiinii ve siiresini etkiler (1).

James ve ark. tarafindan yapilan bir arastirmada, insiilin direnci olan obez
erkeklerin 10 kilo kaybetmelerine ragmen SM remnantlari, Apo B48, ve OTTT grafiginin
AUC degerleri fazla degismemistir (105). Buna karsilik Geltner ve ark. yaptigi ¢aligmada
instilin ile tedavi edilen Tip II DM hastalarinda aclik plazma TG seviyelerinde %28,
postprandiyal TG seviyelerinde %38 oraninda azama ile birlikte HDL-K’da %17,
lipoprotein lipaz aktivitesinde %21 artis oldugu belirtilmistir (106). MetS’li hastalarda
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aclik ve postprandiyal TG seviyelerinin yiiksekligi insiilin direncine bagli $M
metabolizmasini etkileyen metabolik anormalliklerle iliskilidir. Insiilin direnci karacigerde
LDL reseptor ekspresyonunu azaltarak SM remnantlart ile LDL’nin karacigere aliminda
yarisa neden olur. Bu durum dolagimdan SM remnantlarinin temizlenmesini azaltir. Bu

nedenle MetS hastalarinda dolagimda yiiksek TG seviyeleri goriilmektedir (107).

Calismamizda yer alan metabolik sendromlu hasta grubunun serum TG seviyeleri
saglikli kontrol grubuna gore, aglik (0. saat) ve postprandiyal tiim zamanlarda (2, 4 ve 6.
saatler) anlamli olarak yiiksek bulundu (p=0.0001). Ayrica aym1 miktarda yagh 6giin
alinmasina ragmen hasta grubunda saatler arasi TG seviyelerindeki degisim miktarinin
kontrol grubuna gore fazla oldugu goriilmektedir. Caligmamizda metabolik sendromlu
hastalarin OTTT grafiginde postprandiyal donemde TG seviyelerinde dalgalanma
goriiliirken, saglikli kontrol grubunun 2-6 saatler arasi postprandiyal TG degerleri daha
stabil seyretmektedir.

MikroRNA, gen ekspresyonun diizenlenmesinde rol oynayan, yaklasik 20-23
niikleotit uzunlugunda, tek iplik¢ikli endojen RNA molekiiliidir. MiRNA'lar hem
fizyolojik hem de patolojik siiregleri kontrol eden gen ifadesinin 6nemli diizenleyicileridir
ve birgok hiicresel yol, miRNA’larin diizenleyici islevinden etkilenmektedir (11, 60).
MiRNA'lar insanlarda en ¢ok bulunan gen diizenleyicilerinden biridir. Obezite ve diyabet
de dahil olmak iizere genis bir yelpazedeki fizyolojik ve patolojik siireglerle iligkili oldugu
belirtilmektedir (67).

Dolasimda bulunan extraselliiler miRNAlar, hiicre i¢i miRNA’larin ve hiicre dis1
ortamda birka¢ saniye iginde pargalanan diger RNA tiirlerinin aksine oldukga stabildir.
Dolasima verilen sentetik miRNA’lar (miRNA spike) ise birka¢ saniye igerisinde
degredasyona ugrarlar. Mitchell ve ark. serum miRNA’larimin 24 saat boyunca oda
sicakliginda bekletildiginde bile qPCR ile tespit edilebildigini gostermistir (108). Chen ve
ark. donma-¢6zme dongiistiniin 10 defa tekrarlandiginda bile miRNA larin etkilenmedigini
gostermisler. Yine ayni arastirmada 3 saat boyunca RNAaz-A ile muamele edildigi halde
diger endojen RNA’larin (28s RNA, 18s RNA, B-aktin, GAPDH ve U6) aksine degrede
olmadigint saptamislardir (109). Plazma miRNA’larimi1 dolagimdaki endojen RNaz
aktivitesinden koruyan birka¢c mekanizma one siiriilmiistiir. Dolagimdaki miRNA’larin
hem DNAaz hem de RNaz aktivitesinden koruyacak protein (AGO protein kompleksler)
ile konjuge olduklari, lipid veya lipoprotein kompleksleri (HDL) ile taginarak korunduklar
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arastirmalarda yer almaktadir. Ayrica miRNA’larin hiicre dist ortamda apoptotik cisimler,
eksozomlar ve mikropartikiiller ile hiicre disina salgilandiklart gosterilmistir. RNAaz’lara
kars1t oldukga kararli olmalariin disinda kaynama, yiiksek veya diisiik pH, uzun siireli
saklama ve donma-¢6ziilme dongiileri gibi sert kosullara maruz kalsalar bile kararli bir
yapida kaldiklari belirtilmektedir (66).

MikroRNA’larin fizyolojik ve patolojik siirecleri kontrol eden diizenleyici roliiniin
ve fiziksel oOzelliklerinin (serum/plazma miRNA’larin kararli yapisinin) postprandiyal
donemdeki lipid metabolizmasinin aydinlatilmasi yolunda ¢alismamiza deger kattigi ve bir

avantaj sagladig diislincesindeyiz.

Calismamizda ekzojen lipid metabolizmasi tizerine rol aldigi bilinen miRNA-122,
mMIiRNA-30c ve miRNA-33a parametrelerinin postprandiyal siirecteki etkilerini tespit
etmeyi amagladik. Buna bagli olarak bu miRNA’larin aglik, postprandiyal 2, 4 ve 6. saat
plazma ekspresyon seviyelerini ve iligkili olduklar1 proteinlerin seviyelerini inceledik.

Literatiirde bu alanda yapilan herhangi bir ¢caligmaya rastlanilmadi.

Mikrozomal trigliserid transfer proteini, hepatositlerde Apo B100 ve enterositlerde
Apo B48 vasitasiyla lipoproteinlerin yapisina TAG, kolesterol esterlerini ve fosfolipidleri
eklemektedir. Mikrozomal trigliserid transfer protein, lipidlerin lipoprotein partikiillerine
transferine yardimei olur ve Apo B’nin uygun olmayan konformasyonlarda katlanmasini
ve proteazomlar tarafindan yikima ugramasini engeller. Eger MTTP araciligiyla lipid
transferi azalirsa veya durursa, Apo B48 degrede olur. Buna bagli olarak enterositlerde
silomikron sentezlenemez (51). MTTP sentezine miRNA-122 ekspresyonu arttirici,

mMiRNA-30c ekspresyonu ise baskilayici yonde etki etmektedir (16, 70).

MikroRNA-122 karaciger ve intestinal epitel hiicrelerinden eksprese olmaktadir
(16, 110). MIRNA-122 karacigerde bol bulunup; kolesterol metabolizmasi, karaciger
kanseri, stres cevabi ve viral hepatit gibi karaciger fonksiyon ve hastaliklarinda 6nemli rol
oynar. miRNA-122 inhibisyonunun plazma kolesterol ve trigliserid seviyelerini 6nemli
Olgiide azalttigi tespit edilmistir. Normal farelerle yapilan bir ¢alismada miRNA-122
inhibisyonu, plazma kolesterol seviyelerinin diismesine, hepatik yag asidi oksidasyonunun
artmasia ve hepatik yag asidi ve kolesterol sentez hizlarinda azalmaya neden olmustur.
MiRNA-122’nin kolesterol metabolizmasina etkisinin HMGCS1 ve HMGCR enzimleri

tizerinden, TG metabolizmasina etkisinin ise MTTP iizerinden oldugu bulunmustur (16).

65



Calismamizda yer alan metabolik sendromlu hasta ile sagliklt kontrol grubunun
plazma miRNA-122 ekspresyon seviyeleri karsilastirildiginda, hasta grubunun miRNA-
122 seviyeleri kontrol grubuna gore aclik ve postprandiyal tiim saatlerde anlamli olarak
yiiksek bulundu (p=0.0001) (Tablo 18), (Sekil 18). Bu yiikseklik aglikta 1.56 kat ve
postprandiyal 2, 4, 6. saatlerde ise sirasiyla 3.17, 2.51 ve 1.83 kat olarak bulundu. Pirola ve
ark. miRNA-122"nin serum ekspresyon seviyelerinin obez kisilerde normal kisilere gore ii¢
kattan yiiksek oldugunu gostermistir (72). Calismamizda da hasta grubumuzun obez
oldugu diisiintildiigiinde bu c¢alisma ile ayn1 yonde sonuglar elde edildigi goriilmektedir.
Ancak calismamizda aglik miRNA-122 ekspresyon seviyeleri Pirola ve ark. tarafindan
yapilan calismada ki kadar yiiksek oranda degildir. Bu durum g¢alisma gruplarmin VKI
degerlerinin farkli olmasindan kaynaklanabilir. Aclik durumuna ek olarak arastirdigimiz
postprandiyal siirece ait verilerin literatiire 6nemli bir katki saglayacagi kanaatindeyiz.
Postprandiyal donemde metabolik sendromlu kisilerde mMIRNA-122 ekspresyon
seviyelerinin saglikli kisilere gore daha da fazla yiikselmesi, bu donemde MTTP’nin asiri
aktivasyonuna ve buna paralel olarak serum SM ve TG seviyelerinde normalden fazla

artisa neden oldugu diisiiniilebilir.

Calismamizda hem hasta hem de kontrol grubunda miRNA-122 seviyesi
postprandiyal 2. saatte pik diizeye c¢ikip 4 ve 6. saatlerde anlamli bir azalig seyri
gostermektedir (p=0.0001), (Tablo 16, 17), (Sekil 16, 17). Yemek sonrasi ilk saatlerde
MTTP aktivasyonunun artmast beklenen bir durumdur. Postprandiyal donem ilerledikge
SM sentezi azalacagindan MTTP aktivasyonunda da giderek azalma beklenen bir
durumdur. Hem hasta hem de kontrol grubunda miRNA-122 seviyesinin zamana bagh bu
seyri bilinen mekanizma ile uyumludur. Burada farkli olan iki grup arasindaki artis
oranlaridir. Ozellikle metabolik sendromlu hastalarda postprandiyal 2. saatteki MiRNA-
122 ekspresyon seviyelerindeki artis dikkat ¢ekicidir. Kontrol grubunda postprandiyal 2.
saatte mMiRNA-122 ekspresyon seviyeleri agliga gore 2,08 kat artarken hasta grubunda 4,51
kat artmistir. Bu durum, metabolik sendromlu hastalarda goriilen TG yiiksekligine neden

olan onemli etkenlerden biri olabilir.

MikroRNA-30c karaciger, kalp, bobrek, kemik, iskelet kasi ve intestinal epitel
hiicreleri gibi bir¢ok dokudan eksprese edilmektedir (70, 111). MiIRNA-30c lipid
metabolizmast tlizerinde olan etkisini MTTP’nin mesaject RNA (mRNA)’sinin 3’

translasyona ugramamis bolgesine baglanarak gostermektedir (13). Ozellikle miRNA-
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30c¢’nin, transkripsiyon sonrasi MTTP’nin mRNA’sin1 yikima ugratarak bu proteinin
aktivitesini azalttigi gosterilmistir. Bu sebepten dolayr MTTP aktivitesinde ve Apo B
saliniminda azalma goriiliir (14). Soh ve ark. tarafindan yapilan calismalarda, Western
diyetle beslenen Apo E -/- farelerinde miR-30c’nin asir1 ekspresyonu ile aglik plazma
kolesterol, TG ve plazma Apo B seviyelerinde 6nemli diisiisler gosterilmistir. Ustelik bu
farelerde aterosklerotik lezyonlarin daha az olduklar1 hatta bu lezyonlarin kiigiildiikleri
goriilmiistiir. Bu calismalar ile miRNA-30c¢’nin lipid biyosententezini ve lipoprotein
sekresyonunu azaltarak, hepatik ve plazma lipid seviyelerini diizenledigi gosterilmistir (13,
71).

Calismamizda yer alan metabolik sendromlu hasta ile sagliklt kontrol grubunun
plazma miRNA-30c ekspresyon seviyeleri karsilastirildiginda, hasta grubunun 0, 2, 4 ve 6.
saatlerde miRNA-30c ekspresyon seviyeleri kontrol grubuna gore diisiik bulundu (sirasiyla
p=0.020, p=0.0001, p=0.0001, p=0.0001) (Tablo 18), (Sekil 18). Literatiirde yer alan
aragtirmalara gore miRNA-30c ekspresyon seviyelerinin artist MTTP aktivitesini
baskilayarak TG degerlerini diisiirmektedir (13, 14, 71). MetS’li hasta grubunun aghk ve
postprandiyal tiim zamanlarda TG degerlerinin saglikli kontrol grubuna gore yiiksek
oldugu distiniildigiinde, hastalarda miRNA-30c ekspresyon seviyelerinin tiim zamanlarda
diisiik olmasi literatiirde yer alan mekanizmayla uyumludur. Bu sonu¢ SM sentezi i¢in
kontrol basamaklarindan biri olan miRNA-30c mekanizmasinin hastalarda islevini tam

olarak yerine getiremediginin bir kanit1 olabilir.

Calismamizda saglikli kontrol grubunda miRNA-30c ekspresyon seviyesi agliktan
itibaren postprandiyal 2, 4 ve 6. saatler arasinda zamanla birlikte anlamli artis seyri
gostermektedir (p=0.0001) (Tablo 16), (Sekil 16). MiIRNA-30¢’nin, transkripsiyon sonrasi
MTTP’nin mRNA’sim1 yikima ugratarak MTTP’nin aktivitesini azalttigi gosterilmistir
(52). MTTP miktar1 arttitkga yikim mekanizmasinin da devreye girmesi bu nedenle
MIRNA-30c’nin postprandiyal donemde artig gostermesi artan miRNA-122’ye bir cevap
olabilir. Literatiirde miRNA-30c’nin postprandiyal seviyelerini inceleyen herhangi bir
calismaya rastlanmamistir. Saglikl kisilerde artan agirt MTTP aktivitesini baskilamak ve
fazla SM olusumunu engellemek ic¢in postprandiyal donemin baslangicinda bu
mekanizmanin devreye girmesi ve postprandiyal donemin sonlarina dogru bazal seviyenin
tizerindeki MTTP aktivitesini baskilamak i¢in miRNA-30c ekspresyon seviyelerinin

artarak devam etmesi bu sonuglari agiklayabilir. MetS’1i hasta grubunda ise miRNA-30c
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ekspresyon seviyesi acliktan postprandiyal 2. saate gegiste once bir diigiis sonrasinda 4 ve
6. saatlere dogru artis seyri gostermektedir (p=0.0001) (Tablo 17), (Sekil 17). MetS
hastalarmin postprandiyal 2 ve 4. saat mMiRNA-30c ekspresyon seviyeleri aglik durumuna
gore diisiik, 6. saat degeri ise aglik seviyesinden yiiksektir. Mekanizmay1 saglikli kisilerden
alman verileri baz alarak yorumlamak daha dogru olacaktir. Ciinkii MetS’li kisilerde
buldugumuz miRNA-30c ekspresyon seviyelerinin saglikli gruba gore disiikligii, patolojik
bir durumun ifadesi olabilir. Bu hasta grubunda miRNA-30c kontrol mekanizmasinin
devreye tam olarak giremediginden dolay1r asirt MTTP aktivitesini baskilanamamis buna
bagli SM sentezi devam ederek serum TG seviyeleri yiikselmis olabilir. Yukaridaki
paragrafta yer verildigi tizere hasta grubunda miRNA-30c ekspresyon seviyelerinin saglikli
kisilere gore diisiikk olmasi, hastalarda miRNA-30c’nin kontrol mekanizmasinin normal

olmadigimi destekleyen diger bir bulgu olarak yorumlanabilir.

Postprandiyal donemde ¢alisma grubumuzun her ikisinde de goriilen miRNA-122
ekspresyon seviyelerinin artisinin sonucu olarak MTTP seviyelerinin de artmasi beklenir.
Bu ongoriiyli destekler nitelikte MTTP seviyeleri hem MetS’li hasta hem de saglikli
kontrol grubunda postprandiyal 2. saate pik diizeye ¢ikip 4 ve 6. saatte dogru azalis seyri
gostermektedir. Calismamizda miRNA-122 ekspresyon diizeylerinin seyri de ayni
sekildedir. Ayn1 zaman dilimi igerisinde meydana gelen benzer yondeki degisiklikler
MIRNA-122 ekspresyonunun MTTP sentezi lizerine etkisini ¢ok kisa bir siire icerisinde

gosterdigini diislindiirmektedir.

Caligmamizda hem hasta hem de kontrol grubunun MTTP seviyeleri postprandiyal
donemin tamaminda aclik durumuna gore yiiksek bulundu. Ac¢lik durumundaki MTTP
seviyelerinin bazal diizeyi temsil ettigi sOylenebilir. Bu sonuclar her iki grupta da
postprandiyal 6 saatlik zaman diliminin tamaminda gorilen TG yliksekligini
desteklemektedir. Bu durum SM sentezinin postprandiyal 6 saat boyunca devam ettigini

gostermektedir.

Calismamizda yer alan MetS’li hasta ile saglikli kontrol grubunun MTTP seviyeleri
karsilastirildiginda hasta grubunun MTTP seviyeleri kontrol grubuna gore aclik (0. saat) ve
postprandiyal 2, 4 ve 6. saatlerde anlamli olarak yiiksektir (sirasiyla p=0.012, p=0.006,
p=0.005, p=0.015), (Tablo 21), (Sekil 22). Bu sonucun metabolik sendromlu hastalarda
SM sentezi ve boyutlarinda daha fazla artisa neden olarak serum TG seviyelerini

yiikseltmesi beklenir. Calismamizda da bu sonucu destekler nitelikte metabolik sendromlu
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hasta grubunun tiim zamanlar i¢in TG, ve postprandiyal 4. saat icin silomikron cap

degerleri saglikli kontrol grubundan yiiksektir.

Calismamizda dikkat ¢ceken diger bir bulgu, saglikli bireylerde 2. saatte pik diizeye
¢tkmis MTTP degerinin MetS’li hastalarda ancak bazal seviye diizeyine denk gelmesidir.
Bu sonu¢ MetS’li hastalarda goriilen aglik TG yiiksekligini acgiklayan nedenlerden biri
olabilir.

Silomikron partikiiliinde bulunan Apo B48, Apo B100’tin N-terminalinin %48’inin
translasyona ugradigi apolipoproteindir. Yetiskin insan ve ratlarin bagirsaklarinda
sentezlenen tek Apo B seklidir. MTTP vasitasiyla Apo B48 iizerinden TG, fosfolipid ve
kolesterol esterleri SM yapisina katilir (39). Bu bilgiler 1s18inda MTTP aktivitesi artikga

Apo B48 sentezinin ve/veya aktivitesinin artmasi beklenir.

Calismamizda yer alan MetS’li hasta ile saglikli kontrol grubunun Apo B48
seviyeleri karsilastirildiginda, hasta grubunda tiim zamanlarda Apo B48 seviyeleri saglikli
kontrol grubuna gore yiiksektir. Ancak bu yiikseklik aglik ve postprandiyal 2. saatte
istatistiksel olarak anlamli iken postprandiyal 4 ve 6. saatlerde anlamli degildir (sirasiyla
p=0.008, p=0.044, p=0.133, p=0.082) (Tablo 21), (Sekil2l). Bu sonu¢ hem literatiir
bilgilerinde yer alan hem de c¢alismamizda goriilen dogrultuda MetS’li hastalardaki TG
yiiksekligi ile uyumludur (80, 86). Ayrica Apo B48 seviyelerinin yiiksekligi hasta
grubunda SM partikiil boyutu artisinin yani sira SM sayisinin da fazlaligina isaret ediyor

olabilir.

Postprandiyal donemde ¢aligma grubumuzun her ikisinde de goriilen MTTP
seviyelerinin artigina paralel olarak Apo B48 seviyelerinin ve/veya aktivitesinin de artmasi
beklenir. Bu ongoriiyli destekler nitelikte ve MTTP diizeylerini gosteren OTTT grafiginde
oldugu gibi Apo B48 seviyeleri hem MetS’li hasta hem de saglikli kontrol grubunda
postprandiyal 2. saate pik diizeye ¢ikip 4 ve 6. saatte dogru azalis seyri gostermektedir.
Ancak Apo B48 seviyelerinde aglik durumuna gore postprandiyal donemde anlamli artis
goriilse de, postprandiyal siirecteki (2, 4 ve 6 saatler arasi) azalist anlamli degildir.
Postprandiyal donemde yeni sentezlenecek SM partikiillerinin yapisina Apo B48 proteini
katilacag1 icin diyet sonrasi ilk saatlerde bu protein seviyelerinin artigt olagandir.
Calismamizda da her iki grupta Apo B48 seviyelerinin postprandiyal 2. saatte pik degere
ulagmasi bu durumu desteklemektedir. Hayashi ve ark. farelerde yaptig1 ¢alismada, yagca

zengin beslenmenin ince bagirsakta iiretilen SM sayisini arttirmadigr ancak biiyiikligiini
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arttirdigin1 gostermistir (112). Bu ¢alisma, 6giin igerigindeki yag miktar1 ne kadar fazla
olursa olsun yemek sonrasi sabit miktarda SM sentezlenecegini ancak alinan yag miktarina
bagl olarak SM partikiil boyutunun artacagini gostermektedir. Postprandiyal donemde
MTTP araciligiyla Apo B48 iizerinden yeni sentezlenen SM partikiillerinin yapisina daha
fazla TG eklenerek partikiillerin boyutu artacaktir. SM sayisi belirli bir oranda sabit
kalacagi i¢in postprandiyal 2, 4 ve 6 saatler arast Apo B48 seviyesindeki degisimin anlamlt
olmamasi literatiirle uyumludur. Bu donemde MTTP ve Apo B48 i¢in sayisal degisiklerden
daha ¢ok aktivite degisikliklerinin 6n plana ¢iktig1 yorumu yapilabilir.

Calismamizda TG seviyeleri i¢in pik deger olan postprandiyal 4. saate hasta ve
kontrol grubunun SM boyutlar1 6l¢iildii. MetS’li hasta ile saglikli kontrol grubunun
silomikron partikiillerinin ¢ap degerleri karsilastirildiginda, hasta grubunun postprandiyal
4. saat silomikron ¢ap degeri kontrol grubuna gore anlamli yiiksek bulundu (p=0.0001),
(Tablo 25).

Calismamizda gosterdigimiz MetS’li hastalarda postprandiyal donemde artmis
MTTP, Apo B48, SM npartikiil boyutlart1 ve TG yiiksekligi birbirini destekleyen

sonuclardir.

Postprandiyal donemde ince barsaklarda SM lipoproteininin yani sira HDL sentezi
de gergeklesmektedir. HDL-K seviyelerinin diisiikliigli ayn1 zamanda MetS’de goriilen
dislipidemilerden biridir. Bu nedenle ¢alismamizda HDL sentezinde rol alan Apo Al ve
ABCA1 proteinleri ile ABCAI ekspresyonunda gorev alan miRNA-33a diizeylerinin aglik

ve postprandiyal 4. saat degerlerini de analiz ettik.

Karaciger ve bagirsak hiicrelerinin bazolateral membraninda bulunan ABCA1
proteininin en dnemli gorevi, kolesteroliin Apo A1l vasitasiyla HDL’ye transfer edilmesine
aracilik etmesidir (54, 55). ABCA1 mRNA’s1 ve proteini 1-2 saat kadar ¢ok kisa bir yari
omre sahiptir. Bu durum de-novo transkripsiyonunun ve translasyonununda kontroliin

onemini daha da artirmaktadir (58).

Apolipoprotein A1 HDL’nin major yapisal proteinidir. Karaciger ve ince bagirsakta
sentezlenir. Olgun formu dolagimda tekli polipeptit olarak bulunur. Ters kolesterol
tasiniminda ve hiicresel kolesterol homeostazinda 6nemli fonksiyona sahiptir. Gorevi,
ABCAL1 iizerinden gelen kolesterol ve fosfolipidlerin HDL partikiiliiniin yapisina katmaktir
(113).
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Kolesterol metabolizmasinda gérevli miRNA-33, lipid metabolizmasinin anahtar
transkripsiyonel diizenleyicilerinden olan SREBP genlerinin iginde lokalize olan intronik
bir miRNA’dir (16). MiRNA-33a ekspresyonunun artmasiyla ABCA1 ekspresyonunda
azalma goriiliir ve Apo Al {izerinden HDL’ye kolesterol akisi bozulur. Boylece HDL-K

seviyelerinde azalma goriiliir (12).

Calismamizda yer alan metabolik sendromlu hasta ile saglikli kontrol grubunun
mMiRNA-33a ekspresyon seviyeleri karsilastirildiginda, hasta grubunda miRNA-33a
ekspresyon seviyeleri 0, 2, 4 ve 6. saatlerde kontrol grubuna gore anlamli yliksektir
(p=0.0001), (Tablo 18), (Sekil 18). Hasta ile kontrol arasinda tiim zamanlarda ayni oranda
(2 kat) fark olmasi dikkat ¢ekmektedir. Hasta grubunda miRNA-33a ekspresyon
seviyelerindeki artis ABCA1 ekspresyonunu azaltacagi i¢in bu sonucun HDL-K
degerlerinde diislis yoniinde etki etmesi beklenir. Bu sonu¢ MetS’li hasta grubumuza ait
diisik HDL-K diizeyleri ile uyumludur. HDL sentezi i¢in kontrol basamaklarindan biri
olan miRNA-33a mekanizmasinin MetS’li kisilerde sabit bir oranda yiiksek olmasi,

metabolik yolaktaki sabit bir patolojiyi isaret ediyor olabilir.

Calismamizda hem hasta hem de kontrol grubunda miRNA-33a seviyesi
postprandiyal 4. saatte pik diizeye ¢ikip 6. saate dogru anlamli azalis seyri gostermektedir
(p=0.0001), (Tablo16, 17), (Sekil 16, 17). Burada iki grup arasindaki fark, zamanlar arasi
artis oranlaridir. Ozellikle miRNA-33a ekspresyon seviyelerindeki pik degeri olan
postprandiyal 4. saatteki artis degerlendirildiginde, bu artis kontrol grubunda agliga gore
1.77 kat iken, hasta grubunda 3,19 kat olarak olgtilmistiir. Bu durum, MetS’li hastalarda

goriilen HDL-K diisiikliigliniin patolojik nedenlerinden biri olabilir.

Calismamizda hem hasta hem de kontrol grubunun Apo Al ve ABCAL1 seviyeleri,
postprandiyal 4.saatte a¢lik durumuna gore anlamli yiiksektir. Bu sonuglar hasta ve saglikli
kigilerde, postprandiyal donemde beklenen bir durum olan yeni HDL partikiillerinin

olusumunu isaret etmektedir.

Calismamizda yer alan MetS’li hasta ile saglikli kontrol grubunun ApoAl
seviyeleri karsilagtirildiginda hasta grubunda Apo Al parametresinin 0 ve 4. saat degerleri
kontrol grubuna gore anlamli diisiiktiir (sirasiyla p=0.0001, p=0.0001), (Tablo 24), (Sekil
23). Apo Al seviyesinin disiikligine bagli daha az kolesterol HDL partikiiliine
taginacaktir. Buna bagli olarak sonuglarimiz MetS’li hastalarda goriilen dislipidemi

tablosundan biri olan HDL-K diisiikliigi ile tutarlilik gostermektedir.
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Calismamizda yer alan MetS’li hasta ile saglikli kontrol grubunun ABCA1
seviyeleri karsilastirildiginda, ABCA1 parametresinin 0 ve 4. saat degerleri hasta grubunda
kontrol grubuna gore diisiiktiir ancak istatistiksel olarak anlamli fark yoktur (sirasiyla
p=0.181, p=0.116), (Tablo 24), (Sekil 24). ABCAI1 seviyesinin diisiikliigiine bagh olarak
Apo Al ile daha az bir etkilesime girmesi dolayisiyla daha az kolesterolin HDL
partikiiliine tasinmasi olasidir. MetS’li hastalarda ABCA1 protein seviyelerinin sayisal
azlig1 istatistiksel olarak anlamli ¢ikmasa da bu sayisal seviyedeki azlik aktivite yoniinden
anlamli degisimlere neden olabilir. Ayrica ABCA1 proteininin 1-2 saat kadar ¢ok kisa bir

yar1 Omre sahip olmasi beklenen degerleri yansitmayabilir.

Sonug olarak; ¢alismamizda inceledigimiz miRNA-30c haricindeki parametrelerin
(MiRNA-122, miRNA-33a, MTTP, Apo B48, Apo Al, ABCAl, TG) zamana bagh
grafiksel seyirlerinin hasta ve kontrol grubunda benzer sekil gosterdigi goriilmistiir.
MikroRNA-122, MTTP, Apo B48 diizeyleri postprandiyal 2. saatte pik yaparken, miRNA-
33a ve TG diizeyi postprandiyal 4. saatte pik yapmaktadir. Hem hasta hem de kontrol
grubunda bu parametrelerin zamana bagli ayni seyri gostermesi, metabolik basamaklardaki
standart isleyis diizeninin bozulmadiginin isareti olabilir. Bu yolaklarda her molekiil kendi
gorev zamaninda metabolik devreye girmektedir. Patolojinin kaynagi gruplar arasi sayisal
seviye farki veya aktivite farkliligindan kaynaklaniyor olabilir. MetS’1i hastalarda miRNA-
30c’nin farkli bir seyir gostererek postprandiyal ilk saatlerde diislis gostermesi ise bu

hastaliga 6zel sistemsel bir patoloji lehine yorumlanabilir.

Metabolik sendromlu hastalarda saglikli kontrole gore 0, 2, 4 ve 6. saatlerde
Ol¢iilen TG, Apo B48, MTTP, miRNA-122 ve miRNA-33a seviyeleri anlamli yiiksek iken
MIRNA-30c seviyesi anlamli distiktiir. MetS’li hastalarda saglikli kontrole gore 0 ve 4.
saatlerde Ol¢iilen Apo Al degeri anlaml diisiik, ABCA1 degeri de diisiik ancak istatistiksel
olarak anlamli degildir. MetS’li hastalarda saglikli kontrole gore 4. saatte dlciilen SM ¢ap

Olctimii anlamli yiiksek bulundu.

Bu sonuglar 15181inda, MetS’li hastalarda goriilen dislipideminin tedavisi amaciyla

ozellikle miRNA-30c basta olmak {izere miRNA-122 ve miRNA-33a hedeflenebilir.
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6. SONUC ve ONERILER

Postprandiyal TG cevabi bozuk olan hasta ve normal olan saglikli kontrol grubunun

6 saatlik postprandiyal lipemi siirecini inceledigimiz ¢calismamizda;

1. MetS hastalarinda saglikli kontrol grubuna gore 0, 2, 4 ve 6. saatlerdeki miRNA-122 ve
mMiRNA-33a ekspresyon seviyeleri yiiksek, miRNA-30c ekspresyon seviyesi diisiik

bulundu.

2. MiRNA-122 ve miRNA-33a zamana bagli ekspresyon diizeylerinin grafigi hem MetS
hastalarinda hem de saglikli kisilerde ayn1 yonde seyretmektedir. miRNA-122 ekspresyon
seviyesi postprandiyal 2. saatte, miRNA-33a ekspresyon seviyesi postprandiyal 4. saatte

pik yapmaktadir.

3. MIiRNA-30c ekspresyon seviyesinin saglikli kontrol grubunda agliktan itibaren
postprandiyal 2, 4 ve 6. saatler arasinda zamanla birlikte artig seyri gosterdigi bulundu.
MetS hastalarinda ise oncelikle acliktan postprandiyal 2. saate dogru azalis, daha sonra 4.
ve 6. saate dogru artis seyri gosterdigi bulundu. Bununla birlikte miRNA-30c ekspresyon

seviyesi MetS hastalarinda aglik durumuna gore postprandiyal 2 ve 4. saatte diisiik 6l¢iildii.

4. MetS hastalarinda saglikli kontrol grubuna gore 0, 2, 4 ve 6. saatlerdeki MTTP
seviyeleri yiiksek bulundu. MTTP seviyesi, MetS’li hasta ve saglikli kontrol grubunun her
ikisinde de aglik durumuna gore postprandiyal 2, 4 ve 6. saatlerde yiiksek bulundu.

5. MetS hastalarinda saglikli kontrol grubuna gore 0 ve 2. saatlerdeki Apo B48 seviyeleri
yiiksek bulundu. Apo B48 seviyesi, MetS’li hasta ve saglikli kontrol grubunun her ikisinde
de aclik durumuna gore postprandiyal 2 ve 4. saatlerde yliksek bulundu.

6. MetS hastalarinda saglikli kontrol grubuna gore 4. saatteki SM partikiil boyutu yiiksek

bulundu.

7. MetS hastalarinda saglikli kontrol grubuna goére 0 ve 4. saatlerdeki Apo Al seviyeleri
diisiik bulundu. MetS hastalarinda saglikli kontrol grubuna goére 0 ve 4. saatlerdeki
ABCAI1 seviyeleri diisiik bulunmasina ragmen bu diisiikliik istatistiksel olarak anlamli
bulunmadi. ApoAl ve ABCAI seviyeleri MetS’li hasta ve saglikli kontrol grubunun her

ikisinde de aglik durumuna gore postprandiyal 4. saatte yliksek bulundu.

8. Mekanizmay1 bir biitiin olarak degerlendirdigimizde, miRNA-122 ve miRNA-30c
seviyelerinin MTTP, Apo B48, SM partikiil boyutu ve plazma TG seviyleriyle, miRNA-
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33a’nin ise Apo Al, ABCA1 ve plazma HDL-K diizeyleri ile iliskili olabilecegi
gozlemlendi (Sekil 25, 26).

9. Postprandiyal hipertrigliseridemili kisilerde yukarida gézlemlenen ve tarif edilen
iliskinin postprandiyal donemde patolojik diizeyde etkilendigi ve bozuldugu goriildii. Bu
bozukluk sadece bazal seviyede degil postprandiyal cesitli evrelerde de bariz olarak
goriilmektedir. Ozellikle SM ve TG diizeylerinde etkili olan MTTP ve Apo B48
proteinlerinin diizenlenmesinde rolii olan MIRNA-122’de asir1 artis goriiliirken bu olayda

dengeleyici olan miRNA-30c¢’nin bu etkisini tam olarak yapamadig1 géze ¢arpmaktadir.
Calismamizda elde edilen sonuglarin dogrultusunda;

MikroRNA’larin (miRNA-122, miRNA-30c ve miRNA-33a) postprandiyal
donemin farkli zaman dilimlerine ait lipid metabolizmasi iizerinde olduk¢a Onemli bir
diizenleyici rolii oldugu kanaatindeyiz. Ozellikle postprandiyal hipertrigliseridemili
hastalarda goriilen dislipidemi tablosunda da bu diizenleyicilerin etkin rol aldig
diisiincesindeyiz. Bu metabolizmada rol oynayabilecek diger miRNA’larin tespiti ve
bunlarin etkin mekanizmlarinin aydinlatilabilecegi ileri calismalara ihtiya¢ vardir.

Boylelikle metabolik etki mekanizmalar1 daha ayrintili belirlenebilir.

Gelecek caligmalarda miRNA-122 diizeylerini azaltici ve miRNA-30c diizeylerini
artict projeler lizerine odaklanarak postprandiyal lipeminin kontroliiniin saglanmasinda

onemli oldugunu diisiinmekteyiz.
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Postprandiyal Lipemi

MetS'li Hasta Grubu

Bozulmug TG Cevaln
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Plazma Postprandiyal TG Seviyesi T

Sekil 25. Postrandiyal TG cevabi bozuk olan hasta ve normal olan saglikli kontrol grubuna
ait miRNA-122, miRNA-30c, MTTP, Apo B48, SM boyutu ve TG seviyelerinin

postprandiyal degisimi

75




Postprandiyal Lipemi

Kontrol Grubu MetS’li Hasta Grubu
Normal TG Cevabi Bozulmug TG Cevabi
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EK 1. (Devam)

WU T FARULTES] BILIMSEL ARASTIRMALAR
CETIR KURULL KARAR FORML

Karar No: § CTarih: 200002007

|
Prof.Dr.Asim OREM in sorumluluzunda yiletitlmesi planlanan Ars.Gisr.Serap OZER YAMANa ait “Postprandival
Lipemi ile Phema MikroRNA Ekspresyon iligkisinin ncelenmesi™ baghkl 2007194 nolu ve yukanda bagvuru
bilgilen verilen arastirma’tez bagvura dosyast ile ileili belgeler aragummanmn gerekge. amag. vaklagim ve yontemleri
dikkate almarak mcelenmis, gergeklegtiviimesinde etk sakinen huluemadi@ma; toplantiva katlan etk kerul divelerinin
ay birlizi ile karar verilmigtir.
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EK 2. Anket Formu
ANKET FORMU

Arastirmanin Adi: Postprandiyal Lipemi ile Plazma MikroRNA Ekspresyon iligkisinin incelenmesi

Adiniz ve soyadiniz:
Telefon numaraniz:
Faks/E-mailiniz:

Adresiniz:

Dogum tarihiniz: (giin, ay ve y1l olarak)
Cinsiyetiniz: 1. Kadin 2. Erkek

SOSYODEMOGRAFIK DURUM iLE iLGILi SORULAR

1. Calisma durumunuz:  1.Ucretli-maasli- 6zelde 2 Ucretli-maasl — kamuda
3.Emekli (¢calismryor) 4.Ev kadini1 / ev kiz1
5.0grenci 6.Serbest meslek

SAGLIK DURUMU iLE iLGILi SORULAR

4 .Kronik bir hastaliginiz var m1?
LEVEt ot var 2. Hayir,yok

5.Herhangi bir hastalik nedeniyle kullandiginiz bir ilag var mi1? Cevabiniz evet ise ne kullaniyorsunuz?
LLEvet oo, Kullantyorum 2. Hay1r kullanmryorum

6.Herhangi bir destek iiriin (vitamin — mineral vb) kullantyor musunuz?
T B Kullaniyorum 2. Hay1r kullanmryorum

7. Herhangi bir besine kars alerjiniz/hassasiyetiniz var mi1?
LLEvet oo, var 2. Hay1r yok

8.Sigara igiyor musunuz?
LEvet...ccooiiiiiiiiiii adet/giin 2.Hayir 3.Biraktim

BESLENME ALISKANLIKLARI iLE iLGIiLi SORULAR
9. Genellikle giinde kag¢ 6&iin yemek yersiniz? ................cooeeviienn.e

10. Sabahlar1 kahvalt1 eder misiniz?

Hemen hemen her sabah ederim

Arada sirada ederim

Sadece hafta sonlar1 ederim

Hig¢ etmem

11. Sabah kahvaltisinda i¢ecek tiiketir misiniz?
1.Evet 2.Hayr
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EK 2. (Devam)

12. Sabah kahvaltisinda genellikle hangi icecegi tiiketirsiniz? (Icecek tiiketenlere sorulacak)

icecek Miktar

Siyah cay

Yesil cay

Diger bitki ¢aylar1

Kahve

Stit

Meyve suyu

13.Ara 6giin tiiketir misiniz?
1.Evet 2.Hayir 3.Bazen

17.Ara dgiinlerde genellikle neler tiiketirsiniz? (Ara 6giin tiiketenlere sorulacak)

Miktar

Taze Meyve

Kuru meyve

Yagli tohumlar (Findik-ceviz-badem)

Biskiivi

Cikolata

Cips

Peynir — ekmek

Pogaca — simit — borek

Siit — yogurt

Meyve suyu

Gazli igecekler

Siyah cay

Yesil cay

Diger bitki ¢aylar1

Kahve

18. Giinde toplam kag bardak ¢ay/kahve igersiniz? Bir bardak ¢ay / kahve i¢erken kullandiginiz seker
miktarini belirtiniz.

19. Alkollii igecekler tiikketir misiniz?
1.Evet 2.Hayir 3.Bazen

20.Alkollii igeceklerden hangisini / hangilerini ne siklikta ve ne miktarda tiiketirsiniz?
(Alkollii icecek tiiketenlere sorulacak)
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EK 2. (Devam) Anket Formu

22.Asagidaki yemeklerde hangi yag: kullantyorsunuz?

Kizartma | Sicak yemekler | Soguk yemekler | Salata | Pilav/makarna
vb.
Aygicek yagi
Findik yag1
Misirdzii yagi
Zeytinyag1
Margarin
Tereyag
Diger.........
23. Asagidaki besinleri (siz kigisel olarak) ne siklikta tiiketirsiniz?
Her Haftada | Haftada | 15 Daha Hi¢ | Bilmiyor
giin 3-4 1-2 glinde seyrek
1

Et ve tirtinleri

e  Balik ve deniz triinle|

e Tavuk ve diger
kiimes hayvanlar1

o Kirmuzi et

e Sakatatlar

Siit ve siit tirtinleri

e Tamyagh

e Yarimyagh

e Yagsiz

Yumurta ve yumurtali
iriinler

Kuru baklagiller

Beyaz ekmek

Esmer ekmek

Piring-makarna

Bulgur

Unlu mamuller (tuzlu
simit,pogaga,borek)

Unlu mamuller (tath
kek,kurabiye,biskiivi)

Taze sebze-meyve

Kuru meyve

Yagl tohumlar (Findik-
fistik- ceviz- vs)

Tatlilar-seker

Zeytinyagi-findik yagi

Aycicegi-misir 6zii yagi

Tereyagi-margarin

Igecekler

o Gazliigecekler
(kola vb.)

e  Hazir meyve sulari

e Bitki caylar

93




EK 2. (Devam)
FiZiKSEL AKTiVIiTE DURUMU iLE iLGILi SORULAR

24 .Diizenli fiziksel aktivite yapar misiniz?
(Bir seferde en az 30 dakika ve lizerindeki yiiriiyiis, yiizme, bisiklet gibi fiziksel aktiviteler)

L VL. e yapiyorum
2.Hayir
25. Ne siklikta fiziksel aktivite yapiyorsunuz? (Fiziksel aktivite yapanlara sorulacak)
Her giin
Haftada 5 — 6
Haftada 3 -4
Haftada 1 -2
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EK 3. Asgari Bilgilendirilmis Goniillii Olur Formu Ornegi (Saghkh Goniillii)
Arastirmanin Adi: Postprandiyal Lipemi ile Plazma MikroRNA Ekspresyon iliskisinin

Incelenmesi

LUTFEN DIKKATLICE OKUYUNUZ !!!

Bu calismaya katilmak Gzere davet edilmis bulunmaktasiniz. Bu ¢alismada yer
almayi kabul etmeden 6nce ¢alismanin ne amagla yapilmak istendigini anlamaniz ve

kararinizi bu bilgilendirme sonrasi 6zglrce vermeniz gerekmektedir. Size &zel

Caligmanin amacimin, Yyag igerigi zengin bir O6glinden sonra alinacak kan
orneklerinde kan lipid degerlerini ve bunlarin metabolizmasini etkileyecek genleri tespit
etmek oldugu tarafima anlatildi.

Arastirmada Karadeniz Teknik Universitesi Tip Fakiiltesi Farabi Hastanesi
Kardiyoloji Poliklinigine basvuran goniillii kisilerin yer alacag: bildirildi. Aragtirmada yer
alacak goniilliilerin sayis1 22 hasta (metabolik sendromlu) ve 22 saghkh birey olmak
tizere toplam 44 Kisi olacagi sOylendi. Calismaya katilmak isteyen saghklh goniillii
kisilerin, Ulusal Kolesterol Egitim Programi (NCEP) Erigskin Paneli III (ATP III) ve
Uluslararas1 Diyabet Federasyonu (IDF)’e gore belirtilen kriterleri tasimayacag belirtildi.

Hamileler, akut-kronik bobrek yetmezligi, karaciger rahatsizligi, endokrin ve
metabolik bozukluk, kanser, sindirim-emilim bozuklugu olanlar, sigara, alkol ve lipid
diizeyini etkileyebilecek 1ilag kullananlarin ¢aligmaya dahil edilmeyecegi tarafima
bildirildi.

Calismaya katilacak goniilliilerin, yagli 6glin tiiketimi oncesinde, impedansl tarti
kullanilarak; viicut agirliklart (kg), viicut yag yiizdeleri, viicut kiitle indeksi (BMI)
hesaplanacagi, bel/kalga orani cm cinsinden Olciilerek kaydedilecegi ayrica tansiyon
Ol¢iimleri de yapilacag anlatildi.

Tiiketilecek olan yagli 6giiniin tost ve ayrandan olusacagi, toplumsal gida tiiketim
cesitleri ve tolere edebilirlikleri g6z oOniinde tutularak hazirlanacagi anlatildi. Yagh
6glinliniin iceriginin 75 g yag, 25 g karbohidrat ve 10 g proteinden olusup, yaklagik 1000-
1100 kcal degerinde olacagi, hazirlanan tostun ayran (200 mL) esliginde 15-20 dakikada
tikketilmesi gerektigi, ve bir¢ok insanin normal giinliik tiiketimi diisiiniildiigiinde bu

miktarin tolere edilebilir bir miktar oldugu tarafima anlatild.
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EK 3. (Devam)

Goniilliilere 10-12 saatlik aglik donemini takiben sabah 08:00 ile 09:00 saatleri
arasinda bu yagh 6giiniin yedirilecegi, KTU Tip Fakiiltesi Farabi Hastanesi kan alma
tinitesine bir refekatci ile birlikte gidilerek kan 6rneklerinin yagli 6giin 6ncesi (aglik), yagh
0glin sonras1t 2. 4. ve 6. saatte, glinde 4 kez yaklasik 10’ar mL olmak iizere alinacagi
bildirildi. Yapilacak olan bu ¢alismada benden bir kereligine mahsus olmak iizere 4 tiip
kan alinacagi, konu ile ilgili biyokimyasal analizler yapilacagi ve ilgili sonuglarin tarafima
bildirilecegi anlatildi. Rutin islemleri igin kan verme sirasinda 4 kez yaklasik 10’ar mL kan
verme disinda higbir ek islem olmayip, bununda higbir tibbi riski olmadigi tarafima
bildirildi. Arastirma siirecinde birlikte kullanilmas: sakincali ilaglarin/besinlerin olmadigi
sOylendi.

Arastirmaya katilimin istege bagli oldugu ve istedigim zaman, herhangi bir cezaya
veya yaptirima maruz kalmaksizin, hi¢gbir hakkimi kaybetmeksizin aragtirmaya katilmay1
reddedebilecegimi veya arastirmadan cekilebilecegimi ve arastirmanin sagligim iizerine
herhangi bir tehlikesinin olmadigini biliyorum.

Bana ait tiim tibbi ve kimlik bilgilerin gizli tutulacagi ve arastirma yayinlansa bile
kimlik bilgilerimin verilmeyecegi, ancak aragtirmanin izleyicileri, yoklama yapanlar, etik
kurullar ve resmi makamlar gerektiginde tibbi bilgilerime ulasabilecegi ve istedigimde
kendime ait tibbi bilgilere ulasabilecegim tarafima anlatildi.

Arastirmadan tibbi olarak bir yarar saglanmasi s6z konusu olmadigi, ancak bu
calismadan cikarilan sonuclarin gelecekte baska insanlarin yararina kullanilabilecegi ve
dogrudan yarar gormeyi ya da tedavinin seyrinin degistirilmesini beklememek gerektigi
tarafima bildirildi.

Arastirma sonuglarinin, egitim ya da bilimsel amaglarla kullanilmasi sirasinda
benim mahremiyetime saygi gosterilecegine inantyorum. Arastirma sirasinda aragtirma ile
dogrudan ya da dolayli olarak iligkisi olan herhangi bir saglik sorunum oldugunda bu
sorunun giderilece8i giivencesi verildi. Goniillii olarak katilmaya karar verdigim
aragtirmanin ekonomik sorumlulugunun bana ait olmadig1 ve arastirma i¢in Ongoriilen
stirenin 12 ay oldugu bana sdylendi.

Arastirma siiresince kendimle ilgili bir olumsuzluk hissettigimde Prof. Dr. Cihan

OREM ve Serap OZER YAMAN’a ..... nolu telefondan 24 saat ulasabilecegimi biliyorum.
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EK 3. (Devam)

Bu acgiklamalar1 anladim ve goniilliliikle bu onami verdim. S6z konusu
arastirmaya, higbir baski ve zorlama olmaksizin kendi rizamla katilmay1 kabul ediyorum.

Yukarida yer alan ve arastirmaya baslanmadan 6nce goniilliiye verilmesi gereken
bilgileri gosteren ...... sayfalik metni okudum ve sozlii olarak dinledim. Aklima gelen tiim
sorular1 arastirictya sordum, yazili ve sozli olarak bana yapilan tiim agiklamalari
ayrintilariyla anlamis bulunmaktayim. Caligmaya katilmayi isteyip istemedigime karar
vermem i¢in bana yeterli zaman tanindi. Bu kosullar altinda, bana ait tibbi bilgilerin
gbzden gecirilmesi, transfer edilmesi ve islenmesi konusunda arastirma yliriitiiciisiine yetki
veriyor ve soz konusu arastirmaya iliskin bana yapilan katilim davetini hi¢bir zorlama ve
baski olmaksizin biiyiik bir goniilliiliik icerisinde kabul ediyorum. Bu formu imzalamakla
yerel yasalarin bana sagladigi haklar1 kaybetmeyecegimi biliyorum.

Bu formun imzali ve tarihli bir kopyasi bana verildi.

GONULLUNUN IMZASI

ADI & SOYADI

ADRESI

TEL. & FAKS

TARIH

VELAYET VEYA VESAYET ALTINDA BULUNANLAR ICIN VELI VEYA

.. IMZASI
VASININ

ADI & SOYADI

ADRESI

TEL. & FAKS

TARIH

AYDINLATAN HEKIM IMZASI

ADI & SOYADI

TARIH

GEREKTIGI DURUMLARDA TANIK IMZASI

ADI & SOYADI

GOREVi

TARIH
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EK 4. Asgari Bilgilendirilmis Goniillii Olur Formu Ornegi (Hasta Goniillii)
Arastirmanin Adi: Postprandiyal Lipemi ile Plazma MikroRNA Ekspresyon iliskisinin

Incelenmesi

LUTFEN DIKKATLICE OKUYUNUZ !!!

Bu calismaya katilmak Uzere davet edilmis bulunmaktasiniz. Bu ¢alismada yer
almayi kabul etmeden 6nce galismanin ne amagla yapilmak istendigini anlamaniz ve

kararinizi bu bilgilendirme sonrasi 6zglirce vermeniz gerekmektedir. Size 06zel

Caligmanin amacimin, Yyag igerigi zengin bir O6glinden sonra alinacak kan
orneklerinde kan lipid degerlerini ve bunlarin metabolizmasini etkileyecek genleri tespit
etmek oldugu tarafima anlatildi.

Arastirmada Karadeniz Teknik Universitesi Tip Fakiiltesi Farabi Hastanesi
Kardiyoloji Poliklinigine basvuran gonillii kisilerin yer alacagi bildirildi. Aragtirmada yer
alacak goniilliilerin sayis1 22 hasta (metabolik sendromlu) ve 22 saghkh birey olmak
lizere toplam 44 Kisi olacagi sdylendi. Calismaya katilmak isteyen hasta goniillii kisilerin,
Ulusal Kolesterol Egitim Programi (NCEP) Eriskin Paneli III (ATP III) ve Uluslararasi
Diyabet Federasyonu (IDF)’e gore asagidaki bes kriterden en az {igiinii bulunduran,
bdylelikle metabolik sendrom tanisini almis goniillii bireylerden olusacag belirtildi.

1)Abdominal obezite (bel ¢evresi genisligi erkeklerde >102cm, bayanlarda >88cm)

2) Aclik plazma glukozu > 100 mg/dL veya diyabet tanist almig

3) HDL- kolesterol erkeklerde < 40 mg/dL, bayanlarda < 50 mg/dL

4) Trigliserid > 150 mg/ dL

5) Hipertansiyon (> 130 /85 mm Hg)

Hamileler, akut-kronik bobrek yetmezligi, karaciger rahatsizligl, baska endokrin ve
metabolik bozukluk, kanser, sindirim-emilim bozuklugu olanlar, sigara, alkol ve lipid
diizeyini etkileyebilecek ilag kullananlarin c¢alismaya dahil edilmeyecegi tarafima
bildirildi.

Caligmaya katilacak goniilliilerin, yagli 68iin tiiketimi dncesinde, impedansl tarti
kullanilarak; viicut agirliklar1 (kg), viicut yag yiizdeleri, viicut kiitle indeksi (BMI)
hesaplanacagi, bel/kalga orani cm cinsinden Olgiilerek kaydedilecegi ayrica tansiyon

Olctimleri de yapilacagi anlatildi.
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EK 4. (Devam)

Tiiketilecek olan yagli 6gliniin tost ve ayrandan olusacagi, toplumsal gida tiikketim
cesitleri ve tolere edebilirlikleri géz Onilinde tutularak hazirlanacagi anlatildi. Yagh
Oglintiniin igeriginin 75 g yag, 25 g karbohidrat ve 10 g proteinden olusup, yaklasik 1000-
1100 kcal degerinde olacagi, hazirlanan tostun ayran (200 mL) esliginde 15-20 dakikada
tilketilmesi gerektigi ve bircok insanin normal gilinliik tiikketimi diistintildiigiinde bu
miktarin tolere edilebilir bir miktar oldugu tarafima anlatild.

Gontilliilere 10-12 saatlik aglik donemini takiben sabah 08:00 ile 09:00 saatleri
arasinda bu yaglh 6giiniin yedirilecegi, KTU Tip Fakiiltesi Farabi Hastanesi kan alma
tinitesine bir refekatci ile birlikte gidilerek kan 6rneklerinin yagli 6glin dncesi (aglik), yagh
0glin sonras1t 2. 4. ve 6. saatte, glinde 4 kez yaklasik 10’ar mL olmak iizere alinacagi
bildirildi. Yapilacak olan bu c¢aligmada benden bir kereligine mahsus olmak {izere 4 tiip
kan alinacagi, konu ile ilgili biyokimyasal analizler yapilacag: ve ilgili sonuglarin tarafima
bildirilecegi anlatildi. Rutin islemleri igin kan verme sirasinda 4 kez yaklasik 10’ar mL kan
verme disinda hicbir ek islem olmayip, bununda hicbir tibbi riski olmadig1 tarafima
bildirildi. Arastirma siirecinde birlikte kullanilmasi sakincali ilaglarin/besinlerin olmadig
sOylendi.

Arastirmaya katilimin istege bagli oldugu ve istedigim zaman, herhangi bir cezaya
veya yaptirima maruz kalmaksizin, hi¢gbir hakkimi kaybetmeksizin aragtirmaya katilmay1
reddedebilecegimi veya arastirmadan c¢ekilebilecegimi ve arastirmanin sagligim iizerine
herhangi bir tehlikesinin olmadigini biliyorum.

Bana ait tiim tibbi ve kimlik bilgilerin gizli tutulacagi ve arastirma yayinlansa bile
kimlik bilgilerimin verilmeyecegi, ancak arastirmanin izleyicileri, yoklama yapanlar, etik
kurullar ve resmi makamlar gerektiginde tibbi bilgilerime ulasabilecegi ve istedigimde
kendime ait tibbi bilgilere ulagabilecegim tarafima anlatildi.

Aragtirmadan tibbi olarak bir yarar saglanmasi s6z konusu olmadigi, ancak bu
calismadan c¢ikarilan sonuglarin gelecekte baska insanlarin yararina kullanilabilecegi ve
dogrudan yarar gormeyi ya da tedavinin seyrinin degistirilmesini beklememek gerektigi
tarafima bildirildi.

Arastirma sonuclarinin, egitim ya da bilimsel amaglarla kullanilmasi sirasinda
benim mahremiyetime saygi gosterilecegine inaniyorum. Arastirma sirasinda arastirma ile
dogrudan ya da dolayli olarak iliskisi olan herhangi bir saglik sorunum oldugunda bu

sorunun giderilecegi glivencesi verildi.
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EK 4. (Devam)

Gondillii olarak katilmaya karar verdigim arastirmanin ekonomik sorumlulugunun
bana ait olmadig1 ve arastirma ic¢in Ongoriilen siirenin 12 ay oldugu bana sdylendi.
Arastirma siiresince kendimle ilgili bir olumsuzluk hissettigimde Prof. Dr. Cihan OREM
ve Ars. Gor. Serap OZER YAMAN’a ..nolu telefondan 24 saat ulasabilecegimi biliyorum.

Bu acgiklamalar1 anladim ve goniilliliikle bu onami verdim. S6z konusu
arastirmaya, higbir baski ve zorlama olmaksizin kendi rizamla katilmay1 kabul ediyorum.

Yukarida yer alan ve arastirmaya baslanmadan 6nce goniilliiye verilmesi gereken
bilgileri gosteren ...... sayfalik metni okudum ve sozlii olarak dinledim. Aklima gelen tiim
sorular1 arastirictya sordum, yazili ve sozli olarak bana yapilan tiim agiklamalar
ayrintilariyla anlamis bulunmaktayim. Calismaya katilmayi isteyip istemedigime karar
vermem i¢in bana yeterli zaman tanindi. Bu kosullar altinda, bana ait tibbi bilgilerin
gbzden gegirilmesi, transfer edilmesi ve islenmesi konusunda arastirma yliriitiiciisiine yetki
veriyor ve s0z konusu arastirmaya iliskin bana yapilan katilim davetini hi¢bir zorlama ve
baski olmaksizin biiyiik bir goniilliiliik icerisinde kabul ediyorum. Bu formu imzalamakla

yerel yasalarin bana sagladigi haklar1 kaybetmeyecegimi biliyorum.
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EK 4. (Devam)

Bu formun imzal1 ve tarihli bir kopyas1 bana verildi.

GONULLUNUN

IMZASI

ADI & SOYADI

ADRESI

TEL. & FAKS

TARIH

VELAYET VEYA VESAYET ALTINDA BULUNANLAR iCiN VELI VEYA

VASININ

IMZASI

ADI & SOYADI

ADRESI

TEL. & FAKS

TARIH

AYDINLATAN HEKIM

iIMZASI

ADI & SOYADI

TARIH

GEREKTIGI DURUMLARDA TANIK

iMZASI

ADI & SOYADI

GOREVi

TARIH
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