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Eksfoliasyon sendromu (XFS) yas arttikca daha fazla gelisim gosterdigi bilinen,
anormal fibriler molekiillerin g6z dokularinda birikmesi ile tanimlanan bir hiicre dis1
matriks hastaligidir. XFS’nin patogenezinde oksidatif ve hiicresel stres ile inflamatuar
yolaklar 6nemli yer tutmaktadir. Akoéz hiimor sivisinin drenajini saglayan kanallarin
eksfoliasyon birikintisi ile tikanmas1 ve bu suretle goz i¢i basincinin (GIB) artmasiyla
ortaya ¢ikan eksfoliatif glokom (XFQG), tedavi edilmedigi takdirde korliige sebep
olabilmektedir. Bu nedenlerle XFS’nin erken dénemde teshisinin 6nemi biiyiiktiir.
mikroRNA’lar (miRNA) mesajct RNA’larin (mRNA) regiilasyonunda rol oynayan
onemli post-transkripsiyonel diizenleyicilerdir. miRNA ekspresyon seviyelerinin
cesitli hastaliklarda degistigi belirlenmistir. MiRNA’larin genlerinde bulunan tek
niikleotid polimorfizmlerinin (SNP), miRNA’larin islenmesini etkiledigi ve ¢esitli
hastaliklara yatkinlikta rol oynayabildigi bilinmektedir. Bu ¢calismada, inflamasyon ile
iligkili yolaklarda rol oynadigi bilinen miR-146a ve miR-196a-2’nin plazma
ekspresyon seviyeleri ile mir-146a rs2910164 G/C ve mir-196a-2 rs11614913 C/T
SNP’lerinin XFS ve XFG hastaliklar1 i¢in biyobelirteg olma potansiyellerinin

incelenmesi amaglanmustir.
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Caligma grubu, genotipleme kisminda, 260 XFG hastasi, 260 XFS hastas1 ve 295
kontrolden olusurken, ekspresyon seviyesi belirleme kisminda, her grup icerisinden 27
XFG hastasi, 25 XFS hastas1 ve 27 kontrolden olusmaktadir. Kan 6rnekleri Giilhane
Egitim ve Arastirma Hastanesi G6z Hastaliklar1 Boliimii (Ankara, Tiirkiye) tarafindan
toplanmistir. SNP’lerin genotiplemeleri PCR-RFLP yontemi ile, miRNA’larin
plazmadaki ekspresyon seviyelerinin belirlenmesi ise qRT-PCR yontemi ile
yapilmistir. Relatif ekspresyon seviyeleri 2722t yontemi ile hesaplanmustir.

Genotip analizlerine gore, 1s2910164 ve rs11614913 i¢in mindr alel frekanslarinin ve
genotip dagilimlarinin, XFG, XFS ve kontrol gruplar1 arasinda farkli olmadig:
goriilmistiir. Plazma hsa-miR-146a-5p relatif ekspresyon seviyesinin, XFG ve XFS
gruplarinda kontrol grubuna gore anlaml 6l¢iide yiliksek oldugu tespit edilmistir (XFG
vs. kontrol: P<.001, XFS vs. kontrol: P=.001). Hsa-miR-196a-5p relatif ekspresyon
seviyesinin ise, gruplar arasinda farkli olmadig1 goriilmiistiir. Lojistik regresyon
analizleri sonucunda, plazma hsa-miR-146a-5p relatif ekspresyon seviyesinin XFG ile
yaklagik 6 kat (P=.001; dominant model), XFS ile yaklasik 4 kat (P=.005; dominant
model) iliskili oldugu tespit edilmistir. ROC analizleri sonucunda, plazma hsa-miR-
146a-5p relatif ekspresyon seviyesinin, XFG i¢in “iyi” (AUC=0.897, P<.001,
duyarhilik=%89, 06zgiillik=%78), XFS icin “orta” (AUC=0.779, P=.001,
duyarlilik=%52, 6zgiilliik=%93) dereceli bir tan1 testi olabilecegi goriilmiistiir.

Bu ¢aligmada, mir-146a rs2910164 G/C ve mir-196a-2 rs11614913 C/T SNP’leri ve
miR-146a ve miR-196a-2’nin plazma ekspresyon seviyeleri ile XFS ve XFG
arasindaki iliski ilk kez arastirilmistir. Sonug¢ olarak, hsa-miR-146a-5p relatif
ekspresyon seviyesinin, XFG ve XFS i¢in kan tabanli biyobelirte¢ olma potansiyeline
sahip oldugu gortilmiistiir. Bu tez ¢alismasi ileride XFG ve XFS’nin erken teshisi,
prognozun takibi ve tedavisinde kullanilabilecek yeni tani testleri, biyosensorler ve
terapotik ajanlar gelistirilmesine Onciililk edecek potansiyele sahip sonuglar ortaya

koymasi nedeniyle Biyomedikal Miihendisligine katki saglayan bir projedir.

Anahtar Kelimeler: Eksfoliasyon Sendromu (XFS), Eksfoliatif Glokom (XFG), Tek
Niikleotid Polimorfizmi (SNP), mikroRNA (miRNA), rs11614913, rs2910164
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Exfoliation syndrome (XFS) is an extracellular matrix disease defined by the
accumulation of abnormal fibrillary molecules in the eye tissues, which is known to
develop more with age. Oxidative and cellular stress and inflammatory pathways play
an important role in the pathogenesis of XFS. Exfoliative glaucoma (XFG), which
occurs when the channels that provide drainage of aqueous humor fluid are blocked
by exfoliation deposits and therefore increase in intraocular pressure, can lead to
blindness if left untreated. For these reasons, early diagnosis of XFS is of great
importance. microRNAs (miRNA) are significant post-transcriptional regulators that
play a role in the regulation of messenger RNAs (mRNA). It has been determined that
miRNA expression levels vary in various diseases. It is known that single nucleotide
polymorphisms (SNPs) in the genes of miRNAs impact the processing of miRNAs and
may play a role in susceptibility to various diseases. In this study, it is aimed to
examine the potential of plasma expression levels of miR-196a-2 and miR-146a which

are known to play a role in inflammation-related pathways, as well as the potential of
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mir-146a rs2910164 G/C, mir-196a-2 rs11614913 C/T SNPs as biomarkers for XFS
and XFG diseases.

The study group consisted of 260 patients with XFG, 260 patients with XFS and 295
control individuals in the genotyping part, and 27 patients with XFG, 25 patients with
XFS and 27 controls were selected from each group for expression level determination.
Blood samples were collected by Gulhane Training and Research Hospital,
Department of Ophthalmology (Ankara, Turkey). Genotyping of SNPs was performed
by using PCR-RFLP method, and expression levels of miRNAs in plasma were
determined by using gRT-PCR method. Relative expression levels were calculated by
the 2224t method.

According to the genotype analysis, minor allele frequencies and genotype
distributions for rs2910164 and rs11614913 were not different between XFG, XFS and
control groups. It was found that the relative expression level of plasma hsa-miR-146a-
5p was significantly higher in the XFG and XFS groups compared to the control group
(XFG vs. control: P<.001, XFS vs. control: P=.001). Relative expression levels of hsa-
miR-196a-5p were not different between the groups. As a result of logistic regression
analysis, it was determined that the relative expression level of plasma hsa-miR-146a-
5p was associated approximately 6-fold with XFG (P=.001; dominant model), and
approximately 4-fold with XFS (P=.005; dominant model). As a result of ROC
analysis, it was concluded that the relative expression level of hsa-miR-146a-5p in
plasma could be a "good" level (AUC=0.897, P<.001, sensitivity=89%,
specificity=78%) diagnostic test for XFG and a "fair" level (AUC=0.779, P=.001,
sensitivity=52%, specificity=93%) diagnostic test for XFS.

In this study, the relationship between mir-146a rs2910164 G/C and mir-196a-2
rs11614913 C/T SNPs, the plasma expression levels of miR-146a and miR-196a-2 and
XFS and XFG was investigated for the first time. In conclusion, it was observed that
the relative expression level of hsa-miR-146a-5p has the potential to be a blood-based
biomarker for XFG and XFS. This thesis is a project that contributes to Biomedical
Engineering, as it reveals results that have the potential to lead to the development of
new diagnostic tests, biosensors and therapeutic agents that can be used in the early
diagnosis, following the prognosis and treatment of XFG and XFS in the future.

Keywords: Exfoliation Syndrome (XFS), Exfoliative Glaucoma (XFG), Single
Nucleotide Polymorphism (SNP), microRNA (miRNA), rs11614913, rs2910164
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1. GIRIS
1.1 Eksfoliasyon Sendromu (XFS) ve Eksfoliatif Glokom (XFG)

1.1.1 Eksfoliasyon sendromu (XFS)

1.1.1.1 Tanim ve tarihcesi

Finlandiya asill1 goz doktoru John Lindberg’in, Helsinki Universitesi tarafindan 1917
yilinda kabul edilen doktora tez calismasinda, g6z bebeginin kenarinda ve lens
ylizeyinin iizerinde bulunan beyaz-gri pul ve sacak seklinde olan birikintiler tarihte ilk
kez eksfoliasyon materyali olarak tanimlanmistir (Tarkkanen, 2018). Okiiler patolog
Georgiana Dvorak-Theobald, gercek eksfoliasyon ile yalanci eksfoliasyon ayrimini
yapmak icin “psodoeksfoliasyon” terimini ortaya koymustur. Gerg¢ek eksfoliasyon,
cam tifleyicilik meslegindeki kisiler gibi yliksek sicakliga maruz kalan bireylerde lens
kapsiillerinin soyulmasi ile olusmakta, psodoeksfoliasyon ise hiicre digi matriks
materyalinin  birikimi ile olusmaktadir. Giinlimiizde ger¢cek eksfoliasyon
kalmadigindan, ger¢ek eksfoliasyon ile psddoeksfoliasyon ayrimi yapilmasina gerek
kalmamustir. Literatiirde her iki kullanim da mevcuttur (Bhat, 2010; Tarkkanen, 2018;
Grzybowski vd., 2019). Genelde yas arttik¢a daha fazla gelisim gosterdigi bilinen
eksfoliasyon sendromu (XFS), anormal fibriler birikintilerin goz dokularinda iiretilip
birikmesi olarak tanimlanan bir hiicre disi matriks hastaligidir (Bhat, 2010).
Eksfoliasyon birikimi daha ¢ok gdziin 6n segment kisminda olmak iizere gozde iris,
silier proses, lens epiteli ve trabekiiler ag gibi farkli dokularda da saptanmistir
(Schlotzer Schrehardt vd., 1991). Goz organi, dis tabaka, orta tabaka ve i¢ tabaka
olmak iizere ii¢ tabakadan olusmaktadir. Dis tabaka, kornea, sklera ve limbus isimli
kisimlardan; orta tabaka, uvea, iris, silier cisim ve koroid isimli kisimlardan; i¢ tabaka
ise gormeden sorumlu olan retina tabakasindan olusmaktadir. Goz igerisinde her
birinin i¢leri stvilarla kapli 6n kamara, arka kamara ve vitreus boslugu olmak tizere ii¢
kisim vardir. On kamara akéz hiimér adli siviy1 igermekte olup, iris, arka kamara, lens
ve zoniiller arasinda kalan bolgede bulunmaktadir. On kamara ve arka kamara

birbirleriyle baglantilidir. Arka kamarada tretilen akéz hiiméor, pupilla yoluyla 6n
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kamaraya gecer. Vitreus boslugu lens ve zoniillerin arkasinda olup agirlikli olarak
kollajen fibriller, protein ve hiyaluronik asitten olusan vitreus adli stvidan icermektedir

(Sekil 1.1).
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Sekil 1. 1: Goziin anatomisi (Url-1).

Deri, kalp, akciger, karaciger, bobrekler ve serebral meninks dokularinda da
eksfoliasyon birikimi saptandigindan XFS’nin sistemik bir hastalik oldugu kabul
edilmistir (Schlétzer-Schrehardt vd., 1992). Go6ziin 6n segment kisminda bulunan lens
yiizeyinde ve gbz bebegi (pupil) kenarinda tespit edilen beyaz-gri eksfoliasyon
birikintileri XFS hastaliginin en 6nemli tan1 kriteridir (Schlétzer-Schrehardt vd., 1992;
Rao ve Padhy, 2014; Ritch ve Schlétzer-Schrehardt, 2001; Naumann vd., 1998) (Sekil
1.2). XFS’nin erken tanis1 yoktur. Erken tanist1 olmadigi gibi hastaligin ileri
asamalarinda meydana gelen goriis alan1 daralmasimin  da kalict  tedavisi
bulunmamaktadir. Eksfoliasyon nedeniyle olusan glokoma eksfoliatif glokom (XFQG)
adi1 verilmektedir. XFG tedavi edilmedigi takdirde korliige sebep olabilmektedir. Bu

sebeple XFS hastaliginin erken donemde teshisi onem arz etmektedir.

Sekil 1. 2: Goziin lens yiizeyi ve goz bebegi kenari tizerinde bulunan eksfoliasyon

birikiminin gériiniimii (Wiggs, 2013).



1.1.1.2 Eksfoliasyon sendromu (XFS) epidemiyolojisi

Cografya ve etnisite faktorleri itibariyle popiilasyonlar arasinda farkli prevalanslar
gosteren XFS diinya ¢apinda goriilen bir hastaliktir (Ritch ve Schlétzer-Schrehardt,
2001). Diinya genelinde XFS prevalansi yas arttikga artis gosterip, 60 yas tizerindeki
bireylerde %10 ile %20 arasinda goriilmektedir (Schlotzer-Schrehardt, 2011).
Finlandiya, Lapponlar (Isve¢ ve Norveg’in kuzey kutup bdlgelerinde yasayan etnik bir
topluluk), Iskandinavya, Rusya, Yunanistan ve Tunus’ta XFS prevalansinin yiiksek
oldugu goriilmiistiir. Bu iilkelerde 50-69 yas araliginda %3 ile %15 arasinda prevalans
tespit edilirken, 70 yasin istiinde prevalansin %19 ile %36 arasinda oldugu tespit
edilmistir. Amerika Birlesik Devletleri, Ingiltere, Almanya, Fransa, Isvigre, Norveg,
Maisir ve Hindistan’da ise daha diisiik prevalans tespit edilmistir (Forsius, 1988; Shazly
vd., 2011; Konstas ve Ringvold, 2018; Andrikopoulos vd., 2009; Ritch ve Schlétzer-
Schrehardt, 2001). Orta Dogu’da Arap Yarmadasi’nda bulunan Yemen ve Urdiin
tilkelerinde XFS prevalansinin yas ile arttig1 goriilmistiir. Yemen’de XFS prevalansi
%19.5 bulunurken, Urdiin’de %9.1 olarak bulunmustur (Al-Bdour vd., 2008; Al-Shaer
vd., 2010). Amerika Birlesik Devletleri'nde Giiney Louisiana’da yapilan bir
arastirmada Afro-Amerikalilarin (kokeni Afrika’ya dayanan ABD vatandaslar1 ya da
sakinleri) XFS prevalanst olduk¢a diisiik (%0.4) bulunmasina ragmen, Afrika’da
yapilan ¢aligmalarda Giiney Afrika, Etiyopya ve Kongo’da (sirasiyla %8.1, %35.8 ve
%1.73) XFS prevalansinin daha yiiksek oldugu bulunmustur. XFS diinya genelinde
daha ¢ok, ileri yaslarda gozlemlenirken Afrika’da daha geng yaslarda ortaya ciktig
gozlemlenmistir (Ritch ve Schldtzer-Schrehardt, 2001; Olawoye ve Ritch, 2014).
Ulkemizde Dogu Akdeniz bélgesinde yer alan Adana ilinde yapilan bir ¢calisma, XFS
prevalansinin 50 yas ve istii kisilerde %7.2, 60 yas ve istii kisilerde ise %11.2
oldugunu gostermistir. Istanbul’da ise prevalans 50 yas ve iistii kisilerde %11’ dir
(Yalaz vd., 1992; Yildirim vd., 2017). Hastane tabanli bir ¢alismada Orta Karadeniz
bolgesinde 45 yas ve {lstl kisilerde XFS prevalanst % 12.1 olarak bulunmustur
(Cumurcu vd., 2010). Popiilasyon tabanli aragtirmalar ile hastane tabanli arastirmalar
arasinda prevalans degerlerinde farklihk gozlemlendiginden XFS prevalans
degerlerinin yaniltici olabilecegine dair diisiinceler vardir. Popiilasyon tabanli yapilan
bir calismada Sivas’ta 40 yas ve iistii kisilerde XFS prevalanst %5.7 bulunmustur.
Popiilasyon tabanli baska bir ¢alismada ise Eskisehir’de 40 yas ve iistii kisilerde XFS

prevalansi %5 bulunmustur (Kili¢ vd., 2016). Diinya iizerinde XFS prevalansina dair



cok fazla arastirma vardir. Ulkemizde bu arastirmalarin ¢ogu hastane tabanl
oldugundan gercegi yansitmayabilir; iilkemizi diger lilkeler ile karsilastirmak icin
popiilasyon tabanli XFS prevalans ¢alismalarinin artmasi daha ¢ok yardime1 olacaktir

(Yildirim vd., 2017) (Cizelge 1.1).

1.1.2 Eksfoliatif glokom (XFG)
1.1.2.1 Tanim ve tarihgesi

Halk arasinda “g6z tansiyonu” olarak da bilinen ve diinya iizerinde milyonlarca insani
etkileyen glokom, tedavi edilmediginde geri doniisii olmayan bir gérme kaybina sebep
olmaktadir. Glokom, optik sinirlerde tahribata yol agarak ilk donemlerinde hastada
gorme bozukluklari1 yapan, son donemlerinde ise korliige kadar gidebilen bir gérme
siniri hastaligidir (optik ndropati). Optik sinir, beyin ile gz arasinda olan ve iletisimi
saglayan sinir hiicreleri demetidir. Baktigimiz cisimlerden yansiyan 1siklar goze girer
ve retinadaki 1s1k yakalama hiicreleri (fotoreseptorler) tarafindan algilanir.
Fotoreseptorler algiladiklari 15181 elektriksel akima doniistiirlir ve sinir hiicrelerine
(ganglion hiicreleri) aktarir. Bu ganglion hiicrelerinde olan uzantilar (akson) birleserek
g0z sinirini olustururlar. Gz siniri olusturulan bu elektrik akimini beynimizin arka
tarafinda bulunan gérme merkezine (oksipital korteks) ulastirir ve goriintii burada
olusur. Glokom, bu anlatilan gérme yolunun ganglion hiicreleri boliimiinde tahribat
olusturur. Buradaki hiicre sayis1 ¢oktur ve hastaligin ilerlemesi ile 6len hiicre sayisi
artar. Zamanla, 6len hiicrelerin sorumlu oldugu goriintii pargalar1 beynimize tasinamaz
ve goriintiiniin o kisimlar1 gdriinmemeye baslar. Goz ici basinc1 (GIB-IOP) géziin
icinde iiretilen akdz hiimor tarafindan olusturulur. Ak6z hiimoriin iiretimi ile goziin
disina ¢ikis1 (akéz hiimor drenaji) arasinda bir denge bulunmaktadir. Bu denge
sayesinde goziin igerisindeki basing sabittir. Akoz hiimor igerdigi oksijen ve besin
maddeleri ile gdziin iginde basta kornea ve pek ¢ok yapinin beslenmesini saglarken
ayni zamanda artik metabolizma iirlinlerinin uzaklastirilmasini da saglar (Url-2) (Sekil

1.3).



Cizelge 1. 1: Eksfoliasyon sendromunun (XFS) farkli popiilasyonlardaki prevalanslari.

Popiilasyon XFS prevalansi = 50 yas XFS prevalans1 | > 70 yas XFS prevalansi Kaynak
Adana (Tirkiye) %11.2 (60 yas ve isti) %7.2 (Yalaz vd., 1992)
Orta Karadeniz bolgesi (Tiirkiye) %12.1 (45 yas ve listi) (Cumurcu vd., 2010)
Sivas (Tirkiye) 9%5.7 (40 yas ve Ustii) (Kilig vd., 2016)
Istanbul (Tiirkiye) %11 (Yildirim vd., 2017)
Eskisehir (Tirkiye) %35 (40 yas ve {isti) (Yildirim vd., 2017)
Finlandiya %10 %25.3 (Forsius, 1988)
Lapponler (Norveg ve Isvec) %14.8 %35.3 (Forsius, 1988)
Iskandinavya %11 %31.5 (Forsius, 1988)
Rusya %13.3 %21.4 (Forsius, 1988)
Eskimolar %0 (Forsius, 1988)
Avustralya %1.46 (Mitchell, 1999)
Fransa %5.5 (Ritch ve Schlotzer-Schrehardt, 2001)
ABD %0.6 %5 (Ritch ve Schlétzer-Schrehardt, 2001)
Urdiin %9.1 (Al-Bdour vd., 2008)
Yunanistan %27.9 (Andrikopoulos vd., 2009)
Yemen %19.5 (40 yas ve iistl) (Al-Shaer vd., 2010)
Hindistan %7.1 (Bhat, 2010)




Cizelge 1. 1: (devam) Eksfoliasyon sendromunun (XFS) farkli popiilasyonlardaki prevalanslari.

Popiilasyon XFS prevalansi > 50 yas XFS prevalans1 | > 70 yas XFS prevalansi Kaynak

Pakistan %6.45 (Bhat, 2010)

Cin %0.4 (Bhat, 2010)

Japonya %3.4 (Bhat, 2010)
Norveg %6.3 (Shazly vd., 2011)
Eskimolar %0 (Shazly vd., 2011)
Ingiltere %4 (Shazly vd., 2011)
Almanya %4.7 (Shazly vd., 2011)
Suudi Arabistan %25 (Shazly vd., 2011)

Misir %4.14 (40 yas ve listi) %6.02 (60 yas ve listi) (Shazly vd., 2011)
Tunus %3.8 %19.1 (Shazly vd., 2011)
Ispanya %13.19 (Romero-Aroca vd., 2011)
Etiyopya %35.8 (40 yas ve listl) (Gelaw & Tibebu, 2012)
Giiney Afrika %8.1 (40 yas ve stii) (Olawoye ve Ritch, 2014)
Afro-Amerikalilar (Giiney Louisiana-ABD) %0.4 (Olawoye ve Ritch, 2014)
Etiyopya %35.8 (40 yas ve listii) (Olawoye & Ritch, 2014)
Kongo %1.73 (Olawoye ve Ritch, 2014)
Giiney Afrika %38.1 (40 yas ve Ustii) (Olawoye ve Ritch, 2014)
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Sekil 1. 3. Akdz hiimor sivisinin normal drenaji (Weinreb ve Aung, 2014).

Glokom, ortaya ¢ikis zamani, olusum mekanizmasi ve goz yapisi itibariyle farklh
sekillerde siniflandirilabilmektedir. Glokom hastaligi primer ve sekonder olmak iizere
2 ana gruba ayrilir. Primer glokom, gdziin kendi anatomik yapis1 ve genetik faktorler
gibi nedenlerden dolay: gelisirken sekonder glokom, sonradan meydana gelen travma,
kullanilan ilaglar ve eksfoliasyon birikiminin olugmasi gibi nedenlerden gelismektedir
(Weinreb ve Aung, 2014). Glokom, akdz hiimériin yeteri kadar disa ¢ikamamasi
sonucu goz iginde birikmesi, goz i¢i basincinin artist ve goérme siniri lizerinde

hasarlarin olusmasiyla meydana gelir (Sekil 1.4).

Saghkh géz Glokomlu goz

Sekil 1. 4: Saglikli g6z ile glokomlu goziin sematik gosterimi (Url-3).

Genellikle ileri yaglarda ortaya ¢ikan agik acili glokom (open-angle glaucoma, OAG)
en sik goriilen glokomdur. Bu hastalikta, akoz hiimoriin géz disina akimindaki azalma
basing artisina neden olur; ancak goz i¢i basincinin yavas yavas artmasi nedeniyle
hastanin bu duruma uyum gdéstermesinden dolay1 glokom sessiz bir sekilde ilerleyip
hissedilmeyen gorme alanmi kayiplarina yol agmaktadir. A¢1 kapanmast glokomu

(angle-closure glaucoma) ise akéz hiimoriin disa akisindaki ani duraklamaya bagl



olarak g6z i¢i basincinin hizli bir sekilde oldukea yiiksek degerlere ¢ikmasi sonucu
ortaya ¢ikmaktadir. Bu hastalikta sikayetler ani ve belirgindir (King vd., 2013) (Url-
2). Akoz hiimor sivisinin drenajini saglayan kanallarin eksfoliasyon birikintisi ile
tikanmas1 ve bu suretle GIB’in artmas1 sonucunda meydana gelen glokoma eksfoliatif
glokom (XFG) adi verilmektedir. Eksfoliasyon, glokomun en sik goriilen
nedenlerinden biridir. XFG en ¢ok acik agili glokoma yol agsa da ag¢1 kapanmasi
glokomuna da yol agabilmektedir (Ritch ve Schlétzer-Schrehardt, 2001; Mitchell,
1999).

1.1.2.2 Eksfoliatif glokom (XFG) epidemiyolojisi

XFS olan gozlerde olmayan gozlere nazaran daha fazla glokom hastaligi olugmaktadir.
Glokom teshisinden bagimsiz olarak, XFS hastalarinin %22.7’sinde yiiksek GIB
degeri bulunmasina karsin, XFS olmayan hastalarm %1.2’sinde yiiksek GiB degeri
bulunmustur (Aasved, 1971). Norveg’te yapilan bir ¢alismada XFS hastalarinin
%30’unda yiiksek GIB degeri goriiliirken, XFS olmayan hastalarin %4.8’inde
goriilmektedir (Hoff vd., 1991). Orta Dogu, Avustralya ve Japonya i¢in de benzer
sonuglar gézlemlenmistir (Mitchell, 1999; Hoff vd., 1991; Kaljurand ve Teesalu,
2010; Summanen ve Tonjum, 1988; Aasved, 1971). XFS ve glokom arasinda anlamli
Olctide iliski vardir; XFS’li gozlerde glokom goriilmesi XFS olmayan gdzlere nazaran
8 kat fazladir. Avustralya’da yapilan bir calismada, 70-79 yas araliginda glokom
teshisi konmus XFS bulunan hastalarin prevalans degeri yaklasik %14.5 olarak
bulunurken glokom teshisi konmus XFS bulunmayan hastalarin prevalans degeri
yaklasik %4.5 olarak bulunmustur. 80 yas ve {stii olup glokom teshisi konulan XFS
bulunan hastalarin prevalans degeri yaklagik %32 olarak saptanirken, glokom teshisi
konulan XFS bulunmayan hastalarin prevalans degeri yaklasik %10 olarak
saptanmugtir (Mitchell, 1999). Ispanya’da yapilan bir ¢alismada glokom teshisi
konulan XFS bulunmayan hastalarin prevalanst %2.19 olarak saptanirken, glokom
teshisi konulan XFS bulunan hastalarin prevalansi %7.9 olarak saptanmistir. Yine ayni
calismada, tiim acik acgili glokom (XFS olan ve olmayan) hastalarinin prevalansi
%2.86 olarak saptanirken, XFS olan ve acik acili glokom teshisi konan hastalarinin
prevalanst %29.48 olarak saptanmistir (Romero-Aroca vd., 2011). Ulkemizde
Adana’da yapilan bir caligmada, glokom teshisi konulan, 50 yas ve iistii hastalarin
%30.5’inde, 60 yas ve {listii hastalarin % 46.9’unda ve 70 yas ve iistii hastalarin

%71.4’tinde XFS bulunmustur. XFS bulunan ve glokom teshisi konmus bireylerin



yiizdelikleri yas ile istatistiksel olarak anlaml dlglide artis gostermektedir (Yalaz vd.,
1992). Eskisehir’de yapilan bir ¢alismada XFS bulunan glokomlu bireylerin insidansi
%26 bulunurken, XFS bulunmayan glokomlu bireylerin insidansi1 %1.70 bulunmustur.
Glokomlu hastalarin 40 yas ve iistii, 50 yas ve {istii, 60 yas ve iistii, 70 yas ve iistii ve
80 yas ve uistii gruplarda sirastyla %26, %26.5, %26.8, %30.2 ve %55.6 oraninda XFS
oldugu gorilmistir (Yildirim vd., 2017). Pek ¢ok ¢alisma glokom riskinin yas ile
artigini gostermistir. Tiirkiye’de Dogu Akdeniz bolgesinde hastane tabanli farkli bir
calismada glokomun insidans1 %34.3 bulunurken Istanbul’da %18 olarak bulunmustur

(Alpay ve Ersoy, 1989; Yalaz vd., 1992) (Cizelge 1.2).

1.1.3 Eksfoliasyon sendromu (XFS) ve Eksfoliatif glokom (XFG) Patogenezi
1.1.3.1 XFS patogenezi

XFS, g6z dokularinda anormal hiicre dis1 fibriler materyallerin tretilip birikmesiyle
karakterize olan bir hastaliktir. Anormal hiicre dis1 fibrillerin yetersiz yikimi veyahut
fazlaca tretilmesi bu hastaligin olusma sebebidir. Eksfoliasyon materyali goz
icerisinde lens, iris, silier epitel ve konjonktiva tarafindan tiretilmektedir (Streeten,
1986; Streeten, 1987; Mitchell, 1999; Ritch, 2008). Cok fazla arastirma yapilmasina
ragmen eksfoliasyon materyalinin kesin kimyasal igerigi ve yapisi tam olarak
bilinmemektedir. Morfolojik ve in vitro galismalar neticesinde eksfoliasyon materyali
patogenezi icin 3 temel teori One siiriilmiistiir. Diger teorilerden daha fazla kabul
gormils olan elastik mikrofibril teorisi, biyokimyasal, immiinohistokimyasal ve
molekiiler biyolojik yontemler ile kanitlanip gosterilmistir (Streeten, 1986; Ritch ve
Schlotzer-Schrehardt, 2001). Bu teoriye gore, eksfoliasyon materyali glikoprotein ve
proteoglikan yapilardan olugmaktadir ve bu yapilarin immiinohistokimyasal olarak
elastik fibriller (elastin, tropoelastin, amilod P ve vitronektin) ve elastik mikrofibril
bilesenlerinden [fibrillin 1, MAGP1 (Microfibril-associated glycoprotein 1 —
mikrofibril iliskili glikoprotein 1), TGF-B (Transforming growth factor beta family-
dontistiiriicii biiylime faktorii beta ailesi)] olustugu gosterilmistir (Ritch ve Schlétzer-
Schrehardt, 2001). Kromatografik yontemler ile elastik fibriler yapilarin icerisinde
fibrillin-1, fibulin-2, vitronektin, sindekan, versikan, hiice disi saperon clusterin,
capraz baglayici enzim lizil oksidaz (LOXL) ve bagka proteinlerin varlig1 gosterilmistir

(Ovodenko vd., 2007).



Cizelge 1. 2: Eksfoliatif glokomun (XFG) farkli popiilasyonlardaki prevalanslari.

Popiilasyon XFG prevalansi = 50 yas XFG prevalans1 | = 80 yas XFG prevalansi Kaynak

%46.9 (60 yas ve listil)

Adana (Tiirkiye) %71.4 (70 yas ve listii)

%30.5 (YYalaz vd., 1992)

%26 (40 yas ve listli)

Eskisehir (Tiirkiye) %26.8 (60 yas ve iistii) %26.5 %55.6 (Yildirim vd., 2017)
%30.7 (70 yas ve listii)
Avustralya %14.5 (70-79 yas) %32 (Mitchell, 1999)
_ %7.9 (tiim glokomlarda)
Ispanya %29.48 (acik acili (Romero-Aroca vd., 2011)

glokomlarda)
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Gilintimiizde, XFS’1i hastalarin géz dokularinda hiicre dis1 matriks metabolizmasi ve
hiicresel stres ile ilgili genlerin seviyelerinin fakli oldugu tespit edilmistir. XFS
hastaliginin olusum siirecinde elastik fibrillerin fazla iiretimi, biiyiime faktorlerinin
ozellikle TGFB1’in (Transforming growth factor beta 1- doniistiiriicii biiytime faktorii
B1) fazla eksprese olmasi, MMPs (matriks metalloproteinases) ve TIMPs (MMPs
inhibitorii) arasindaki dengesizlik, artmis hiicresel stres, oksidatif stres ve hiicresel
strese kars1 korunma mekanizmalarindaki bozukluklarin yer aldig1 gosterilmistir (Ho
vd., 2005; Schlétzer-Schrehardt vd., 2003; Ronkko vd., 2007). Ayrica, 2010 yilinda
yapilan bir calismada, doku inflamasyonunun, XFS baslangi¢ siirecinin ilk
donemlerinde rol oynadigi gosterilmistir (Zenkel vd., 2010). Buna benzer bir
calismada, lokal ve kronik inflamasyonun XFS gelisiminde merkezi role sahip oldugu
bulunmustur (Yildirim vd., 2013). Farkli bir ¢alismada, inflamasyonun XFS’nin
patogenezinde rol oynadigi belirtilmistir (Okutucu vd., 2020).

1.1.3.2 XFG patogenezi

Glokomun patogenezi tam olarak anlasilamamistir ancak GIB seviyesinin retinal
gangliyon hiicrelerin 6liimii ile iliskili oldugu bilinmektedir. Akdz hiimoér GIB
dengesini saglar. Bu denge bozuldugunda GIB artarak goz sinirlerine zarar verir ve
glokoma sebep olur (Weinreb ve Aung, 2014). XFG ak6z hiimor akisinin disa akim
direnci ve yiiksek GIB ile iliskilidir. Olusum mekanizmasinda trabekiiler agin
eksfoliasyon materyali veyahut iris pigmenti ile tikanmasi ve trabekiiler hiicre
bozukluklar1 rol almaktadir. XFG’nin temel patolojisi eksfoliasyon materyalinin
trabekiiler agda birikmesi gibi goriinse de Schlemm kanalindaki ve jukstakanalikiiler
dokudaki tahribat en temel patolojidir (Ritch vd., 2003). XFS’li gozlerde glokom
olusma riski 5 kat artmaktadir. Bu riskin diger glokom risklerinden bagimsiz oldugu
da gosterilmistir (Mitchell, 1999). XFS’nin, kendi basna, GIB artis1 olmadan da
glokoma egilimli oldugu, her GIB seviyesinde XFS’li gbzde XFS’li olmayan goze
gore daha ¢ok glokom hasarinin olusabilecegi gosterilmistir (Davanger vd., 1991).
XFS, agik acili glokom i¢in en 6nemli ve tek basina tanimlanabilir risk faktoriidiir
(Schldtzer-Schrehardt ve Naumann, 2006). Farkli bir c¢alismada, inflamasyonun
XFG’nin patogenezinde rol oynadigi belirtilmistir (Okutucu vd., 2020). 2017 yilinda
bir ¢alismada, acgik agili glokom ve XFG hastalarinin, goz kapaklarmin i¢ini ve
gbzlerin beyaz kismini (sklera) kaplayan zar olan konjonktivalarinda oksidatif stresin

ve inflamasyonun oldugu goriilmiistiir (Helin-Toiviainen vd., 2017).
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1.1.3.3 XFS ve XFG ile oksidatif stres iliskisi

Oksidatif stres, oksidanlar ile antioksidanlar arasinda bir dengesizlik durumu veya
reaktif oksijen tiirlerinin (ROS) fizyolojik degerlere gore, hiicre ici
konsantrasyonlarinda bir artig olarak tanimlanir. Hidrojen peroksit (H202), hidroksil
radikali (OH) ve nitrik oksit (NO) gibi ROS’lar, proteinlere, lipitlere, karbonhidratlara
ve niikleik asitlere zarar vererek DNA hasarina ve hiicresel hasara yol agarlar.
Antioksidan savunma sistemi, hiicreleri ROS’lardan koruyabilmektedir (Sies vd.,
2017). Kabul gérmiis olan XFS patogenez teorisi, XFS’nin biiytime faktoriinii (TGF-
1), oksidatif stresi ve bozulmus hiicresel koruma mekanizmalarindan olusan elastik
fibrilleri anahtar faktor olarak tanimlar. Tim g6z i¢i dokulart akdéz hiimér ile
yikandigindan, akdz hiimdr igeriginin XFS patogenezini etkileyebilecegi
diistiniilmiistiir. Eksfoliasyon igeriginin XFS patogenezini etkileyebilecegi ve akoz
hiimoériin goz i¢i cerrahi islemler sirasinda kolay elde edilebilmesinden dolay1 ¢ok
fazla galisma yapilmistir (Schl6tzer-Schrehardt ve Naumann, 2006) (Sekil 1.5). Akoz
hiimér ¢alismalarinda, biiytime faktorlerinde (6zellikle TGF-f1), oksidatif stres
belirteglerinde (8-isoprostaglandin-F2a) ve sitokin (interlokin 8) seviyelerinde artis
gortiliirken, antioksidanlarda (absorbik asit, katalaz, glutatyon perosidaz, A, C ve E
vitaminleri) azalma ve matriks metalloproteinazlar (MMP) ve bunlarin doku
inhibitorleri (TIMP) arasinda dengesizlikler goriilmiistiir. Hiicresel stres kosullarinin
XFS’nin temel patogenezinde yer aldigini gosteren ¢alismalarin sayisi gittikge
artmaktadir (Ghanem vd., 2011; Koliakos vd., 2002; Koliakos vd., 2003; Schlotzer-
Schrehardt ve Naumann, 2006; Takai vd., 2012). Ekibimiz tarafindan Tiirk
popiilasyonunda yapilan ¢alismalardan birinde, XFS ve XFG gruplarindaki hastalarin
akoz hiimor orneklerinde hiicresel stres durumlarinda artis gdsteren clusterin ve total
protein konsantrasyonlarinin, kontrol grubundaki hastalara nazaran istatistiksel olarak
anlamli 6l¢iide daha yiiksek oldugu bulunmustur (Demirkaya Budak, 2018). Diger bir
calismada ise, XFG grubundaki hastalarin gozyaslarindaki TGF-f tarafindan
indiiklenen bag dokusu biiytime faktorii (CTFG) ve total protein konsantrasyonlarinin,
kontrol grubundaki hastalara nazaran istatistiksel olarak anlamli derecede yiiksek

oldugu bulunmustur (Can Demirddgen vd., 2019a; Kocan, 2018).
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Sekil 1. 5: XFS ve XFG ile hiicresel ve oksidatif stres iliskisini gdsteren sema.

Hidrojen peroksit veya nitrik oksit gibi oksidanlarin seviyeleri ve lipit peroksidasyon
tiriinleri, okside ve metillenmis proteinlerin bozunma {irlinleri gibi oksidatif stres
belirteglerinin XFS hastalarinin akéz hiimorlerinde, dokularinda ve serumlarinda
onemli 6l¢iide artmis oldugu gosterilmistir (Schlétzer-Schrehardt, 2009). 2018 yilinda
serumda yapilan bir ¢alismada, XFG, XFS ve kontrol gruplar1 arasindaki oksidatif
stres belirteci olan lipit peroksidasyonu iiriinii malondialdehit (MDA) seviyeleri
karsilastinlldiginda en yiksek MDA seviyesinin XFG grubunda oldugu
gozlemlenmistir. Yiikksek MDA seviyelerinde, eksfoliasyon materyali olusumunda ve
XFG gelisiminde oksidatif stresin etkilerinin rol oynadigini diisiindiirmiistiir. ROS
metabolizmasinda anahtar rol oynayan siiperoksit dismiitaz (SOD) ve katalaz (CAT)
enzimlerinin aktiviteleri, XFS ve XFG hastalarinda kontrol grubuna nazaran anlamli
olarak disiik bulunurken, XFS ve XFG hastalar1 arasinda anlamli bir fark
gozlemlenmemistir. Bu sonuglar, oksidatif stresin XFS patogenezinde rol
oynayabilecegini diisiindiirmektedir. Ozellikle, lipit peroksidasyonu ve azalmis
antioksidan enzim aktivitelerinin eksfoliasyon gelisimi ile iliskili oldugu gosterilmistir
(Yaz vd., 2018). Oksidatif stres ve enflamasyon arasindaki iligki bir¢ok yazar
tarafindan belgelenmistir. Kanitlar, oksidatif stresin kronik enflamatuar hastaliklarda
patojenik bir rol oynadigini gostermektedir. Oksitlenmis proteinler, glikolize {iriinler
ve lipid peroksidasyonu gibi oksidatif stres hasarinin, c¢ogunlukla beyin
bozukluklarinda bildirilen néron dejenerasyonlarma neden oldugu bilinmektedir.
Beyin dokularinda iiretilen ROS’un néronlar arasindaki sinaptik ve sinaptik olmayan
iletisimi modiile ederek néroenflamasyona yol agabildigi ve bu durumun hiicre 6limii,
norodejencrasyon ve hafiza kaybiyla sonuglanabildigi gosterilmistir (Hussain vd.,
2016).
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1.1.4 Eksfoliasyon sendromu (XFS) ve Eksfoliatif glokom (XFG) risk faktorleri
1.1.4.1 Genetik faktorler

Gen ekspresyon analiz calismalar1 eksfoliasyon materyalinin patolojik iiretiminde
onemli olabilecek birkag gen smifini ortaya ¢ikarmistir. Bu genler, hiicre dis1 matriks
metabolizmas1 [FBN1 (fibrillin 1), TIMP1 ve TIMP2 (TIMP metallopeptidase
inhibitor 1 and 2- matriks metalloproteinaz 1 ve 2'nin doku inhibitérleri), TGFB1] ve
hiicresel stres yanit1 ve regiilasyonu [ADORA3 (adenosine A3 receptor- adenosin
reseptorii A3), CLU (clusterin) ve MGST1 (Microsomal glutathione S-transferase 1-
mikrozomal glutatyon-S transferaz 1)] ile iliskili olan genlerdir. Ailesel kiimelenme
ve genetik baglant1 analizleri de dahil olmak lizere cesitli ¢aligmalar ile elde edilen
sonuglar dogrultusunda XFS hastaliginda genetik faktorlerin rol oynadigi
gosterilmistir (Zenkel vd., 2005). Son yillarda yapilan ¢aligmalarda XFS ve LOXL1
(lysyl oxidase like 1- lizil oksidaz benzeri 1) enzimini kodlayan gen bolgesi arasinda
anlaml bir iliski oldugu gosterilmistir. LOXL1 glokom icin en dnemli genetik risk
faktoriidiir. LOXL1 geninin tiriinii olan lizil oksidaz benzeri 1, XFS patofizyolojisinde
elastik lif sentezinde anahtar rol oynayan bir enzimdir. 2007 yilinda, Iskandinav
popiilasyonunda gergeklestirilen bir genom capinda iliskilendirme calismasinda
(GWAS), LOXL1 geninde XFS ve XFG gelisme riski ile giiglii bir sekilde iligkili olan
3 tek niikleotid polimorfizmi (SNP) tanimlanmustir (Thorleifsson vd., 2007). Yakin
tarihli bir GWAS ¢alismasinda CACNALA (calcium voltage-gated channel subunit
alpha 1 A- kalsiyum kanali voltaj bagimli alfa 1 alt birimi A) lokusu ile XFS arasinda
onemli bir iligki oldugu bildirildi. Bu iliski ilk olarak biiyiik bir Japon XFS veri
kiimesinde, daha sonra ise yaklasgitk 7.000 XFS vakasi ve 17 iilkeden tiiretilen
20.000'den fazla kontrolden olusan ¢ok biiylik ve ¢ok 1rklt bir veri kiimesinde
tanimlanmustir. [ligkili bulunan rs4926244 SNP’si, CACNA1A'nin 3’ ucuna yakin bir
intronik bolgede yer alir. Rs4926244 i¢in risk aleli, LOXL1'den farkli olarak, tim
bliyiik popiilasyonlarda %10 ila %40 arasinda degisen bir alel frekansi ile tutarlilik
gostermektedir (Aung vd., 2015). Cesitli stres ve patolojik durumlarda CLU fazla ifade
edilmesine ragmen eksfoliasyonlu gozlerin 6n kamarasinda ifade edilme seviyesinde
azalma goriiliir; bu durum XFS gelisiminde CLU varyantlarinin rol alabilecegini
gostermektedir (Ghaffari Sharaf vd., 2019). Ekibimiz tarafindan yapilan 6nceki
caligmada, Tiirk popiilasyonunda, gézyast drneklerinde, XFG i¢in, CLU rs11136000
C/T, rs1532278 C/T ve 152279590 C/T SNP’lerinde, CT ve CC genotiplerinin gerek
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ayr1 ayr1 gerekse beraber olmak tizere, TT genotipine nazaran yaklasik 3 kat daha riskli
oldugu bulunmustur. Bu sonuglara gore C alelinin XFS ve XFG ile iliskisi olabilecegi
diistiniilmektedir. CLU rs3087554 A/G SNP’sinde ise AA genotipinin XFG igin
yaklasik 2.4 kat daha koruyucu oldugu gériilmiistiir (Demirkaya Budak, 2018). Iki
farkli calismada, primer acgik agili glokom hastalarinin akéz hiimérlerinde kontrol
grubundaki kisilere nazaran CTGF geninin iirlinii olan bag doku biiytime faktoriiniin
konsantrasyonunda anlamli bir artis gézlemlenmistir (Ghanem vd., 2011; Browne vd.,
2011). Ekibimiz tarafindan yapilan bir ¢alismada, Tiirk popiilasyonunda CTGF
geninde bulunan rs6918698 G/C, rs9399005 C/T, rs12526196 T/C ve rs9402373 C/G
SNP’leri ile XFS ve XFG arasinda anlaml bir iligki goriilmemistir (Kogan, 2018).
Antioksidan ve antienflamatuar olarak bilinen bir enzim olan Paraoksonaz 1’i
kodlayan PON1 geninde ekibimiz tarafindan yapilan bir ¢alismada da, PON1 geninde
bulunan —107 TC ve CC genotiplerinin XFS ile arasinda istatistiksel olarak anlamli
olgiide iliski oldugu bulunmustur (Can Demirdégen vd., 2019a; Kogan, 2018). Aday
gen calismalarinda, CNTNAP2 (contactin associated protein 2- kontaktin iligkili
protein 2) , APOE (apolipoprotein E), glutatyon-S-transferaz genleri (GST'ler), TNF-
a genleri (tumor necrosis factor alfa- tiimor nekroz faktorii alfa), MMP'ler, LTBP2
(latent transforming growth factor beta binding protein 2- latent transforme edici
biiytime faktorii baglanma proteini 2) ve BIRC6 (baculoviral IAP repeat containing 6-
bakiiloviral IAP tekrar iceren 6) ile XFS arasinda iliski tespit edilmistir; ancak bu
sonuglart tiim 1rklarla iligkilendirmek i¢in daha biiylik bir GWAS ¢alismasi
yapilmalidir (Aboobakar vd., 2016). Genetik ve gevresel faktorlerin yani sira diger
kompleks hastalik ve bozukluklarda da goriildiigii gibi epigenetik varyasyonlarin da
XFS’de 6nemli bir rol oynayabilecegine inanilmaktadir. Uzun kodlama yapmayan
RNA’lar ve mikroRNA’lar da bu epigenetik faktorler arasindadir (Ghaffari Sharaf vd.,
2019). Uygur popiilasyonunda yapilan bir ¢alismada, XFS hastalarindan toplanan 6n
lens kapsiilii epitel hiicrelerinde bulunan LOXL1 geninin promotor bolgesindeki CpG
adalarinin hipermetile oldugu gosterilmistir. Hipermetile olan LOXL1 geninin asag1
dogru diizenlenmesi (downregulation) durumunun XFS olusumuna ve gelisimine dahil

oldugu goriilmiistir (Ye vd., 2015).
1.1.4.2 Cevresel faktorler

Cevresel faktorler LOXL1 geninin diriinii olan lizil oksidaz benzeri 1 enziminin

aktivitesini degistirebilir. Bu husus eksfoliasyon birikintilerini olusturma riski
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altindaki bireylerin hastaliga yatkinligini arttirabilmektedir (Dewundara ve Pasquale,
2015). Enlem farklilig1, giinese maruz kalma stiresi farkliligi ve iklim farkliligi XFS'ye
etki eden ¢evresel faktorlerdendir (Taylor, 1980; Stein vd., 2011a; Kang vd., 2012).
Ayrica, folat alimi ve kahve tiiketimi gibi diyet faktorlerinin, muhtemelen homosistein
diizeylerini etkileyerek XFS riskini degistirdigi bulunmustur (Urgert vd., 2000;
Pasquale vd., 2012; Xu vd., 2012). Cevresel faktorlerdeki degisikliklerin genetik
olarak XFS gelistirmeye yatkin kisilerde hastalik degisikligine yol agabilecegini
diisiindiirmektedir (Dewundara ve Pasquale, 2015). Epidemiyolojik ¢alismalar,
cografyanin ve daha yiiksek ultraviyole (UV) 1sinina maruziyet seviyelerinin XFS
gelisimine etki edebilecegini diisiindliirmektedir. Yapilan retrospektif ¢alismalarda,
Amerikalilarda XFS riskinin artmasi agik havada ve giinesli giinlerde daha fazla vakit
gecirmeleri ile iliskilendirilmistir. Benzer sekilde, ABD ve Israil'de yasayan bireyleri
inceleyen bir ¢alismada, yasamlar1 boyunca yaz aylarinda agik havada daha fazla vakit
geciren, su veya kar tlizerinde ¢alisma Oykiisii olanlarin XFS gelistirme riskinin arttig1

bulunmustur (Stein vd., 2011a; Pasquale vd., 2014; Olawoye ve Ritch, 2014).
1.1.4.3 Goz yapis1

Israil'deki farkli kokenlerden gelen Yahudi’ler arasinda yapilan karsilastirma
sonucunda, kahverengi gozlii insanlarin agik renkli gézlere sahip insanlara gore daha
fazla eksfoliasyon birikintilerine sahip olduklart bulunmustur (Meyer vd., 1984).
Laponler veya Finlandiyalilarin iris rengi ile eksfoliasyon birikintisi arasinda ise bir
iligki bulunmamustir (Forsius, 1988). Yap1 olarak kiigiik, merkezi 6n kamara derinligi
s1g, lensi kalin ve daha 6nde olan goziin ac1 kapanmasi glokomu i¢in risk olusturdugu
yakin zamanda tanimlanmistir. Benzer sekilde, kisa eksenel uzunluk, daha kisa 6n
kamara genisligi ile alan ve hacim gibi anatomik yapilarin da a¢1 kapanmasi glokomu
i¢in risk olusturdugu yakin zamanda tanimlanmigtir (Nongpiur vd., 2011; Lavanya vd.,
2008).

1.1.4.4 Yas

Diinya capinda XFS dagilimi yasa bagl olarak degisiklik gostermekle birlikte
cogunlukla 60 yas ve lizerinde olan kisilerde goriilmektedir. Afrika’da yapilan bir
caligmada, XFS'li hastalarin yas ortalamasi 66.2 olarak bulunurken XFS olmayan
hastalarda bu ortalama 64.6 olarak bulunmustur. Ayni1 ¢alismada, 41-50 yas grubunda
%10.1, 51-60 yas grubunda %17.9, 61-70 yas grubunda %19, 71-80 yas grubunda
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%27.2, 81 yas ve lizeri grupta ise % 28.8 oraninda XFS hastasi oldugu gosterilmistir
(Al-Shaer vd., 2010). Afrikalilarda XFS prevalansi yasla birlikte artis gostermekle
birlikte diger iilkelerle kiyaslandiginda XFS, Afrikalilarda daha kiigiik yastaki
bireylerde goriilmektedir (Olawoye ve Ritch, 2014). Tiirkiye’de yapilan bir ¢alismada
glokomlu hastalarda XFS goriilme siklig1 50 yas ve tizeri grupta %30.5, 60 yas ve iizeri
grupta %46.9, 70 yas ve lizeri grupta ise %71.4 olarak bulunmustur. Glokomlu
hastalarda XFS yiizdesi artan yagla birlikte artis gostermistir ve yas gruplari arasindaki
farklar arasinda istatistiksel olarak anlamli 6l¢iide iliski bulunmustur (Yalaz vd.,
1992).

1.1.4.5 Cinsiyet

Erkek ve kadin arasinda XFS dagilimi iilkeler ve popiilasyonlar arasinda farklilik
gostermektedir. Baz1 yayinlarda XFS’nin kadinlarda daha yaygin oldugu goriilmiistiir.
Ornegin bir ¢aliymada, XFS’nin kadinlarda erkeklerden 3 kat daha fazla oldugu
goriilmiistiir (Kozart ve Yanoff, 1982). Farkli bir ¢alismada da XFS’nin insidansi
kadinlarda daha yiiksek oldugu bulunmustur (Karger vd., 2003). Bazi yayinlarda ise
XFS’nin erkeklerde daha yaygin oldugu gériilmiistiir. Ornegin Kongo’da yapilan bir
calismada, erkeklerde kadinlardan daha ¢ok XFS goriildigli gosterilmistir. Farklh
caligmalarda Yugoslavlarda, Avustralya yerlilerinde, Peru Kizilderililerinde ve
Hintlilerde de erkeklerde daha yaygin olarak bulunmustur (Olawoye ve Ritch, 2014;
Al-Saleh vd., 2015). Tiirkiye’de de erkek ve kadin arasindaki XFS dagilimini gosteren
bir ¢alisma yapilmistir. Bu ¢alismada erkeklerde %8 oraninda, kadinlarda %3.6
oraninda XFS gorildiigii ve bu dagilimim iki cinsiyet arasinda anlamli 6lgiide
istatistiksel olarak farkli oldugu gosterilmistir (Kili¢ vd., 2016). Glokomun erkeklerde
daha erken, daha sik ve daha siddetli gelisebilecegi goriilmiistiir. Pek ¢ok ¢alismada
ise glokomlu hastalarda cinsiyet dagiliminda farklilik bulunmamistir (Ritch ve
Schldtzer-Schrehardt, 2001).

1.1.4.6 Etnik koken

Iskandinav, Baltik, Akdeniz ve Arap popiilasyonlarinda XFS yayginlig1 yiiksektir ve
genellikle 60 yas {stli bireylerin %30'unu etkilemektedir. Cografi ve etnik
popiilasyonlar arasindaki yayginlik oranindaki farkliliklarin altinda yatan nedenler tam
olarak bilinmemekle beraber bu durumun esas olarak genetik faktorler ile iliskili

oldugu diisiiniilmektedir (Schlotzer-Schrehardt, 2011). XFS ve XFG hastaliklarinda
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itk ve prevalans arasindaki baglanti tam olarak anlasilamamistir. XFS’nin prevalansi
Yunanistan'da yliksektir. Amerika Birlesik Devletleri'nde yapilan bir ¢alismada da
XFG’nin Yunan kokenli bireylerde daha yaygin oldugu goriilmiistiir. Chicago'da
vakalarin %15.6'sinin Yunanistan dogumlu oldugu tespit edilerek XFG’nin Yunan
kokenli bireylerde daha yaygin oldugu goriilmiistiir (Gradle ve Sugar, 1947). Benzer
sekilde, Avustralya'da Yunan, Leton ve Rus kokenli bireylerde XFS’nin daha yaygin
oldugu gosterilmistir (Gillies, 1972). Pakistan'da yapilan farkli bir ¢alismada, XFS’nin
ve XFG’nin, Kuzey Bati Siir Eyaleti'nin daglik bdlgelerinde yasayan Patan
kabilesinde daha yaygin oldugu goriilmiistiir (Shafiq ve Sharif-ul-hasan, 2007). New
Mexico'da, Ispanyol kokenli Amerikal1 erkeklerin, Ingiltere kokenli Amerikalilardan
alti kat daha fazla XFS gelistirdigi gosterilmistir (Jones vd., 1992). Fransa'nin
giineydogusunda bulunan Kelt kokenli kisilerde XFS’nin daha yaygin oldugu
goriilmistiir (Colin vd., 1988). Nepal'de etnik bir grup olan Gurung'un %12'sinde XFS
goriiliirken benzer yastaki Gurung kokenli olmayanlarin sadece %0.241nde XFS

goriilmustiir (Shakya vd., 2004).

1.2 mikroRNA’lar

mikroRNA’lar ilk kez 1993 yilinda model bir organizma olan Caenorhabditis elegans
(C.elegans) nematodunda kesfedilmistir. C.elegans organizmasinda bulunan lin-4’{in,
baslangigta, geleneksel bir protein kodlama geni oldugu sanilmis ise de lin-4’{in bir
proteini degil, 22 niikleotitlik diizenleyici bir RNA'y1 kodladig1 kesfedilmistir. Lin-4
RNA'simnin, C.elegans’ta baska bir gen olan lin-14 mRNA’s1 ile komplementer olmasi
dolayisiyla, bu mRNA’ya baglanabildigi ve LIN-14 proteininin sentezini kontrol
edebildigi gosterilmistir (Lee vd., 1993; Wightman vd., 1993). Daha sonra 2000
yilinda C.elegans’ta bir baska diizenleyici RNA olan let-7 kesfedilmistir. 21
niikleotitten olusan let-7’nin, larva déoneminden eriskin doneme gecisi kontrol ettigi
gozlenmistir. S6z konusu olan let-7’nin insanlar da dahil olmak iizere birgok
organizmada bulundugu gosterilmistir (Reinhart vd., 2000; Lee vd., 2016). Bitkilerden
hayvanlara ¢esitli 6karyot canlilarda kesfedilmesi devrim niteliginde kabul edilen ve
gen ifadesinin diizenlenmesinden sorumlu bu kisa (yaklasik 22 niikleotit uzunlugunda)
kodlama yapmayan RNA’lara mikroRNA (miRNA) adi verilmistir (Griffiths-Jones,
2006). miRNA’larda bulunan spesifik tamamlayici dizi (¢ekirdek dizi, seed region),
hedef mRNA'nin 3" UTR (Untranslated Region-Cevrim Yapilmayan Bolge), S’UTR
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veya ORF (Open Reading Frame-Ag¢ik Okuma Zinciri) bolgelerinde bulunan
tamamlayici diziyi tantyip baglanarak gen ekspresyonunu post-transkripsiyonel olarak
etkilemektedir. miRNA'min gen ekspresyonunu etkilemesi, hedef mRNA'nin
degradasyonu, translasyon baslangicinin inhibisyonu veya translasyon uzamasinin
inhibisyonu gibi ¢esitli mekanizmalarla meydana gelmektedir (Lee vd., 2016; Undi
vd., 2013). 2-8 niikleotit uzunlugundaki bu ¢ekirdek diziler, mRNA’ya komplementer
olarak baglandiklari i¢in biiyiik onem tasimaktadirlar (Treiber vd., 2012). miRNA’lar,
genler arasinda (intergenik) veya gen i¢inde (intragenik) daginik ya da kiimelenmis
halde bulunmaktadirlar. Gen i¢inde bulunan mMIRNA’lar, intronik ve ekzonik

bolgelerde bulunabilmektedirler (Olena ve Patton, 2010; Hinske vd., 2010) (Sekil 1.6).

miRNA’larin adlandirilmalari, kesfedildikleri siraya gore yapilmaktadir. Bulunmus ve
dogrulugu kanitlanmis miRNA’lara “miR” ekinin ardindan bir say1 gelmektedir
(6rnegin miR-172). Hsa-miR-172’de ilk ti¢ harf tiirii ifade etmektedir (6rnegin; Homo
sapiens i¢in “hsa”, Triticum aestivum i¢in “tae”). Olgun miRNA miR-172 (biiyiik harf
“R” ile) seklinde gosterilirken, olgun olmayan i¢in ise mir-172 (kii¢iik harf “r” ile)
seklinde gosterilir. Kiiclik harf ile gosterilen “r” hem miRNA genine hem de stem-
loop formuna karsilik gelmektedir. Farkli dizilerden ve farkli genomik lokuslardan
kaynaklanan ayni olgun miRNA dizilerine hsa-miR-219-1 ve hsa-miR-219-2
ornegindeki gibi sayisal son ek iceren numaralar verilmektedir. Ayrica 1 veya 2
niikleotit farklilik gosteren hsa-miR-130a ve hsa-miR-130b gibi yakindan iligkili olgun
miRNA dizileri i¢in son ek igeren harfler verilerek adlandirma yapilmaktadir (Budak
vd., 2016). Simdiye kadar %50'den fazlasi beyinde olmak tizere farkli dokularda
2.000'den fazla insan miRNA's1 tanimlanmigtir. miRNA'lar nérogenez ve sinaptik
plastisite ile ilgili bircok beyin fonksiyonunda rol oynamaktadir (Simonato, 2018).
miRNA'lar hiicresel biiylime, proliferasyon, farklilagsma, hiicre dongiisii, yaslanma,
apoptoz ve metabolizma gibi yolaklarda rol oynamaktadirlar. Bazi miRNA'larin
ekspresyonunun azalmasi, hiicre dongiisii ile iligkili genleri baskilayarak kanser
hiicrelerinin farklilagsmasini saglarken, bazt miRNA'lar ise hiicre dongiisii ile iliskili
diger genlerin asir1 ekspresyonuna sebep olarak apoptozun inhibisyonuna neden
olmaktadir (Croce, 2009). Anormal miRNA ekspresyonu, kanser ve norolojik
bozukluklar da dahil olmak {izere bir¢ok farkli hastalik ile iliskilendirilmistir. miRNA
inhibitorleri, inanilmaz bir hizla tedaviye yonelik gelistirilmektedirler (Treiber vd.,
2019).
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Sekil 1.6 : miRNA’larin genomdaki dagilimi (Wong vd., 2016).
1.2.1 miRNA biyogenezi

Gilinlimiizde yapilan ¢ok sayida ¢aligma, miRNA nin fonksiyonunun ve biyogenezinin
molekiiler detaylarinin siki bir sekilde diizenlenmis halde oldugunu gostermistir. Bu
suretle, miIRNA’nin fonksiyonunun ve biyogenezinin temel prensiplerinin anlagilmig
oldugu sdylenebilir. Arastirmalar devam etmekte olup bilinmeyenler kesfedilmeyi
beklemektedir (Treiber vd., 2019). miRNA biyogenezi niiklear kesim ve sitoplazmik
kesim olmak tizere iki asamadan olusmaktadir. Bu iki asamada miRNA geni transkribe
olduktan sonra ilk olarak olgun miRNA dizisini igeren uzun Onciil miRNA (pri-
miRNA), sonrasinda onciil prekiirsor miRNA (pre-miRNA) ve son olarak da olgun
miRNA dubleksi (miRNA:miRNA*) olusur (anlamsiz iplik yildiz isareti ile ifade
edilmektedir). Genellikle insanda, ¢ogunlukla RNA polimeraz II enzimleri tarafindan
pri-miRNA sentezlenir. Pri-miRNA’larin tipki mRNA’lardaki gibi, 5' ucunda 7
metilguanozin baglig1 ve 3' ucunda poli A kuyrugu bulunmaktadir. Tek zincirli olan
pri-miRNA’lar kendi iizerlerinde kivrilarak sag¢ tokasi yapisini (hairpin structure)
olustururlar. Sonrasinda ilk kesim asamas1 olan niiklear kesim gerceklesir. RN Aaz III
enzimi (Drosha), kofaktorii olan DiGeorge kritik sendrom bdlgesi 8 (DGCRS8) alt
tinitesi ile birleserek pri-miRNA’y1 keser ve miRNA’lar 70-100 niikleotit

uzunlugundaki pre-miRNA’ya doniisiirler. Pre-miRNA, niiklear transport reseptorii

20



(Exportin 5) ile ¢cekirdekten sitoplazmaya geger. Sonrasinda ikinci kesim agamasi olan
sitoplazmik kesim gergeklesir. Sitoplazmada RNAaz III enzimi (Dicer) kofaktorii olan
HIV-1 TAR RNA-baglanma proteini (TRBP) alt {initesi ile birleserek pre-miRNA’nin
sa¢ tokasi1 yapisini keser. Dicer enzimi tarafindan kesilen pre-miRNA’lar, 3' uglarinda
2 niikleotitlik ¢ikint1 (overhang) kalacak bicimde 18-25 nt uzunlugunda kisa ¢ift iplikli
olgun miRNA’lara (miRNA dupleks) doniisiirler. Son olarak ¢ift iplikli miRNA’larin
bir ipligi bozulurken, diger ipligi, Argonuate-2 (Ago-2) bagli RNA susturma
kompleksine (RISC) baglanir. Olusan miRNA-RISC kompleksi, hedef mRNA’nin
3'UTR, 5'UTR, ORF bolgelerini taniyarak mRNA’y1 parcalayarak translasyonu
engeller veya hedef genin promotdr bolgelerine baglanarak mRNA’y1 baskilar
(Auyeung vd., 2013; Treiber vd., 2012; Hammond, 2015; Macfarlane ve Murphy,
2010) (Sekil 1.7).

1.2.2 miRNA’larin bazi hastaliklarla iliskileri

miRNA’larin apoptoz, lipid metabolizmasi, insiilin salgilanmasi, kdk hiicre
farklilasmasi, kalp gelisimi, kas farklilasmasi1 ve yaslanma gibi cesitli biyolojik
stireglerde rol oynadiklari bilinmektedir (Lynam-Lennon vd., 2009; Fernandez-
Hernando vd., 2014; Kong vd., 2011; Gangaraju ve Lin, 2009; Hodgkinson vd., 2015;
Sun vd., 2017; Huang vd., 2019). Bir¢ok calismada, miRNA’larin ekspresyon
seviyelerinin hastaliklarin farkli siire¢lerinde roliiniin oldugu belirlenmistir. Bu
zamana kadar ¢ok fazla miRNA tanimlanmistir ve miRNA’larin islevleri hastaliklarin
tanisinda ve tedavisinde arastirllmaktadir (Giizelgiil ve Aksoy, 2015). Pek cok
hastalikta, hastalikli doku ile normal doku karsilastirildiginda miRNA ekspresyon
profillerinde 6nemli farkliliklar tespit edilmistir. Bu farkliliklar kanserde, obezitede,
diyabette, Parkinson’da, kardiyovaskiiler ve otoimmiin hastaliklarda gozlemlenmistir
(Hu vd., 2014; Baldeon vd., 2014; Ciccacci vd., 2014; Wang vd., 2008;
Agiannitopoulos vd., 2021; Park vd., 2016). Cesitli ¢alismalarda miRNA'larin farkli
dokularda benzersiz ekspresyon seviyelerine sahip olduklar1 goriilmiistiir. miRNA'lar,
viicut sivilarinda bulunmalari, stabiliteleri ve kanser tiplerine 6zgiilliikkleri nedeniyle
en umut verici biyobelirtegler arasinda goriilmektedirler. Ayrica miRNA'lar, timor
ilerlemesinin, hastaligin klinik prognozunun ve metastaz varliginin takibini
saglayabilmeleri bakimindan kanser hastaliklari i¢in uygun biyobelirteclerdendir

(Uddin ve Chakraborty, 2018).
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Sekil 1. 7: miRNA biyogenezi semasi.

Niikleazlarin her yerde oldugu bilinmesinden dolayr miRNA’larin kan ve viicut
stvilarinda stabil olabilecegi diisiincesine baslangigta siipheyle yaklasilmistir. Daha
sonra yapilan ¢aligmalarda miRNA’larin kan, idrar, serum, plazma ve tiikiiriik gibi
diger viicut sivilarinda yiiksek miktarda olduklari bulunmustur (Grasedieck vd., 2013;
Cortez ve Calin, 2009; Kim, 2015; Turchinovich vd., 2011). 2019 yilinda yapilan bir
calismada, Japon ve Kafkas popiilasyonlarinda, glokom ve XFS hastalarinin plazma
ve akoz hiimor sivilarinda miRNA ekspresyon seviyeleri incelenmistir. Bu ¢aligma
sonucunda yirmi tane dolagimda olan miRNA'nin ekspresyon seviyesinin, XFS ve agik
acili glokom hastalarinin plazmalarinda ve ak6z hiimérlerinde, kontrol grubundaki
bireylere nazaran arttig1 ve bu yirmi miRNA arasindan ii¢ tanesinin (miR-637, miR-

1306-5p, mMiR-3159) glokomlu hastalarda en yiiksek Ozgilligi ve duyarlilig:
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gosterdikleri goriilmiistiir. Bu sonuglar, miRNA’larin XFS ve XFG hastaliklarinin
erken teshisi i¢in kan tabanli biyobelirtegler olabilecekleri yoniinde yorumlanmigtir

(Ghaffari Sharaf vd., 2019).

1.2.3 Hsa-miR-146a

Insanda (Homo sapiens tiiriinde) hsa-mir-146a geni 5q33.3 (5 kromozom iizerinde q
kolunun 33.3 bolgesinde) sitogenetik lokasyonunda ve 5:160,485,351-160,485,449
genomik koordinatinda bulunmaktadir. Transkribe olduktan sonra pri-miRNA haline

yani stem-loop formuna doniismektedir (Sekil 1.8).

WMIE 1464 ENSTO0000383201

Sekil 1. 8: mir-146a’nin 2 boyutlu stem-loop formu (Url-4).

Stem-loop halindeki hsa-mir-146, biyogenez sonucu hsa-mir-146a-5p (5 kolundan) ve
hsa-mir-146a-3p* (3 ’kolundan, anlamsiz iplik) yapilarina doniisiir; sonrasinda anlamli

olan 22 niikleotitlik olgun hsa-miR-146a-5p yapist meydana gelir (Sekil 1.9).

Gene Ontology-Biological process veritabanina bakildiginda, hsa-miR-146a-5p’nin,
sitokin uyaranina hiicresel yanit, sitokin aracili sinyal yolu, sitokine yanit, savunma
tepkisi ve dis biyotik uyarana tepki gibi yolaklar basta olmak {izere yiizlerce yolakta
rol oynadigi goriilmistiir (Url-7).
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Sekil 1. 9: Hsa-mir-146a geninin lokasyonu (1), stem loop yapisinin sekansi (2) ve

olgun hsa-miR-146a-5p’nin sekans (3) gosterimleri (Url-5, Url-6).

TargetSCan ve mirDB veritabanlarina bakildiginda, hsa-miR-146a-5p’nin yiizlerce
tahmin edilen hedef geni oldugu goriilmistir. Bunlar arasinda, IGSF1
(immunoglobulin superfamily member 1), PPP1R11 (protein phosphatase 1 regulatory
inhibitor subunit 11), WWC2 (WW and C2 domain containing 2), SRSF6 (serine and
arginine rich splicing factor 6), USP6 (ubiquitin specific peptidase 6), NOS1 (nitric
oxide synthase 1), CACNA2D1 (calcium voltage-gated channel auxiliary subunit alpha
2 delta 1), MMP16 (membrane-inserted matrix metallopeptidase 16), ZBTB2 (zinc
finger and BTB domain containing 2), CASP7 (caspase 7) gibi genlerin oldugu
goriilmistiir (Url-8,Url-9).

mir-146a geninin iiriinii olan miR-146a, toll benzeri reseptorii (TLR) ve transkripsiyon
faktorli olan niiklear faktor kappa B’nin (NF-kB) sinyal yolunun negatif
diizenleyicisidir. NF-kB aktivasyonunun miR-146a ekspresyonunu indiikleyebilecegi
bildirilmistir (Ma vd., 2011). Diger yandan mir-146a geni, TLR/NF-«xB yolaginda yer
alan anahtar adaptor molekiillerini olusturan TNF reseptorii ile iliskili faktor 6’ nin
(TRAF-6) ve interlokin 1 (IL-1) reseptorii ile iliskili kinaz 1’in (IRAK-1)
ekspresyonunu etkilemektedir. miR-146a'ya bagli TRAF-6 ve IRAK-1'in asagi
diizenlenmesi (downregulation) TLR/NF-kB sinyalleme ekseninin inhibisyonuna

neden olabilir. mir-146a geni, 6ncelikli olarak, TLR ve IL-1 reseptoriinii kapsayan
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IRAK-1’1 ve TRAF-6'y1 hedefler. TLR'nin uyarilmasi {izerine, adaptdr proteinleri
miyeloid farklilagmasi birincil yanit geni 88 (MYD88) ve TLR alani igeren
bagdastiriciy1 indiikleyen interferon-f (TRIF) hiicre sitoplazmasindan reseptore alinir;
bu siireg, iki TLR sinyallesmesinin iki bagimsiz dalinin aktivasyonu ile sonuglanir.
MyD88'e bagli dalda, MyD88, IRAK-1 ile TRAF-6'y1 fosforile ederek aktive eder. Bu
olaylar zinciri, inhibitér kappa B’nin (IxB) fosforilasyonuna ve inhibisyonuna yol
acarak, NF-«kB'min hiicre ¢ekirdegine girmesini ve enflamatuar genlerin
transkripsiyonun etkinlesmesini saglar. mir-146a'nin promoter bolgesi NF-kB i¢in
birka¢ baglanma bélgesi i¢erdiginden, mir-146a'nin indiikklenen ekspresyonu NF-
kB'ye bagli bir sekilde gergeklesir. Yiiksek miR-146a seviyeleri, IRAK-1’in ve TRAF-
6'nin inhibisyonunun artmasina yol acarak IL-1, IL-6, IL-8 ve tiimor nekroz faktorii-a
(TNF-a) gibi pro-enflamatuar sitokin seviyelerinin azalmasini saglayarak
enflamasyonu diisiirebilecegi gosterilmistir (Bogunia-Kubik vd., 2016; Ramkaran vd.,
2014; Taganov vd., 2006; Livd., 2010; Pauley vd., 2008). miRNA'larin, hem dogustan
gelen bagisiklikta hem de adaptif bagisiklik yanitlarinda, hiicrelerin gelismesinde ve
farklilasmasinda rol oynadigi pek ¢ok calismada gosterilmistir. mir-/46a ’nin, TLR
sinyallesmesinin negatif regiilasyonunun modiile edilmesinin yaninda, TNF-a,
siklooksijenaz 2 (COX-2), indiiklenebilir nitrik oksit sentaz (iNOS), IL-8 ve IL-6 gibi
onemli enflamatuar sitokinlerinin ekspresyonunda da rol oynadig: gosterilmistir (Chen

vd., 2013; Jiménez-Morales vd., 2012; Li vd., 2010; Xu vd., 2012).

Yapilan bazi ¢alismalarda, hsa-miR-146a relatif ekspresyon seviyesinin farkli hastalik
gruplarinda kontrol gruplarina gore daha diisiik seviyede oldugu gortlmiistiir. mir-
146a'min, TGF-B/Smad4 sinyal yolunu baskilayarak iskelet kasi fibrozunu inhibe
ettigi, iskelet kasi fibrozunun gelisimini azaltici yonde bir rol oynadigi gosterilmistir.
miR-146a ekspresyon seviyesinin hasta grubunda daha diisiik seviyede oldugu ve
iskelet kasi fibrozunu azaltmak i¢in terapotik potansiyele sahip oldugu gosterilmistir
(Sun vd., 2017). miR-146a'nin diyabetik nefropati, retinopati, noropati gibi gesitli
diyabetik komplikasyonlarin ve kardiyovaskiiler hastaliklarin patogenezinde anti-
enflamatuar etki gosterdigi gorlilmiistiir. Diyabetik sicanlarin hipokampus dokularinda
ve Tip-2 diyabet hastalarinin serumunda miR-146a ekspresyon seviyesinin azaldigi
goriilmiistiir. Bu ¢alismalar, miR-146a’nin kronik enflamasyon biyobelirteci olarak
kullanilabilecegini gostermistir (Yousefzadeh vd., 2015; Bhatt vd., 2016; Yavari vd.,
2016; Baldeon vd., 2014; Xie vd., 2018).
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Yapilan bazi ¢aligmalarda ise, tam tersi sonuglar gosterilmistir. Hsa-miR-146a-5p
relatif ekspresyon seviyesinin farkli hastalik gruplarinda kontrol gruplarina gore daha
yiiksek seviyede oldugu goriilmiistiir. Yapilan bir ¢alismada, miR-146a ekspresyon
seviyesinin, Graves orbitopati (Tiroit oftalmopati, guatra bagli g6z ¢ikiklig1)
dokularinda hastalik olmayan dokulara gore daha yiiksek oldugu goriilmiistiir. miR-
146a’nin ekspresyonun yukari diizenlenmesinde enflamatuar stres iliskili IL-1B
geninin Uriini olan interlokin 1 beta’nin rol oynadigr gosterilmistir (Jang vd., 2016).
ADM (yasa bagl makula dejenerasyonu), diinyada 50 yas ve iistii bireyleri etkileyen
bir korlik nedenidir. Bu hastalig1 arastiran bir ¢alismada, miR-146a ekspresyon
seviyesi, ADM’li hastalarin plazmasinda yaklasik 2.5 kat, goziin vitreus kisminda
bulunan vitreus sivisinda da benzer sekilde 3 kat arttigi gosterilmistir. (Ménard vd.,
2016). Farkli bir ¢alismada, ADM’li hastalarin retinasinda, miR-146a ekspresyon
seviyesinin 3 kat artmig oldugu goriilmiistiir (Lukiw vd., 2012). Bu ¢alismalar, ADM

hastaliginda miR-146a’nin potansiyel bir biyobelirteg olabilecegini gosterilmistir.

1.2.4 Hsa-miR-196a-2

Insanda (Homo sapiens tiiriinde) hsa-mir-196a-2 geni 12¢13.13 (12 kromozom
tizerinde q kolunun 13.13 bdlgesinde) sitogenetik lokasyonunda ve 12:53,991,737-
53,991,846 genomik koordinatinda bulunmaktadir. Transkribe olduktan sonra pri-

miRNA haline yani stem-loop formuna doéniismektedir.

Stem-loop  halindeki hsa-mir-196a-2, biyogenez sonucu hsa-mir-196a-5p
(5’kolundan) ve hsa-mir-196a-3p* (3’kolundan, anlamsiz iplik) yapilarina doniisiir ve
sonrasinda anlamli olan 22 niikleotitlik olgun hsa-miR-196a-5p yapisi meydana gelir
(Sekil 1.12). mir-196a-2 geninin, HOXB8 geninin iiriinii olan Homeobox proteini Hox-
B8, HMGAZ geninin iiriinii olan yiiksek hareketlilik grubu AT-kanca 2 ve annexin Al
dahil olmak {izere ¢esitli diizenleyici molekiilleri hedefledigi, bu suretle normal
gelisimin ve kanser patogenezinin yaninda viral bagisiklikta ve hiicre farklilasma

siireclerinde de rol oynayabilecegi gosterilmistir.
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Sekil 1. 10: mir-196a-2’nin 2 boyutlu stem-loop formu (Url-10).

miR-196a-2'nin nasil diizenlendigi tam olarak bilinmemektedir. Bu kritik bilinmeyen
mekanizmalarin ele alinmasi, gelisim kusurlari, viral enfeksiyonlar ile farkli kanser
tirlerinin teshis, tedavi veyahut prognozu bakimindan, miR-196a-2'ye yonelik klinik

uygulamalara yardimci olabilecektir (Chen vd., 2011).

el T AT IENT Do IR MR =F TN OB

—ug - —uc —-—c a a ug
5 cucg ¢ agougau UgUgECUUAggUaAgUuUNC uguuguuggy U ag
2 T 1u
3 gage g uuggoug dcauugaguccgucasag acaacggouc a  uu
cog u cuua acu a a gu
3 25 - vagguaguuucauguuguuggg - 46

Sekil 1. 11: Hsa-mir-196a-2 geninin lokasyonu (1), stem loop yapisinin sekansi (2) ve
olgun hsa-miR-196a-5p’nin sekansi (3) gosterimleri (Url-11, Url-12).

Gene Ontology-Biological process veritabanina bakildiginda, hsa-miR-196a-5p’nin,

RNA polimeraz II ile transkripsiyonun diizenlenmesi, biyosentetik siire¢, hiicresel

makromolekiil biyosentetik slireg, RNA metabolik siirecinin diizenlenmesi ve
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metabolik siirecin diizenlenmesi gibi yolaklar basta olmak iizere yiizlerce yolakta rol
oynadig1 goriilmiistiir (Url-13).

TargetSCan veritabanina bakildiginda, hsa-miR-196a-5p’nin yiizlerce tahmin edilen
hedef geni oldugu goriilmiistiir. Bunlar arasinda, HOXC8 (homeobox C8), HOXA7
(homeobox A7), HOXA9 (homeobox A9), ZBTB39 (zinc finger and BTB domain
containing 39), E2F7 (E2F transcription factor 7), CDKN1B (cyclin-dependent kinase
inhibitor 1B), USP31 (ubiquitin specific peptidase 31), USP15 (ubiquitin specific
peptidase 15), LCOR (ligand dependent nuclear receptor corepressor), TRERF1
(transcriptional regulating factor 1) gibi genlerin oldugu goriilmiistiir (Url-14).

Yapilan bir in silico analizde, miR-196a-2'nin, trombosit kaynakli biiytime faktorii
reseptorii alfa polipeptidi (PDGFRA), Interlokin 2 (IL-2) ve mannoz baglayici lektin
protein C 2 (MBL2) gibi genleri etkileyebilecegi bulunmustur. Bu genlerin ¢esitli
oksidatif stres baglantili okiiler hastaliklarla baglantili oldugu bilinmektedir. Vitiligo
hastaliginda erken hiicre Olimi, melanositlerin oksidatif strese karsit artan
duyarliliklar ile iligkilidir; bunun da TYRP1'in anormal sentezi ve islenmesinden
kaynaklanabilecegi  gosterilmistir. mMiR-196a-2’nin  ekspresyonunun  yukari
diizenlenmesinin (upregulation) TYRP1 geninin {irlinii olan tirozinaza bagh protein 1
diizeylerini azalttig1, ekspresyonunun inhibisyonunun ise TYRP1 geninin {iriinii olan
tirozinaza bagli protein 1 diizeylerini artirdig1 deneysel olarak gosterilmistir (Huang et
al., 2013). miR-196a-2'nin, baz1 apoptotik hiicre 6liimii ve hiicre dongiisii ile ilgili
genleri hedef alarak, kanserin patogenezinde rol oynadigi birgok calismada
gosterilmistir. Bu calismalarda ¢esitli kanser tiirlerinde degisen miR-196a-2
ekspresyon seviyeleri bildirilmistir (Toraih vd., 2016; Xue vd., 2013). Farkli bir
calismada, miR-196a-2'nin, baz1 anahtar genleri hedefleyerek kronik obstriiktif
akciger hastaligt (KOAH) patogenezinde rol oynadigi gosterilmistir. Bu genler
arasinda, hiicreler arasi sinyal iletimi, bagisiklik sistemi ve enflamasyon ile baglantili
olan, glutatyon S-transferaz pl (GSTP1), anjiyotensin doniistiiriicii enzim (ACE),
hidroksitriptamin reseptor 4 (HTR4) ve palmitoil-protein tioesteraz 2 (PPT2)
bulunmaktadir (Fawzy vd., 2016).

Yapilan ¢alismalarda, hsa-miR-196a-5p ekspresyon seviyesinin hasta grubunda hasta
olmayan gruba gore daha yiiksek seviyede oldugu goriilmiistiir. Hsa-miR-196a-5p
relatif ekspresyon seviyesinin, PDAC (Pankreatik Duktal Adenokarsinoma), glioma

(beyin glial hiicrelerinde olusan tiimor ) ve mide kanseri hastaliklarinda anlamli 6l¢iide
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artmis oldugu gosterilmistir (Xue vd., 2013; Qu vd., 2021; Lee vd., 2017). Kronik
bobrek hastalarinin idrarinda hsa-miR-196a-5p relatif ekspresyon seviyesinin artmis

oldugu goriilmiistiir (Donderski vd., 2021).

1.3 Genetik Polimorfizm

Genomda nadir goriilen kalict ve kalitilabilir sonuglara yol agan degisikliklere
“mutasyon” ad1 verilmektedir. Genetik polimorfizm ayni popiilasyonda bir genin iki
veya daha fazla alelinin mutasyondan daha yaygin olarak goriilmesidir. Genetik
polimorfizmi mutasyondan ayiran fark popiilasyonda goriilme oranidir. Mutasyonlar
polimorfizmlere gore ¢cok daha nadirdir. Genom {iizerindeki bir degisikligi genetik
polimorfizm olarak adlandirabilmemiz i¢in, popiilasyondaki bireylerin en az %]1'inde
ilgili DNA bdlgesinde farkliligin olmas1 gerekmektedir. Farkli popiilasyonlarda bu
genetik polimorfizmlerin goriilme siklig1 degiskenlik gosterebilmektedir. Genetik
polimorfizmler hastaliga yakalanma riskini, hastaliga verilen yanit1 ve ilaglarin yan

etkilerini farkli kilmaktadir (Bozkaya, 2009).

1.3.1 Tek Niikleotit Polimorfizmi

Tek niikleotit polimorfizmi (SNP-single nucleotide polymorhism), bireylerin
DNA'’lar1 arasinda goriilen tek baz farkliliklaridir. Siklikla goriilen bu durum SNP’yi
nadir goriilen nokta mutasyonlarindan ayirmakta ve SNP’nin genetik belirte¢ olarak
kullanilmasma olanak saglamaktadir. Tek niikleotid pozisyonundaki farklilik
terminolojisi alel frekansi ile agiklanmaktadir (S6nmezoglu, 2010). miRNA’larin DNA
dizilerindeki SNP’leri, olgun miRNA dizisinin sekansini degistirmekle kalmayip
miRNA'nin ekspresyonunu veya olgunlasmasini da degistirebilmektedir. Ayrica,
mRNA'larin hedef bolgelerinde SNP'lerin varligi, bu mRNA’larin miRNA'lar
tarafindan taninmasinin engellenmesi ile sonuglanabilir. Bu durum, hedef mRNA'larin
baskilanmasina veya yikilma eksikligine yol agabilir (Chin vd., 2008; Ryan vd., 2010;
Vreca vd., 2018; Li vd., 2015). Yapilan ¢alismalarda, miRNA’larda bulunan SNP’ler
ile pek ¢ok hastalik ve kanser iliskili bulunmustur (Ramirez-bello ve Jiménez-morales,
2017). Ayrica pek ¢ok calisma, miRNA’larda bulunan SNP’ler ile kanserin teshisi,
tedavisi ve prognozu arasinda anlamli 6l¢iide iliski oldugunu gostermistir. miRNA’lar1

etkileyen genetik polimorfizmlerin tam olarak anlasilmasi, ¢esitli hastalik ve kanser
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tirlerinin patogenezini anlamaya ve bu hastaliklarin tan1 ve prognozu igin

biyobelirteglerin belirlenmesine katki saglayabilecektir (Soyocak, 2018).

1.3.2 mir-146a rs2910164 G/C tek niikleotit polimorfizmi

mir-146a geninde bilinen 10.11.2021 tarihi itibar1 ile NCBI SNP veritabanindaki
bilgilere gore 542 SNP vardir. Bu ¢caligmada incelenen 152910164 G/C SNP’si, 5’inci
kromozom {izerinde 5:160485411 lokasyonunda bulunmaktadir (Url-15, Url-16). Bu
SNP’nin minér alel frekansi, farkli popiilasyonlarda 0.230 ile 0.589 arasinda degistigi
goriilmektedir (Url-17). MAF, polimorfizmi nadir varyasyonlardan ayirmak i¢in ikinci
en sik goriilen alel frekansidir. miR-146a’nin immiin yanit ve enflamasyonda anahtar
bir role sahip oldugu bilinmektedir (Rusca ve Monticelli, 2011). Bazi ¢alismalarda
mir-146a geninde bulunan birkag SNP’nin fonksiyonel 6neme sahip oldugu bulunmus
ve bu SNP’lerin olgun miRNA-146a'nin ekspresyon seviyesini degistirebilecegi
dogrulanmistir (Luo vd., 2011). mir-146a geninde bulunan rs2910164 (G/C) SNP’si
olgun miRNA’nin seviyesinde azalmaya yol agmaktadir. Bu durum hedef genlerin
transkripsiyonunu ve hastaligin patogenezini etkileyebilecektir (Jazdzewski vd.,
2008). Bagisiklik ve enflamasyon ile ilgili olan, iilseratif kolit, Alzheimer, Behget ve
tip 2 diyabet gibi ¢esitli hastaliklarin rs2910164 SNP’si ile iliskili oldugu bulunmustur
(Oner vd., 2015; Okubo vd., 2011; Cui vd., 2014; Zhou vd., 2012; Ciccacci vd., 2014).
Bazi arastirmalarda, rs2910164 SNP’si ile baz1 otoimmiin hastaliklar arasindaki iliski
incelenmistir (Yang vd., 2011; Xu vd., 2012; Fenoglio vd., 2011). Yapilan
calismalarin birinde, rs2910164 SNP’sinin multipl skleroz (MS) hastalig: ile iligkili
oldugu gosterilmistir (Fenoglio vd., 2011). Rs2910164 SNP’si ile otoimmiin
hastaliklar arasindaki olasi iliskinin belirlenmesi, bu otoimmiin hastaliklarin
onlenmesine yonelik katki saglayabilecektir (Chen vd., 2013). Yapilan bir ¢alismada,
rs2910164 SNP’sinde, CC genotipli olan kisilerin akciger kanserine yakalanma
riskinin daha yiiksek goriildiigii gosterilmistir (Ren vd., 2016). Baska bir ¢alismada da,
12910164 SNP’sinin enflamatuar bagirsak hastaliklar1 ile onemli 6l¢iide baglantili
oldugu gosterilmistir (Gong vd., 2019). Pek c¢ok enflamasyon ve otoimmiin
hastaliklariyla iligkili bulunan rs2910164 SNP’si ile patogenezinde oksidatif stresin ve

hiicresel stresin rol aldigi bilinen XFG ve XFS’ nin iligkili olabilecegi diisiintilmiistiir.
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1.3.3 mir-196a-2 rs11614913 C/T tek niikleotit polimorfizmi

mir-196a-2 geninde bilinen 10.11.2021 tarihi itibar1 ile NCBI SNP veritabanindaki
bilgilere gore 697 SNP vardir. Bu ¢alismada incelenen rs11614913 C/T SNP’si 12’nci
kromozom {iizerinde 12:53991815 lokasyonunda bulunmaktadir (Url-18, Url-19). Bu
SNP’nin mindr alel frekansi, farkli popiilasyonlarda 0.104 ile 0.394 arasinda degistigi
goriilmektedir (Url-20). Bazi galismalar olgun ve 6nciil miRNA dizilerindeki dizi
varyasyonlarinin miRNA biyogenezini etkiledigini g0Ostermistir. Rs11614913
SNP’sindeki CC genotipi ile artmis olgun miR-196a-2 seviyesi arasinda anlamli
oOl¢iide istatistiksel iliski oldugu bulunmustur (Hu vd., 2008; Akkiz vd., 2010). Yapilan
bir aragtirmada, rs11614913 SNP’sindeki C alelinin, TYRP1 gen ekspresyonunu
onemli Olgiide asagt dogru diizenledigi (downregulation) gdoriilmiistiir. Aymn
calismada, hidrojen peroksit (H202) tedavisine yanit olarak gelisen diisiik hiicre i¢i
ROS seviyesi ve azalmis erken apoptoz ile diisitk TYRP1 gen ekspresyonunun iliskili
oldugu gosterilmistir. Bu arastirmada, rs11614913 SNP’sindeki C alelinin, oksidatif
stres altindaki insan melanositleri {izerinde potansiyel koruyucu etkiye sahip oldugu
ve Cin popiilasyonunda vitiligo riskini azalttigi gosterilmistir (Huang vd., 2013).
Cesitli calismalarda, farkli etnik gruplarda ve gesitli kanser tiirlerinde, rs11614913
SNP’si ile kanser riski arasindaki iligki incelenmis ve tutarsiz sonuglarla
karsilasilmistir. Ortaya gikan sonuglar, MiRNA SNP'lerinin, pek ¢ok hastalik ve kanser
ile genetik iligkilerinin altinda yatan molekiiler mekanizmalarin karmasik oldugunu,
etnik koken ve hastaligin tiirline goére bu mekanizmalarin degistigini gostermektedir
(Ramirez-bello ve Jiménez-morales, 2017; Toraih vd., 2016). Tiirk popiilasyonunda
yapilan bir ¢alismada, rs11614913 SNP’sindeki CC genotipinin karaciger kanseri
riskini 6nemli 6l¢iide arttirdigi bulunmustur (Akkiz vd., 2010). Pek ¢ok enflamasyon
ve otoimmiin hastaliklartyla iligkili bulunan rs11614913 SNP’si ile patogenezinde
oksidatif stresin ve hiicresel stresin rol aldigi bilinen XFG ve XFS’nin iligkili

olabilecegi diistiniilmiistiir.

1.4 Calismanin Amaci

Genelde yas arttikca daha fazla gelisim gosterdigi bilinen XFS, anormal fibriler
birikintilerin g6z dokularinda {iretilip birikmesi olarak tanimlanan bir hiicre disi
matriks hastaligidir (Bhat, 2010). XFS’nin erken tanist yoktur ve hastaligin ileri

asamalarinda meydana gelen goriis alan1 daralmasimin  da kalict tedavisi
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bulunmamaktadir. Eksfoliasyon nedeniyle olusan XFG tedavi edilmedigi takdirde
korliige sebep olabilmektedir. Bu nedenlerden otiirii XFS hastaliginin erken donemde
teshisi onem arz etmektedir. XFS olusum siirecinde elastik fibrillerin fazla tiretimi,
bliylime faktorlerinin (6zellikle TGF-B) fazla eksprese olmasi, MMPs ve TIMPs
arasindaki dengesizligin, artmis hiicresel stresin, oksidatif stres ve hiicresel strese karsi
korunma mekanizmalarindaki bozukluklarin yer aldig1 gosterilmistir (Ho vd., 2005;
Schlotzer-Schrehardt vd., 2003; Ronkko vd., 2007). miRNA'larin gen ekspresyonunu
etkilemesi, hedef mRNA'nin degradasyonu, translasyon baslangicinin inhibisyonu
veya translasyon uzamasinin inhibisyonu gibi ¢esitli mekanizmalarla meydana
gelmektedir (Lee vd., 2016; Undi vd., 2013). miRNA’larin, pek ¢ok hastaligin
patogenezinde rol oynayabilecegi gosterilmistir. Yapilan bir caligmada, baz1t miRNA
ekspresyon seviyelerinin, XFS ve agik acili glokom hastalarinin plazmalarinda ve akoz
hiimoérlerinde, kontrol grubundaki bireylere nazaran arttigi goriilmiistiir. Bu durum,
miRNA’larin XFS ve XFG hastaliklarinin erken teshisi i¢in kan tabanli biyobelirtegler
olabilecekleri yoniinde yorumlanmustir (Ghaffari Sharaf vd., 2019).

Bu tez calismasinin amaci, bagisiklik ve enflamasyon kaynakli hastaliklar ile iligkili
bulunan miR-146a ve miR-196a-2’nin, patogenezinde oksidatif stresin ve hiicresel
stresin rol aldigr XFS ile XFG hastaliklariyla iliskisini inceleyerek bu miRNA’larin
plazmadaki ekspresyon seviyeleri ve genetik varyasyonlarinin XFS ve XFG erken
teshisi icin biyobelirteg olma potansiyelinin degerlendirilmesidir. Caligmamiz, Tiirk
popiilasyonunda, mir-146a’daki rs2910164 ve mir-196a-2’deki rs11614913 SNP’leri
ve bu genlerin ekspresyon seviyeleri ile XFS, XFG ve kontrol gruplari arasindaki
iliskiyi inceleyen ilk arastirma olan TUBITAK 1002 (318S074) arastirma projesini

kapsamaktadir. Bu tez ¢aligmasinda asagidaki basamaklar uygulanmistir:

- XFS, XFG ve kontrol gruplarindan tam kan toplanmasi; ayrica bu gruplardaki

kisilerin bir kismindan plazma eldesi i¢in ikinci tam kan 6rneklerinin toplanmasi,

- Genotipleme icin kullanilacak tam kan Orneklerinden genomik DNA

izolasyonunun yapilmasi,

- DNA’larn izole edilen Orneklerdeki rs2910164 ve rs11614913 SNP’lerinin

bulundugu bolgelerin PCR yontemi ile ¢ogaltilmasi,

- Cogaltilan PCR iirlinlerinin uygun restriksiyon enzimleri ile kesilmesi ve

genotiplerinin belirlenmesi,
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- Ekspresyon seviyesi belirlemek i¢in kullanilacak tam kan &rneklerinden

bekletilmeden plazma fazinin elde edilmesi
- Elde edilen plazmalardan RNA izolasyonu yapilmasi,
- RNA’s1 izole edilen 6rneklerin cDNA sentezinin gergeklestirilmesi,

- Olusturulmus cDNA’lar ile, hsa-miR-146a-5p ve hsa-miR-196a-5p’nin XFS,
XFG ve kontrol gruplarinin plazmasindaki ekspresyon seviyelerinin kantitatif es

zamanli PCR yontemi ile belirlenmesi,

- 152910164 ve rs11614913 SNP’lerinin alel frekanslart ile XFS, XFG ve

kontrol gruplart arasindaki iliskinin istatistiksel olarak incelenmesi,

- Hsa-miR-146a-5p ve hsa-miR-196a-5p ekspresyon seviyeleri ile XFS, XFG

ve kontrol gruplar1 arasindaki iliskinin istatistiksel olarak incelenmesi,

- Hsa-miR-146a-5p ve hsa-miR-196a-5p ekspresyon seviyeleri ile rs2910164

ve rs11614913 SNP genotipleri arasindaki iliskinin istatistiksel olarak incelenmesi,

- Yukarida bahsedilen ¢alismaya, yas, cinsiyet, GIB, gérme alan1 skoru (VES),
mean deviasyon (MD), pattern standart deviasyon (PSD), diyabet, kalp hastaligi,
hipertansiyon ve sigara kullanimi faktorlerinin de dahil edilmesi ve bu risklerin XFS,

XFG ile iligkisinin istatistiksel olarak incelenmesi.
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2. MATERYALLER VE METOTLAR

2.1 Materyaller

2.1.1 Calisma gruplari ve popiilasyon

Bu tez calismasi TUBITAK tarafindan desteklenmis olup, 318S074 kodlu
“MikroRNA ekspresyon seviyeleri ve genetik varyasyonlar1 ile eksfoliatif
sendrom/glokom iligkisinin incelenmesi” adli TUBITAK 1002 projesini

kapsamaktadir.

Giilhane Egitim ve Arastirma Hastanesi Etik Kurulu tarafindan 16.10.2018 tarihinde
18/1243 kayit numarali, “MikroRNA ekspresyon seviyeleri ve genetik varyasyonlari
ile eksfoliatif sendrom/ glokom iligkisinin incelenmesi” baslikli yiiksek lisans tezi
Onerisi, etik agidan uygun bulunmustur (Ek 1). Bu ¢alisma Helsinki Bildirgesi’ne gore

ylriitilmistir.

Calisma grubu periferik tam kan 6rnekleri 260 XFG hastas1 (154 erkek ve 104 kadin),
260 XFS hastast (139 erkek ve 121 kadin) ve 295 kontrol (145 erkek ve 150 kadin)
bireyden olugsmaktadir. Her grup igerisinden 27 XFG hastasi, 25 XFS hastast ve 27
kontrol bireyden periferik tam kan plazmasi bu tez calismasina dahil edilmistir.
Calismaya dahil edilen kontrol grubunda olan bireylerin yaslarinin XFG ve XFS
gruplarindaki hastalarin yaslarinin ortalamasiyla benzerligine dikkat edilmistir ve her

grup i¢in kadinlar ve erkekler dahil edilmistir.

Genetik ¢alisma i¢in tam kan 6rnekleri 2015-2021 tarihleri arasinda, miRNA ¢alismasi
icin plazma elde etmek tiizere kan ornekleri ise 2019-2021 tarihleri arasinda Saglik
Bilimleri Universitesi Giilhane Egitim ve Arastirma Hastanesi Gz Hastaliklari
Boliimii tarafindan toplanmistir (Ankara, Tiirkiye). Calismanin tiim katilimcilarina
bilgilendirilmis onam formu imzalatilmistir. Tiim hasta gruplar1 ve kontrol grubu ayni

cografi bolgeden (Tiirkiye) ve ayni irktandir (Caucasian).

XFS tanis1 koyabilmek i¢in tam oftalmoloji muayenesi yapilmistir. Muayene sirasinda
eksfoliasyon materyalinin biyomikroskopik incelemesi yapilmistir ve eksfoliasyon

materyalinin goriildiigii durumlarda XFS tanis1 konmustur. XFG tanist koyabilmek
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icin, rutin olarak optik disk, tam g6z ve gonyoskopik muayeneleri ile goziin arka ve
on segment yapilar1 ve GIB &l¢iimii (GIB ilk olarak nonkontakt tonometresi, gerek
duyulan kisilerde ise aplanasyon tonometresi ile saptanmistir) degerlendirmeleri
yapilmistir. GIB degeri yiiksek olan ve optik sinir muayenesinde glokom siiphesi
goriinen hastalarda gérme alani, optik koherans tomografi (retinada bulunan sinirin lif
kalinliginin 6lgiilmesi) ve gerek goriilen hastalarda optik sinir ileri yorumlamasi
yapmak i¢in tarayici lazer oftalmoskopi gibi testler yapilmistir. Eksfoliasyon
materyalinin gdriinmiis olmasina ilaveten, hastada, tedavi olmadan GIB degerinin 21
mmHg’den yiiksek veya tedavi ile GIB degerinin 21 mmHg’den diisiik oldugu tespit
edildiginde, tipik optik sinir basi degisiklikleri ve gorme alani kusurlar1 da mevcut

oldugunda XFG tanis1 konmustur.

Normal optik disk goriiniimiine sahip, gérme alani normal, 6n segment muayenesinde
on lens kapsiilii ve pupil kenarinda eksfoliasyon materyali goriinmeyen kisiler kontrol

olarak kabul edilmistir (Can Demirdégen vd., 2019a).

Bu tez ¢aligmasi i¢in bu sekilde tanis1 koyulmus XFS, XFG hastalarindan ve kontrol
grubu bireylerinden tam kanlar EDTA (antikoagiilan, Etilen Diamin Tetra Asetat)
igeren tiiplere alinmistir. EDTA pihtilasma 6nleyici bir ajandir, kalsiyum iyonunu
baglayarak kanin pihtilagmasini onler. Her gruptan bireylerin tam kan 6rnegi ve her
bir grup igerisinden bazi bireylerden ilave olarak ikinci bir tiip tam kan 6rnegi daha
alinmistir. Birinci tiip hemen dondurulup saklanmustir, ikinci tiip ise santrifiij edilerek

plazmasi ayrilmistir ve plazma kismi dondurularak saklanmastir.

2.1.2 Genotipleme ve plazma icin kanlarin toplanmasi

Bu tez caligmasi kapsaminda popiilasyon ve ¢aligma grubu kisminda yazildig gibi
tanis1 konmus, bilgilendirilmis onam formu imzalatilmis, tim XFS ve XFG hasta
gruplar1 ile kontrol grubu bireylerinin tam kan Ornekleri EDTA igeren tiiplere
alinmistir. Genotipleme i¢in alinan tam kanlar G6z Hastaliklar1 Boliimii tarafindan
toplanip -20°C derin dondurucuya kaldirilmistir. Bu 6rnekler 1-2 hafta gibi bir zaman
diliminde teslim alinarak buz akiili kutu igerisinde laboratuvara getirilip DNA
izolasyonu yapilacagi zamana kadar -86°C derin dondurucuya kaldirilmistir. Plazma
i¢cin toplanan tam kan Ornekleri de EDTA igeren tiiplere alinarak G6z Hastaliklar
Boliimii tarafindan toplanmistir. Bu tam kan 6rnekleri goniilliilerden alindiktan sonra

2-3 saat igerisinde laboratuvara getirilip hi¢ bekletilmeden santrifiij islemi yapilarak
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plazma kisimlar1 elde edilmistir. Plazma Ornekleri, RNA izolasyonu yapilacagi

zamana kadar -86°C derin dondurucuya kaldirilmistir.

2.1.3 Kullanilan kimyasallar ve enzimler

Bu tez ¢alismasinda kullanilan kimyasallar ve enzimlerin {iretici firma adlar1 ve
katalog numaralar1 Ek 2’de verilmistir. Biitiin ¢aligmalar i¢in molekiiler biyoloji

arastirmalarina uygun malzemeler belirlenmis ve kullanilmistir.

2.1.4 Kullanilan cihazlar

Bu tez calismasinda kullanilan tiim cihazlar, markalar1 ve tretici iilkeleri Ek 3’te

verilmigtir.

2.1.5 Primerler

2.1.5.1 Genotipleme icin kullanilan primerler

mir-146a rs2910164 G/C SNP’si i¢in primerlerin dizisi Chae ve arkadaglarinin (2013)
makalesinden alinip Primer-Blast (Url-21) programindan ve Oligo Analysis Tool (Url-
22) programindan kontrol edilmistir (Chae vd., 2013). mir-196a-2 rs11614913 C/T
SNP’si i¢in primer sekansi proje yiiriitliclisii tarafindan Primer-Blast programi ve

Oligo Analysis Tool kullanilarak tasarlanmistir.

Cizelge 2. 1: mir-146a rs2910164 G/C ve mir-196a-2 rs11614913 C/T SNP
bolgelerini kapsayan DNA dizisinin ¢ogaltilmasi i¢in tercih edilen primerlerin

sekanslar1 ve kaynaklari.

SNP Primer Sekanslari Kaynak
rs2910164  ileri Primer Bir  yaymdan  alinip
G/C 5’-TGGGTTGTGTCAGTGTCAGAGC- 3’ Primer-Blast ve Oligo
Geri Primer 5’>-TGCCTTCTGTCTCCAGTCTTCC- 3’ Analysis Tool programi
kullanilarak kontrol
edilmistir
(Chae vd., 2013) (Url-21,
Url-22).
rs11614913 | fleri Primer Primer-Blast ve Oligo
CIT 5’-CCCTTCCCTTCTCCTCCAGATA- 3’ Analysis Tool programi

Geri Primer 5’-GAAAACCGACTGATGTAACTCCG- | kullanilarak tasarlanmigtir
3 (Url-21, Url-22).

Bu tez caligmasinda SNP’yi kapsayan bolgeyi cogaltarak elde etmek i¢in kullanilan
primerler Sentebiolab Biyoteknoloji firmasindan (Ankara, Tiirkiye) temin edilmistir
(HPLC saflastirmali). Liyofilize halde gelen primerlerin stok konsantrasyonu

100 pmol/uL olacak sekilde sulandirildiktan sonra alikotlanarak -20°C’de muhafaza
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edilmistir. PCR (Polymerase Chain Reaction-Polimeraz Zincir Reaksiyonu) igin
kullanilacag1 zaman bu alikotlarin konsantrasyonu 10 pmol/uL olacak sekilde steril
apirojen su ile diltie edilerek kullanilmistir. mir-146a rs2910164 G/C ve mir-196a-2
rs11614913 C/T SNP’si icin tercih edilen primerlerin sekanslar1 Cizelge 2.1°de

verilmigtir.
2.1.5.2 Ekspresyon seviyesi belirlemek icin kullanilan primerler

Bu ¢alismada miR-146a ve miR-196a-2’nin ekspresyon seviyelerini belirlemek igin
gRT-PCR (Quantitative Real Time PCR-Kantitatif Es Zamanli Polimeraz Zincir
Reaksiyonu) yontemi kullanilmistir. Bu yontem i¢in Qiagen markasinin miRNA
ekspresyon seviyesi belirleme kitleri temin edilmistir (miRCURY LNA miRNA PCR
Assay). Bu caligmada iki tane incelenen miRNA (hsa-miR-146a-5p ve hsa-miR-196a-
5p), bir tane sentetik spike-in kontrol RNA (UniSp6) ve bir tane de referans miRNA
(hsa-miR-191-5p) olmak iizere toplamda 4 adet miRNA’nin ekspresyon seviyesini
belirlemek i¢in bu miRNA’larin dizilerine uygun valide ve optimize edilmis primer
setleri temin edilmistir. Ekspresyon seviyesi belirlemek icin kullanilmis olan

primerlerin bilgileri Cizelge 2.2°de verilmistir.

Cizelge 2. 2: gRT-PCR yonteminde kullanilan primerlerin bilgileri.
miRNA mMiRNA PCR Assay Katalog Numarasi

hsa-miR-196a-5p
. . MIMATO0000226:
m'RCUPFg;LANS';;”'RNA 5UAGGUAGUUUCAUGUUGUUGGG YP00204386

hsa-miR-146a-5p
. . MIMAT0000449:
m'RCUPFE:L"A':g;”'RNA 5UGAGAACUGAAUUCCAUGGGUU YP00204688

hsa-miR-191-5p
. . MIMATO0000440:
m'RCUPRC\; LANS';;“'RNA 5CAACGGAAUCCCAAAAGCAGCUG YP00204306

UniSp6 miRCURY LNA

miRNA PCR Assay YP00203954

2.2 Metotlar

2.2.1 Genotipleme i¢in kullanilan yontem

Bu caligmada yer alan 2 SNP bolgesinin genotiplemesi i¢cin PCR-RFLP metodu
kullanilmistir. Genotipleme i¢in ilk olarak toplanmis olan periferik tam kanlardan

DNA izolasyonu yapilmistir ve sonrasinda SNP’nin bulundugu bdlgeye uygun
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primerler kullanilarak hedef bolge PCR ile ¢ogaltilmistir. PCR islemi basarili olan
numunelerin, SNP’ye uygun restriksiyon enzimi kullanilarak RFLP yontemi ile

genotipleri belirlenmistir (Sekil 2.1).

> DNA izolasyonu >> PCR >> RFLP >

Sekil 2. 1: Genotipleme i¢in kullanilan yontemin sematik gosterimi.

2.2.1.1 Tam kandan manuel yontem ile DNA izolasyonu

EDTA’l tiiplere alinan tam kan orneklerinden tuzla ¢oktliirme yontemi ile genomik
DNA izolasyonu gergeklestirilmistir (Lahiri ve Schnabel, 1993). Kullanilan ¢6zeltiler
Ek 4’te verilmistir.

DNA izolasyonu prosediirii:
-750 uL tam kan ile TKM tampon ¢ozeltisi 2 mL'lik tiipte karistirilir.

-Karisima 20 pL Triton X-100 eklenerek tiipler yavasca alt tist edilir. Triton X-100
deterjani ile hiicrenin zar1 pargalanarak, tiim hiicresel materyaller serbest hale getirilir.
Sonrasinda ise hiicresel materyalleri ayirmak amaciyla tiiplere oda sicakliginda 1.000
g’de, 10 dakika boyunca mini santrifiij cihazinda santrifiij islemi yapilir. DNA
haricindeki hiicresel materyali igeren supernatant (iistte olan faz) seyreltilmis camasir

suyuna aktarilir.

-Pelete (altta cokerek kalan faz) 750 L. TKM tampon ¢6zeltisi eklenerek tiiplere 1.000
g’de, oda sicakliginda 10 dakika boyunca mini santrifiij cihazinda santrifiij islemi

yapilir. Bu islem renksiz berrak bir pelet elde edilene kadar tekrarlanir.

-Renksiz berrak pelet elde edildikten sonra 200 uL. TKM tampon ¢ozeltisi eklenerek,
pelet tampon ¢dzelti icinde ¢ozdiiriiliir.
-Cozdiiriilen peletin lizerine 10 pl. SDS (%10°luk) eklenir ve 58°C’de 10 dakika

boyunca inkiibasyon islemi yapilir.

-Sonrasinda hemen 75 pL ¢ozeltisi (soguk ve doymus) eklenerek, tiipler alt iist edilir.
Soguk NaCl ¢ozeltisi proteinlerin alt faza ¢6kmesini saglayarak genomik DNA nin iist

fazda kalmasini saglar.
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-Sonrasinda bu tiiplere +4°C ’de 10 dakika boyunca 14.000 g’de, santrifiij cihazinda
santrifiij islemi yapilir. Bu iglem proteinlerin alt faza ¢cokmesi saglayarak, DNA’larin

ist fazda toplanmasini saglar. Olusan {ist faz (~300 pL) yeni bir 1.5 mL’lik tiipe alinir.

-Yeni tiipe alinan DNA’y1 igeren iist faza hacminin iki kat1 kadar (~600 uL) etanol
(%100’lik ve -20°C’de beklemis) eklenerek DNA’nin ¢okmesi saglanir. Etanol
eklenen tlipler birkac kez yavagsgca alt iist edilir. DNA’larin ipliksi sekilde
goriilmesinden sonra numuneler -20°C’de 30 dakika boyunca inkiibe edilir.
Inkiibasyon sonunda numunelerden DNA’nin eldesi i¢in +4°C’de 10 dakika boyunca

10.000 g’de santrifiij islemi gerceklestirilir.

-Ustte toplanan faz dokiilerek alt fazda toplanan DNA peletinin kurumasi ve etanoliin
uzaklagmasi icin tiiplerin kapag1 acik olacak seklide bekletilir. Peletler tamamen
kuruduktan sonra ise DNA, 100 pL. TE tampon ¢6zeltisi i¢erisinde tamamen homojen
olana kadar ¢ozdiiriiliip 37°C’de gece boyunca inkiibe edilir. Inkiibasyon sonrasinda

izole edilen DNA’lar -20°C derin dondurucuya kaldirilir.
2.2.1.2 Spektrofotometre ile genomik DNA konsantrasyonunun belirlenmesi

Tam kandan DNA izolasyonu yapilmis DNA’larin bir kisminin konsantrasyonlari
Hitachi U-5100 spektrofotometre ile; diger kismimin konsantrasyonlari ise
NanoDrop™ One/OneC Microvolume UV-Vis Spektrofotometre cihazi kullanilarak
belirlenmistir. DNA 260 nm dalga boyunda maksimum absorbans vermektedir,
bundan dolayr 260 nm dalga boyunda alinan absorbans degeri DNA’nin
konsantrasyonunu  hesaplamada  kullanilmaktadir. DNA’nin = 50  pg/mL
konsantrasyonunda 260 nm dalga boyundaki absorbansinin 1 oldugu bilinmektedir.
Bu bilgi ile DNA konsantrasyonu hesaplanmasi i¢in asagida yer alan formiil

kullanilmaktadir:
Konsantrasyon (pug/mL) = Absorbans 260 nm x 50 (ng/mL) x Seyreltme Faktorii

NanoDrop™ One/OneC Microvolume UV-Vis Spectrophotometer cihazi ile
seyreltme yapilmasina gerek duyulmadan sadece 2 pL Ornek kullanilarak 6rnegin
konsantrasyonu belirlenebilmektedir. Boylece cihaz direkt olarak numunenin

konsantrasyon bilgisini vermektedir.
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2.2.1.3 Spektrofotometre ile genomik DNA safliginin belirlenmesi

DNA’nin safligi 260 nm ve 280 nm dalga boylarindaki absorbans degerlerinin
oranlarina bakilarak karar verilmektedir. Proteinler 280 nm dalga boyunda maksimum
absorbans verirlerken niikleik asitler 260 nm dalga boyunda maksimum absorbans
verirler. 260 nm dalga boyunda 6lgiilen absorbans degerinin 280 nm dalga boyunda
Ol¢iilen absorbans degerine oran1 (A260/A280) 6rnegin safligini géstermektedir. Bu
oran hesaplandiginda 3 farkli tespit yapilabilmektedir: oran 1.8 oldugunda DNA’nin
saf oldugu, oran 1.8’den yiiksek oldugunda RNA kontaminasyonu oldugu ve oran

1.8’den diisiik oldugunda protein kontaminasyonu oldugu tespit edilir.

NanoDrop™ One/OneC Microvolume UV-Vis Spectrophotometer cihazi yine
kullanici tarafindan bu oranin hesabinin yapilmasina gerek kalmadan direkt olarak
orani belirlemekte ve herhangi bir kontaminasyon durumunda kontaminasyonun

kaynagi hakkinda bilgi vermektedir.
2.2.1.4 Agaroz jel elektroforezi ile genomik DNA safliginin belirlenmesi

DNA izolasyonu sonrasinda DNA ’nin saflig1 ve biitiinliigli agaroz jel elektroforezi ile
incelenmistir. Yatay agaroz jel elektroforez sisteminde DNA 6rnekleri %0.5’lik agaroz
jelde yiirtitiilmustiir. Yirttilen DNA 6rneklerinin jelde Sekil 2.2 de oldugu gibi tek
bant halinde goriindiiklerinde biitiin ve saf olduklarina karar verilmistir. Kullanilan

cozeltiler Ek 4°te verilmistir.

Sekil 2. 2: Izole edilmis DNA 6rneklerinin %0.5°lik agaroz jelde goriintiilenmesi.
Agaroz jel prosediirii:

-Agaroz jeli hazirlamak icin gerekli plastik tabla, kalip ve tarak %70’lik etanol ile

temizlenir, saf sudan gecirilir sonrasinda ise tabla ve tarak kalip icerisine yerlestirilir.
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-30 mL %0.5’lik agaroz jeli i¢in 0.15 g agaroz tartilir ve 0.5X TBE tampon ¢ozeltisi
ile erlenmayer behere konulur. Karisim, agaroz tozunun tamamen ¢oziinerek berrak

bir goriintii olusana kadar mikrodalga firinda 1sitilir.

-Hazirlanan jel, akan su altinda erlenmayer flaski yavas¢a calkalamak suretiyle
sogutulur. Ardindan, stok konsantrasyonu 10 mg/mL olan etidyum bromiirden son
konsantrasyonu 0.5 pg/mL olacak sekilde hesaplanip gerekli miktar (1.5 pL)
hazirlanan jele eklenerek yavasca karistirilir. EtBr kanserojen bir ajan oldugundan

buharini solumamak i¢in EtBr eklenmeden 6nce jelin sogutulmasi gerekmektedir.

-Hazirlanan agaroz jel hazirlanmis olan jel tablasina dikkatlice dokiiliir ve homojen
yayilmasi saglanir. Eger hava kabarcigi olusursa, pipet ucu ile kabarcik giderilmelidir.

Jelin tamamen kurumasi igin oda sicakliginda yaklagik 20-30 dakika beklenir.

-Elektroforez tanki 0.5X TBE tampon ¢ozeltisi ile yeterince doldurulur. Hazirlanan
jelin i¢inde oldugu tabla kaliptan ¢ikartilip elektroforez tank fiinitesinin igerisine
yerlestirilir. Yerlestirirken jelin tarak takili olan kismi elektroforez tankinin negatif
kutuplu olan tarafinda olmasma dikkat edilir. Gerekirse jeli tamamen kaplayacak
sekilde iizerine 0.5X TBE tampon ¢dzeltisi ilave edilir ve sonrasinda tarak jelden ¢ok

dikkatli bir bicimde ¢ikartilir.

-Jelin taraklar ile olusturulmus ilk kuyucuguna 1 kb’lik DNA belirteci yiiklenir;
bdylece olusacak bantlarin boyutlar1 yorumlanabilir, diger kuyucuklara ise DNA
ornekleri yiiklenir. DNA oOrnekleri yiiklerken 5 pL DNA 6rnegi ile 2 pL 6X jel
yiikleme tampon boyasi (10 mM Tris- HCI (pH 7.6), 0.03% bromofenol mavisi, 0.03%
xylene cyanol FF, 60% gliserol ve 60 mM EDTA) karistirilip, 6rnekler yavasca
yiiklenir. Yiikleme tampon boyasi, i¢erisindeki gliserol sayesinde DNA'nin kuyucugun
icerisine yerleserek tampon ¢o6zeltiye karigmasini Onler ve igerisindeki boyalar
sayesinde yiiklenen Orneklere renk vererek orneklerin kuyucuklara daha rahat

yiliklenmesini ve yiirlitme isleminin daha kolay takip edilmesini saglar.

-Tankin kapagi kapatilarak kablolar1 gii¢ kaynagina baglanir ve 90 volt olacak sekilde
ayarlanarak jel yaklasik 50 dakika yiiriitiliir. Jelin yiriitilecegi voltaj elektrotlar

arasindaki mesafe dlgiilerek ve onerilen 4-10 V/cm kuralina gore karar verilmektedir.

-Jel UV (ultraviyole) 15181 goriintiilleme cihazi altinda goriintiilenir ve bu cihazin
Vision-Capture (Version 16.09) bilgisayar yazilimi ile jelin goriintiisti dijital olarak

elde edilerek yorumlanr.
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Agaroz jelin yorumlanmasi:

-DNA 6rnekleri tek bir bant olarak goriinliyorsa DNA’larin biitiinliigii korunmus, saf

ve saglam olduklarini yorumlayabiliriz.

-iki bant olarak goriiniiyorsa Orneklerin RNA ile kontamine olmus oldugunu

soyleyebiliriz.

-Siirlintii gibi yayilmis olarak goriiniiyorsa ise, bu goriintii drneklerin kirildigini

gosterir ve izolasyonun tekrarlanmasi gerekir.

2.2.2 mir-146a rs2910164 G/C ve mir-196a-2 rs11614913 C/T tek niikleotit

polimorfizmlerinin genotiplenmesi

mir-146a rs2910164 G/C ve mir-196a-2 rs11614913 C/T SNP’lerinin genotip analizi
igin PCR-RFLP yontemi kullanilmugtir. Oncelikle SNP’leri igeren bolgeler uygun
primerler ile polimeraz zincir reaksiyonu (PCR) ile ¢ogaltilir, sonrasinda ise uygun
restriksiyon endoniikleaz enzimleri kullanilarak bu PCR firiinleri restriksiyon parca
uzunluk polimorfizmi (RFLP) yontemi ile kesilir. Bu tez ¢alismasinda genotipler bu

sekilde belirlenmistir.

Cizelge 2. 3: mir-146a rs2910164 G/C ve mir-196a-2 rs11614913 C/T SNP’lerinin
pozisyonlari, genleri, PCR {iriin boyutlari, kullanilan restriksiyon endoniikleaz enzimi,

olusan kesim triinlerinin boyutlar1 ve buna karsilik gelen genotipler.

Polimorfizm | Pozisyon | Gen PCR iiriin | Restriksiyon | Kesim iiriinlerinin
Boyutlar1 | Enzimleri uzunluklar:
rs2910164 chr5:160 | MIR146A 145 bg Sacl GG:145 bg
485411 Non Coding GC:145bg¢+122
Transcript bg+23 bg
Variant CC: 122 bg, 23 bg
rs11614913 chr12:53 | MIR196A2 149 bg Mspl CC: 125 bg, 24 bg
991815 Non Coding TC: 149 bg+125 bg
Transcript +24 be
Variant TT:149 bg

Her SNP i¢in kullanilan uygun primerlerin sekanslar1 Cizelge 2.3’te verilmistir. Her
iki bolge icin PCR kosullarinin optimizasyonlar1 yapildiktan sonra PCR {iriinleri
agaroz jel elektroforezi sisteminde yiiriitiilerek bu ftriinlerin kalitesi ve boyutlar
kontrol edilmistir. Istenilen boyutta elde edilen PCR iiriinlerinin uygun restriksiyon
enzimleri kullanilarak RFLP yontemi ile kesimleri yapilmis ve sonrasinda agaroz jel
elektroforezi kullanilarak olusan kesim iiriinlerinin boyutlarima goére her bireyin

genotipleme islemi gerceklestirilmistir (Cizelge 2.3). PCR isleminde konvansiyonel
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PCR cihazi kullanilirken, RFLP prosediiriinde inkiibe etme islemi i¢in kuru blok 1s1tic1

kullanilmaistir.
2.2.2.1 mir-146a rs2910164 G/C SNP’sinin genotiplenmesi
mir-146a rs2910164 G/C SNP’si i¢cin PCR:

mir-146a rs2910164 G/C SNP’si i¢in primerlerin dizisi Chae ve arkadaslarinin (2013)
makalesinden alinip Primer-Blast (Url-21) ve Oligo Analysis Tool (Url-22)
programlari tarafindan kontrol edilmistir (Chae vd., 2013) (Cizelge 2.3). mir-146a
1s2910164 G/C SNP’sini kapsayan bolgeyi ¢ogaltmak i¢in kullanilan primerlerin
baglandig1 diziler ve restriksiyon enziminin tanidigi dizi bolgesi Sekil 2.3’te yer
almaktadir. SNP, S harfi ve kirmiz1 ok ile belirtilmistir. Pembe renk ile vurgulanan
kisimlar ileri ve geri primerleri, yesil ile alt1 ¢izili dizi kism1 ise Sacl kesim enzimin
tanidig1 ve kestigi bolgeyi gostermektedir. Turuncu ok ile isaretli C aleli kesim
enziminin bdlgeyi tanimast i¢in ileri primerde G aleli olarak degistirilerek

tasarlanmstir.

GITTAATGATGCTTAATGATGTGTGTGTCTACCATACACATCCCCTACAGATTAGTTTTTGTTTTGACAGGGTCTCTCTCTGTRGCCCAGACTGRAGTGCAGTGTGCARTCA
TAGCTCACTGCAACCTCCAATTCCCAGGCTCAAGCGATCCTCCCACCACAGGCCATCATGCATGGCTCATTTTTTATTTTTAGTAGAGACARATTCTCCATGTTGCCCAGGCTA
GTCCTGAACTCCTGGGCTCAAGAGATCCACCCACATCAGCCTTCCAGACTGUTGRLCTGGTCTCCTCCAGATATTTATAACTCATGAGTGCCAGGACTAGACCTGGTACTAGG
AAGCAGCTGCATTGGATTTACCAGGCTTTTCACTCTTGTATTTTACAGGGCTGGGACAGG(CTGGACTGCAAGGAGGGATCTTTGCACCATCTCTGAAAAGCCGA

TeTGTATCCTCAGCTTTGAGAACTGAATTCcAEGGTRGTGHONGHGHEMGARE T GAAATICAGTTCTICAGCTGGGATATCTCTGTCATCGTGRCTIGAGACCTGEA

Sacl enzimi

GAGTAGATCCTGANGAACTTTTTCAGTCTGCTGAAGAGC TGN GACHGGAGACNGRNGBG T TCAGGLTCTGAAGGTATAAGGAGTGTGAGTTCCTGTGAGAAN
CACTCATTTGATTGTGAAMAGACTTGAATTCTATGCTANGCAGGGTTCCAGTAGCTAAATGAATGATCTCAGCAAGTCTCTCTTGCTGCTGCTGCTACTCGTTTACATITATT
GATTACTTACGATATICAGGTACTGTTGTAAGTGCTTTACATGCTGTTATACGAGACTCTTGGGAGAMTCACTTTAATGAAGCTTGAGACACATGGCATTGCCATGCAAT
GATTTTTCCCCCCTCTICACGGATCAGAGGGAACTATAGATGTGACAATGATTCTTTAGCAGGEACTGCTGAGGCTTCTGGTTCCTTTTTAAGATCTGCAGTG

Sekil 2. 3: mir-146a rs2910164 G/C SNP’sini kapsayan bolgeyi ¢ogaltmak igin
kullanilan primerlerin baglandigi diziler ve restriksiyon enziminin tanidigi dizi

bolgesi.
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PCR ile beklenen biiytikliikte iiriiniin elde edilmesi i¢in reaksiyon kosullar1 ve termal
dongii programinda gesitli optimizasyonlar yapilarak bu bdlge i¢in en uygun reaksiyon
kosullar1 ve termal dongii programi kullanilmistir. MgClz konsantrasyonu i¢in 1 mM,
2 mM ve 3 mM denenmistir. Primer konsantrasyonu i¢in 200 nM ve 300 nM
denenmistir. MgCl2 konsantrasyonu 1.5 mM, primer konsantrasyonu 300 nM olacak
sekilde kullanilmigtir. mir-146a rs2910164 G/C SNP bolgesi i¢in optimize edilen ve
kullanilan PCR karisiminin igerigi Cizelge 2.4’te yer almaktadir.

Cizelge 2. 4: mir-146a rs2910164 G/C SNP’sini kapsayan bolge i¢in kullanilan PCR

reaksiyon karigiminin igerigi.

S 1 tiip icin gerekli Stok 50 pL reaksiyon karisimindaki
Icerik .
hacim konsantrasyonu son konsantrasyon
Steril H20 Degisken
Amplifikasyon
tamponu 5uL 10X X
MgCl: 3ulL 25 mM 1.5mM
dNTP karisimi 1 uL 10 mM 0.2 mM
ileri primer 1.5 uL 10 pmol/pL 15 pmol/pL (300 nM)
Geri primer 1.5 uL 10 pmol/pL 15 pmol/uL (300nM)
Taq DNA
polimeraz 0.25 uL 5U0/ulL 1.25U
DNA Degisken

Bu bolge icin kullanilan termal dongli programi degerleri, Zhu ve arkadaslarinin
(2018) calismasindaki degerleri baz alinarak ve gradient PCR teknigi kullanilarak
optimize edilmistir (Zhu vd., 2018). Gradient PCR tekniginde baglanma sicaklig1 i¢in
55°C, 56°C, 57°C, 58°C, 59°C, 60°C ve 61°C sicakliklar1 denenmistir. Uygun dongii
sayisinin belirlenmesi i¢in ise 30 ve 35 dongli denemeleri yapilmistir. Elde edilen
sonuclar dogrultusunda primer baglanma sicakliginin 61°C ve uygun dongii sayisinin
30 oldugu tespit edilmistir. mir-146a rs2910164 G/C SNP bolgesi igin optimize edilen

termal dongii programi Cizelge 2.5°te yer almaktadir.
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Cizelge 2. 5: mir-146a rs2910164 G/C SNP bolgesini amplifiye etmek i¢in kullanilan

termal dongii programu.

ik denatiirasyon 94°C 3dk

Denatiirasyon 94°C 1dk
Primer baglanmasi 61°C 45 sn | 35 dongii

Sentez 72°C 1dk

Son uzama 72°C 2dk

mir-146a rs2910164 G/C SNP’sinin PCR iiriinlerinin yorumlanmasi:

PCR sonucunda elde edilen PCR iiriinleri agaroz jel elektroforez sistemi ile kontrol
edilmigtir. PCR f{irlinlerinin beklenen biiyiikliikte olup olmadigini kontrol etmek igin
2.2.1.4 bolimiinde anlatilan yontem ile %2’lik olacak sekilde bir agaroz jel
yapilmistir. Agaroz jelde bantlarin biiytlikliiklerini yorumlamak igin agaroz jelin ilk
kuyucuguna 2 pL 50 b¢’lik DNA belirteci (DNA markor) ile 2 L. 6X yiikleme
tamponu, diger kuyucuklara ise 15 pL PCR iiriinii ile 2 pL 6X jel yiikleme tamponu
karistirtlarak yiliklenmistir. Tankin kapag: kapatilip elektrik kablolar gii¢ kaynagina
baglanip 120 voltta yaklasik 1 saat tirlinler ve DNA belirteci yiiriitiildiikten sonra UV
15181 goriintiileme cihazi ile jelin goriintiisii elde edilmis ve sonuglar kontrol edilmistir.
PCR firiinlerinin beklenen bant biytikligii Cizelge 2.3’te verildigi gibi 145 bg
biiyiikliigiindedir. Beklenen biiyiikliikte ve temiz sonug veren PCR iiriinleri (Sekil 2.4)
ile genotipleme islemine devam edilmistir ve beklenmedik sonug verenler i¢in PCR

islemi tekrarlanmastir.

791 792793 794 795 796 797 798 799

RIRYY o v s e G G St See e om w B BELEY
100 be [

50 bg

Sekil 2. 4: mir-146a rs2910164 G/C SNP’sinin PCR agaroz jel goriintiisii.
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mir-146a rs2910164 G/C SNP’sinin PCR iiriinlerinin restriksiyon enzimi ile

kesilmesi:

mir-146a rs2910164 G/C tek niikleotit polimorfizminin kisilerdeki genotiplerini
belirlemek i¢in SNP’yi kapsayan ve istenilen boyutta elde edilen PCR iiriinleri SNP
bolgesine uygun Sacl restriksiyon enzimi ile kesilmistir; sonrasinda ise olugan kesim
triinleri agaroz jel -elektroforez yontemi ile yiiriitillerek kesim iirlinlerinin
biiyiikliiklerine gore genotip belirlenmesi yapilmistir. mir-146a rs2910164 G/C
SNP’sinin bireylerdeki genotiplerinin belirlenmesi sematik olarak Sekil 2.5’te

gosterilmigtir. Sacl kesim enziminin tanidig1 bdlge asagida yer almaktadir:

5 . . GAGCTC...
3...CTCGAG...5

POLIMORFIK TiP YABANIL TiP
5 GAGCT|C et 3 . caceTlol 3
: P CTCGAG-—eemmmean’’ 3 CTCGAC—mmmmmmeeev 5°
l Sac I ile kesim l Sac I ile kesim
gerceklesir gerceklesmez
R GAGCT + Commmeemee 3° S GAGCTGemmmemmmemev 3’
; S CTCGA + Gemmemeeee 5° 3 CTCGAC—mmammeemme 5
23 be + 122 be 145 be
145 be
122 be
23 be
GC CC GG

Sekil 2. 5: mir-146a 152910164 G/C SNP’sinin bireylerdeki genotiplerin

belirlenmesinin sematik gosterimi.
mir-146a rs2910164 G/C SNP’sinin RFLP prosediirii:

RFLP kosullart cesitli denemeler yapilarak optimize edilmistir. Kullanilan Sacl
enzimi fast-digest bir enzimdir ve inkiibasyonun 5-15 dakika arasinda yapilmasi
tavsiye edilmektedir. Ancak optimizasyon c¢alismalarinda bu siirenin yeterli

olmadig1 goriilmiistiir. Uygulanan optimizasyonlar neticesinde PCR {iriiniiniin Sacl
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enzimiyle 60 dakika boyunca 37°C’de inkiibe edilmesine karar verilmistir. Ayni
zamanda 5 U ve 10 U gibi farkli kesim enzimi konsantrasyonlart denenmistir ve 10 U
kesim enzimini konsantrasyonunun daha uygun oldugu goriilmiistiir. mir-146a
rs2910164 G/C SNP bolgesi i¢in optimize edilen ve kullanilan Sacl enzimi ile kesim

icerigi Cizelge 2.6’da verilmistir.

Cizelge 2. 6: mir-146a rs2910164 G/C SNP bolgesinin Sacl restriksiyon enzimi ile

kesimi i¢in kullanilan kosullar.

30 pL reaksiyon
. 1 tiip icin gerekli
I¢erik . Stok konsantrasyonu karisindaki son
hacim
konsantrasyon

Steril Hz20 6.5 uL

NEB reaksiyon

3l 10X 1X
tamponu
Sacl 0.5 uL 20 000 U/mL 10U
PCR iiriinii 20 uL

mir-146a rs2910164 G/C SNP’sinin kesim iiriinlerinin yorumlanmasi:

Kesim tiriinleri agaroz jel elektroforez sistemi ile yiiriitiiliip genotipleri belirlenmistir.
Kesim iiriinlerini yiirlitebilmek i¢in 2.2.1.4 boéliimiinde anlatilan yontem ile %3’liikk
olacak sekilde agaroz jel hazirlanmistir. Agaroz jelde bantlarin biiyiikliiklerini
yorumlamak i¢in agaroz jelin ilk kuyucuguna 2 pLL 50 b¢’lik DNA belirteci ile 2 pL
6X yiikleme tamponu, diger kuyucuklara ise 15 pL kesim iiriinii ile 2 pL 6X jel
yiikleme tamponu karistirilarak yiiklenmistir. Tankin kapagi kapatilarak gii¢
kaynagina baglanmis ve 120 volt olacak sekilde yaklasik 1.5 saat yiiriitiilmis. Jel UV
(ultraviyole) 1s181 goriintiileme cihazi altinda goriintiilenerek yorumlanmistir.

Genotipler asagidaki gibi belirlenmistir:

mir-146a rs2910164 G/C SNP genotiplerinin belirlenmesinde SNP bolgesine uygun
Sacl restriksiyon enzimi kullanilmistir. Restriksiyon enzimleri DNA {izerindeki belirli
uzunlukta olan niikleotit dizisini taniyarak kesim yapmaktadirlar. mir-146a rs2910164
G/C SNP bolgesi icin olusturulan PCR iiriinlerinde Sekil 2.5’te belirtilen Sacl

enziminin tanidig1 dizi bulunuyorsa kesim gerceklesir. 145 b¢ boyutunda olan PCR
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tirtiniiniin iki banda ayrilarak kesim iiriiniiniin agaroz jelde yiiriitiilmesi sonucunda 122
b¢ ve 23 bg¢ boyutunda bantlar gozlenir. Bu sonu¢ gozlendiginde bu bireyin CC
genotipli (polimorfik homozigot genotip) oldugu tespit edilir. PCR {iriinlerinde Sekil
2.3’te belirtilen Sacl enziminin tanidigi dizi bulunmuyorsa kesim gergeklesmez, 145
b¢ boyutunda olan PCR iiriinii ayn1 boyutta kalarak kesim iirliniiniin agaroz jelde
yiriitiilmesi sonucunda sadece 145 bg¢ boyutunda tek bir bant gdzlenir. Bu sonug
gozlendiginde bu bireyin GG genotipli (yabanil homozigot genotip) oldugu tespit
edilir. GC genotipli (heterozigot genotip) bir bireyin tespit edilmesi ise kesimi
gerceklesmis PCR {iriiniiniin agaroz jelde yiiriitiilmesi sonucunda elde edilen jel
goriintlisiinde 145 bg, 122 bg ve 23 bg¢ boyutunda bantlar goriindiigiinde olur.
Homozigot genotip homolog kromozomlarda birbirine karsilik gelen alellerin aym
olmasi durumu iken, heterozigot genotip homolog kromozomlarda birbirine karsilik

gelen alellerin farkli olmasi durumudur (Sekil 2.6).

P13 JIANSTION ST IT g 73

r=

Sekil 2. 6: mir-146a rs2910164 G/C SNP’sinin bireylerdeki genotiplerinin belirlendigi

agaroz jel gorilintiisii.
2.2.2.2 mir-196a-2 rs11614913 C/T SNP’sinin genotiplenmesi
mir-196a-2 rs11614913 C/T SNP’si i¢cin PCR:

mir-196a-2 rs11614913 C/T SNP’sini kapsayan bdlgeyi ¢ogaltmak icin kullanilan
primerler Primer-Blast ve Oligo Analysis Tool programi kullanilarak tasarlanmistir
(Cizelge 2.3). mir-196a-2 geninde rs11614913 C/T SNP’sini kapsayan bolgeyi
cogaltmak i¢in kullanilan primerlerin baglandig1 diziler ve restriksiyon enziminin

tamdig1 dizi bolgesi Sekil 2.7°de yer almaktadir. SNP, Y harfi ve kirmiz1 ok ile
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belirtilmistir. Pembe renk ile vurgulanan kisimlar ileri ve geri primerleri, yesil ile alt1
cizili dizi kism1 ise Mspl kesim enzimin tanidig1 ve kestigi bolgeyi gostermektedir,
Turuncu ok ile isaretli T aleli kesim enziminin bdlgeyi tanimasi igin ileri primerde G

aleli olarak degistirilerek tasarlanmistir.

AGCTACCCACATTCGCTGAGAAGCCTAAACCGAGCTGAGAGGGAGAGGATCAGAGGGAGTCTAGCAGGAGAGTGCAGGAGAGCCAGATGGACAAGACAGGGGACCCA
GCTCCAGAGTGGAAGGAAGATCCAGCTTCCCCCAGGGCCAGGGCCAGATGCAGGGGAATAGCTCCACTGCGGTGCTGEGAGTGGAGCAGGTATTTGGCCGCCAGTGGTC
CCATTTCACCAGATTTTTCCTGAGCAATTTGCTTAGACCAGARACT MTGMﬁGCAGTCAGACCCCITACCCACCCAGCMCCCMAGTCIACTCTCTAGT (CTTAGGGAGGT
TGTGGGGGCGGAAAGGRGGACGGE GCTGMTITCT[CCT[CCCCM GATGCAAAGCTGAATCTCCCGCCCTGCTCGCTCAGLT

Taleh G olarak

GATCTGTGGCHAGGTAGTI‘ICATGT[GT[GGGA]TGAGTI'ITGMCTCGGCMCAAGMACTG_GTCGAGGGCCCEAACCCACCTCTA

Msplenzimi

CTCCTACCCTCCCCAGTGGRACTGCCCCACTGCCCCCTCCCAGATAGGGCAAAGTGGGTGCAGACCAAGGAGGACAAGCTGTGAGTGGGGTTGCAGAACAAGTCTGGAGA
ACCCTGCTTTATGCCGTCCTCTCAACCTATCCCAATCCCTGTGATTAAGGGAGAGGAGTCTTTCCTGCAGCTATTGTCTCCTGGGCCCAGCTGATGGAGACAGACARAGAGG
GTCCAGCCAATTCCAAGGAAATTCAGGAGTTTGAGTAAGAGGTAGCCTGGCGGGCCAGCTCAGTTGAGCAGCAGGGTGRGGCAGAATTATTAGCAGAAAGAGGAGCACA

GAAAGAGAAGACGATCTCTGRAATGATTAGCCTCTCCCACCTACCACCTCCAGTCGACTGGGGCTCAAGATTCTCCTTAGAAAAGTGGGGTACCTGGAGATTCCAAGAGTT
GGGGAAC

Sekil 2. 7: mir-196a-2 rs11614913 C/T SNP’sini kapsayan bolgeyi ¢ogaltmak igin
kullanilan primerlerin baglandig1 diziler ve restriksiyon enziminin tanidigir dizi

bolgesi.

PCR ig¢in reaksiyon kosullar1 ve termal dongii programinda beklenen biiyiikliikteki
tiriiniin elde edilmesi i¢in ¢esitli optimizasyonlar yapilarak bu boélge icin en uygun
reaksiyon kosullar1 ve termal dongii programi kullanilmistir. MgCl, konsantrasyonu
icin 1.5 mM, 2 mM ve 3 mM denenmistir. Primer konsantrasyonu i¢in 400 nM ve 300
NM denenmistir. En iyi sonuglarin MgClz konsantrasyonu 2 mM, primer
konsantrasyonu 300 nM kullanildiginda elde edildigi sonucuna varilmistir. mir-196a-
2 111614913 C/T SNP bolgesi i¢in optimize edilen ve kullanilan PCR karigiminin
icerigi Cizelge 2.7°de yer almaktadir.
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Cizelge 2. 7: mir-196a-2 rs11614913 C/T SNP’sini kapsayan bolge i¢in kullanilan

PCR reaksiyon karigiminin igerigi.

P 1 tiip icin gerekli Stok SO0pL reaks1).70n
Icerik hacim Kkonsantrasvonu karisimindaki son
Y konsantrasyon
Steril H20 Degisken
Amplifikasyon
tamponu 5uL 10X 1X
MgCl. 3uL 25 mM 2mM
dNTP karisima I uL 10mM 02 mM
Tleri primer 1.5 uL 10 pmol/uL 15 pmol (300 nM)
Geri primer 1.5 uL 10 pmol/pL 15 pmol (300 nM)
Tagq DNA
polimeraz 0.25 uL SU/uL 1.25U
URS Degisken =3 -

Bu bolge icin kullanilan termal dongli programi degerleri, Zhu ve arkadaslarinin
(2018) calismasindaki degerleri baz alinarak ve gradient PCR teknigi kullanilarak
optimize edilmistir (Zhu vd., 2018). Gradient PCR tekniginde baglanma sicakligi igin
51°C, 53°C, 55°C, 57°C, 59°C, 60°C ve 61°C denenmistir, dongii sayisi i¢in ise 30 ve
35 dongii denenmistir. Primer baglanma sicaklig1 i¢in 51°C ve dongii sayisi ig¢in 30
dongii kullanilmigtir. mir-196a-2 rs11614913 C/T SNP boélgesi i¢in optimize edilen

termal dongii programi Cizelge 2.8’de yer almaktadir.

Cizelge 2. 8: mir-196a-2 rs11614913 C/T SNP bolgesini amplifiye etmek igin

kullanilan termal dongii programa.

IIk denatiirasyon 94°C 3dk
Denatiirasyon 94°C 1dk
Primer baglanmasi 51°C 45 sn 30 dongii
Sentez 72°C 1dk
Son uzama 72°C 2dk
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mir-196a-2 rs11614913 C/T SNP’sinin PCR iiriinlerinin yorumlanmasi:

PCR sonucunda elde edilen PCR iiriinleri agaroz jel elektroforez sistemi ile kontrol
edilmistir. PCR iiriinlerinin beklenen biiyiikliikte olup olmadigini kontrol etmek icin
2.2.1.4 bolimiinde anlatilan yontem ile %?2’lik olacak sekilde bir agaroz jel
yapilmistir. Agaroz jelinde bantlarin biiyiikliiklerini yorumlamak i¢in agaroz jelin ilk
kuyucuguna 2 pL 50 bg¢’lik DNA belirteci ile 2 pL yiikleme tamponu, diger
kuyucuklara ise 15 pLL PCR iiriinii ile 2 puLL 6X jel yiikleme tampon boyasi karistirilarak
yuklenmistir. Tankin kapag1 kapatilarak gii¢ kaynagina baglanir ve 120 volt olacak
sekilde yaklagik 1 saat yiiriitiiliir. Jel UV (ultraviyole) 15181 goriintiileme cihazi altinda

goriintiilenir ve sonuglar kontrol edilir.

PCR firilinlerinin beklenen bant biiytikligii Cizelge 2.5°te verildigi gibi 149 bg
biiyiikliigiindedir. Beklenen biiyiikliikte ve temiz sonug veren PCR iiriinleri (Sekil 2.8)
ile genotipleme islemine devam edilmistir ve beklenmedik sonu¢ verenler icin PCR

islemi tekrarlanmistir.

150 be e Wl s 149 be

100 bg

50 bg

Sekil 2. 8: mir-196a-2 rs11614913 C/T SNP’sinin PCR agaroz jel goriintiisii.

mir-196a-2 rs11614913 C/T SNP’sinin PCR iiriinlerinin restriksiyon enzimi ile

kesilmesi:

mir-196a-2 rs11614913 C/T tek niikleotit polimorfizminin kisilerdeki genotiplerini
belirlemek icin SNP’yi kapsayan ve istenilen boyutta elde edilen PCR {irtinleri, SNP
icin uygun Mspl restriksiyon enzimi ile kesilmistir; sonrasinda ise olusan kesim

tiriinlerinin boyutlar1 agaroz jel elektroforez yontemi ile goriintiilenerek kesim
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tirlinlerinin biiytikliiklerine gore genotipler belirlenmistir. mir-196a-2 rs11614913 C/T
SNP’ sinin bireylerdeki genotiplerinin belirlenmesi sematik olarak Sekil 2.9°da
gosterilmistir. Mspl kesim enziminin tanidigi bolge asagida yer almaktadir:

5,..CCGG...3
3...GGCC...5

YABANIL TIP POLIMORFIE TIP
u JEPEVERS ---GG- e h 5'---------ElCGG-------------S'
; RO | | i LSS . ER— T b T
l Misp Iile kesim l Mip I ile kesim
merceklesir gerceklesmez
MR O] 1| ¢ S PR [ € ¢ SSSI————
SRS ¢ B ¢ | o SR 5 NSRS | ¢ o o SS—— 5
24 bz + 125 be 149 b
CT CC 1T

Sekil 2. 9: mir-196a-2 rs11614913 C/T SNP’sinin bireylerdeki genotiplerin

belirlenmesinin sematik gosterimi.
mir-196a-2 rs11614913 C/T SNP’sinin RFLP prosediirii:

RFLP kosullart ¢esitli denemeler yapilarak optimize edilmistir. Kullanilan Mspl
enzimi fast-digest bir enzimdir ve inkiibasyonun 5-15 dakika arasinda yapilmasi
tavsiye edilmektedir. Ancak optimizasyon c¢alismalarinda bu siirenin yeterli
olmadig1 goriilmiistiir. Uygulanan optimizasyonlar neticesinde PCR iiriiniiniin Mspl
enzimiyle 2 saat boyunca 37°C’de inkiibe edilmesine karar verilmistir. Ayn1 zamanda
5 U ve 10 U kesim enzimi konsantrasyonlar1 denenmistir ve 10 U kesim enziminin

daha iyi sonu¢ verdigi gortilmistiir. mir-196a-2 rs11614913 C/T SNP bolgesi icin
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optimize edilen ve kullanilan Mspl enziminin karigim igerigi Cizelge 2.9°de

verilmigtir.

Cizelge 2. 9: mir-196a-2 rs11614913 C/T SNP bolgesinin Mspl restriksiyon enzimi

ile kesimi i¢in kullanilan kosullar.

30 pL reaksiyon
. 1 tiip icin gereken
I¢erik haci Stok konsantrasyonu karisimindaki son
acim
konsantrasyon
Steril H20 11.5 uL
NEB reaksiyon
3uL 10X 1X
tamponu
Mspl 0.5 uL 20 000 U/mL 10U
PCR iiriinii 15 uL

mir-196a-2 rs11614913 C/T SNP’sinin kesim iiriinlerinin yorumlanmasi:

Kesim iiriinleri agaroz jel elektroforez sistemi ile yiiriitiiliip genotip belirlemesi
yapilmistir. Kesim iirlinlerini analiz etmek i¢in 2.2.1.4 boliimiinde anlatilan yontem ile
%3’lik olacak sekilde bir agaroz jel hazirlanmistir. Jelde olusacak bantlarin
biiyiikliiklerini yorumlamak i¢in agaroz jelin ilk kuyucuguna 2 pL 50 b¢’lik DNA
belirteci ile 2 pL yiikleme tamponu, diger kuyucuklara ise 15 pL kesim iiriinii 6rnegi
ile 2 pL 6X jel yiikleme tampon boyasi karistirilarak yiiklenmistir. Tankin kapagi
kapatilarak gii¢ kaynagina baglanmis ve 120 volt olacak sekilde yaklasik 1.5 saat
yiriitiilmiistiir. Jel UV (ultraviyole) 15181 goriintiileme cihazi altinda goriintiilenerek

yorumlanmustir. Genotipler asagidaki gibi belirlenmistir:

mir-196a-2 rs11614913 C/T SNP genotiplerinin belirlenmesinde SNP bdélgesine
uygun Mspl restriksiyon enzimi kullanilmistir. mir-196a-2 rs11614913 C/T SNP
bolgesi igin olusturulan PCR firiinlerinde Sekil 2.9’da belirtilen Mspl enziminin
tanidig1 dizi bulunuyorsa kesim gerceklesir. 149 b¢ boyutunda olan PCR f{iriiniiniin iki
banda ayrilarak kesim iiriiniiniin agaroz jelde yiiriitiilmesi sonucunda 125 bg ve 24 bg
boyutunda bantlar gézlenir. Bu sonug gozlendiginde bu bireyin CC genotipli (yabanil
homozigot genotip) oldugu tespit edilir. PCR iiriinlerinde Sekil 2.9°da belirtilen Mspl

enziminin tanidig1 dizi bulunmuyorsa kesim gerceklesmez, 149 b¢ boyutunda olan
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PCR firiinii ayn1 boyutta kalarak kesim iiriiniiniin agaroz jelde yiiriitiilmesi sonucunda
sadece 149 b¢ boyutunda tek bir bant gézlenir. Bu sonu¢ gozlendiginde bu bireyin TT
genotipli (polimorfik homozigot genotip) oldugu tespit edilir. CT genotipli
(heterozigot genotip) bir bireyin tespit edilmesi ise kesimi gerc¢eklesmis PCR
irlinlinlin agaroz jelde yiiriitiilmesi sonucunda elde edilen jel goriintiisiinde 149 bg,

125 bg ve 24 bg boyutunda bantlar goriindiigiinde olur (Sekil 2.10).

Sekil 2. 10: mir-196a-2 rs11614913 C/T SNP’sinin bireylerdeki genotiplerinin

belirlendigi agaroz jel goriintiisii.

2.2.3 miRNA ekspresyon seviyesi belirlemek i¢in kullanilan yontemler

2.2.3.1 miRNA ekspresyon seviyesi belirlemek icin kullanilan Revers
Transkriptaz-Polimeraz Zincir Reaksiyonu (RT-PCR) ve Kantitatif Es Zamanh
PCR (qRT-PCR) yontemleri

Bu calismada yer alan miRNA’lar ile 6nce RT-PCR (Reverse Transcription-
Polymerase Chain Reaction, Ters Transkriptaz-Polimeraz Zincir Reaksiyonu) yontemi
ile komplementer DNA (cDNA) sentezi gerceklestirilmis, ardindan qRT-PCR
(Kantitatif Es Zamanli PCR) yontemi kullanilarak ekspresyon seviyeleri
belirlenmistir. Her miRNA’nin hasta ve kontrol gruplarindaki ekspresyon seviyeleri

2—AACt

belirlenerek karsilastirmalar yontemine gore yapilmustir (Sekil 2.11).

RT-PCR, ¢esitli dokulardan izole edilen RNA molekiillerinden retroviriislerden
izole edilen revers transkriptaz enzimi aracihigiyla komplementer DNA (cDNA)

sentezinin gerceklesmesini saglayan hassas bir yontemdir. Bu ydntem gen
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ekspresyonu ¢alismalart i¢in kullanilmaktadir. QRT-PCR, nikleik asitlerin
cogaltilmasi ve ortamdaki iiriin miktarinin kantitatif olarak floresan isaretli prob veya

floresan boya kullanilarak tespit edilmesi amaciyla kullanilan molekiiler bir

yontemdir.
'ﬁl RNA TITTITIITTTITITIT
. ! \
L T ——cons 0 ———
¥ ==
w
RMA izolasyonu Revers-transkriptaz PCR
i : r’f
';";.-' :
i i A L e— |

Es zamanh PCR

Sekil 2. 11: RT-PCR ve gRT- PCR yontemleri ile ekspresyon seviyesi tespit

edilmesinin sematik gdsterimi.

Gilinlimiizde gqRT-PCR tekniginde ortamdaki {riin miktarmi takip etmek igin
kullanilan farkli teknolojiler mevcuttur. Tag-Man gibi 6zgiil floresan igaretli problar
veya SYBR Green gibi 6zgiil olmayan floresan boyalar kullanilmaktadir. Spesifik
olmayan ¢ift zincirli DNA’nin ¢ogalmasini takip etmek amaciyla SYBR Green boyasi
kullanilir. SYBR Green ortamdaki ¢ift zincirlere baglanir. DNA ¢ogaldik¢a boyanin
cift zincirlere baglanmasiyla birlikte RT-PCR cihazinda okunan floresanin miktar es

zamanl olarak artig gosterir (Sekil 2.12).

? SYBR Greenl

E X X X 3
E X X ¥ B

Sekil 2. 12: SYBR Green boyasinin ¢ift zincirli DNA’ya baglanmasi.
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Ik olarak toplanmis tam kan &rneklerinin plazmalar elde edilmistir; sonrasinda
plazmalardan total RNA izolasyonlar1 yapilmistir ve bu RNA’lar konvansiyonel PCR
cihaz1 kullanilarak cDNA’ya cevrilmistir. Son olarak es zamanli PCR cihazi

kullanilarak ekspresyon seviyeleri tespit edilmistir (Sekil 2.13).

RT-PCR RT-PCR
Plazma eldesi }I—Z%tfalsRNA (cDNA (Kantitatif Eg
yonu i Zamanl
sentezi)
PCR)

Sekil 2. 13: Ekspresyon seviyesi belirlemek i¢in kullanilan yontemlerin sematik

gosterimi.
2.2.3.2 Toplanan periferik tam kanlardan plazma elde edilmesi

Plazma eldesi i¢in toplanan periferik tam kanlar EDTA igeren 10 mL hacimli tiiplere
alinmistir ve sonrasinda 2-3 saat igerisinde plazma fazi ayrilmistir. Kullanilan cihazlar

ve malzemeler Ek 2 ve Ek 3’te verilmistir.
Plazma eldesi prosediirii:

-Toplanmis periferik tam kan orneklerinin tiipleri 1.900 g, +4°C’de 10 dakika

sogutmali santrifiij cithazinda santrifiij edilerek ilk plazma ayrimi yapilir.

-Faz ayrim1 gerceklesmis olan kan tiiplerinden iist fazda yer alan plazma 2 mL’lik

RNase free eppendorf tiiplerine aktarilir.

-Tiplere aktarilmis olan plazmalarla 16.000 g, +4°C’de 10 dakika sogutmal1 santrifiij

cthazinda ikinci kez santrifiij islemi yapilir.

-Ikinci kez santrifiij islemi uygulanan plazma tiiplerinden iist faz yeni 2 mL’lik RNase
free eppendorf tiiplere alinarak saklamak {izere -86°C derin dondurucuya

kaldirilmistir.
2.2.3.3 Plazmalardan RNA izolasyonu

Plazmadan total RNA izolasyonu i¢in Qiagen markasinin miRNeasy Serum/Plasma
Advanced Kit’i optimize edilerek kullanilmistir (Sekil 2.14). Kullanilan cihazlar ve

malzemeler Ek 2 ve Ek 3’te verilmistir.

RNA izolasyonu prosediirii:
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-200 pL plazma tizerine 1.9 pL carrier RNA ve 1000 pL Qiazol eklenerek 5 dakika
boyunca 2 mL'lik tiipte ilk olarak vorteks ile karistirilir, sonra el ile alt iist edilerek

karistirilmaya devam edilir.

-Bu karisima 300 pL kloroform eklenir ve 10 dakika boyunca oda sicakliginda el ile

alt list ederek karigtirilir.
-Karisim 12.000 g, +4°C’de 15 dakika sogutmali santrifiij kullanilarak santrifiij edilir.

-Ust fazda yer alan siipernatant kismi yeni bir tiipe aktarilir (~600 pL) ve iizerine 1.12

x 10" nmol sentetik UniSp6 spike-in kontrol RNA eklenerek alt iist ederek karistirilir.

-Karisima elde edilen siipernatantin 1.5 kati kadar (~900 pL) %100’lik etanol

eklenerek karistirilir.

-Karistm RNeasy MinElute spin kolonuna 2 seferde (tek seferde max 700 puL olacak
sekilde) aktarilarak 8.000 g, oda sicakliginda 15 saniye mini santrifiij cihazinda

santrifiij islemi yapilir ve kolondan siiziilen siv1 kisim atilir.

-700 u. RWT tamponu spin kolon {iizerine eklenerek 8.000 g’de, mini santrifiij
cihazinda oda sicakliginda 15 saniye santrifiij islemi yapilir ve kolondan siiziilen sivi

kisim atilir.

-600 pL. RPE tamponu spin kolon {izerine eklenerek 8.000 g’de, mini santrifiij
cthazinda oda sicakliginda 15 saniye santrifiij islemi yapilir ve kolondan stiziilen sivi

kisim atilir.

-700 pL %80’lik etanol spin kolona eklenerek 8.000 g’de, mini santrifiij cihazinda oda
sicakliginda 2 dakika santrifiij islemi yapilir ve kolondan siiziilen siv1 kisim atilir. Bu

basamak iki kere yapilir.

-Spin kolonu, kolona uygun yeni bir 2 mL’lik toplama tiipiine yerlestirilerek kolon
kapag1 acik bir sekilde maksimum hizda, oda sicakliginda 5 dakika boyunca santrifiij

islemi yapilir.

-Spin kolonu, kolona uygun yeni bir 1.5 mL’lik toplama tiipiine alinarak, kolonun
tizerine 14 pL RNase icermeyen su eklenerek 5 dakika inkiibe edilir ve maksimum
hizda, oda sicakliginda 1 dakika boyunca mini santrifiij cihazinda santriflij islemi
yapilarak RNase icermeyen su i¢inde ¢oziinen RNA tiipte toplanir. Bu sekilde izole

edilen RNA analiz edilecegi zamana kadar -86°C derin dondurucuya kaldirilmistir.
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Sekil 2. 14: RNA izolasyon prosediiriiniin sematik gosterimi.
NanoDrop ile total RNA konsantrasyonunun belirlenmesi:

Plazmadan RNA izolasyonu yapilan Orneklerin konsantrasyonu NanoDrop cihazi
kullanilarak o6l¢iilmiistiir. RNA 260 nm dalga boyunda maksimum absorbans
vermektedir, bundan dolay1 260 nm dalga boyunda alinan absorbans degeri RNA nin
konsantrasyonunu  hesaplamada  kullanilmaktadir.  RNA’nin 40  pg/mL
konsantrasyonunda 260 nm dalga boyundaki absorbansinin 1 oldugu bilinmektedir.
Bu bilgi dogrultusunda RNA konsantrasyonu asagidaki formiil kullanilarak

hesaplanmaktadir:
Konsantrasyon (pug/mL) = Absorbans 260 nm x 40 (ug/mL) x Seyreltme Faktorti

NanoDrop™ One/OneC Microvolume UV-Vis Spectrophotometer cihazi seyreltme
yapilmasina gerek duyulmadan direkt 2 pL RNA 06rnegi ile 6l¢iim yapip, 6rnegin

konsantrasyonunu saptayabilmektedir.
NanoDrop ile total RNA safliginin belirlenmesi:

RNA’nin safligina 230 nm, 260 nm ve 280 nm dalga boylarindaki absorbans
degerlerine bakilarak karar verilmektedir. EDTA ve fenol yaklasik 230 nm dalga
boyunda, proteinler 280 nm dalga boyunda, niikleik asitler ise 260 dalga boyunda
maksimum absorbans vermektedirler. 260 nm dalga boyunda Olgiilen absorbans

degerinin 280 nm dalga boyunda Olgiilen absorbans degerine oranit (A260/A280)

59



ornegin safligin1 gostermektedir. Bu oran 1.9-2.1 arasinda ise RNA’nin saf olduguna
yorumlanir. 230 nm dalga boyunda 6l¢iilen absorbans degerinin 260 nm dalga boyunda
Olclilen absorbans degerine oran da (A260/A230) 6rnegin safligini gostermektedir. Bu

oran 2.0-2.2 arasinda ise RNA’nin saf olduguna yorumlanir.

NanoDrop cihazi bu hesab1 yaparak saflik oranlarint vermekte ve herhangi bir
kontaminasyon durumunda sebebini gostermektedir. Fenol kontaminasyonu ¢ikan
RNA o6rnekleri kullanilmamalidir ve RNA izolasyonu tekrar edilmelidir. 100 mM’e
kadar guanadine tiyosiyanat kontaminasyonu ¢ikan RNA 6rnekleri kullanilabilir fakat
100 mM’den fazla guanadin tiyosiyanat ¢ikanlar kullanilmamalidir ve izolasyonu

tekrar edilmelidir.
2.2.3.4 RNA’lardan cDNA sentezi

Izole edilen RNA’larin revers transkripsiyon islemini yapmak i¢in Qiagen markasimin
cDNA sentez kiti olan miRCURY LNA RT Kiti kullanilmistir. Revers transkripsiyon
asamast miRCURY LNA RT kitinde yer alan prosediire gore yapilmistir. Karigim buz
tizerinde hazirlanip PCR cihazina koyulmustur ve sonrasinda elde dilen cDNA’ler ile
iki alikot olusturulup -20°C derin dondurucuya kaldirilmistir. Kullanilan karigim
igerigi Cizelge 2.10’da ve kullanilan termal dongii programi Cizelge 2.11°de

verilmistir.

Cizelge 2. 10: Revers transkripsiyon isleminde kullanilan karigim igerigi.

icerik 1 tiip icin gereken miktar Son konsantrasyon

Steril H20 S5uL

10X miRCURY RT enzim

karisimi Iuk X
56X miRCUR’.Y RT"SYB.R. e 1X
reen reaksiyon c¢ozeltisi
RNA 2uL
Toplam 10 uL
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Cizelge 2. 11: Revers transkripsiyon igleminde kullanilan termal dongii programi.

0
Revers transkripsiyon asamasi 42°C 60 dk
0
Sonlandirma 95°C 5 dk
0,
Saklama 4°C

2.2.3.5 Kantitatif Es Zamanh PCR ile miRNA’larin ekspresyon seviyelerinin
belirlenmesi

RNA’larin cDNA sentezi gergeklestirildikten sonra JRT-PCR islemini yapabilmek
i¢in spesifik primerler ve Qiagen markasinin miRCURY LNA SYBR Green PCR Kiti
kullanilmistir. Bu ¢alisma i¢in arastirilan iki miRNA (hsa-miR-146a-5p ve hsa-miR-
196a-5p), bir sentetik spike-in kontrol RNA (UniSp6) ve bir de referans miRNA (hsa-
miR-191-5p) olmak {izere 4 adet miRNA’nin ekspresyon seviyesinin belirlenmesi igin
bu miRNA’larin dizilerine uygun valide ve optimize edilmis primer setleri satin
alimmigtir. Bu yontem i¢in kullanilmis olan primerlerin bilgileri Cizelge 2.4’te
verilmistir. QRT-PCR sonucu amplifiye olan tiriinlerin 6zgiil olup olmadiklari erime
egrisi ile analiz edilmistir. Amplifiye olan biitiin iirlinlerin 4 primer i¢in de 6zgiil

oldugu belirlenmistir (Sekil 2.15).

130000 0

1100000

90000 0

70000.0

Derivative Reporter (-Rn’)

500000

30000 0

10000 0

850 700 %0 800 850 90.0 050
Temperature ( °C)

mir196 mir146 unispé miri91

Sekil 2. 15: gRT-PCR sonucu amplifiye olan iiriinlerin hsa-miR-146a-5p ve hsa-miR-
196a-5p, hsa-miR-191-5p ve UniSp6 i¢in erime egrisi grafigi.
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gRT-PCR asamasi i¢in miRCURY LNA SYBR Green kitinin prosediirii ve karigim
icerigi kullanilmistir. Soguk rack iizerinde 96 kuyucuklu real-time PCR plakasi
hazirlanip real-time PCR cihazina yerlestirilir. StepOne Software (Version 2.3)
yazilim programi kullanilarak PCR dongiisii kosullar1 girilir ve islem baslatilir.
Kullanilan karigim igerigi Cizelge 2.12°de ve kullanilan termal dongii programi
Cizelge 2.13’te verilmistir. Her bir 6rnek duplike ¢alisiimistir. Ct (cycle threshold)
gercek zamanli PCR deneylerinde kullanilan floresan sinyal miktarinin
gozlemlenebilmesi icin gerekli esik degerinin gecildigi dongii sayisina denir (Sekil
2.16). Real-Time PCR islemi bittikten sonra Ct degerleri elde edilmistir (Sekil 2.17).

Z-AACt

Bu Ct degerleri asagida anlatildign gibi yontemi ile analiz sirasinda

kullanilmustir.

Cizelge 2. 12: qRT-PCR isleminde kullanilan karigim igerigi.

icerik 1 tiip icin gereken miktar
Steril Hz20 1 uL
2X miRCURY SYBR Green 5 L (1X)
master mix
Primer karisimi 1 uL
cDNA 3ul
Toplam 10 uL

Cizelge 2. 13: qRT-PCR isleminde kullanilan termal dongii programa.

40 dongii

PCR baslangici icin aktivasyon 1s1s1 95°C 2 dk

Denatiirasyon 95°C 10'sn

Primer baglanmasi ve uzamasi 56°C 1dk
Erime Egrisi 60-95°C 0.3 °C’de bir 6l¢iiliiyor
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Sekil 2. 16: Ct degerinin amplifikasyon egrisi lizerinde
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Sekil 2. 17: Real-time PCR cihazinda, StepOne Software (Version 2.3) programinda

elde edilen a. Ct degerlerinin plaka {izerinde sonuglar1 b. amplifikasyon egrisi.
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XFS, XFG ve kontrol gruplarindaki her bir kisi i¢in hsa-miR-146a-5p ve hsa-miR-
196a-5p (incelenen miRNAlar) ile hsa-miR-191-5p (referans miRNA) ve sentetik
UniSp6 spike-in kontrol RNA’nin Ct degerleri elde edilmistir. Deneysel bir hatanin
olup olmadigin1 kontrol etmek i¢in sentetik UniSp6 Spike-in kontrol RNA’s1t RNA
izolasyonu asamasinda her bir plazma 6rnegine eklenmistir. Her birey i¢in sentetik
UniSp6 spike-in kontrol RNA Ct degerinin birbirine yakin olmasi gerekmektedir (6 Ct
farka kadar) ve yakin olmayan oOrneklerin ¢alismadan c¢ikartilmasi gerekmektedir.
Bizim calismamizda ¢ikartilmasi gereken bir 6rnek olmamistir. Daha sonra duplike
calisildigr igin tiim bireylerin ortalama Ct degerleri hesaplanmistir ve sonrasinda 244t

yontemi uygulanmigtir. Yontem formiilii asagidaki gibidir (Livak ve Schmittgen,
2001).

ACt = Ct (incelenen miRNA) — Ct (referans miRNA)

AACt=[Ct (incelenen miRNA) — Ct (referans miRNA)] nasta — [Ct (incelenen miRNA)
— Ct (referans miRNA)] kontrol

Relatif ekspresyon seviyesi = 2 “24¢t

Bu yonteme gore hsa-miR-146a-5p ve hsa-miR-196a-5p incelenen miRNAlar ile hsa-
miR-191-5p referans miRNA arasindaki ACt degerleri, XFS, XFG ve kontrol
gruplarindaki her kisi i¢in hesaplanmistir. Sonrasinda XFS ve XFG gruplarindaki
bireylerin ACt degerlerinden kontrol grubunun ortalama ACt degeri ¢ikartilarak her
bireyin AACt degeri hesaplanmistir. Hesaplanan AACt degerlerinin iistel fonksiyonlari

hesaplanmis ve relatif ekspresyon seviyeleri tespit edilmistir

2.2.4 Istatistiksel analiz icin kullanilan metotlar

GIB, VFS, MD, PSD, yas ve miRNA ekspresyon seviyeleri gibi siirekli degiskenlik
gosteren parametrelerin normallik dagilimlarini gérmek i¢in Kolmogorov-Smirnov
testi uygulanmistir. miRNA ekspresyon seviyeleri gibi stirekli degiskenlik gdsteren
parametrelerin normallik dagilimlarin1  gérmek i¢in ise Shapiro-Wilk testi
uygulanmistir. Bu testlerin dagilimi1 P degerine gore degerlendirilip P degeri 0.05’ten
biiyiik oldugunda ve 0.05’ten kii¢lik oldugunda sirastyla normal dagilan ve normal
dagilmayan olduklarina karar verilmistir. Parametreler XFG, XFS ve kontrol gruplari
arasinda karsilastirildiginda normal dagilim gostermediklerinden parametrik olmayan
testlerden Kruskal-Wallis testi uygulanmistir. Kruskal-Wallis testi uygulandiginda ve

ticlii gruplarda P degeri 0.05’ten kiiciik oldugunda ikili gruplar karsilastirmak i¢in
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Conover formiilii uygulanmistir (Conover, 1980). Parametreler risksiz ve riskli
durumlar arasinda karsilastirildiginda normal dagilim gostermediklerinden parametrik

olmayan testlerden Mann-Whitney U testi uygulanmustir.

Cinsiyet, hipertansiyon, diyabet, kalp hastaliklari, sigara, inme, genotip ve alel
frekanslar1 gibi kategorik degiskenler yiizde veya oran seklinde gosterilmistir.
Kategorik degiskenlerin gruplar aras1 karsilastirmasi ki-kare (chi-square, 2) analizi ile
yapilmustir. y? analizinde teorik frekans 25’ten biiyiik oldugunda Pearson ki-kare testi,
25’ten kiiciik oldugunda Yates ki- kare testi, 5’ten kii¢iik oldugunda ise Fisher exact
testi uygulanmistir. 2 testi ile gruplar arasindaki OR (Odds ratio) degerleri
belirlenmistir. Bir olayin olma olasiligi olmama olasiligina boliindiigiinde OR oran
degeri elde edilir. Hasta gruplar1 ve kontrol grubu arasinda genotip ve alel frekansi
karsilastirmasi yapilmadan once gozlenen genotip frekanslarinin Hardy-Weinberg
dengesine uyup uymadigi kontrol edilmistir. Gozlenen genotip frekanslari ile beklenen
genotip frekanslar1 arasindaki karsilastirma y? analizi ile yapilmistir. Beklenen genotip

frekanslar1 agagidaki gibi hesaplanmustir.

Alel frekanslarinin hesaplanmasi (gozlenen genotipler AA, AB ve BB oldugunda):
A’nin alel frekansi=p=(AA x 2+AB) / ((AA+AB+BB) x 2)

B’nin alel frekansi=q=(BB x 2 +AB) / ((AA+AB+BB) x 2)

Beklenen genotip frekanslarinin hesaplanmasi:

Beklenen AA genotipi=p? x (AA+AB+BB)

Beklenen AB genotipi=2 x p x g X (AA+AB+BB)

Beklenen BB genotipi=g? x (AA+AB+BB)

OR, CI ve P degerleri SNPStats programi kullanilarak yas ve cinsiyet bilgisi dahil
edilerek farkli genetik modeller altinda hesaplanmigtir. SNPStats programinda resesif,
dominant, codominant, overdominant ve log-additive gibi farkli genetik modeller i¢in
OR, CI ve P degerleri elde edilebilmekte olup bunlardan hangisinin daha uyumlu
oldugu AIC ve BIC degerlerine bakilarak belirlenebilmektedir. AIC ve BIC
degerlerinin en diisiik oldugu modellerin SNP’ye en uygun oldugu kabul edilmektedir
(Url-23). Tiim gruplarda birlikte ve tek tek, miRNA ekspresyon seviyeleri ile siirekli

degiskenlerin iligkisi Pearson ve Spearman korelasyonu yontemi ile bakilmistir.
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Alellerin, genotiplerin, yas, cinsiyet, kalp hastaliklari, diyabet, sigara, inme,
hipertansiyon ve miRNA ekspresyon seviyeleri gibi parametrelerin tek tek veya
birlikte gruplar ile iliskili olup olmadigin1 gormek igin geriye dogru olabilirlik oran1
se¢im (backward:LR- Likelihood Ratio) metodu kullanilarak iki durumlu lojistik
regresyon (binary logistic regression) analizi ve Hosmer-Lemeshow kalibrasyonu

yapilmustir.

miRNA relatif ekspresyon seviyelerinin XFG ve XFS hastaliklarinda klinik tani
belirteci olarak kullanilip kullanilamayacagini ve ne 6l¢iide yararli olabileceklerini
gormek icin tant degerlendirme analizi yapilmistir. Farklt modellerde ilk olarak ROC
(receiver operating characteristic- alic1 islem karakteristikleri) egrisi analizi yapilmis,
yapilan analiz sonucunda da istatistiksel olarak anlamli ¢ikan modellerde hata matrisi

analizi yapilmistir.

Tanu testlerinin degerlendirilmesinde belli bagl 6lgiitler vardir. Bunlardan, sensitivity
(hassasiyet; duyarlilik), ger¢ek hastalarin yeni tan1 yontemi ile tespit edebilme yilizdesi
olarak; specificity (6zgiilliik), gercek kontrollerin yeni tan1 yontemi ile tespit edebilme
yiizdesi olarak; accuracy (dogruluk) ise, hastalarin ve kontrollerin yeni tan1 yontemi
ile tespit edebilme yiizdesi olarak tanimlanmaktadir. Bu Olgiitler, hata matrisi

Cizelgesinde olusan siiflandirmalara gore hesaplanir (Cizelge 2.14).

Cizelge 2. 14: Hata matrisi Cizelgesi.

Gergek durum
Hasta Kontrol Toplam
Hasta a (DP) b (YP) atb
Tani testine gore
Kontrol c (YN) d (DN) c+d
Toplam at+c b+d a+b+c+d

Hata matrisi cizelgesinde yer alan simiflandirmalar:
a,DP (Dogru pozitif): Gergekte hasta olup, tani testine gore de hasta olma durumudur.

b,YP (Yanlis pozitif): Gergekte kontrol olup, tani testine gore de hasta olma

durumudur.
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¢,YN (Yanlis negatif): Gergekte hasta olup, tani testine gore de kontrol olma

durumudur.

d,DN (Dogru negatif): Gergekte kontrol olup, tami testine gore de kontrol olma

durumudur.

Tam testlerinin degerlendirmesi icin olciitlerin hesaplanmasi:

Duyarlilik (Sensitivity): a/a+c=DP/DP + YN

Ozgiilliik (Specificity): d/b+d=DN/DN + YP

Dogruluk (Accuracy):a+d/a+b+c+d=DP+DN/DP+YP+ YN+DN

ROC egrilerinde, X ekseninde 1- specificity yer alirken, Y ekseninde sensitivity yer
alir. Her kesim noktasindaki 1-6zgiilliikk (specificity) ve duyarlilik (sensitivity)’a
karsilik gelen noktalar birlestirilerek ROC egrisi olusturulmaktadir. ROC egrisi (0,0)
ile (1,1) arasinda artan bir fonksiyon grafigidir. AUC (area under the curve- ROC
egrisinin altinda kalan alan), en kii¢iik 0.5 ve en biiyiik 1 degerini alabilmektedir (Kilig,
2013). AUC, tani testinin, hastalar ile kontrolleri tespit etmedeki dogruluk oranini
gostermektedir. Test sonucunda AUC degeri 0.90-1.00 arasinda oldugunda
“mitkemmel” (excellent), 0.80-0.90 arasinda oldugunda “iyi” (good), 0.70-0.80
arasinda oldugunda “orta” (fair), 0.60-0.70 arasinda oldugunda “zay1f” (poor) ve 0.50-
0.60 arasinda oldugunda “basarisiz” (fail) kabul edilmektedir. Bdylece, ROC
analizinde, tan1 testlerinin giiciinii degerlendirmede kullanilan 6zgiilliik (specificity),
duyarlhilik (sensitivity) ve AUC degerleri belirlenmistir. Analiz sonucunda, AUC
degerinin istatistiksel olarak anlamli oldugu durumda cut-off degerleri hesaplanmustir.
Hem duyarhilik (sensitivity) hem de o6zgiillik (specificity) degerlerinin maksimum
oldugu noktay1 bulmak i¢in duyarlilik (sensitivity) + 6zgiilliik (specificity)-1 degerine
karsilik gelen youden index degeri hesaplanmis; youden index’in maksimum oldugu
degere karsilik gelen Positive if Greater Than or Equal To degeri cut-off noktasi olarak

belirlenmistir.

ROC analizinde istatistiksel olarak anlamli sonu¢ veren modellerde sekil 2.14° deki
gibi hata matrisi yapilarak, modelin duyarlilik (sensitiviy), 6zgiilliik (specificity) ve
dogruluk (accuracy) degerleri belirlenmistir. Hata matrisinde, tani testine gore
satirindaki hastalar ve kontroller cut-off degerine gore belirlenmis, cut-off degerinin

iistiinde olanlar hasta, altinda olanlar kontrol olarak kabul edilmistir. Ger¢ek durum
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stitunundaki hastalar ve kontroller ise analiz edilen modeldeki popiilasyonu ifade

etmektedir.

Her test uygulandiginda P degeri 0.05’ten kii¢iik olan sonuglar istatistiksel olarak
anlamli sayilmistir. Istatistiksel analizler icin SPSS (Version 23) programi

kullantlmistir.
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3. BULGULAR

3.1 Genotipleme I¢in Yapilan Analizler
3.1.1 Calisma gruplan

Bu tez calismasinda, 260 XFG hastasindan, 260 XFS hastasindan ve 295 kontrol
bireyden periferik tam kanlar toplanip, mir-146a rs2910164 G/C ve mir-196a-2
rs11614913 C/T SNP’lerinin genotiplemeleri yapilmistir. Kullanilan yontemler 2.2.2
boliimiinde anlatilmistir. Calisma gruplarinin  demografik verileri ve goérme
parametrelerinden bir boliimii Cizelge 3.1°de (siirekli degiskenler), diger bir boliimii

ise Cizelge 3.2’de (kategorik degiskenlerin) verilmistir.

Siirekli degiskenlerin istatistiksel analizi sonucunda, yas ortalamasinin, XFG
grubundaki hastalarda 71.5 + 8.1, XFS grubundaki hastalarda 70.9 + 6.5 ve kontrol
grubundaki bireylerde 70.3 + 7.8 oldugu ve aralarinda istatistiki degerlendirmede
anlaml ol¢iide farklilik olmadig goriilmiistiir (P=.09). G6z i¢i basing ortalamasinin,
XFG grubundaki hastalarda 21.6 + 5.4, XFS grubundaki hastalarda 20.1 + 5.8 ve
kontrol grubundaki bireylerde 19.5 + 5.6 oldugu ve aralarinda istatistiki
degerlendirmede anlamli 6lgiide farklilik oldugu goriilmiistiir (P<.001). Goérme alan
skoru (VFS) ortalamasinin, XFG grubundaki hastalarda 2.6 = 0.8, XFS grubundaki
hastalarda 1.0 = 0.0 ve kontrol grubundaki bireylerde 1.0 + 0.0 oldugu ve aralarinda
istatistiki degerlendirmede anlamli 6lgiide farklilik oldugu goriilmistir (P<.001).
Mean deviasyon (MD) ortalamasinin, XFG grubundaki hastalarda -7.2 + 6.6, XFS
grubundaki hastalarda -1.8 + 3.6 ve kontrol grubundaki bireylerde -1.1 + 0.9 oldugu
ve aralarinda istatistiki degerlendirmede anlamli dlgiide farklilik oldugu goriilmiistiir
(P<.001). Pattern standart deviasyon (PSD) ortalamasinin, XFG grubundaki hastalarda
5.0 £3.0, XFS grubundaki hastalarda 1.8 + 1.4 ve kontrol grubundaki bireylerde 1.5 +
0.3 oldugu ve aralarinda istatistiki degerlendirmede anlamli 6l¢iide farklilik oldugu

goriilmistiir (P<.001) (Cizelge 3.1).

Kategorik degiskenlerin analizi sonucunda, cinsiyet degiskenine bakildiginda

erkeklerin oraninin, XFG grubunda %60.00, XFS grubunda %>53.46 ve kontrol
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grubunda %49.15 oldugu ve aralarinda istatistiki degerlendirmede anlamli 6l¢iide
farklilik oldugu goriilmiistiir (P=.04). Cinsiyet degiskeninde ikili gruplar arasinda
karsilastirma  yapildiginda XFG ve kontrol gruplari arasinda istatistiki
degerlendirmede anlamli 6l¢tide farklilik oldugu (P=.01), diger ikili karsilastirmalarda
ise istatistiki degerlendirmede anlamli 6lgiide farklilik olmadig1 goriilmistiir. Diger
kategorik degiskenlerin analiz sonucunda gruplar arasinda istatistiki degerlendirmede

anlaml 6l¢iide farklilik olmadigr goriilmistiir (Cizelge 3.2).
3.1.2.1 mir-146a rs2910164 G/C SNP’sinin genotip ve alel frekanslari

mir-146a rs2910164 G/C SNP genotip ve alel frekanslarinin analiz sonucuna gore,
polimorfik CC genotipinin XFG grubunda %5.00, XFS grubunda %7.69 ve kontrol
grubunda %5.42 oraninda oldugu goriilmiistiir. Resesif ve dominant modellerde ikili
gruplar arasinda OR, Cl ve P degerleri 6ncelikle y? testi ile belirlenmis ve sonuglar
Cizelge 3.5’te gosterilmistir. Resesif modelde, CC genotipi GC ve GG genotiplerine
gore karsilagtirildiginda ikili gruplar arasinda istatistiki degerlendirmede anlamli
oOl¢tide farklilik izlenmemistir (XFG vs. kontrol: P=.82, XFS vs. kontrol: P=.28, XFG
vs. XFS: P=21). Dominant modelde, CC ve GC genotipi GG genotipine gore
karsilastirildiginda ikili gruplar arasinda istatistiki degerlendirmede anlamli 6l¢iide
farklilik izlenmemistir (XFG vs. kontrol: P=.21, XFS vs. kontrol: P=.43, XFG vs.
XFS: P=.66). Polimorfik C alel frekansinin XFG grubunda 0.262, XFS grubunda
0.265 ve kontrol grubunda 0.237 oldugu goriilmiis ve ikili gruplar arasinda istatistiki
degerlendirmede anlamli 6l¢iide farklilik izlenmemistir (XFG vs. kontrol: P=.35, XFS
vs. kontrol: P=.28, XFG vs. XFS: P>.99) (Cizelge 3.5).

mir-146a rs2910164 G/C SNP analizi, ¢alisma grubunun yas ve cinsiyetine gore
diizeltme yapilmasini saglayan SNPstats web aract (Url-23) ile farkli genotip
modelleri altinda gerceklestirilmistir. SNPStats programinda OR, CI ve P degerlerinin
hesaplanmasi i¢in oncelikle eldeki veri yas ve cinsiyete gore diizenlenmekte ve farkli
genetik modellerde bu degerler lojistik regresyon analizi ile belirlenmektedir. Bu
analizde de dominant ve resesif modelde ikili gruplar arasinda istatistiki
degerlendirmede anlamli 6lgiide farklilik izlenmemistir (dominant modelde: XFG vs.
kontrol: P=.28, XFS vs. kontrol: P=.42, XFG vs. XFS: P=.62; resesif modelde: XFG
vs. kontrol: P=.90, XFS vs. kontrol: P=.30, XFG vs. XFS: P=.20).
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Cizelge 3. 1: XFG, XFS ve kontrol gruplarinin bazi bilgileri (siirekli degiskenler).

XFG

XFS

Kontrol

(n=260) (n=260) (n=295) P
a
Yas ortalama + SD 71.5+8.1 70.9+£6.5 703 +7.8 09
Medyan (Q1-Q3) 72.0 (51.0-88.0) 69.0 (60.0-86.0) 69.0 (33.0-102.0)
a
Gz ici Basing (GiB, mmHg) :881})
ortalama = SD 21654 20.1+£5.8 195+£5.6 '25C
Medyan (Q1-Q3) 21.0 (12.0-55.0) 19.0 (11.0-50.0) 18.0 (9.0-38.0) bOld
a
Gorme alanmi skoru (VFS) : 88::'L-b
ortalama = SD 2.6 +0.8 1.0+0.0 1.0+ 0.0 > 99¢
Medyan (Q1-Q3) 2.0 (2.0-5.0) 1.0 (1.0-1.0) 1.0 (1.0-1.0) < t)Old
a
Mean deviasyon (MD) :88;
ortalamaz SD -7.2+6.6 -1.8+3.6 -1.1+£0.9 l07°
Medyan (Q1-Q3) -4.2 (-33.7- -1.5) -1.1 (-27.3--0.1) -0.9 (-6.0-0.2) <'001d
a
Pattern standart deviasyon (PSD) :88?
ortalama = SD 50+3.0 1.8+14 1.5+0.3 .05°
Medyan (Q1-Q3) 4.1(1.0-13.3) 1.5 (1.0-10.0) 1.5 (1.0-2.8) <'001d

Parametre degerleri ortalama + standart sapma (SD) seklinde verilmistir.
Uclii karsilagtirmalar Kruskal-Wallis testi ile yapilmistir.
Ikili gruplar arasinda karsilastirma ise Conover formiilii ile hesaplanmustir.

23 grubun, "XFG vs. kontrol, °XFS vs. kontrol, “XFG vs. XFS arasindaki karsilastirmay1 gdstermektedir.




Cizelge 3. 2: XFG, XFS ve kontrol gruplarinin bazi bilgileri (kategorik degiskenler).

XFG
(n=260)

XFS
(n=260)

Kontrol
(n=295)

Cinsiyet
Erkek /kadin
Erkek %

156 /104
60.00

139/121
53.46

1457150
49.15

.042
.01°
31°
134

Hipertansiyon, n (%)

121 (46.54)

129 (49.62)

151 (51.19)

542
27°
71°
48

Diyabet, n (%)

60 (23.08)

70 (26.92)

67 (22.71)

452
920
.25¢
.31

Kalp Hastaliklari, n (%)

71 (27.31)

74 (28.46)

86 (29.15)

.892
63°
.86°¢
a7

Sigara, n (%)

36 (13.85)

38 (14.62)

36 (12.20)

.70?
57°
40°
.80

inme, n (%)

4 (1.54)

3(L.15)

11 (3.73)

.082
190
.10
> 99d”

Karsilastirmalarda Ki-kare testi kullanilmistir.
*Fisher exact testi kullanilmistir.
**Yates Ki-kare testi kullanilmustir.

23 grubun, "XFG vs. kontrol, °XFS vs. kontrol, “XFG vs. XFS arasindaki karsilastirmay1 gdstermektedir.
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3.1.2 mir-146a rs2910164 G/C ve mir-196a-2 rs11614913 C/T SNP’lerinin genotip ve alel

frekanslar

mir-146a rs2910164 G/C ve mir-196a-2 rs11614913 C/T SNP’lerinin, hasta ve kontrol
gruplarindaki genotip frekanslarinin Hardy-Weinberg dengesine uyumlu oldugu goriilmiistiir.
Gozlenen genotip frekanslar1 ile beklenen genotip frekanslar1 arasinda istatistiki

degerlendirmede anlamli dlgiide farklilik goriilmemistir (Cizelge 3.3 ve 3.4).

Cizelge 3. 3: mir-146a rs2910164 SNP’sinin Hardy-Weinberg dengesine uyum analizi.

mir-146a rs2910164 SNP
Grup Genotip Gozlenen Genotip Beklenen Genotip p
(n) (n)
GG 171 171.61
GC 108 106.78 .99
Kontrol
CcC 16 16.61
Toplam 295
GG 142 140.31
GC 98 101.38 .93
XFS
CcC 20 18.31
Toplam 260
GG 137 141.79
GC 110 100.43 .53
XFG
CcC 13 17.78
Toplam 260
P degerleri y ? testi ile belirlenmistir.

Cizelge 3. 4: mir-196a-2 rs11614913 SNP’sinin Hardy-Weinberg dengesine uyum analizi.

mir-196a-2 rs11614913 SNP
Grup Genotip Gozlenen Genotip Beklenen Genotip p
(n) (n)
CC 116 108.01
TC 125 140.98 .39
Kontrol
TT 54 46.01
Toplam 295
cC 93 93.60
TC 126 124.80 .99
XFS
TT 41 41.60
Toplam 260
cC 98 94.20
.78
XEG TC 117 124.60
T 45 41.20
Toplam 260
P degerleri y ? testi ile belirlenmistir.
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Codominant, overdominant ve log-additive gibi farkli modellerde de ikili gruplar
arasinda istatistiki degerlendirmede anlamli Olg¢lide farklilik izlenmemistir
(codominant modelde: XFG vs. kontrol: P=.51, XFS vs. kontrol: P=.51, XFG vs. XFS:
P=.30; overdominant modelde: XFG vs. kontrol: P=.25, XFS vs. kontrol: P=.76, XFG
vs. XFS: P=.26 ve log-additive modelde: XFG vs. kontrol: P=.40, XFS vs. kontrol:
P=.28, XFG vs. XFS: P=.92) (Cizelge 3. 6).

mir-146a rs2910164 G/C SNP analizi, ¢alisma grubunun yas ve cinsiyetine goére
diizeltme yapilmasin1 saglayan SNPstats web araci (Url-23) ile farkli genotip
modelleri altinda gergeklestirilmistir. SNPStats programinda OR, CI ve P degerlerinin
hesaplanmasi i¢in Oncelikle eldeki veri yas ve cinsiyete gore diizenlenmekte ve farkli
genetik modellerde bu degerler lojistik regresyon analizi ile belirlenmektedir. Bu
analizde de dominant ve resesif modelde ikili gruplar arasinda istatistiki
degerlendirmede anlamli 6lgiide farklilik izlenmemistir (dominant modelde: XFG vs.
kontrol: P=.28, XFS vs. kontrol: P=.42, XFG vs. XFS: P=.62; resesif modelde: XFG
vs. kontrol: P=.90, XFS vs. kontrol: P=.30, XFG vs. XFS: P=.20). Codominant,
overdominant ve log-additive gibi farkli modellerde de ikili gruplar arasinda istatistiki
degerlendirmede anlamli 6l¢iide farklilik izlenmemistir (codominant modelde: XFG
vs. kontrol: P=.51, XFS vs. kontrol: P=.51, XFG vs. XFS: P=.30; overdominant
modelde: XFG vs. kontrol: P=.25, XFS vs. kontrol: P=.76, XFG vs. XFS: P=.26 ve
log-additive modelde: XFG vs. kontrol: P=.40, XFS vs. kontrol: P=.28, XFG vs. XFS:
P=.92) (Cizelge 3. 6).

mir-146a rs2910164 G/C SNP’si, SNPstats programinda yas ve cinsiyete gore
diizenlenip analiz edildiginde, XFG ile kontrol karsilastirmasinda AIC ve BIC
degerleri en diisiik Overdominant modelde (AIC:764.0, BIC:781.3), XFS ile kontrol
karsilastirmasinda AIC ve BIC degerleri en diisiik resesif modelde (AIC:772.0,
BIC:789.2) ve XFG ile XFS karsilastirmasinda AIC ve BIC degerleri en diisiik resesif
modelde (AIC:724.3, BIC:741.4) goriindiigiinden her bir karsilastirma i¢in bu
modellerin en uygun model oldugu kabul edilmektedir (Cizelge 3.7).
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Cizelge 3. 5: mir-146a rs2910164 G/C SNP’sinin genotip ve alel frekanslar1 dagilima.

XFG vs. Kontrol XFS vs. Kontrol XFG vs. XFS
XFG XFS Kontrol
(n=260) (n=260) (n=295)
OR (%95 CI) P OR (%95 CI) P OR (%95 CI) P
Genotip, n (%) 0.92¢ g 1.452 28 0.63% 21
GG 137 (52.69) 142 (54.62) 171 (57.97) (0.43-1.95) ' (0.74-2.87) ' (0.31-1.30) '
GC 110 (42.31) 98 (37.69) 108 (36.61) 1.24° 21 1.15° 430 1.08° 665
cC 13 (5.00) 20 (7.69) 16 (5.42) (0.89-1.73) ' (0.82 -1.60) ' (0.77-1.53) '
Alel frekansi
G 0.738 0.735 0.763
1.14¢ 35 1.16° o8 0.98° > 09°
c 0.262 0.265 0.237 (0.87-1.50) ' (0.89-1.52) ' (0.74- 1.29) '

Resesif model igin: 2CC vs. GC & GG, Dominant model igin: "CC & GC vs. GG, °C vs. G
Gruplar aras1 genotip frekansi karsilastirmasi icin OR, CI ve P degerleri y? testi ile belirlenmistir.
Gruplar arasi alel frekans: karsilastirmasi icin OR, CI ve P degerleri % testi ile belirlenmistir.
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Cizelge 3. 6: mir-146a rs2910164 G/C SNP’sinin genotip frekanslarinin farkli modellerde yas ve cinsiyete gore dengelenmis dagilima.

. . XFG vs. Kontrol XFS vs. Kontrol XFG vs. XFS
Genotip Genotip, n XFG XFS Kontrol
modelleri (%) (n=260) (n=260) (n=295)
OR (%95 CI) P OR (%95 CI) P OR (%095 CI) P
GG 137 (52.7) 142 (54.6) 171 (58.0) 1.00° 1.00* 1.00*
. 110 (42.3) 98 (37.7) 108 (36.6) ' 1.10% (0.77-1.57) 1.18%(0.82-1.69)
Codominant GC 1.23% (0.86-1.75) 51 b i 51 b i .30
cC 13 (5.0) 20 (7.7) 16 (5.4) 1.03° (0.48-2.24) 1.49° (0.74-2.98) 0.67" (0.32-1.41)
GG 137 (52.7) 142 (54.6) 171 (58.0) 1.00* 1.00* 1.00*
Dominant GC-CC 123 (47.3) 118 (45.4) 124 (42.0) 1.20¢ (0.86-1.69) .28 1.15¢(0.82-1.61) 42 | 1.09°(0.77-1.54) .62
GG-GC 247 (95.0) 240 (92.3) 279 (94.6) 1.00* 1.00* 1.00*
Resesif cC 13 (5.0) 20 (7.7) 16 (5.4) 0.959(0.44-2.03) .90 1.439(0.73-2.83) .30 | 0.639(0.31-1.30) .20
GG-CC 150 (57.7) 162 (62.3) 187 (63.4) 1.00* 1.00* 1.00*
. . e _ € -
Overdominant GC 110 (42.3) 98 (37.7) 108 (36.6) 1.22¢ (0.87-1.73) .25 1.06¢ (0.75-1.49) .76 | 1.23%(0.86-1.75) .26
Log-additive 1.137(0.85-1.50) 40 1.16(0.88-1.52) .28 | 0.997(0.74-1.31) .92

Gruplar arasi genotip frekansi karsilagtirmasi i¢cin OR, CI ve P degerleri SNPStats programi kullanilarak lojistik regresyon analizi ile yas ve cinsiyete gore dengelenerek
belirlenmistir. *Referans deger, °GC vs. GG, PCC vs. GG, “GC &CC vs. GG, “CC vs. GG & GC, °GC vs. GG & CC, 'C vs. G
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Cizelge 3. 7: mir-146a rs2910164 G/C SNP’sinin genotip frekanslarinin farkli modellerde yas ve cinsiyete gore dengelenmis dagilimi sonucunun

AIC ve BIC degerleri.
. . AlC BIC
Genotip Genotip, XFG XFS Kontrol
modelleri n (%) (n=260) (n=260) (n=295) XFG vs. XFS vs. XFG vs. XFG vs. XFS vs. XFG vs.
Kontrol Kontrol XFS Kontrol Kontrol XFS
GG 137 (52.7) | 142 (54.6) | 171 (58.0)
Codominant GC 110 (42.3) 98 (37.7) 108 (36.6) 766.0 773.7 725.6 787.6 795.3 746.8
cC 13 (5.0) 20 (7.7) 16 (5.4)
. GG 137 (52.7) | 142 (54.6) 171 (58.0)
Dominant GC-CC 123 (47.3) | 118 (45.4) 124 (42.0) 764.2 7724 725.7 781.4 789.7 742.7
. GG-GC 247 (95.0) | 240(92.3) 279 (94.6)
Resesif cC 13 (5.0) 20 (7.7) 16 (5.4) 765.3 772.0 724.3 782.6 789.2 741.4
. GG-CC 150 (57.7) | 162 (62.3) 187 (63.4)

Overdominant GC 110 (42.3) 98 (37.7) 108 (36.6) 764.0 772.9 724.7 781.3 790.2 741.7
Log-additive 764.6 771.9 725.9 781.9 789.2 743.0
Gruplar aras1 genotip frekansi karsilagtirmasi icin OR, CI ve P degerleri SNPStats programi kullanilarak yas ve cinsiyete gore dengelenerek lojistik regresyon analizi ile
belirlenmistir. AIC: Akaike information criterion, BIC: Bayesian information criterion
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3.1.2.2 mir-196a-2 rs11614913 C/T SNP’sinin genotip ve alel frekanslari

mir-196a-2 rs11614913 C/T SNP genotip ve alel frekanslar1 analiz sonucuna gore,
polimorfik TT genotipinin XFG grubunda %17.31, XFS grubunda %15.77 ve kontrol
grubunda %18.31 oraninda oldugu goriilmiistiir. Resesif ve dominant modellerde ikili
gruplar arasinda OR, Cl ve P degerleri y 2 testi ile belirlenmistir. Resesif modelde, TT
genotipi TC ve CC genotipine gore karsilagtirildiginda ikili gruplar arasinda istatistiki
degerlendirmede anlamli 6l¢tide farklilik izlenmemistir (XFG vs. kontrol: P=.76, XFS
vs. kontrol: P=.43, XFG vs. XFS: P=.64). Dominant modelde, TT ve TC genotipi CC
genotipine gore karsilagtirildiginda ikili gruplar arasinda istatistiki degerlendirmede
anlamli dlglide farklilik izlenmemistir (XFG vs. kontrol: P=.69, XFS vs. kontrol:
P=.39, XFG vs. XFS: P=.65). Polimorfik T alel frekansinin XFG grubunda 0.398, XFS
grubunda 0.400 ve kontrol grubunda 0.395 oldugu goriilmiis ve ikili gruplar arasinda
istatistiki degerlendirmede anlamli dlgiide farklilik izlenmemistir (XFG vs. kontrol:

P>.99, XFS vs. kontrol: P=.86, XFG vs. XFS: P>.99) (Cizelge 3.8).

mir-196a-2 rs11614913 C/T SNP genotip frekanslari farkli genotip modellerinde de
analiz edilmistir. Farkli modellerde OR, CI ve P degerleri SNPStats programi
kullanilarak yas ve cinsiyete gore diizenlenip belirlenmistir. Bu analizde de dominant
ve resesif modelde ikili gruplar arasinda istatistiki degerlendirmede anlamli 6lciide
farklilik izlenmemistir (dominant modelde: XFG vs. kontrol: P=.76, XFS vs. kontrol:
P=.39, XFG vs. XFS: P=.67; resesif modelde: XFG vs. kontrol: P=.56, XFS vs.
kontrol: P=.37, XFG vs. XFS: P=.67). Codominant, overdominant ve log-additive gibi
farkli modellerde de ikili gruplar arasinda istatistiki degerlendirmede anlamli 6l¢iide
farklilik izlenmemistir (codominant modelde: XFG vs. kontrol: P=.72, XFS vs.
kontrol: P=.30, XFG vs. XFS: P=.76; overdominant modelde: XFG vs. kontrol: P=.46,
XFS vs. kontrol: P=.13, XFG vs. XFS: P=.46 ve log-additive modelde: XFG vs.
kontrol: P=.92, XFS vs. kontrol: P=.91, XFG vs. XFS: P=.95) (Cizelge 3. 9).

mir-196a-2 rs11614913 C/T SNP’si SNPstats programinda yas ve cinsiyete gore
diizenlenip analiz edildiginde, XFG ile kontrol, XFS ile kontrol ve XFG ile XFS
karsilagtirmalarinda AIC ve BIC degerleri en diisik overdominant modelde
goriindiigiinden her bir model i¢in en uygun model oldugu kabul edilmektedir (XFG
vs. kontrol i¢in AIC: 764.8, BIC:782.0; XFS vs. kontrol i¢in AIC:770.7, BIC:788.0 ve
XFG vs. XFS icin AIC:725.4, BIC: 742.4) (Cizelge 3.10)
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Cizelge 3. 8: mir-196a-2 rs11614913 C/T SNP’sinin genotip ve alel frekanslar1 dagilima.

XFG vs. Kontrol XFS vs. Kontrol XFG vs. XFS
XFG XFS Kontrol
(n=260) (n=260) (n=295)
OR (%95 CI) P OR (%95 CI) P OR (%95 CI) P
Genotip, n (%) 0.93 . 0.84° 3 1.12° -
cc 98 (37.69) 93 (35.77) 116 (39.32) (0.60-1.45) ' (0.54-1.30) ' (0.70-1.77) '
TC 117 (45.00) | 126 (48.46) 125 (42.37) 1.07° 69 1.16° 3gb 0.92° 65>
TT 45 (17.31) 41 (15.77) 54 (18.31) (0.76-1.51) ' (0.82-1.64) ' (0.64- 1.32) '
Alel frekansi
c 0.602 0.600 0.605 on o 0.99°
T 0.398 0.400 0.395 (0.80-1.29) >:99 (0.80-1.30) 86 (0.77-127) >.99

Resesif model igin: °TT vs. TC & CC, Dominant model igin: °TT &TC vs. CC, ‘T vs. C

Gruplar aras1 genotip frekansi karsilastirmasi icin OR, CI ve P degerleri y 2 testi ile belirlenmistir.
Gruplar arasi alel frekans: karsilastirmasi icin OR, CI ve P degerleri 7 2 testi ile belirlenmistir.
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Cizelge 3. 9: mir-196a-2 rs11614913 C/T SNP’sinin genotip frekanslarinin farkli modellerde yas ve cinsiyete gore dengelenmis dagilimi.

. . XFG vs. Kontrol XFS vs. Kontrol XFG vs. XFS
Genotip Genotip, n XFG XFS Kontrol
modelleri (%) (n=260) (n=260) (n=295)
OR (%95 CI) p OR(%95CI) | P | OR(%95CI) | P
o 98 (37.7) 93 (35.8) 116 (39.3) 1.00* 1.00* 1.00%
. 117 (45.0) 126 (48.5) 125 (42.4) | 1.11%(0.77-1.61) 1.27%(0.88-1.84) 0.89%(0.61-1.30)
Codominant ?T: 45 (17.3) 41 (15.8) 54(18.3) | 0.93°(057-151) | "% | 0.93°(057-152) | ° | 1.04°(0.62-1.73) | '®
1.00* 1.00% 1.00%
. cc 98 (37.7) 93 (35.8) 116 (39.3) Ry e Ry
Dominant ToTT 162 623) 167 64.2) 170 0y | L05°(075-149) | 76 | 116°(082-165) | 39 | 0.93°(065-132) | 67
1.00% 1.00* 1.00%
. cc-TC 215 (82.7) 219 (84.2) 241 (81.7) Rl Ry iy
Resesif o 45 (1.9 41 (15.5) 54 (183 | 088°(056-136) | 56 | 0827(052:1.28) | 37 | 111°(0.70-176) | 67
1.00% 1.00* 1.00*
. CC-TT 143 (55.0) 134 (51.5) 170 (57.6) vl Rl Rl
Overdominant T 117 (45.0) 126 (485) 125 (424) | L14°(081-160) | 46 | 130°(093-182) | .13 | 088 (062:124) | 46
Log-additive 0.997(0.78-1.25) | .92 | 1.017(0.80-1.28) | .91 | 0.99'(0.78-1.27) | .95

Gruplar aras1 genotip frekansi karsilagtirmasi igin OR, CI ve P degerleri SNPStats programi kullanilarak lojistik regresyon analizi ile yas ve cinsiyete gore dengelenerek
belirlenmistir. *Referans deger, *TC vs. CC,°TT vs. CC, *TT &TCvs.CC,°TTvs. TC& CC,°*TCvs.CC&TT,Tvs.C
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Cizelge 3. 10: mir-196a-2 rs11614913 C/T SNP’sinin genotip frekanslarinin farkli modellerde yas ve cinsiyete gore dengelenmis dagilim

sonucunun AIC ve BIC degerleri.

. . AIC BIC
Genotip Genotip, XFG XFS Kontrol
modelleri n (%) (n=260) (n=260) (n=295) XFG vs. XFS vs. XFG vs. XFG vs. XFS vs. XFG vs.
Kontrol Kontrol XFS Kontrol Kontrol XFS
cc 98 (37.7) 93 (35.8) 116 (39.3)
. 117 (45.0) 126 (48.5) 125 (42.4)
Codominant $$ 45 (17.3) 41 (15.8) 54 (18.3) 766.7 772.6 727.4 788.3 794.2 748.7
. CcC 98 (37.7) 93 (35.8) 116 (39.3)
Dominant TCTT 162 (62.3) 167 (64.2) 179 (60.7) 765.2 772.3 725.8 782.5 789.6 742.8
Resesif CC-TC 215 (82.7) 219 (84.2) 241 (81.7) 765.0 772.2 725.8 782.3 789.5 742.8
TT 45 (17.3) 41 (15.8) 54 (18.3)
. CC-TT | 143(55.0) | 134(515) | 170 (57.6)
Overdominant TC 117 (45.0) 126 (48.5) 125 (42.4) 764.8 770.7 725.4 782.0 788.0 742.4
Log-additive 765.3 773.0 726.0 782.6 790.3 743.0

Gruplar aras1 genotip frekansi karsilagtirmasi igin OR, CI ve P degerleri SNPStats programi kullanilarak yas ve cinsiyete gore dengelenerek lojistik regresyon analizi ile
belirlenmistir. AIC: Akaike information criterion, BIC: Bayesian information criterion
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3.1.3 mir-146a rs2910164 G/C ve mir-196a-2 rs11614913 C/T SNP’lerinin goz

parametreleri ile iliskisi
3.1.3.1 mir-146a rs2910164 G/C SNP’sinin goz parametreleri ile iliskisi

mir-146a rs2910164 SNP’sinin dominant ve resesif modellerde gbz parametreleri ile
iligkisi analiz edilmistir. Resesif modelde GC ile GG genotipleri risksiz durumu,
polimorfik CC genotipi riskli durumu, dominant modelde GG genotipi risksiz durumu,
polimorfik CC genotipi ile GC genotipi riskli durumu olusturacak bicimde hesaplama
yapilmustir. G6z parametrelerinin 3 grup arasinda karsilastirilmasi i¢in Kruskal-Wallis
testi uygulanmistir. Test, anlamli sonu¢ verdiginde ikili gruplar arasindaki
karsilastirmay1 gormek i¢in Conover formiilii kullanilmistir. G6z parametrelerinin
resesif ve dominant modellerde risksiz ve riskli kabul edilen durumlar arasinda

karsilastirilmasi icin de Mann-Whitney U testi kullanilmistir.

Istatistiksel analiz sonucunda, GIB degeri ortalamasinin, resesif model GC & GG
genotiplerinde XFG grubundaki hastalarda 21.49 + 4.91, XFS grubundaki hastalarda
20.11 £ 5.41 ve kontrol grubundaki bireylerde 19.66 + 5.69 oldugu goriilmiistiir. Baz1
gruplar arasinda anlaml 6lciide farklilik oldugu belirlenmistir (U¢ grup arasinda
P<.001, XFG vs. kontrol: P<.001, XFG vs. XFS: P=.001). GIB degeri ortalamasinin,
resesif model CC genotipine sahip kisiler arasindaki karsilastirmasinda XFG
grubundaki hastalarda 20.82 + 4.60, XFS grubundaki hastalarda 19.88 + 6.14 ve
kontrol grubundaki bireylerde 20.00 + 4.24 oldugu gériilmiistiir. Ug grup arasinda
anlaml dlgiide farklilik olmadigi (P=.94) belirlenmistir. GIB degeri ortalamasinin,
dominant model GG genotipine sahip kisiler arasindaki karsilastirmasinda XFG
grubundaki hastalarda 21.99 + 5.20, XFS grubundaki hastalarda 20.33 + 6.28 ve
kontrol grubundaki bireylerde 19.82 + 6.13 oldugu ve bazi gruplar arasinda anlamli
ol¢iide farklilik bulundugu goriillmiistiir (i grup arasinda: P=.001, XFG vs. kontrol:
P<.001, XFG vs. XFS: P=.004). GIB degeri ortalamasinin, dominant modelde CC &
GC genotipi tasiyanlar arasindan XFG grubundaki hastalarda 20.91 + 4.50, XFS
grubundaki hastalarda 19.84 + 4.44 ve kontrol grubundaki bireylerde 19.50 + 4.88
oldugu belirlenmis ve bazi gruplar arasinda anlamli Ol¢lide farklilik oldugu
goriilmiistiir (ii¢ grup arasinda: P=.02, XFG vs. kontrol: P=.007). Resesif modelde CC
genotipi ile GC & GG genotipi tastyanlar arasinda GIB yéniinden anlamli Slgiide
farklilik olmadig1r goriilmistir (XFG: P=.34, XFS: P=.63 ve kontrol: P=.88).
Dominant modelde de CC & GC genotipi ile GG genotipi tasiyanlar arasinda GiB
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yoniinden anlamli 6l¢iide farklilik olmadigr gorilmiistiir (XFG: P=.24, XFS: P=.82 ve
kontrol: P=.96).

VES degeri ortalamasinin, resesif model GC & GG genotiplerinde XFG grubundaki
hastalarda 2.65 + 0.84, XFS grubundaki hastalarda 1.00 + 0.00 ve kontrol grubundaki
bireylerde 1.00 £ 0.00 oldugu goriilmistiir. Baz1 gruplar arasinda anlamli dlgiide
farklilik oldugu belirlenmistir (i¢ grup arasinda: P<.001, XFG vs. kontrol: P<.001,
XFG vs. XFS: P<.001). VES degeri ortalamasinin, resesif model CC genotipine sahip
kisiler arasindaki karsilagtirmasinda XFG grubundaki hastalarda 2.36 + 0.51, XFS
grubundaki hastalarda 1.00 + 0.00 ve kontrol grubundaki bireylerde 1.00 + 0.00 oldugu
ve bazi gruplar arasinda anlamli 6lgiide farklilik bulundugu goriilmistiir(iic grup
arasinda: P<.001, XFG vs. kontrol: P<.001, XFG vs. XFS: P<.001). VES degeri
ortalamasinin, dominant model GG genotipine sahip kisiler arasindaki
karsilastirmasinda XFG grubundaki hastalarda 2.58 + 0.82, XFS grubundaki
hastalarda 1.00 + 0.00 ve kontrol grubundaki bireylerde 1.00 = 0.00 oldugu ve bazi
gruplar arasinda anlamhi Slgiide farklilik bulundugu goériilmiistiir (li¢ grup arasinda:
P<.001, XFG vs. kontrol: P<.001, XFG vs. XFS: P<.001). VFS degeri ortalamasinin,
dominant modelde CC & GC genotipi tagiyanlar arasindan XFG grubundaki hastalarda
2.70 + 0.83, XFS grubundaki hastalarda 1.00 + 0.00 ve kontrol grubundaki bireylerde
1.00 + 0.00 oldugu belirlenmis ve bazi gruplar arasinda anlamli 6l¢iide farklilik oldugu
goriilmistiir (i¢ grup arasinda: P<.001, XFG vs. kontrol: P<.001, XFG vs. XFS:
P<.001). Resesif modelde CC genotipi ile GC & GG genotipi tasiyanlar arasinda VFS
yoniinde anlamli 6lglide farklilik olmadigr gortilmistiir (XFG: P=.35, XFS: P>.99 ve
kontrol: P>.99). Dominant modelde de CC & GC genotipi ile GG genotipi tasiyanlar
arasinda VFS yoniinden anlamli 6l¢iide farklilik olmadigi goriilmistiir (XFG: P=.16,
XFS: P>.99 ve kontrol: P>.99).

MD degeri ortalamasinin, resesif model GC & GG genotiplerinde XFG grubundaki
hastalarda -6.78 + 6.02, XFS grubundaki hastalarda -0.96 + 0.54 ve kontrol grubundaki
bireylerde -0.96 + 0.57 oldugu goriilmiistiir. Baz1 gruplar arasinda anlamli 6lgiide
farklilik oldugu belirlenmistir (ii¢ grup arasinda: P<.001, XFG vs. kontrol: P<.001,
XFG vs. XFS: P<.001). MD degeri ortalamasinin, resesif model CC genotipine sahip
kisiler arasindaki karsilastirmasinda XFG grubundaki hastalarda -5.26 + 3.53, XFS
grubundaki hastalarda -1.14 + 0.65 ve kontrol grubundaki bireylerde -0.73 + 0.54

oldugu ve bazi gruplar arasinda anlamli 6lglide farklilik bulundugu goriilmiistiir (iic
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grup arasinda: P<.001, XFG vs. kontrol: P<.001, XFS vs. kontrol: P=.02, XFG vs.
XFS: P<.001). MD degeri ortalamasinin, dominant model GG genotipine sahip kisiler
arasindaki karsilagtirmasinda XFG grubundaki hastalarda -6.33 + 5.79, XFS
grubundaki hastalarda -0.96 + 0.55 ve kontrol grubundaki bireylerde-0.97 + 0.59
oldugu ve bazi gruplar arasinda anlamli 6lglide farklilik bulundugu goriilmiistiir (iic
grup arasinda: P<.001, XFG vs. kontrol: P<.001, XFG vs. XFS: P<.001). MD degeri
ortalamasinin, dominant modelde CC & GC genotipi tasiyanlar arasindan XFG
grubundaki hastalarda -7.09 + 6.07, XFS grubundaki hastalarda -0.99 + 0.54 ve kontrol
grubundaki bireylerde -0.93 & 0.54 oldugu belirlenmis ve bazi gruplar arasinda anlaml
Olgiide farklilik oldugu goriilmiistiir (ii¢ grup arasinda: P<.001, XFG vs. kontrol:
P<.001, XFS vs. kontrol: P=.03, XFG vs. XFS: P<.001). Resesif modelde CC genotipi
ile GC &GG genotipi tasiyanlar arasinda MD yoniinden anlamli 6lgiide farklilik
olmadig1 gorilmistir (XFG: P=.48, XFS: P=.10 ve kontrol: P=.10). Dominant
modelde de CC &GC ile GG genotipi tastyanlar arasinda MD yoniinden anlamli
olgtide farklilik olmadigi goriilmistiir (XFG: P=.50, XFS: P=.93 ve kontrol: P=.23).

PSD degeri ortalamasinin, resesif model GC & GG genotiplerinde XFG grubundaki
hastalarda 5.02 = 3.01, XFS grubundaki hastalarda 1.46 + 0.23 ve kontrol grubundaki
bireylerde 1.44 + 0.24 oldugu goriilmiistiir. Baz1 gruplar arasinda anlamli 6lgiide
farklilik oldugu belirlenmistir(ii¢ grup arasinda: P<.001, XFG vs. kontrol: P<.001,
XFS vs. kontrol: P=.04, XFG vs. XFS: P<.001). PSD degeri ortalamasinin, resesif
model CC genotipine sahip kisiler arasindaki karsilastirmasinda XFG grubundaki
hastalarda 3.52 = 1.08, XFS grubundaki hastalarda 1.38 + 0.23 ve kontrol grubundaki
bireylerde 1.53 + 0.20 oldugu ve bazi gruplar arasinda anlamli Glgiide farklilik
bulundugu goriilmiistiir (ii¢ grup arasinda: P=.001, XFG vs. kontrol: P=.001, XFG vs.
XFS: P<.001). PSD degeri ortalamasinin, dominant model GG genotipine sahip kisiler
arasindaki karsilastirmasinda XFG grubundaki hastalarda 4.68 =+ 2.89, XFS
grubundaki hastalarda 1.47 + 0.23 ve kontrol grubundaki bireylerde 1.44 + 0.25 oldugu
ve bazi gruplar arasinda anlamli Sl¢lide farklilik bulundugu goriilmistiir (li¢ grup
arasinda: P<.001, XFG vs. kontrol: P<.001, XFG vs. XFS: P=.03). PSD degeri
ortalamasimin, dominant modelde CC & GC genotipi tasityanlar arasindan XFG
grubundaki hastalarda 5.21 + 3.03, XFS grubundaki hastalarda 1.43 + 0.22 ve kontrol
grubundaki bireylerde 1.44 + 0.23 oldugu belirlenmis ve bazi gruplar arasinda anlaml

olgiide farklilik oldugu goriilmiistiir (li¢ grup arasinda: P<.001, XFG vs. kontrol:
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P<.001, XFG vs. XFS: P<.001). Resesif modelde CC genotipi ile GC &GG genotipi
tagityanlar arasinda PSD yoniinden anlamli 6l¢iide farklilik olmadigi goriilmiistiir
(XFG: P=.06, XFS: P=.70 ve kontrol: P=.23). Dominant modelde de CC & GC
genotipi ile GG genotipi tasiyanlar arasinda PSD yo6niinden anlamli dlgiide farklilik
olmadigi gorilmistiir (XFG: P=.06, XFS: P=.22 ve kontrol: P=.68) (Cizelge 3.11).

3.1.3.2 mir-196a-2 rs11614913 C/T SNP’sinin goz parametreleri ile iliskisi

mir-196a-2 rs11614913 SNP’sinin dominant ve resesif modellerde goz parametreleri
ile iligkisi analiz edilmistir. Resesif modelde TC ile CC genotipleri risksiz durumu,
polimorfik TT genotipi riskli durumu, ,dominant modelde CC genotipi risksiz durumu,
polimorfik TT genotipi ile TC genotipi riskli durumu olusturacak bigimde hesaplama
yapilmistir. G6z parametrelerinin 3 grup arasinda karsilastirilmasi igin Kruskal-Wallis
testi uygulanmistir. Test, anlamli sonu¢ verdiginde ikili gruplar arasindaki
karsilastirmay1 gormek i¢in Conover formiilii kullanilmistir. Goz parametrelerinin
resesif ve dominant modellerde risksiz ve riskli kabul edilen durumlar arasinda

karsilastirilmasi icin de Mann-Whitney U testi kullanilmistir.

Istatistiksel analiz sonucunda, GIB degeri ortalamasinin, resesif model TC & CC
genotiplerinde XFG grubundaki hastalarda 21.32 + 4.77, XFS grubundaki hastalarda
19.91 + 5.21 ve kontrol grubundaki bireylerde 19.94 + 5.73 oldugu goriilmiistiir. Bazi
gruplar arasinda anlamli 6l¢iide farklilik oldugu belirlenmistir(iic grup arasinda:
P=.001, XFG vs. kontrol: P=.001, XFG vs. XFS: P=.002). GIB degeri ortalamasinin,
resesif model TT genotipine sahip kisiler arasindaki karsilastirmasinda XFG
grubundaki hastalarda 22.02 + 5.38, XFS grubundaki hastalarda 21.03 + 6.59 ve
kontrol grubundaki bireylerde 18.67 + 5.06 oldugu ve bazi gruplar arasinda anlamli
Olgiide farklilik bulundugu goriilmiistiir (ii¢ grup arasinda: P=.01, XFG vs. kontrol:
P=.002). GIB degeri ortalamasinin, dominant model CC genotipine sahip kisiler
arasindaki karsilastirmasinda XFG grubundaki hastalarda 21.06 + 4.38, XFS
grubundaki hastalarda 19.70 + 4.46 ve kontrol grubundaki bireylerde 19.50 + 5.53
oldugu ve bazi gruplar arasinda anlamh 6l¢iide farklilik bulundugu goriilmiistiir (li

grup arasinda: P=.01, XFG vs. kontrol: P=.004, XFG vs. XFS: P=.006).
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Cizelge 3. 11: mir-146a rs2910164 G/C SNP’sinin gdz parametreleri ile iliskisi.

Parametreler mir-146a rs2910164 G/C XFG XFS Kontrol pA pB pc pP
Resgdijgfmodel 21.49+ 491 2011 +541 19664560 | <001 | .23 | <001 | .001
GC & GG ! ) ) . . ) . ) . )
cC 20.82 £4.60 19.88 £ 6.14 20.00+4.24 .94
GiB PE .35 .63 .88
Dommgg model 21.99+5.20 20.33+6.28 19.82 £6.13 001 50 <001 004
CC & GC 20.91+£450 19.84 + 4.44 19.50 + 4.88 .02 31 .007 .09
PF .24 .82 .96
Resesif model
GC & GG 2.65+0.84 1.00 £ 0.00 1.00 £ 0.00 <.001 >99 <.001 <.001
CcC 2.36 +£0.51 1.00+ 0.00 1.00 +£0.00 <.001 >99 <.001 <.001
PE .35 >99 >99
VFS Dominant model
GG 2.58+0.82 1.00+ 0.00 1.00 £ 0.00 <.001 > 99 <.001 <.001
CC & GC 2.70+0.83 1.00 £ 0.00 1.00 £ 0.00 <.001 >99 <.001 <.001
PF .16 >.99 >.99
Resesif model
GC & GG -6.78 £ 6.02 -0.96 £ 0.54 -0.96 + 0.57 <.001 31 <.001 <.001
CcC -5.26 + 3.53 -1.14 £ 0.65 -0.73+0.54 <.001 .02 <.001 <.001
PE A8 .10 .10
MD Dominant model
GG -6.33+5.79 -0.96 + 0.55 -0.97 £0.59 <.001 45 <.001 <.001
CC & GC -7.09 +£6.07 -0.99+054 -0.93+0.54 <.001 .03 <.001 <.001
PF .50 .93 .23
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Cizelge 3. 11: (devam) mir-146a rs2910164 G/C SNP’sinin goz parametreleri ile iligkisi.

Parametreler mir-146a rs2910164 G/C XFG XFS Kontrol pA pB pc pb
Resegifiggiodel 5.02 + 3.01 1.46+ 0.23 1.44 +0.24 <.001 04 | <001 | <001
GC & GG ) ' ) ) ' ' ) ' ' '
CcC 3.52+1.08 1.38 £ 0.23 1.53+0.20 .001 .66 .001 <.001
PE .06 .70 23
PSD Dominant model
GG 4.68 +2.89 1.47 +0.23 1.44 +0.25 <.001 17 <.001 .03
CC&GC 5.21+3.03 1.43+0.22 1.44 +0.23 <.001 .36 <.001 <.001
PF .06 .22 .68

GIB: g0z i¢i basinci, VFS: gorme alani skoru, MD: mean deviasyon, PSD: pattern standart deviasyon. Parametre degerleri ortalama + standart sapma (SD) seklinde verilmistir.
AUg¢ grubun, BXFS vs. kontrol, °XFG vs. kontrol ve PXFS vs. XFG arasindaki karsilastirmay1 gostermektedir. Uclii karsilastirmalarda Kruskal-Wallis testi, ikili

karsilastirmalarda ise Conover formiilii kullanilmastir.

FResesif model, "Dominant model. Ikili karsilastirmalarda Mann-Whitney U testi kullanilmistir.
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GIB degeri ortalamasinin, dominant modelde TT & TC genotipi tastyanlar arasindan
XFG grubundaki hastalarda 21.70 = 5.17, XFS grubundaki hastalarda 20.32 + 5.97 ve
kontrol grubundaki bireylerde 19.80 + 5.68 oldugu belirlenmis ve bazi1 gruplar arasinda
anlamh olgiide farklilik oldugu gériilmiistiir (i¢ grup arasinda: P=.001, XFG vs.
kontrol: P=.001). Resesif modelde TT genotipi ile TC & CC genotipi tasiyanlar
arasinda GIB y&niinden anlamli 8lgiide farklilik olmadig: goriilmiistiir (XFG: P=.54,
XFS: P=.69 ve kontrol: P=.20). Dominant modelde de TT & TC genotipi ile CC
genotipi tasiyanlar arasinda GIB yoniinden anlamli dlgiide farklilik olmadig

goriilmistiir (XFG: P=.61, XFS: P=.90 ve kontrol: P=.86).

VES degeri ortalamasinin, resesif model TC & CC genotiplerinde XFG grubundaki
hastalarda 2.63 + 0.80, XFS grubundaki hastalarda 1.00 + 0.00 ve kontrol grubundaki
bireylerde 1.00 + 0.00 oldugu goriilmiistiir. Baz1 gruplar arasinda anlamli 6lglide
farklilik oldugu belirlenmistir (ii¢ grup arasinda: P<.001, XFG vs. kontrol: P<.001,
XFG vs. XFS: P<.001). VES degeri ortalamasinin, resesif model TT genotipine sahip
kisiler arasindaki karsilastirmasinda XFG grubundaki hastalarda 2.69 + 0.95, XFS
grubundaki hastalarda 1.00 = 0.00 ve kontrol grubundaki bireylerde 1.00 + 0.00 oldugu
ve baz1 gruplar arasinda anlamh 6lgiide farklilik bulundugu goriilmiistiir (lic grup
arasinda: P<.001, XFG vs. kontrol: P<.001, XFG vs. XFS: P<.001). VFS degeri
ortalamasinin, dominant model CC genotipine sahip kisiler arasindaki
karsilastirmasinda XFG grubundaki hastalarda 2.68 + 0.73, XFS grubundaki
hastalarda 1.00 + 0.00 ve kontrol grubundaki bireylerde 1.00 = 0.00 oldugu ve bazi
gruplar arasinda anlamli 6l¢iide farklilik bulundugu goriilmistiir (lic grup arasinda:
P<.001, XFG vs. kontrol: P<.001, XFG vs. XFS: P<.001). VES degeri ortalamasinin,
dominant modelde TT & TC genotipi tastyanlar arasindan XFG grubundaki hastalarda
2.61 + 0.88, XFS grubundaki hastalarda 1.00 + 0.00 ve kontrol grubundaki bireylerde
1.00 £ 0.00 oldugu belirlenmis ve bazi gruplar arasinda anlamli 6l¢iide farklilik oldugu
goriilmistiir (i¢ grup arasinda: P<.001, XFG vs. kontrol: P<.001, XFG vs. XFS:
P<.001). Resesif modelde TT genotipi ile TC & CC genotipi tasiyanlar arasinda VFS
yoniinden anlamli 6l¢iide farklilik olmadig gorilmiistiir (XFG: P=.98, XFS: P>.99 ve
kontrol: P>.99). Dominant modelde de TT & TC genotipi ile CC genotipi tagiyanlar
arasinda VFS yoniinden anlamli 6l¢tide farklilik olmadigi goriilmiistiir (XFG: P=.15,
XFS: P>.99 ve kontrol: P>.99).
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MD degeri ortalamasinin, resesif model TC & CC genotiplerinde XFG grubundaki
hastalarda -6.68 + 5.77, XFS grubundaki hastalarda -0.98 + 0.54 ve kontrol grubundaki
bireylerde -0.96 + 0.57 oldugu goriilmiistiir. Baz1 gruplar arasinda anlamli 6l¢iide
farklilik oldugu belirlenmistir(ii¢ grup arasinda: P<.001, XFG vs. kontrol: P<.001,
XFG vs. XFS: P<.001). MD degeri ortalamasinin, resesif model TT genotipine sahip
kisiler arasindaki karsilastirmasinda XFG grubundaki hastalarda -6.83 £+ 6.64, XFS
grubundaki hastalarda -0.90 = 0.58 ve kontrol grubundaki bireylerde-0.92 + 0.56
oldugu ve bazi gruplar arasinda anlamli 6l¢iide farklilik bulundugu goriilmiustiir (li¢
grup arasinda: P<.001, XFG vs. kontrol: P<.001, XFG vs. XFS: P<.001). MD degeri
ortalamasinin, dominant model CC genotipine sahip kisiler arasindaki
karsilastirmasinda XFG grubundaki hastalarda -6.70 + 4.74, XFS grubundaki
hastalarda -1.01 = 0.52 ve kontrol grubundaki bireylerde -0.96 + 0.56 oldugu ve baz1
gruplar arasinda anlamli dlgiide farklilik bulundugu goriilmiistiir (i¢ grup arasinda:
P<.001, XFG vs. kontrol: P<.001, XFG vs. XFS: P<.001). MD degeri ortalamasinin,
dominant modelde TC & TT genotipi tasiyanlar arasindan XFG grubundaki hastalarda
-6.71 £ 6.57, XFS grubundaki hastalarda -0.95 + 0.56 ve kontrol grubundaki bireylerde
-0.94 + 0.57 oldugu belirlenmis ve bazi gruplar arasinda anlamli 6l¢iide farklilik
oldugu goriilmiistiir (ii¢ grup arasinda: P<.001, XFG vs. kontrol: P<.001, XFG vs.
XFS: P<.001). Resesif modelde TT genotipi ile TC & CC genotipi tastyanlar arasinda
MD yoniinden anlamli dlglide farklilik olmadigi gorillmistir (XFG: P=.36, XFS:
P=.60 ve kontrol: P=.77). Dominant modelde de TT & TC genotipi ile CC genotipi
tagiyanlar arasinda MD yoniinden anlamli 6lclide farklilik olmadigi goriilmiistiir

(XFG: P=.36, XFS: P=.62 ve kontrol: P=.68).

PSD degeri ortalamasinin, resesif model TC & CC genotiplerinde XFG grubundaki
hastalarda 4.90 + 2.81, XFS grubundaki hastalarda 1.45 + 0.23 ve kontrol grubundaki
bireylerde 1.45 + 0.24 oldugu goriilmiistiir. Baz1 gruplar arasinda anlamli 6lciide
farklilik oldugu belirlenmistir (i¢ grup arasinda: P<.001, XFG vs. kontrol: P<.001,
XFG vs. XFS: P<.001). PSD degeri ortalamasinin, resesif model TT genotipine sahip
kisiler arasindaki karsilastirmasinda XFG grubundaki hastalarda 5.12 + 3.61, XFS
grubundaki hastalarda 1.48 + 0.23 ve kontrol grubundaki bireylerde 1.40 & 0.24 oldugu
ve baz1 gruplar arasinda anlamh 6lgiide farklilik bulundugu goriilmiistir (lic grup
arasinda: P<.001, XFG vs. kontrol: P<.001, XFS vs. kontrol: P=.048, XFG vs. XFS:
P<.001). PSD degeri ortalamasinin, dominant model CC genotipine sahip kisiler
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arasindaki karsilastirmasinda XFG grubundaki hastalarda 5.15+ 2.75, XFS grubundaki
hastalarda 1.42 + 0.23 ve kontrol grubundaki bireylerde 1.44 + 0.23 oldugu ve bazi
gruplar arasinda anlamli 6l¢iide farklilik oldugu gorilmiistir (i grup arasinda:
P<.001, XFG vs. kontrol: P<.001, XFG vs. XFS: P<.001). PSD degeri ortalamasinin,
dominant modelde TC & TT genotipi tasiyanlar arasindan XFG grubundaki hastalarda
4.81 £ 3.09, XFS grubundaki hastalarda 1.47 & 0.22 ve kontrol grubundaki bireylerde
1.44 £ 0.24 oldugu belirlenmis ve bazi1 gruplar arasinda anlamli 6l¢iide farklilik oldugu
goriilmistiir (i¢ grup arasinda: P<.001, XFG vs. kontrol: P<.001, XFS vs. kontrol:
P=.02, XFG vs. XFS: P<.001). Resesif modelde TT genotipi ile TC & CC genotipi
tastyanlar arasinda PSD yoOniinden - anlamh 6l¢iide farklilik olmadigi goriilmiistiir
(XFG: P=.63, XFS: P=.27 ve kontrol: P=.29). Dominant modelde de TT & TC
genotipi ile CC genotipi tastyanlar arasinda PSD yoniinden anlamli dl¢iide farklilik

olmadigi gorilmistiir (XFG: P=.24, XFS: P=.12 ve kontrol: P=.82) (Cizelge 3.12).
3.2 Plazma miRNA Relatif Ekspresyon Seviyeleri
3.2.1 Caliyma gruplan

Genotipleme i¢in toplanan periferik tam kanlarin bir kismindan relatif ekspresyon
seviyesi analizi i¢in plazmalar ayrilmistir. Her grup icerisinden olmak iizere, 25 XFS
grubu hastasi, 27 XFG grubu hastas1 ve 27 kontrol grubu bireyden periferik tam kan
plazmasi toplanip, hsa-miR-146a-5p ve hsa-miR-196a-5p miRNA’larinin relatif
ekspresyon seviyeleri belirlenmistir. Kullanilan yontemler 2.2.3 boliimiinde

anlatilmistir.

Bu ¢alisma grubunda, yas ortalamasinin, XFG grubundaki hastalarda 71.4 + 7.9, XFS
grubundaki hastalarda 75.0 + 5.2 ve kontrol grubundaki bireylerde 69.4 + 11.2 oldugu
ve aralarinda istatistiki degerlendirmede anlamli 6l¢iide farklilik olmadig1 gortilmiistiir
(P=.16). Cinsiyet degiskenine bakildiginda erkeklerin oraninin, XFG grubunda %70.4,
XFS grubunda %52.0 ve kontrol grubunda %44.4 oldugu ve aralarinda istatistiki

degerlendirmede anlamli 6l¢iide farklilik olmadig gorilmiistiir (P=.14).
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Cizelge 3. 12: mir-196a-2 rs11614913 C/T SNP’sinin gbz parametreleri ile iliskisi.

Parametreler mir-196a-2 rs11614913 C/T XFG XFS Kontrol pA pB pc pP
Resegifiggiocel 2132+ 4.77 19.91+5.21 19.94+5.73 001 65 001 002
TC&CC i ' ' ) ) ' ' ' ) '
TT 22.02 +£5.38 21.03+6.59 18.67 +£5.06 .01 A1 .002 .18
_ pE 54 69 20
GIB F
Domméné model 21.06 + 4.38 19.70 + 4.46 19.50 £5.53 o1 36 004 006
TT&TC 21.70 £5.17 20.32 +5.97 19.80 + 5.68 .001 45 .001 .05
PF .61 .90 .86
Resesif model
TC&CC 2.63+0.80 1.00 £ 0.00 1.00+ 0.00 <.001 >.99 <.001 <.001
TT 2.69+0.95 1.00 £ 0.00 1.00+ 0.00 <.001 >.99 <.001 <.001
PE .98 >.99 >.99
VFS Dominant model
cC 2.68+0.73 1.00 +0.00 1.00+0.00 <.001 >99 <.001 <.001
TT&TC 2.61+0.88 1.00 £ 0.00 1.00+0.00 <.001 > 99 <.001 <.001
PF .15 >99 >99
Resesif model
TC&CC -6.68 £ 5.77 -0.98+ 054 -0.96 £ 0.57 <.001 .10 <.001 <.001
TT -6.83+6.64 -0.90 £ 0.58 -0.92 +£0.56 <.001 .56 <.001 <.001
PE .36 .60 g7
MD Dom'”érg model -6.70 £ 4.74 -1.01+052 096056 | <001 28 | <001 | <001
TT&TC -6.71 + 6.57 -0.95+0.56 -0.94 +£0.57 <.001 12 <.001 <.001
PF .36 .62 .68
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Cizelge 3. 12: (devam) mir-196a-2 rs11614913 C/T SNP’sinin gz parametreleri ile iliskisi.

Parametreler mir-196a-2 rs11614913 C/T XFG XFS Kontrol pA pB pc pP

Resesif model

TC&CC 490+ 2.81 1.45+0.23 1.45+0.24 <.001 .28 <.001 <.001
TT 5.12+3.61 1.48 £0.23 1.40 £ 0.24 <.001 .048 <.001 <.001
PE .63 27 .29
PSD Dominant model
cC 5.15+ 2.75 1.42 +0.23 1.44 £0.23 <.001 .99 <.001 <.001
TT&TC 4.81 +3.09 1.47 +£0.22 144 +0.24 <.001 .02 <.001 <.001
PF 24 A2 .82

GIB: gbz ici basinci, VFS: gérme alani skoru, MD: mean deviasyon, PSD: pattern standart deviasyon. Parametre degerleri ortalama = standart sapma (SD) seklinde
verilmistir.

AUg grubun, BXFS vs. kontrol, °XFG vs. kontrol ve PXFS vs. XFG arasindaki karsilastirmay1 gostermektedir. Uglii karsilastirmalarda Kruskal-Wallis testi, ikili
karsilagtirmalarda Conover formiilii kullanilmistir.

FResesif model, "Dominant model. Ikili karsilastirmalarda Mann-Whitney U testi kullanilmistir.
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3.2.2 Hsa-miR-146a-5p ve hsa-miR-196a-5p miRNA’larimin plazma relatif
ekspresyon seviyeleri

3.2.2.1 Hsa-miR-146a-5p’nin plazma relatif ekspresyon seviyesi

Hsa-miR-146a-5p’nin relatif ekspresyon seviyesi hesaplama yontemi 2.2.3.5
boliimiinde verilmistir. Istatistiksel analiz sonucunda hsa-miR-146a-5p relatif
ekspresyon seviyesi ortalamasinin, XFG grubundaki hastalarda 3.94 + 3.50, XFS
grubundaki hastalarda 2.70 + 1.99 ve kontrol grubundaki bireylerde 1.11 + 0.64 oldugu
tespit edilmistir. 3 grup arasindaki karsilastirma i¢in Kruskal-Wallis testi, ikili gruplar
arasinda karsilagtirma yapmak i¢in ise Conover formiilii kullanilmistir. Baz1 gruplar
arasinda anlamli 6l¢iide farklilik oldugu goriilmiistiir (iic grup arasinda: P<.001, XFG
vs. kontrol: P<.001, XFS vs. kontrol: P=.001) (Cizelge 3.13) (Sekil 3.1).

Cizelge 3. 13: XFG, XFS ve kontrol gruplarindaki plazma hsa-miR-146a-5p’nin relatif

ekspresyon seviyesi (fold change).

XFG XFS Kontrol

(n=27) (n=25) (n=27) P
<0012
Ortalama + SD 3.94+ 350 2,70+ 1.99 111+ 0.64 o
<.001°
10
Medyan (Q1-Q3)  3.41(0.59-18.94)  2.16 (0.57-7.13) 0.95 (0.35-2.92)

Relatif ekspresyon seviyeleri ortalama =+ standart sapma (SD) seklinde verilmistir.

Uclii gruplar arasinda karsilastirma Kruskal-Wallis testi ile hesaplanmustir.ikili gruplar arasinda karsilastirma
ise Conover formiilii ile hesaplanmustir.

23 grubun, PXFS vs. kontrol, °XFG vs. kontrol ve “XFG vs. XFS arasindaki karsilastirmay1 gdstermektedir

3.2.2.2 Hsa-miR-196a-5p’min plazma relatif ekspresyon seviyesi

Hsa-miR-196a-5p’nin relatif ekspresyon seviyesi hesaplama yontemi 2.2.3.5
boliimiinde verilmistir. Istatistiksel analiz sonucunda hsa-miR-196a-5p relatif
ekspresyon seviyesi ortalamasinin, XFG grubundaki hastalarda 1.78 £ 1.99, XFS
grubundaki hastalarda 2.48 + 2.70 ve kontrol grubundaki bireylerde 0.98 + 0.99 oldugu
tespit edilmistir. 3 grup arasindaki karsilastirma i¢in Kruskal-Wallis testi
kullanilmistir. Ug grup arasinda anlamli l¢iide farklilik olmadigi (P=.23) goriilmiistiir
(Cizelge 3.14) (Sekil 3.2).
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Hsa-miR-146a-5p
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*=* XFS vs. Kontrol { 7 =001 )
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Relatif ekspresyon seviyesi (fold change)

=]

XFG XES Kontrol

Sekil 3. 1: XFG, XFS ve kontrol gruplarindaki plazma hsa-miR-146a-5p’nin relatif
ekspresyon seviyesi (fold change) (kontrol grubunun relatif ekspresyon seviyesi 1

kabul edilerek grafik olusturulmustur).

Cizelge 3.14: XFG, XFS ve Kontrol gruplarindaki plazma hsa-miR-196a-5p’nin relatif
ekspresyon seviyesi (fold change).

XFG XFS Kontrol p
(n=27) (n=25) (n=27)
Ortalama = SD 1.78+1.99 2.48+2.70 0.98 + 0.99 232

Medyan (Q1-Q3)  1.15(0.07-8.06)  1.03 (0.05-8.65) 0.83 (0.06-4.16)

Relatif ekspresyon seviyeleri ortalama + standart sapma (SD) seklinde verilmistir.
Uglii gruplar arasinda karsilagtirma Kruskal-Wallis testi ile hesaplanmigtir.
3 grubun arasindaki karsilastirmay1 gostermektedir.
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Hsa-miR-196a-5p

Relatif ekspresyon seviyesi (fold change)
[~ w -y

[

XFG XFS Kontrol

Sekil 3. 2: XFG, XFS ve kontrol gruplarindaki plazma hsa-miR-196a-5p’nin relatif
ekspresyon seviyesi (fold change) (kontrol grubunun relatif ekspresyon seviyesi 1

kabul edilerek grafik olusturulmustur).

3.2.3 mir-146a rs2910164 G/C ve mir-196a rs11614913 C/T genotipleri ile hsa-
miR-146a-5p ve hsa-miR-196a-5p plazma relatif ekspresyon seviyelerinin birlikte

analizi

3.2.3.1 mir-146a rs2910164 G/C genotipleri ile hsa-miR-146a-5p plazma relatif

ekspresyon seviyesinin (fold change) birlikte analizi

XFG, XFS ve kontrol gruplarindaki kigilerin hsa-miR-146a-5p plazma relatif
ekspresyon seviyeleri mir-146a rs2910164 G/C genotiplerine gore gruplandirilarak
incelenmistir. 3 grup arasindaki karsilastirma i¢in Kruskal-Wallis testi uygulanmstir.
3 grup arasinda istatistiki degerlendirmede anlamli 6lgtide farklilik izlendiginde, ikili
gruplar arasinda karsilastirma yapmak i¢in Conover formiilii kullanilmistir. CC
genotipi sadece iki grupta goriinmiistiir. Bundan dolayr iki grup arasindaki

karsilagtirma i¢in Mann-Whitney U testi uygulanmistir.
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Gruplarin, GG, GC ve CC genotiplerinde resesif (CC vs. GC & GG) ve dominant (CC
& GC vs. GG) modele gore ekspresyon seviyelerinin analizi yapilmistir. ikili

karsilastirmalar i¢in Mann-Whitney U testi uygulanmustir.

Istatistiksel analiz sonucunda hsa-miR-146a-5p relatif ekspresyon seviyesi
ortalamasinin, GG genotipli XFG grubundaki hastalarda 4.31 + 3.86, XFS grubundaki
hastalarda 2.60 + 2.14 ve kontrol grubundaki bireylerde 0.98 + 0.65 oldugu
goriilmiistiir. Bazi gruplar arasinda anlamli dlgiide farklilik oldugu belirlenmistir (li¢
grup arasinda: P<.001, XFG vs. kontrol: P<.001, XFS vs. kontrol: P=.002, XFG vs.
XFS: P=.04).

Hsa-miR-146a-5p relatif ekspresyon seviyesi ortalamasinin, GC genotipli XFG
grubundaki hastalarda 2.64 + 1.13, XFS grubundaki hastalarda 2.81 + 1.76 ve kontrol
grubundaki bireylerde 1.30 £ 0.66 oldugu goriilmustiir. XFG ile kontrol gruplar
arasinda anlaml 6l¢iide farklilik oldugu belirlenmistir (P=.02). Hsa-miR-146a-5p
relatif ekspresyon seviyesi ortalamasinin, CC genotipli XFS grubundaki 1 hastada 3.95
ve kontrol grubundaki bireylerde 1.02 = 0.50 oldugu goriilmiistiir. Iki grup arasinda
anlamli 6lgtide farklilik olmadig1 belirlenmistir (P=.22).

Hsa-miR-146a-5p relatif ekspresyon seviyesi ortalamasinin, gruplarda, resesif ve
dominant modellerde anlamli 6l¢giide farkli olmadig: tespit edilmistir (resesif model:
XFS: P=.41 ve kontrol: P>.99; dominant model: XFG: P=.29, XFS: P=.55 ve kontrol:
P=.17) (Cizelge 3.15) (Sekil 3.3).

3.2.3.2 mir-196a-2 Rs11614913 C/T genotipleri ile hsa-miR-196a-5p plazma
relatif ekspresyon seviyesinin (fold change) birlikte analizi

XFG, XFS ve kontrol gruplarindaki kisilerin hsa-miR-196a-5p plazma relatif
ekspresyon seviyeleri mir-196a-2 rs11614913 C/T genotiplerine gore gruplandirilarak
incelenmistir. Genotiplerin, XFG, XFS ve kontrol gruplarindaki ekspresyon
seviyelerinin analizi yapilmistir. 3 grup arasindaki karsilastirma i¢in Kruskal-Wallis
testi uygulanmustir. Ikili gruplar arasinda karsilastirma yapmak i¢in Conover formiilii

kullanilmistir

Gruplarin, CC, TC ve TT genotiplerinde resesif (TT vs. TC & CC) ve dominant (TT
& TC vs. CC) modele gére ekspresyon seviyelerinin analizi yapilmistir. Ikili

karsilagtirmalar i¢in Mann-Whitney U testi uygulanmistir
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Cizelge 3. 15: mir-146ars2910164 G/C genotipleri ile plazma hsa-miR-146a-5p relatif

ekspresyon seviyesinin (fold change) karsilagtirma analizi.

_ XFG XFS Kontrol pA pB pC pD
mir-146a rs2910164 G/C (n=27) (n=25) (n=27)
GG 431+386 | 260+214 | 0.98+0.65
(XFG n= 21, XFS n= 18, 3%%)4&)39 1.5;3 §2557_ 0.7;1 s()(;.):4;5- <.001 | .002 | <001 | .04
Kontrol n=14) ' ' '
GC 264+1.13 | 281+1.76 | 1.30+0.66
(XFG n=6, XFS n= 6, 2.62 (%.)40- 2.6562%;30- 1.121 E(3{.)52- .05 .06 .02 67
Kontrol n=11) ' ' '
cC . 3.95 107 ?ooéi? 22"
(XFG n=0, XFS n=1, ' 1 37') ’
Kontrol n=2) '
P 41 >.99
P .29 .55 A7

kullanilmistir.

Relatif ekspresyon seviyeleri ortalama =+ standart sapma (SD) seklinde verilmistir.
A3 grubun, B XFS vs. kontrol, © XFG vs. kontrol ve °XFG vs. XFS arasindaki karsilastirmay1 gdstermektedir.
Uclii karsilastirmalarda Kruskal-Wallis testleri kullanilmustir. Ikili karsilastirmalarda Conover formiilii

*Resesif modelin: CC vs. GC & GG, **dominant modelin: CC & GC vs. GG karsilagtirmasini gstermektedir.
Karsilagtirmalarda Mann-Whitney U testi kullanilmastir.
*Mann-Whitney U testi kullanilmugtir.

o

~J

o

wn

[*] w o+

Relatif ekspresyon seviyesi (fold change)

Hsa-miR-146a-5p

B XFG mXF5

GC

Kontrol

cC

GG:

*XFG vs. Kontrol (P<.001)
**= XF5 vs. Kontrol (P=.002)

%+ NFG vs. XFS (P=04)
GC:

*XFG vs. Kontrol (P= .02)

Sekil 3. 3: mir-146a rs2910164 G/C genotipleri ile plazma hsa-miR-146a-5p relatif
ekspresyon seviyesinin (fold change) birlikte incelenmesi.
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Istatistiksel analiz sonucunda hsa-miR-196a-5p relatif ekspresyon seviyesi
ortalamasinin, CC genotipli XFG grubundaki hastalarda 2.61 + 2.54, XFS grubundaki
hastalarda 1.68 + 2.36 ve kontrol grubundaki bireylerde 1.18 + 1.35 oldugu
goriilmiistiir. Ug grup arasinda anlamli 6lgiide farklilik olmadigi belirlenmistir

(P=.40).

Hsa-miR-196a-5p relatif ekspresyon seviyesi ortalamasinin, TC genotipli XFG
grubundaki hastalarda 1.23 + 1.56, XFS grubundaki hastalarda 2.90 + 3.06 ve kontrol
grubundaki bireylerde 0.79 + 0.60 oldugu gériilmiistiir. U¢ grup arasinda anlamli
olgitide farklilik olmadigi belirlenmistir (P=.19).

Hsa-miR-196a-5p relatif ekspresyon seviyesi ortalamasmin, TT genotipli XFG
grubundaki hastalarda 1.78 + 0.16, XFS grubundaki hastalarda 3.70 + 1.07 ve kontrol
grubundaki bireylerde 7.28 + 0.00 oldugu gériilmiistiir. Ug grup arasinda anlamli
olgiide farklilik olmadigi belirlenmistir (P=.17).

Hsa-miR-196a-5p relatif ekspresyon seviyesi ortalamasinin, gruplarda, resesif ve
dominant modellerde anlamli 6lgiide farkli olmadigi tespit edilmistir (resesif model:
XFG: P=.46, XFS: P=.32 ve kontrol: P=.52; dominant model: XFG: P=.27, XFS:
P=.09 ve kontrol: P=.88) (Cizelge 3.16) (Sekil 3.4).

3.3 Plazma hsa-miR-146a-5p ve hsa-miR-196a-5p Relatif Ekspresyon Seviyeleri
(Fold Change) ile Baz1 Risk Faktorlerinin Korelasyon Analizi

Plazma 6rnegi toplanan hastalarda, yas, GIB, VFS, MD, PSD, hsa-miR-146a-5p relatif
ekspresyon seviyesi ve hsa-miR-196a-5p relatif ekspresyon seviyesi i¢in korelasyon
analizleri yapilmistir. XFG (n=27), XFS (n=25) ve kontrol (n=27) gruplarinda birlikte
(Cizelge 3.17) ve tek tek (Cizelge 3.18, 3.19 ve 3.20) korelasyon analizleri yapilmstir.

Tiim gruplarda birlikte yapilan korelasyon analiz sonucunda, VFS ile PSD (r=.961,
P=.009) arasinda korelasyonun pozitif oldugu goriiliirken VFS ile MD (r=-.928,
P=.02) arasinda korelasyonun negatif oldugu gériilmiistiir. Yas, GIB, hsa-miR-146a-
5p relatif ekspresyon seviyesi (fold change) ve hsa-miR-196a-5p relatif ekspresyon
seviyesi (fold change) ile herhangi bir baska parametre arasinda korelasyon

goriilmemistir (Cizelge 3.17).
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Cizelge 3.16: mir-196a-2 rs11614913 C/T genotipleri ile hsa-miR-196a-5p relatif

ekspresyon seviyesinin (fold change) karsilagtirma analizi.

. ) XFG XFS Kontrol A B c D
mir-196a C2:/|:I§11614913 (n=27) (n=25) (n=27) P P P P
cc 261+254 | 168+236 | 1.18+1.35
(XEG n= 10, XFS n= 10 2.19 (0.07- 0.39 (0.05- 0.81 (0.06- 40 .86 .28 23
Kontroi n=12) ' 8.06) 6.48) 4.16)
TC 1.23+1.56 | 2.90+3.06 | 0.79+0.60
(XFG n= 15, XFS n= 13 0.70 (0.11- 1.37 (0.10- 0.76 (0.08- 19 .08 .58 .20
Kontroi n=14) ' 6.23) 8.65) 1.76)
. 1.78+0.16 3.70+1.07
(XFG n= 2, XFS n=2 1.78 (1.67- 3.70 (2.94- 7.28 17 .06 .23 A1
Kontrol n=1) 1.8 ol
P* 46 .32 52
P 27 .09 .88

kullanilmistir.

Relatif ekspresyon seviyeleri ortalama =+ standart sapma (SD) seklinde verilmistir.
A3 grubun, B XFS vs. kontrol, © XFG vs. kontrol ve °XFG vs. XFS arasindaki karsilastirmay1 gdstermektedir.
Uclii karsilastirmalarda Kruskal-Wallis testleri kullanilmustir. Ikili karsilastirmalarda Conover formiilii

*Resesif modelin: CC vs. GC & GG, **dominant modelin: CC & GC vs. GG kargilagtirmasimi gostermektedir.
Kargilastirmalarda Mann-Whitney U testi kullanilmigtir.

Relatif ekspresyon seviyesi (fold change)

Sekil 3. 4: mir-196a-2 rs11614913 C/T genotipleri ile plazma hsa-miR-196a-5p relatif

Hsa-miR-196a-5p

EXFG MXF5 M Kontrol

H ‘
h: ol |

ekspresyon seviyesinin (fold change) birlikte incelenmesi.
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XFG grubunda yapilan korelasyon analizi sonucunda, yas ile VFS (r=-.981, P=.02)
yas ile PSD (r=-.606, P=.048), VFS ile MD (r=-.972, P=.03) arasinda korelasyonun
negatif oldugu goriilmiistiir. GIB, hsa-miR-146a-5p relatif ekspresyon seviyesi (fold
change) ve hsa-miR-196a-5p relatif ekspresyon seviyesi (fold change) ile herhangi bir

baska parametre arasinda korelasyon goriilmemistir (Cizelge 3.18).

XFS grubunda yapilan korelasyon analizi sonucunda, parametreler arasinda

korelasyon goriilmemistir (Cizelge 3.19).

Kontrol grubunda yapilan korelasyon analizi sonucunda, yas ile hsa-miR-146a-5p
relatif ekspresyon seviyesi (fold change) (r=.546, P=.003), MD ile yas (r=1.000,
P<.001), PSD ile yas (r=1.000, P<.001), PSD ile MD (r=1.000, P<.001), hsa-miR-
146a-5p relatif ekspresyon seviyesi (fold change) ile MD (r=1.000, P<.001), hsa-miR-
146a-5p relatif ekspresyon seviyesi (fold change) ile PSD (r=1.000, P<.001), hsa-miR-
196a-5p relatif ekspresyon seviyesi (fold change) ile MD (r=-1.000, P<.001), hsa-
miR-196a-5p relatif ekspresyon seviyesi (fold change) ile PSD (r=-1.000, P<.001)
arasinda korelasyonun negatif oldugu gériilmiistir. GIB ile herhangi bir baska

parametre arasinda korelasyon goriilmemistir (Cizelge 3.20).
3.4 Lojistik Regresyon Analizleri

Tiim parametrelerin hastaliklarla olan iligkisi lojistik regresyon analizi ile bir arada
incelenmistir. ki durumlu lojistik regresyon (binary logistic regression) analizi
yapilarak tim modellerde geriye dogru se¢im (backward: LR) metodu kullanilmistir.
Yapilan tiim iki durumlu lojistik regresyon analizlerinde parametrelerin XFG ile
kontrol, XFS ile kontrol ve XFG ile XFS gruplarinda olan iliskisine bakilmistir. Tiim
analizlerde iki durumlu lojistik regresyondan once es lineerlik istatistigi (collinearity
statistics) yapilmistir. Yapilan tiim analizlerde degiskenler arasinda es lineerlik
goriilmediginden bagimsiz degiskenlerin hepsi birlikte modellere eklenmistir.

Analizler i¢in 2 ana model olusturulmustur. Model 1 genotipleme i¢in kullanilan tiim
bireylerden olusurken, Model 2 plazma miRNA relatif ekspresyon seviyesi belirlemek
icin kullanilan tim bireylerden olusmaktadir. Her ana modelde genotipler i¢in
dominantlik ve resesiflik durumu varsayilarak alt modeller olugturulmustur. Model
1.1, genotipleme i¢in kullanilan tiim bireylerde dominant modeli, Model 1.2 ise resesif

modeli ifade etmektedir.
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Cizelge 3. 17: Tiim gruplarda hsa-miR-146a-5p ve hsa-miR-196a-5p plazma relatif ekspresyon seviyelerinin (fold change) bazi risk faktorleri
ile korelasyonu.

) Hsa-miR-146a-5p | Hsa-miR-196a-5p
Yas GIB VFS MD PSD relatif ekspresyon | relatif ekspresyon
seviyesi seviyesi
Yas Pearson Korelasyonu 1 -.059 -.303 .046 -.068 .088 .030
Sig. (2-y6nlii) 73 .62 .86 .79 44 .79
GiB Pearson Korelasyonu -.059 1 .670 -.259 471 .066 .076
Sig. (2-y6nlii) 73 22 44 14 .70 .66
VES Pearson Korelasyonu -.303 670 1 -.928" 961 512 402
Sig. (2-yo6nlii) .62 22 .02 .009 .38 .50
MD Pearson Korelasyonu .046 -.259 -.928" 1 -.347 -.095 .030
Sig. (2-yo6nlii) .86 44 .02 .16 71 91
PSD Pearson Korelasyonu -.068 471 .961™ -.347 1 .052 129
Sig. (2-yo6nlii) 79 14 .009 .16 .84 .61
Hsa-miR-146a-5p relatif Pearson Korelasyonu .088 .066 512 -.095 .052 1 .063
ekspresyon seviyesi Sig. (2-yonlii) 44 .70 .38 71 .84 .58
Hsa-miR-196a-5p relatif Pearson Korelasyonu .030 .076 402 .030 129 .063 1
ekspresyon seviyesi Sig. (2-yénlii) 79 .66 50 91 .61 .58
* Korelasyon 0.05 diizeyinde anlamli (2 yonlii).
** Korelasyon 0.01 diizeyinde anlamli (2 y6nlii).
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Cizelge 3.18: XFG hastalarinda hsa-miR-146a-5p ve hsa-miR-196a-5p plazma relatif ekspresyon seviyelerinin (fold change) baz1 risk faktorleri
ile korelasyonu.

Hsa-miR-146a-5p | Hsa-miR-196a-5p
Yas GIB VFS MD PSD relatif ekspresyon | relatif ekspresyon
seviyesi seviyesi
v Pearson Korelasyonu 1 -.192 -.981" .381 -.606" -.032 122
as Sig. (2-yénlii) 45 02 25 048 87 55
GiB Pearson Korelasyonu -.192 1 .000 -.086 444 -.094 141
Sig. (2-yo6nlii) 45 >.99 .84 27 71 .58
VFS Pearson Korelasyonu -.981* .000 1 -.972* .938 -.432 312
Sig. (2-yo6nlii) .02 >.99 .03 .06 57 .69
MD Pearson Korelasyonu 381 -.086 -.972* 1 127 334 243
Sig. (2-yonlii) .25 .84 .03 71 .32 A7
PSD Pearson Korelasyonu -.606* 444 .938 27 1 -.355 -.094
Sig. (2-yo6nlii) .048 27 .06 71 .28 .78
Hsa-miR-146a-5p relatif Pearson Korelasyonu -.032 -.094 -432 334 -.355 1 -.067
ekspresyon seviyesi Sig. (2-yonli) .87 71 57 32 .28 74
Hsa-miR-196a-5p relatif Pearson Korelasyonu 122 141 312 243 -.094 -.067 1
ekspresyon seviyesi Sig. (2-yonlii) 55 58 .69 A7 .78 74
* Korelasyon 0.05 diizeyinde anlamli (2 yonlii).
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Cizelge 3.19: XFS hastalarinda hsa-miR-146a-5p ve hsa-miR-196a-5p plazma relatif ekspresyon seviyelerinin (fold change) bazi risk

faktorleri ile korelasyonu.

Hsa-miR-146a-5p | Hsa-miR-196a-5p
Yas GIB MD PSD relatif ekspresyon | relatif ekspresyon
seviyesi seviyesi
v Spearman's rho Korelasyonu 1 .242 -.200 .000 .185 -.230
as Sig. (2-yonlii) 47 75 >.99 38 27
GiB Spearman's rho Korelasyonu 242 1 -.866 .866 .046 -.197
Sig. (2-y6nlii) A7 .33 .33 .89 .56
MD Spearman's rho Korelasyonu -.200 -.866 1 -.800 -.700 -.100
Sig. (2-yo6nlii) 75 .33 10 19 .87
PSD Spearman's rho Korelasyonu .000 .866 -.800 1 .300 -.100
Sig. (2-yonlii) >.99 .33 10 .62 .87
Hsa-miR-146a-5p relatif ~ Spearman's rho Korelasyonu 185 .046 -.700 .300 1 .055
ekspresyon seviyesi Sig. (2-yo6nlii) .38 .89 19 .62 .79
Hsa-miR-196a-5p relatif ~ Spearman's rho Korelasyonu -.230 -.197 -.100 -.100 .055 1
ekspresyon seviyesi Sig. (2-yonlii) 27 56 .87 .87 79
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Cizelge 3.20: Kontrol grubu bireylerinde hsa-miR-146a-5p ve hsa-miR-196a-5p plazma relatif ekspresyon seviyelerinin (fold change)

bazi risk faktorleri ile korelasyonu.

Hsa-miR-146a-5p

Hsa-miR-196a-5p

Yas GIB MD PSD relatif ekspresyon | relatif ekspresyon
seviyesi seviyesi
Yas Spearman's rho Korelasyonu 1 -.608 1.000 1.000 546** -.081
Sig. (2-yonlii) A1 .003 .69
GiB Spearman's rho Korelasyonu -.608 1 132 -.467
Sig. (2-yo6nlii) A1 . : .76 24
MD Spearman's rho Korelasyonu 1.000** 1 1.000 1.000 -1.000
Sig. (2-y6nli) <.001 . . .
PSD Spearman's rho Korelasyonu 1.000** 1.000** 1 1.000 -1.000
Sig. (2-yonlii) <.001 . <.001 . :
Hsa-miR-146a-5p relatif ~ Spearman's rho Korelasyonu 546** 132 1.000** 1.000** 1 .106
ekspresyon seviyesi Sig. (2-yonlii) .003 76 <.001 <.001 .60
Hsa-miR-196a-5p relatif ~ Spearman's rho Korelasyonu -.081 -.467 -1.000** -1.000** .106 1
ekspresyon seviyesi  Sig. (2-yonlii) .69 24 <.001 <.001 .60

** Korelasyon 0.01 diizeyinde anlamli (2 yonlii).
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Model 2.1 relatif ekspresyon seviyesi belirlemek icin kullanilan tiim bireylerde
dominant modeli, Model 2.2 ise resesif modeli ifade etmektedir. Her alt modelde XFG
ile kontrol, XFS ile kontrol ve XFG ile XFS gruplar1 arasindaki analiz i¢in bir alt model
daha olusturulmustur. Model 1.1.1 genotipleme i¢in kullanilan tiim bireylerde
dominant modelde XFG ile kontrol arasindaki modeli, Model 1.1.2 yine dominant
modelde XFS ile kontrol arasindaki modeli ve Model 1.1.3 yine dominant modelde
XFG ile XFS arasindaki modeli ifade etmektedir. Model 1.2.1 genotipleme ig¢in
kullanilan tiim bireylerde resesif modelde XFG ile kontrol arasindaki modeli, Model
1.2.2 yine resesif modelde XFS ile kontrol arasindaki modeli ve Model 1.2.3 yine
resesif modelde XFG ile XFS arasindaki modeli ifade etmektedir. Model 2.1.1 relatif
ekspresyon seviyesi belirlemek i¢in kullanilan tiim bireylerde dominant modelde XFG
ile kontrol arasindaki modeli, Model 2.1.2 yine dominant modelde XFS ile kontrol
arasindaki modeli ve Model 2.1.3 yine dominant modelde XFG ile XFS arasindaki
modeli ifade etmektedir. Model 2.2.1 relatif ekspresyon seviyesi belirlemek igin
kullanilan tiim bireylerde resesif modelde XFG ile kontrol arasindaki modeli, Model
2.2.2 yine resesif modelde XFS ile kontrol arasindaki modeli ve Model 2.2.3 yine
resesif modelde XFG ile XFS arasindaki modeli ifade etmektedir (Cizelge 3.21).

Model 1 ve alt modellerinde kategorik degisken olan cinsiyet, mir-146a rs2910164
genotipleri, mir-196a-2 rs11614913 genotipleri, hipertansiyon, kalp hastaligi, diyabet,
sigara ve inme parametreleri, analizde kategorik degisken olarak isaretlenerek
bagimsiz degisken olarak secilmistir. Kategorik degisken olmayan yas, GiB, VFS, MD
ve PSD parametreleri de bagimsiz degisken olarak segilmistir. Model 2 ve alt
modellerinde cinsiyet, mir-146a rs2910164 genotipleri, mir-196a-2 rs11614913
genotipleri, hipertansiyon, kalp hastaligi, diyabet, sigara ve inme parametreleri
analizde kategorik degisken olarak isaretlenerek bagimsiz degisken olarak se¢ilmistir.
Model 2 ve alt modellerindeki gruplarda GIB, VFS, MD ve PSD parametrelerine dair
verilerde eksiklik oldugu i¢in analizleri yapilmamistir. Bu model ve alt modellerinde,
model 1 ve alt modellerine ilaveten hsa-miR-146a-5p relatif ekspresyon seviyesi ve
hsa-miR-196a-5p relatif ekspresyon seviyesi parametreleri analiz edilmistir. Kategorik
degisken olmayan yas, hsa-miR-146a-5p relatif ekspresyon seviyesi, ve hsa-miR-

196a-5p relatif ekspresyon seviyesi parametreleri de bagimsiz degisken olarak
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secilmistir. Bu modellerin uygunlugu ve giivenirligi Hosmer—Lemeshow goodness of

fit testi ile incelenmistir.

Cizelge 3.21: Lojistik regresyon analizleri i¢in olusturulan modeller.

Ana Modeller

Birinci alt modeller

ikinci alt modeller

Model 1
(genatipleme grubu)

Bagimsiz degiskenler:

yas, cinsiyet,
hipertansiyon, kalp
hastalig1, diyabet, sigara,
inme, GIB, VFS, MD,
PSD,
mir-146a rs2910164
genotipleri, mir-196a-2
rs11614913 genotipleri

Model 1.1
(dominant model)

Model 1.1.1
(XFG ve kontrol grubu arasindaki analiz)

Model 1.1.2
(XFS ve kontrol grubu arasindaki analiz)

Model 1.1.3
(XFG ve XFS grubu arasindaki analiz)

Model 1.2
(resesif model)

Model 1.2.1
(XFG ve kontrol grubu arasindaki analiz)

Model 1.2.2
(XFS ve kontrol grubu arasindaki analiz)

Model 1.2.3
(XFG ve XFS grubu arasindaki analiz)

Model 2

(plazma miRNA relatif
ekspresyon seviyesi
incelenen grup)

Bagimsiz degiskenler:

yas, cinsiyet,
hipertansiyon, kalp
hastalig1, diyabet, sigara,
inme, mir-146a rs2910164
genotipleri, mir-196a-2
rs11614913 genotipleri,
hsa-miR-146a-5p relatif
ekspresyon seviyesi, hsa-
miR-196a-5p relatif
ekspresyon seviyesi

Model 2.1
(dominant model)

Model 2.1.1
(XFG ve kontrol grubu arasindaki analiz)

Model 2.1.2
(XFS ve kontrol grubu arasindaki analiz)

Model 2.1.3
(XFG ve XFS grubu arasindaki analiz)

Model 2.2
(resesif model)

Model 2.2.1
(XFG ve kontrol grubu arasindaki analiz)

Model 2.2.2
(XFS ve kontrol grubu arasindaki analiz)

Model 2.2.3
(XFG ve XFS grubu arasindaki analiz)

3.4.1 Model 1: Genotipleme kisminda kullanilan tiim bireylerin regresyon analizi

Genotipleme kisminda kullanilan XFG (n=260), XFS (n=260) ve kontrol (n=295)
gruplarindaki tiim bireylerle model 1 olusturulmustur. Model 1.1 dominant modeli

ifade ederken, Model 1.2 resesif modeli ifade etmektedir.
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Model 1.1: Genotipleme kisminda kullanilan tiim bireylerde dominant genetik model

Bu modelde genotipleri iki durumlu degisken (binary) haline getirmek i¢in dominant
genetik modele uyduklar1 varsayilmistir. miR146a rs2910164 i¢in polimorfik CC
genotipi ile GC genotipi riskli (1), GG genotipi risksiz (0) olarak kodlanirken;
miR196a2 rs11614913 i¢in polimorfik TT genotipi ile TC genotipi riskli (1), CC
genotipi ise risksiz (0) olarak kodlanmigtir. Model 1.1.1, dominant modelde XFG ve
kontrol gruplar1 arasindaki analizi; Model 1.1.2, dominant modelde XFS ve kontrol
gruplari arasindaki analizi ve Model 1.1.3, dominant modelde XFG ve XFS gruplar

arasindaki analizi gostermektedir.

Model 1.1.1: Genotipleme kisminda kullanilan tiim bireylerde dominant modelde

XFG ile kontrol grubu arasindaki analiz

Bu modelde, cinsiyet, yas, mir-146a rs2910164 genotipleri, mir-196a-2 rs11614913
genotipleri, hipertansiyon, kalp hastalig1, diyabet, sigara, inme, GiB, VFS, MD, PSD
parametreleri bagimsiz degisken olarak secilmistir. XFG ile kontrol gruplar1 bagimli
degisken olarak atanmistir. Parametrelerin higbiri XFG ile iligkili bulunmamistir. Bu
modelde hastalarin %100’ dogru tahmin edilmistir. Bu modelin lojistik regresyon igin

uygulanabilir ve giivenilir oldugu gériilmiistiir (x*=.000, 1 df, P=.99).

Model 1.1.2: Genotipleme kisminda kullanilan tiim bireylerde dominant modelde XFS

ile kontrol grubu arasindaki analiz.

Bu modelde, cinsiyet, yas, mir-146a rs2910164 genotipleri, mir-196a-2 rs11614913
genotipleri, hipertansiyon, kalp hastalig1, diyabet, sigara, inme, GIB, VFS, MD, PSD
parametreleri bagimsiz degisken olarak sec¢ilmistir. XFS ile kontrol gruplar1 bagiml
degisken olarak atanmistir. Parametrelerin higbiri XFS ile iliskili bulunmamistir. Bu
modelde hastalarin %51.2’si dogru tahmin edilmistir. Bu modelin lojistik regresyon

icin uygulanabilir ve giivenilir oldugu gériilmiistiir (y>=6.414, 8 df, P=.60).

Model 1.1.3: Genotipleme kisminda kullanilan tiim bireylerde dominant modelde

XFG ile XFS grubu arasindaki analiz.

Bu modelde, cinsiyet, yas, mir-146a rs2910164 genotipleri, mir-196a-2 rs11614913
genotipleri, hipertansiyon, kalp hastalig1, diyabet, sigara, inme, GiB, VFS, MD, PSD
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parametreleri bagimsiz degisken olarak sec¢ilmistir. XFG ile XFS gruplar1 bagimli
degisken olarak atanmistir. Parametrelerin higbiri XFG ile iligkili bulunmamistir. Bu
modelde hastalarin %100’ dogru tahmin edilmistir. Bu modelin lojistik regresyon i¢in

uygulanabilir ve giivenilir oldugu gériilmiistiir (x°=.000, 7 df, P=.99).
Model 1.2: Genotipleme kisminda kullanilan tiim bireylerde resesif genetik model

Bu modelde genotipleri iki durumlu degisken haline getirmek igin resesif genetik
modele uyduklar1 varsayilmistir. miR146a rs2910164 icin polimorfik CC genotipi
riskli (1), GC ve GG genotipleri risksiz (0) olarak kodlanirken, miR196a2 rs11614913
icin polimorfik TT genotipi riskli (1), TC ve CC genotipleri risksiz (0) olarak
kodlanmistir. Model 1.2.1 dominant modelde XFG ve kontrol gruplari arasindaki
analizi, Model 1.2.2 dominant modelde XFS ve kontrol gruplari arasindaki analizi ve
Model 1.2.3 dominant modelde XFG ve XFS gruplar1 arasindaki analizi

gostermektedir.

Model 1.2.1: Genotipleme kisminda kullanilan tiim bireylerde resesif modelde XFG

ile kontrol grubu arasindaki analiz.

Bu modelde, cinsiyet, yas, mir-146a rs2910164 genotipleri, mir-196a-2 rs11614913
genotipleri, hipertansiyon, kalp hastalig1, diyabet, sigara, inme, GIB, VFS, MD, PSD
parametreleri bagimsiz degisken olarak se¢ilmistir. XFG ile kontrol gruplari bagimli
degisken olarak atanmistir. Parametrelerin higbiri XFG ile iligkili bulunmamistir. Bu
modelde hastalarin %100l dogru tahmin edilmistir. Bu modelin lojistik regresyon i¢in

uygulanabilir ve giivenilir oldugu gériilmiistiir (x?=.000, 1 df, P=.99).

Model 1.2.2: Genotipleme kisminda kullanilan tiim bireylerde resesif model XFS ile

kontrol grubu arasindaki analiz.

Bu modelde, cinsiyet, yas, mir-146a rs2910164 genotipleri, mir-196a-2 rs11614913
genotipleri, hipertansiyon, kalp hastalig1, diyabet, sigara, inme, GiB, VFS, MD, PSD
parametreleri bagimsiz degisken olarak secilmistir. XFS ile kontrol gruplar1 bagimli
degisken olarak atanmustir. Parametrelerin hi¢biri XFS ile iliskili bulunmamistir. Bu
modelde hastalarin %51.2°1 dogru tahmin edilmistir. Bu modelin lojistik regresyon

icin uygulanabilir ve giivenilir oldugu goriilmiistiir (y>=6.414, 8 df, P=.60).

108



Model 1.2.3: Genotipleme kisminda kullanilan tiim bireylerde resesif model XFG ile

XFS grubu arasindaki analiz.

Bu modelde, cinsiyet, yas, mir-146a rs2910164 genotipleri, mir-196a-2 rs11614913
genotipleri, hipertansiyon, kalp hastalig1, diyabet, sigara, inme, GIB, VFS, MD, PSD
parametreleri bagimsiz degisken olarak se¢ilmistir. XFG ile XFS gruplar1 bagimli
degisken olarak atanmistir. Parametrelerin higbiri XFG ile iligkili bulunmamistir. Bu
modelde hastalarin %100’ dogru tahmin edilmistir. Bu modelin lojistik regresyon i¢in

uygulanabilir ve giivenilir oldugu gériilmiistiir (x°=.000, 1 df, P=.99).

3.4.2 Model 2: Plazma miRNA relatif ekspresyon seviyesi belirleme kisminda

kullanilan tiim bireylerin regresyon analizi

Relatif ekspresyon seviyesi belirleme kisminda kullanilan XFG (n=27), XFS (n=25)
ve kontrol (n=27) gruplarindaki tiim bireylerle model 2 olusturulmustur. Model 2.1

dominant modeli olustururken model 2.2 resesif modeli olusturmaktadir.

Model 2.1: Plazma miRNA relatif ekspresyon seviyesi belirleme kisminda kullanilan

tiim bireylerde dominant genetik model

Bu modelde genotipleri iki durumlu degisken haline getirmek i¢in dominant genetik
modele uyduklar1 varsayilmistir. miR146a rs2910164 i¢in polimorfik CC genotipi ile
GC genotipi riskli (1), GG genotipi risksiz (0) olarak kodlanirken; miR196a2
rs11614913 icin polimorfik TT genotipi ile TC genotipi riskli (1), CC genotipi ise
risksiz (0) olarak kodlanmistir. Model 2.1.1, dominant modelde XFG ve kontrol
gruplar1 arasindaki analizi; Model 2.1.2, dominant modelde XFS ve kontrol gruplar
arasindaki analizi ve Model 2.1.3, dominant modelde XFG ve XFS gruplar1 arasindaki

analizi gostermektedir.

Model 2.1.1: Plazma miRNA relatif ekspresyon seviyesi belirleme kisminda

kullanilan tiim bireylerde dominant modelde XFG ile kontrol grubu arasindaki analiz.

Bu modelde cinsiyet, yas, mir-146a rs2910164 genotipleri, mir-196a-2 rs11614913
genotipleri, hsa-miR-146a-5p relatif ekspresyon seviyesi, hsa-miR-196a-5p relatif
ekspresyon seviyesi, hipertansiyon, kalp hastaligi, diyabet, sigara ve inme

parametreleri bagimsiz degisken olarak secilmistir. XFG ile kontrol gruplar1 bagiml
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degisken olarak atanmigtir. Analiz sonunda plazma hsa-miR-146a-5p relatif
ekspresyon seviyesinin XFG olma durumu ile yaklasik 6 kat iligkili oldugu tespit
edilmistir (OR=5.826, %95 CI=2.121-16.006, P=.001). Bu modelde hastalarin
%83.3’1i dogru tahmin edilmistir. Bu modelin lojistik regresyon i¢in uygulanabilir ve

giivenilir oldugu goriilmiistiir (x*=2.381, 8 df, P=.97) (Cizelge 3.22).

Model 2.1.2: Plazma miRNA relatif ekspresyon seviyesi belirleme kisminda

kullanilan tiim bireylerde dominant modelde XFS ile kontrol grubu arasindaki analiz.

Bu modelde cinsiyet, yas, mir-146a rs2910164 genotipleri, mir-196a-2 rs11614913
genotipleri, hsa-miR-146a-5p relatif ekspresyon seviyesi, hsa-miR-196a-5p relatif
ekspresyon seviyesi, hipertansiyon, kalp hastaligi, diyabet, sigara ve inme
parametreleri bagimsiz degisken olarak secilmistir. XFS ile kontrol gruplar1 bagiml
degisken olarak atanmistir. Plazma hsa-miR-146a-5p relatif ekspresyon seviyesinin
XFS ile yaklasik 4 kat iligkili oldugu belirlenmistir (OR=3.585, %95 CI=1.481-8.673,
P=.005). Bu modelde hastalarin %80.8’1 dogru tahmin edilmistir. Bu modelin lojistik
regresyon i¢in uygulanabilir ve giivenilir oldugu gériilmiistiir (x?=7.047, 8 df, P=.53)
(Cizelge 3.22).

Model 2.1.3: Plazma miRNA relatif ekspresyon seviyesi belirleme kisminda

kullanilan tiim bireylerde dominant modelde XFG ile XFS grubu arasindaki analiz.

Bu modelde, cinsiyet, yas, mir-146a rs2910164 genotipleri, mir-196a-2 rs11614913
genotipleri, hsa-miR-146a-5p relatif ekspresyon seviyesi, hsa-miR-196a-5p relatif
ekspresyon seviyesi, hipertansiyon, kalp hastaligi, diyabet, sigara ve inme
parametreleri bagimsiz degisken olarak secilmistir. XFG ile XFS gruplari bagiml
degisken olarak atanmistir. Parametrelerin higbiri XFG ile iligkili bulunmamistir. Bu
modelde hastalarin %51.9’u dogru tahmin edilmistir. Bu modelin lojistik regresyon
i¢cin uygulanabilir ve giivenilir oldugu goriilmiistiir (y>=13.480, 8 df, P=.10). (Cizelge
3.22).

Model 2.2: Plazma miRNA relatif ekspresyon seviyesi belirleme kisminda kullanilan

tiim bireylerde resesif genetik model

Bu modelde genotipleri iki durumlu degisken haline getirmek i¢in resesif genetik

modele uyduklar1 varsayilmistir. miR146a rs2910164 icin polimorfik CC genotipi
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riskli (1), GC ve GG genotipleri risksiz (0) olarak kodlanirken, miR196a2 rs11614913
icin polimorfik TT genotipi riskli (1), TC ve CC genotipleri risksiz (0) olarak
kodlanmistir. Model 2.2.1 dominant modelde XFG ve kontrol gruplar1 arasindaki
analizi, model 2.2.2 dominant modelde XFS ve kontrol gruplar1 arasindaki analizi ve
model 2.2.3 dominant modelde XFG ve XFS gruplarn arasindaki analizi

gostermektedir.

Model 2.2.1: Plazma miRNA relatif ckspresyon seviyesi belirleme kisminda

kullanilan tiim bireylerde resesif modelde XFG ile kontrol grubu arasindaki analiz.

Bu modelde cinsiyet, yas, mir-146a rs2910164 genotipleri, mir-196a-2 rs11614913
genotipleri, hsa-miR-146a-5p relatif ekspresyon seviyesi, hsa-miR-196a-5p relatif
ekspresyon seviyesi, hipertansiyon, kalp hastaligi, diyabet, sigara ve inme
parametreleri bagimsiz degisken olarak se¢ilmistir. XFG ile kontrol gruplar1 bagiml
degisken olarak atanmistir. Plazma hsa-miR-146a-5p relatif ekspresyon seviyesinin
XFG ile yaklasik 5 kat iligkili oldugu belirlenmistir (OR=4.874, %95 CI=1.995-
11.909, P=.001). Bu modelde hastalarin %83.3’{i dogru tahmin edilmistir. Bu modelin
lojistik regresyon icin uygulanabilir ve giivenilir oldugu gériilmiistiir (x>=6.398, 8 df,

P=.60) (Cizelge 3.22).

Model 2.2.2: Plazma miRNA relatif ekspresyon seviyesi belirleme kisminda

kullanilan tiim bireylerde resesif modelde XFS ile kontrol grubu arasindaki analiz.

Bu modelde, cinsiyet, yas, mir-146a rs2910164 genotipleri, mir-196a-2 rs11614913
genotipleri, hsa-miR-146a-5p relatif ekspresyon seviyesi, hsa-miR-196a-5p relatif
ekspresyon seviyesi, hipertansiyon, kalp hastaligi, diyabet, sigara ve inme
parametreleri bagimsiz degisken olarak secilmistir. XFS ile kontrol gruplar1 bagimli
degisken olarak atanmistir. Plazma hsa-miR-146a-5p relatif ekspresyon seviyesinin
XFS ile yaklagik 3 kat iligkili oldugu goriilmistiir (OR=2.947, %95 C1=1.353-6.421,
P=.007). Ayrica, plazma hsa-miR-196a-5p relatif ekspresyon seviyesinin de XFS olma
durumu ile yaklasik 2 kat iligkili oldugu sonucu elde edilmistir (OR=1.518, %95
CI=1.016-2.267, P=.04). Bu modelde hastalarin %75°1 dogru tahmin edilmistir. Bu
modelin lojistik regresyon i¢in uygulanabilir ve gilivenilir oldugu gortilmistiir

(x*=6.398, 8 df, P=.60) (Cizelge 3.22).
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Model 2.2.3: Plazma miRNA relatif ekspresyon seviyesi belirleme kisminda
kullanilan tiim bireylerde resesif modelde XFG ile XFS grubu arasindaki analiz.

Bu modelde, cinsiyet, yas, mir-146a rs2910164 genotipleri, mir-196a-2 rs11614913
genotipleri, hsa-miR-146a-5p relatif ekspresyon seviyesi, hsa-miR-196a-5p relatif
ekspresyon seviyesi, hipertansiyon, kalp hastaligi, diyabet ve sigara parametreleri
bagimsiz degisken olarak secilmistir. XFG ile XFS gruplar1 bagimli degisken olarak
atanmustir. Parametrelerin hi¢gbiri XFG ile iligkili bulunmamistir. Bu modelde
hastalarin %51.9’u dogru tahmin edilmistir. Bu modelin lojistik regresyon icin

uygulanabilir ve giivenilir oldugu gériilmiistiir (y>=13.480, 8 df, P=.10) (Cizelge 3.22).

Cizelge 3. 22: Lojistik regresyon analizlerinde anlamli ¢ikan sonuglarin ¢izelgesi.

Hosmer— Lemeshow
Model liskili bulunan P | OR cl goodness of fit testi
parametreler
1 df P
Model XFG ile hsa-miR-146a-
A 5p ekspresyon seviyesi .001 | 5.826 | 2.121-16.006 | 2.381 8 97
2.1.1 R
iligkili bulunmustur.
Model XFS ile hsa-miR-146a-5p
b ekspresyon seviyesi .005 | 3.585 | 1.481-8.673 7.047 8 .53
2.1.2 oo
iligkili bulunmustur.
Model XFG ile hsa-miR-146a-
29 1¢ 5p ekspresyon seviyesi .001 | 4.874 | 1.995-11.909 | 6.390 8 .60
o iligkili bulunmustur
XFS ile hsa-miR-146a-5p
ekspresyon seviyesi ve i
I\Zﬂgdzedl hsa-miR-196a-5p .007 | 2.947 | 1.353-6.421 6.398 8 60
- ekspresyon seviyesi ile i
iligkili bulunmustur. 04 | 1518 | 1016-2.267

Modeller binary lojistik regresyon yontemi ile Backward: LR segilerek yapilmistir.

aEkspresyon seviyesi grubunda XFG vs. kontrol karsilastirmas: (XFG n=27 ve kontrol n=27).
Genotipler dominant modele gore kodlanarak eklenmis, mir-146a i¢in CC ve GC riskli, GG risksiz
ve mir-196a-2 i¢in TT ve TC riskli, CC risksiz olarak belirlenmistir. Cinsiyet, yas, mir-146a
genotipi, mir-196a-2 genotipi, hsa-miR-146a-5p ekspresyon seviyesi, hsa-miR-196a-5p ekspresyon
seviyesi, diyabet, kalp hastaligi, hipertansiyon, inme ve sigara parametreleri dahil edilmistir.
PEkspresyon seviyesi grubunda XFS vs. kontrol karsilagtirmasi (XFS n=25 ve kontrol n=27).
Genotipler dominant modele gore kodlanarak eklenmis, mir-146a i¢in CC ve GC riskli, GG risksiz
ve mir-196a-2 igin TT ve TC riskli, CC risksiz olarak belirlenmistir. Cinsiyet, yas, mir-146a
genotipi, mir-196a-2 genotipi, hsa-miR-146a-5p ekspresyon seviyesi, hsa-miR-196a-5p ekspresyon
seviyesi, diyabet, kalp hastalig1, hipertansiyon, inme ve sigara parametreleri dahil edilmistir.
‘Ekspresyon seviyesi grubunda XFG vs. kontrol karsilastirmas1 (XFG n=27 ve kontrol n=27).
Genotipler resesif modele gore kodlanarak eklenmis, mir-146a igin CC riskli, GC ve GG risksiz ve
mir-196a-2 i¢in TT riskli, TC ve CC risksiz olarak belirlenmistir. Cinsiyet, yas, mir-146a genotipi,
mir-196a-2 genotipi, hsa-miR-146a-5p ekspresyon seviyesi, hsa-miR-196a-5p ekspresyon seviyesi,
diyabet, kalp hastalig1, hipertansiyon, inme ve sigara parametreleri dahil edilmistir.
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Cizelge 3.22 (devam): Lojistik regresyon analizlerinde anlamli ¢ikan sonuglarin

cizelgesi.

dEkspresyon seviyesi grubunda XFS vs. kontrol karsilagtirmast (XFS n=25 ve kontrol n=27).
Genotipler resesif modele gore kodlanarak eklenmis, miR-146a i¢in CC riskli, GC ve GG risksiz
ve miR-196a-2 i¢in TT riskli, TC ve CC risksiz olarak belirlenmistir. Cinsiyet, yas, mir-146a
genotipi, mir-196a-2 genotipi, hsa-miR-146a-5p ekspresyon seviyesi, hsa-miR-196a-5p
ekspresyon seviyesi, diyabet, kalp hastalig1, hipertansiyon, inme ve sigara parametreleri dahil
edilmistir.Modeller binary lojistik regresyon yontemi ile Backward: LR secilerek yapilmigtir

3.5 ROC Analizleri

Plazma hsa-miR-146a-5p relatif ekspresyon seviyesinin ve plazma hsa-miR-196a-5p
relatif ekspresyon seviyesinin XFG ve XFS hastaliklarinda klinik tan1 belirteci olarak
kullanilip kullanilamayacagini1 gérmek i¢in ROC analizleri yapilmistir. Her iki plazma
miRNA relatif ekspresyon seviyesinin XFG ile kontrol, XFS ile kontrol ve XFG ile
XFS gruplar1 arasindaki ROC analizi yapilmistir.

3.5.1 Plazma hsa-miR-146a-5p relatif ekspresyon seviyesi icin ROC analizi

3.5.1.1 Plazma hsa-miR-146a-5p relatif ekspresyon seviyesinin XFG ile kontrol

grubu arasindaki ROC analizi

Plazma hsa-miR-146a-5p relatif ekspresyon seviyesinin XFG ile kontrol gruplarinda

(194

1yi” (good) oldugu
goriilmiistir (AUC=0.897, P<.001, %95 CI=0.81-0.98). Plazma hsa-miR-146a-5p

ROC analizinde elde edilen AUC degerine gore sonucun

relatif ekspresyon seviyesi i¢in cut-off degeri 1.38 olarak belirlenmistir. Hsa-miR-
146a-5p relatif ekspresyon seviyesi 1.38’den yiiksek olanlar XFG, daha diisiik olanlar
ise kontrol olarak yorumlanmistir. Testin duyarliliginin (sensitivity) %389,

Ozgiilliigiinlin (specificity) ise %78 oldugu hesaplanmstir (Sekil 3.5) (Cizelge 3.23).

3.5.1.2 Plazma hsa-miR-146a-5p relatif ekspresyon seviyesinin XFS ile kontrol

grubu arasindaki ROC analizi

Plazma hsa-miR-146a-5p relatif ekspresyon seviyesinin XFS vs. kontrol gruplarinda
ROC analizinde elde edilen AUC degerine gore sonucun ‘“‘orta” (fair) oldugu
goriilmiistir (AUC=0.779, P=.001, %95 CI=0.65-0.91). Plazma hsa-miR-146a-5p
relatif ekspresyon seviyesinin cut-off degeri 1.96 olarak belirlenmistir. Hsa-miR-146a-

5p relatif ekspresyon seviyesi 1.96’dan yiiksek olanlar XFS, daha diisiik olanlar ise
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kontrol olarak yorumlanmistir. Testin duyarliliginin (sensitivity) %52, 6zgiilliigliniin

(specificity) ise %93 oldugu hesaplanmistir (Sekil 3.6) (Cizelge 3.23).

3.5.1.3 Plazma hsa-miR-146a-5p relatif ekspresyon seviyesinin XFG ile XFS

grubu arasindaki ROC analizi

Plazma hsa-miR-146a-5p relatif ekspresyon seviyesinin XFG ile XFS gruplarn
arasindaki ROC analizi sonucunda testin “zayif”’ (poor) oldugu goriilmiistiir
(AUC=0.641, P=.08, %95 C1=0.49-0.79) (Sekil 3.7) (Cizelge 3.23). Bu nedenle cut-

off degeri hesaplanmamustir.

Cizelge 3. 23: Plazma hsa-miR-146a-5p relatif ekspresyon seviyesinin ROC analizleri

sonug ¢izelgesi.

o || 1o | | ausnaas | 2|
s (o8| o | o | am | e | s
ey ?z%;lllf 049-0.79 | .08

AUC: Area Under the Curve

3.5.2 Plazma hsa-miR-196a-5p relatif ekspresyon seviyesi icin ROC analizi

3.5.2.1 Plazma hsa-miR-196a-5p relatif ekspresyon seviyesinin XFG ile kontrol

grubu arasindaki ROC analizi

Plazma hsa-miR-196a-5p relatif ekspresyon seviyesinin XFG ile kontrol gruplarinda
ROC analizi sonucunda testin “zay1f” (poor) oldugu goriilmiistiir (AUC=0.626, P=.11,
%95 CI1=0.47-0.78) (Sekil 3.8) (Cizelge 3.24).

114




ROC Curve Source of the Curve

10 miR-146a-5p fold
change
Reference Line
O Cut-off noktasi
0,5
0,67
o
2
At
0
c
[ ]
"
0,44
0,24
00 T T T T
0,0 02 04 06 08 10

1 - Specificity

Sekil 3. 5: Plazma hsa-miR-146a-5p relatif ekspresyon seviyesinin XFG ile kontrol

gruplarinda ROC analizi.
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Sekil 3. 6: Plazma hsa-miR-146a-5p relatif ekspresyon seviyesinin XFS ile kontrol

gruplar1 arasindaki ROC analizi.
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Sekil 3. 7: Plazma hsa-miR-146a-5p relatif ekspresyon seviyesinin XFG ile XFS

gruplar1 arasindaki ROC analizi.

3.5.2.2 Plazma hsa-miR-196a-5p relatif ekspresyon seviyesinin XFS ile kontrol

grubu arasindaki ROC analizi

Plazma hsa-miR-196a-5p relatif ekspresyon seviyesinin XFS ile kontrol gruplar

arasindaki ROC analizi sonucunda testin “zayif” (poor) oldugu gdoriilmiistiir
(AUC=0.610, P=.17, %95 CI=0.45-0.77) (Sekil 3.9) (Cizelge 3.24).

3.5.2.3 Plazma hsa-miR-196a-5p relatif ekspresyon seviyesinin XFG ile XFS

grubu arasindaki ROC analizi

Plazma hsa-miR-196a-5p relatif ekspresyon seviyesinin XFG ile XFS gruplar
arasindaki ROC analizi sonucunda testin “basarisiz” (fail) oldugu goriilmustiir

(AUC=0.530, P=.71, %95 CI1=0.37-0.69) (Sekil 3.10) (Cizelge 3.24).
3.6 Hata Matrisi Analizi

ROC analizinde anlamli ¢ikan sonuglar hata matrisi analizi ile de degerlendirilmistir.
ROC analizlerinde hsa-miR-146a-5p relatif ekspresyon seviyesi parametresi XFG ile
kontrol ve XFS ile kontrol gruplar1 arasindaki incelemelerde istatistiksel olarak

anlamli ¢ikmus, bu ikisi i¢in hata matrisi analizi yapilmstir.

116



Cizelge 3.24: Plazma hsa-miR-196a-5p relatif ekspresyon seviyesinin ROC analizleri

sonug ¢izelgesi.

Ozgiilliik
Karsilastirilan AUC Cl p CU'E Of:f Duyz_u‘_ll!lk (Specificit
gruplar (95%) degeri (Sensitivity) V)

XFG (n=27) & 0.626

Kontrol (n=27) (zay1f) 0.47-0.78 11

XFS (n=25) & 0.610

Kontrol (n=27) (zay1f) 0.45-0.77 17

XFS (n=25)& |  0.530

XFG (n=27) (basarisiz) 0.37-0.69 71 --- - .

AUC: Area Under the Curve
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change
Reference Line
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Sekil 3. 8: Plazma hsa-miR-196a-5p relatif ekspresyon seviyesinin XFG ile kontrol

gruplart arasindaki ROC analizi.
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Sekil 3. 9: Plazma hsa-miR-196a-5p relatif ekspresyon seviyesinin XFS ile kontrol

gruplar1 arasindaki ROC analizi.
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Sekil 3. 10: Plazma hsa-miR-196a-5p relatif ekspresyon seviyesinin XFG ile XFS

gruplar1 arasindaki ROC analizi.
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3.6.1 Plazma hsa-miR-146a-5p relatif ekspresyon seviyesinin XFG ile kontrol

grubu arasindaki hata matrisi analizi

Plazma hsa-miR-146a-5p relatif ekspresyon seviyesinin XFG ile kontrol gruplarinda
ROC analizi sonucunda test “iyi” olarak degerlendirilmis ve cut-off degerinin 1.38
oldugu belirlenmistir. Hata matrisi analizinde tahmin degerler cut-off degerine gore
belirlenmistir. Hsa-miR-146a-5p relatif ekspresyon seviyesi 1.38’den yiiksek olanlar
XFG@G, daha diisiik olanlar ise saglikli kontrol olarak kabul edilmistir. Gerg¢ekte kontrol
olup, tani testine gore de kontrol olan (DN-dogru negatif) 21, gergekte XFG olup tan
testine gore de XFG olan (DP-dogru pozitif) 24, gergekte kontrol olup tan1 testine gore
XFG olan (YP-yanlis pozitif) 6 ve ger¢ekte XFG olup tani testine gore kontrol olan
(YN-yanlis negatif) 3 birey goriilmiistiir. Bu siniflandirma degerleri ile hata matrisi
olusturulmustur. Hata matrisine gére duyarlilik (sensitivity), 6zgiilliikk (specificity) ve
dogruluk (accuracy) degerleri hesaplanmistir. Bu analiz sonucunda duyarlilik
(sensitivity) %89, ozgiilliik (specificity) %78 ve dogruluk (accuracy) %83 oldugu
goriilmiistiir (Cizelge 3.25 ve 3.27).

Cizelge 3.25: Plazma hsa-miR-146a-5p relatif ekspresyon seviyesinin XFG ile kontrol

gruplar1 arasindaki hata matrisi analizi.

Gerg¢ek durum
XFG Kontrol Toplam
Hsa-miR-146 a-5p XFG 24 (DP) 6 (YP) 30
relatif ekspresyon
seviyesine gore
belirlenenler Kontrol 3 (YN) 21 (DN) 24
Toplam 27 27 54

Duyarlilik (Sensitivity) = DP/(DP + YN) = 24/(24 + 3) = 0.89 = %89
Ozgiilliik (Specificity) = DN/(DN + YP) = 21/(21 + 6) =0.78 = %78

Dogruluk (Accuracy) = (DN + DP)/(DN+DP+YN+YP) = (21 + 24)/(21+24+3+6)
=0.83 = %83
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3.6.2 Plazma hsa-miR-146a-5p relatif ekspresyon seviyesinin XFS ile kontrol

grubu arasindaki hata matrisi analizi

Plazma hsa-miR-146a-5p relatif ekspresyon seviyesinin XFS ile kontrol gruplarinda
ROC analizi sonucunda test “iyi” olarak degerlendirilmis ve cut-off degeri 1.96 olarak
belirlenmigtir. Hata matrisi analizinde tahmin degerler cut-off degerine gore
belirlenmistir. Hsa-miR-146a-5p relatif ekspresyon seviyesi 1.96’dan yiiksek olanlar
XFS, daha diisiik olanlar ise saglikli kontrol olarak kabul edilmistir. Ger¢ekte kontrol
olup tani testine gore de kontrol olan (DN-dogru negatif) 25, gercekte XFG olup tanm
testine gore de XFG olan (DP-dogru pozitif) 13, gergekte kontrol olup tani testine gore
XFG olan (YP-yanlis pozitif) 2 ve gergekte XFG olup tani1 testine gore kontrol olan
(YN-yanlis negatif) 12 birey goriilmiistiir. Bu siniflandirma degerleri ile hata matrisi
olusturulmustur. Hata matrisine gore duyarlilik (sensitiviy), 6zgiilliik (specificity) ve
dogruluk (accuracy) degerleri hesaplanmistir. Bu analiz sonucunda duyarlilik
(sensitivity) %52, ozgiilliik (specificity) %93 ve dogruluk (accuracy) %73 oldugu
goriilmiistiir (Cizelge 3.26 ve 3.27).

Cizelge 3.26: Plazma hsa-miR-146a-5p relatif ekspresyon seviyesinin XFS ile kontrol

gruplar1 arasindaki hata matrisi analizi.

Gercek durum
XFS Kontrol Toplam
Hsa-miR-146 a-5p XFS 13 (DP) 2 (YP) 15
relatif ekspresyon
seviyesine gore
belirlenenler
Kontrol 12 (YN) 25 (DN) 37
Toplam 25 27 52

Duyarlilik (Sensitivity) = DP/(DP + YN) = 13/(13 + 12) = 0.52 = %52

Ozgiilliik (Specificity) = DN/(DN + YP) = 25/(25 + 2) =0.93= %93
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Dogruluk (Accuracy) = (DN + DP)/(DN+DP+YN+YP) = (25 + 13)/(25+13+12+2)
=0.73= %73

Cizelge 3.27: Plazma hsa-miR-146a-5p relatif ekspresyon seviyesinin hata matrisi

analizi sonug ¢izelgesi.

Modeller Duyarhilik Ozgiilliik Dogruluk
(Sensitivity) (Specificity) (Accuracy)
Hsa-mlR-l46a-59 relfaltlf %89 %78 083
ekspresyon seviyesi
Hsa-mlR-l46a-5p_J relfaztlf 0652 0493 %73
ekspresyon seviyesi
'XFG vs. kontrol arasinda yapilan analiz
2XFS vs. kontrol arasinda yapilan analiz
Sonuglar hata matrisi analizi ile belirlenmistir.
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4. TARTISMA

Eksfoliasyon sendromu (XFS), genelde yas arttikca daha fazla gelisim gosterdigi
bilinen, anormal fibriler birikintilerin g6z dokularinda tiretilip birikmesi ile tanimlanan
bir hiicre dis1 matriks hastaligidir (Bhat, 2010). XFS’nin erken tanis1 yoktur ve
hastaligin ileri asamalarinda meydana gelen goriis alan1 daralmasinin da kalic1 tedavisi
bulunmamaktadir. Eksfoliasyon nedeniyle olusan eksfoliatif glokom (XFG) tedavi
edilmedigi takdirde korliige sebep olabilmektedir. Bu nedenlerden otiirii XFS
hastaliginin erken donemde teshisi 6nem arz etmektedir. XFS olusum siirecinde elastik
fibrillerin fazla liretimi, bliylime faktorlerinin (6zellikle TGF-) fazla eksprese olmasi,
MMPs ve TIMPs arasindaki dengesizligin, artmig hiicresel stresin, oksidatif stres ve
hiicresel strese karsi korunma mekanizmalarindaki bozukluklarin yer aldig
gosterilmistir (Ho vd., 2005; Ronkko vd., 2007; Schlétzer-Schrehardt vd., 2003). Son
zamandaki arastirmalar, oksidatif stresin ve inflamasyonun, eksfoliasyon materyali
iiretiminin patofizyolojisinde rol oynayabilecegini gostermistir (Can Demirddgen vd.,
2019b).

Bitkilerden hayvanlara ¢esitli 6karyot canlilarda kesfedilmesi devrim niteliginde kabul
edilen ve gen ifadesinin diizenlenmesinden sorumlu kisa (yaklasik 22 niikleotit
uzunlugunda) kodlama yapmayan RNA’lara mikroRNA (miRNA) adi verilmistir
(Griffiths-Jones, 2006). miRNA’larda bulunan spesifik tamamlayici dizi (gekirdek dizi,
seed region), hedef mRNA'nin 3" UTR (Untranslated Region-Cevrim Yapilmayan
Bolge), 5S’UTR veya ORF (Open Reading Frame-Ag¢ik Okuma Zinciri) bolgelerinde
bulunan tamamlayict diziyi taniyip baglanarak gen ekspresyonunu post-
transkripsiyonel olarak etkilemektedir. miRNA'nin gen ekspresyonunu etkilemesi,
hedef mRNA'nin degradasyonu, translasyon baglangicinin inhibisyonu veya
translasyon uzamasinin inhibisyonu gibi ¢esitli mekanizmalarla meydana gelmektedir
(Lee vd., 2016; Undi vd., 2013). 2-8 niikleotit uzunlugundaki miRNA’larda bulunan
cekirdek diziler, mRNA’ya komplementer olarak baglandiklar1 icin biiyilk 6nem
tasimaktadirlar (Treiber vd., 2012). miRNA’larin pek ¢ok hastaligin patogenezinde rol
oynayabilecegi gosterilmistir. Cesitli ¢aligmalarda miRNA'larin farkli dokularda
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benzersiz ekspresyon seviyelerine sahip olduklari goriilmiistiir. miRNA'lar, viicut
stvilarinda bulunmalari, stabiliteleri nedeniyle en umut verici biyobelirtecler arasinda
goriilmektedirler (Uddin ve Chakraborty, 2018). Bu tez c¢alismasinin amaci,
inflamasyon ile iligkili yolaklarda rol oynadigi bilinen miR-146a ve miR-196a-2’nin
plazma ekspresyon seviyeleri ile mir-146a rs2910164 G/C ve mir-196a-2 rs11614913
C/T SNP’lerinin XFS ve XFG hastaliklar1 i¢in biyobelirte¢ olma potansiyellerinin
degerlendirilmesidir. Calismamiz, Tiirk popiilasyonunda, mir-146a’daki rs2910164
G/C ve mir-196a-2’deki rs11614913 C/T SNP’leri ve bu genlerin plazma ekspresyon
seviyeleri ile XFS, XFG ve kontrol gruplar1 arasindaki iliskiyi inceleyen ilk
arastirmadir.

Cografya ve etnisite faktorleri yoniinden popiilasyonlar arasinda farkli prevalanslar
gosteren XFS tiim diinya ¢apinda goriilen bir hastaliktir (Ritch ve Schlotzer-
Schrehardt, 2001). Diinya genelinde XFS prevalansi yas arttik¢a artig gosterip, 60 yas
tizerindeki bireylerde %10 ile %20 arasinda goriilmektedir (Schlotzer-Schrehardt,
2011). Finlandiya, Lapponlar (Isve¢ ve Norveg’in kuzey kutup bdlgelerinde yasayan
etnik bir topluluk), Iskandinavya, Rusya, Yunanistan ve Tunus’ta XFS prevalansinin
yuksek oldugu goriilmiistiir. Bu tilkelerde 50-69 yas araliginda %3 ile %15 arasinda,
70 yasin iistiinde %19 ile %36 arasinda prevalans tespit edilmistir. Bunlara karsin,
Amerika Birlesik Devletleri, Ingiltere, Almanya, Fransa, Isvigre, Norveg, Misir ve
Hindistan’da ise daha diisiik prevalans tespit edilmistir (Andrikopoulos vd., 20009;
Forsius, 1988; Konstas ve Ringvold, 2018; Ritch ve Schlétzer-Schrehardt, 2001;
Shazly vd., 2011). XFS bulunan ve glokom teshisi konmus bireylerin yiizdelikleri yas
ile anlaml 6lgiide artig gostermektedir (Yalaz vd., 1992). Bu ¢alismada, yas ortalamasi
XFG grubunda 71.5 + 8.1, XFS grubunda 70.9 + 6.5 ve kontrol grubunda 70.3 + 7.8
olarak hesaplanmigtir ve yapilan analiz sonucunda gruplar arasinda istatistiki
degerlendirmede anlamli dlgiide farklilik izlenmemistir. Gruplarin yas ortalamasinin,
sonraki analizlerin etkilenmemesi i¢in miimkiin oldugunca birbirine yakin olmasina
ve aralarinda istatistiki degerlendirmede anlamli 6l¢iide farklilik olmamasina 6zellikle
dikkat edilmistir.

Calisma popiilasyonunda goérme parametreleri incelenmistir. Incelenen gdrme
parametrelerinden biri GIB (g6z igi basinci) degeridir. Onceki béliimlerde anlatildig
gibi, XFG’nin, akdz hiimor sivisinin drenajini saglayan kanallarin eksfoliasyon
birikintisi ile tikanmasi ve bu suretle GiB’in artmasi sonucunda meydana geldigi

bilinmektedir. Bu durum bilindiginden GIiB degerinin XFG hastalarinda yiiksek
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olmasi beklenir. Beklenildigi gibi, Tiirk popiilasyonunda GIB igin yapilan bir
calismada, XFG tanis1 konmamis kisilerde GIB degeri 21 mmHg altinda oldugu
goriiliirken, XFG hastalarinda GIB degerleri yiiksek goriilmiistiir (23 ve 24 mmHg)
(Sahin, 2019). Buna ilaveten, farkli calismalarda eksfoliasyon bulunan goézlerde
yiiksek GIB degeri bulunmasina karsin, eksfoliasyon bulunmayan gozlerde daha
diisiik GIB degerleri bulunmustur. GIB degeri arttikca glokom gelisme riskinin arttig1
goriilmistiir (Aasved, 1971; Mitchell, 1999). Ayrica, XFS hastalarinda, XFS olmayan
hastalara gore daha yiiksek GIB degerleri goriilmiistiir (Summanen ve Ténjum, 1988;
Kaljurand ve Teesalu, 2010). Ekibimiz tarafindan yapilan 6nceki ¢alismalarda, XFG,
XFS ve kontrol gruplari arasinda GIB degerinin istatistiki farklilik gosterdigi ve XFG
grubunda XFS ve kontrol gruplarma gére GIB degerinin daha yiiksek oldugu
bulunmustur (Can Demirdégen vd., 2019a; Can Demirdégen vd., 2019b). Bizim
calismamizin sonucunun, Sahin ve arkadaslarinin (2019), Aasved’in (1971),
Mitchell’in (1999) ve daha 6nceden ekibimizin yaptigi ¢alismalarin sonuglarina benzer
oldugu goriilmiistiir. GIB degerinin XFG hastalarinda XFS ve kontrol gruplarina gore
daha yiiksek oldugu goriilmistir (XFG vs. kontrol: P<.001, XFG vs. XFS:P<.001).
Onceki boliimlerde bahsedildigi gibi, XFS ve XFG’nin erken teshisi
yapilamamaktadir. Teshis yapildiginda GIB degerinin diisiiriilmesiyle hastaligin
ilerlemesinin 6nlenmesi miimkiin ise de, hastaligin ileri asamalarinda meydana gelen
tahribatin kalic1 tedavisi miimkiin olmamaktadir. Bu nedenle XFS ve XFG i¢in erken
teshis 6nemlidir.

Calismamizda incelenen gérme parametrelerinden bir digeri VFS (visual field score)
degeridir. VFS, gorme alaninda meydana gelen hasara gore puanlandirilarak
kategorilere ayrilmaktadir. ik olarak “0” puan, normal gérme alanina denk gelmekte
ve birinci kategori olarak smiflandirilmaktadir. Ikinci kategori “1-5” puan
araligindadir ve gdrme alanindaki hafif hasari ifade eder. Ugiincii kategori “6-11” puan
araligindadir ve gérme alanindaki orta derecede hasari ifade eder. Dordiincii kategori
“12-17” puan araligindadir ve gérme alanindaki ciddi hasar1 ifade eder. 18-20 puan
araligina denk gelen ve gdrme alani hasarinin en fazla oldugu kategori de besinci
kategoridir (Can Demirdogen vd., 2019b; Ng vd., 2012). Ekibimizin Onceki
caligmalarinda, VFS degerinin XFG ve XFS hastalar1 ile kontrol bireyleri arasinda
anlaml Ol¢iide istatistiki farklilik gosterdigi bulunmus, XFG grubunda diger gruplara
gore anlamli Ol¢iide daha yiiksek oldugu goriilmistiir (Can Demirddgen vd., 2019a;

Can Demirdégen vd., 2019b; Can Demirddgen vd., 2020). Bu ¢alismamizin sonucuna
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gore XFG, XFS ve kontrol gruplarindaki hastalarin gérme alani ikinci kategoridedir,
fakat XFG hastalarinda daha yiiksek puan goriilmiistiir. Bu tez ¢alismasinin sonucunda
da ekibimizin onceki ¢alismalarinda oldugu gibi, VFS degerinin XFG hastalarinda
XFS ve kontrol gruplarina gore anlamli dl¢iide daha yiiksek oldugu goriilmiistiir (XFG
vs. kontrol: P<.001, XFG vs. XFS:P<.001).

Calismamizda MD (mean deviation) ve PSD (pattern standart deviation) degerleri de
incelenmistir. Literatiirdeki ¢alismalarda, primer agik ag¢ili glokomlu hastalar ile
kontrol bireyler arasinda MD ve PSD degerlerinin istatistiki farklilik gosterdigi
(Dursun vd., 2016) ve PSD degerinin primer agik a¢ili glokomlu hastalarda anlaml
Olciide daha yiiksek (P<.001), MD degerinin ise anlamli 6l¢iide daha diisiik oldugu
(P<.001) goriilmiistiir (Uchida vd., 1996). Ekibimizin 6nceki ¢alismalarinda, MD ve
PSD degerlerinin XFG, XFS ve kontrol gruplar1 arasinda istatistiki farklilik gosterdigi
bulunmustur. XFG hastalarindaki PSD degerinin XFS ve kontrol gruplarina gore daha
yiiksek, MD degerinin ise daha diisiik oldugu goriilmiistiir (Can Demirddgen vd.,
2019a; Can Demirddgen vd., 2019b; Can Demirdégen vd., 2020). Bizim ¢alismamizin
sonucunun, Dursun ve arkadaslarinin (2016), Uchida ve arkadaslarinin (1996) ve daha
onceden ekibimizde yapilan ¢alismalarin sonuglarina benzer oldugu goriilmiistiir. PSD
degerinin XFG hastalarinda XFS ve kontrol gruplarina gére daha yiiksek (XFG vs.
kontrol: P<.001, XFG vs. XFS:P<.001), MD degerinin ise daha diisiik (XFG vs.
kontrol: P<.001, XFG vs. XFS:P<.001) oldugu goriilmiistiir. XFG i¢in PSD ve MD
g0z parametresi degerlerinin 6nemli oldugu ve XFS ve kontrol gruplarindaki bireylere
kiyasla anlamli farklihik gosterdigi bulunmustur. XFS i¢in ise PSD ve MD g6z
parametresi degerlerinin énemli olmadig1 ve kontrol grubundaki bireylere kiyasla
anlaml farklilik géstermedigi bulunmustur.

Calisma popiilasyonunda risk faktorleri de incelenmistir. incelenen risk faktdrlerinden
biri cinsiyettir. Literatiirde XFG ve XFS iizerinde cinsiyetin etkisine dair ¢alismalar
mevcuttur. Bazi yaymlarda XFS ve XFG’nin kadinlarda daha yaygin oldugu
gosterilmigken (Kozart ve Yanoff, 1982; Mitchell, 1999; Karger vd., 2003), bazi
yayinlarda XFS ve XFG’nin erkeklerde daha yaygin oldugu gosterilmistir (Kozobolis
vd., 1997; McCarty ve Taylor, 2000; Challa, 2009; Stein vd., 2011b). Bu ¢alismalara
karsin, literatiirde XFS ve XFG goriilme sikliginin cinsiyetler arasinda farklilik
gostermedigi calismalar da mevcuttur (Moreno-Montanis vd., 1989; Yalaz vd., 1992;
Yiiksel vd., 2001). Bazi yayinlarda, XFS’nin erkeklerde daha yaygin oldugu
gosterilmistir (Al-Saleh vd., 2015; Kili¢ vd., 2016; Olawoye ve Ritch, 2014). Bunlara
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ilaveten, Irlanda toplumunda yapilan bir calismada, XFG gelistirme olasiliginin
erkeklerde daha fazla oldugu belirlenmistir (Madden ve Crowley, 1982). Buna benzer
olarak, ekibimizin dnceki ¢alismalarinda, XFG gelistirme olasiliginin erkeklerde daha
yuksek oldugu (Can Demirdégen vd., 2019a), erkek olmanin XFG ve XFS ile anlaml
ol¢iide iligkili oldugu (Can Demird6gen vd., 2020) goriilmiistiir. Bu tez ¢alismasinda
da Al-Saleh ve arkadaglarinin (2015), Kili¢ ve arkadaslarinin (2016), Olawoye ve
Ritch’in (2014) ve ekibimizin onceki ¢caligmalarinin sonuglarina benzer sonuglar elde
edilmistir. Bu ¢alismada, XFG hastalar1 grubundaki erkeklerin sayisinin kadinlara
oranla anlaml1 derecede yiiksek oldugu goriilmiistiir (P=.01). XFG ile cinsiyet arasinda
iligki bulunurken, XFS ile cinsiyet arasinda iligki bulunmamistir. Boylece XFS’li
erkek hastalarinin XFG olusturma riskinin kadinlara gore daha yiiksek oldugu
sOylenebilir. Bu sebeple bizim toplumumuzda XFS’li erkek hastalariin takibi daha
sik yapilmalidir. Bunlara ilave olarak, bu ¢alismanin hastane tabanli bir ¢aligma olmasi
dolayistyla, vardigimiz sonucun tiim popiilasyonu yansitmamasi ihtimali de dikkate
alinmalidir. Tiirk popiilasyonunda XFG ve XFS hastaliklarinin cinsiyetler arasindaki
dagilimmi popiilasyon bazli bir calisma sonucunda elde edilen sonuglar ile
degerlendirmek daha dogru olacaktir. Ayrica, bu c¢alismada gruplarin yas
ortalamasinin sonraki analizlerin etkilenmemesi i¢in miimkiin oldugunca birbirine
yakin olmasina dikkat edildiginden vardigimiz sonucun tiim popiilasyonu yansitmama
ihtimali dikkate alinmalidir.

Risk faktorlerinden bir digeri hipertansiyondur. Pek c¢ok caligmada, miRNA’lar ile
hipertansiyon arasinda baglant1 oldugu saptanmistir (Marques vd., 2011; Kontaraki
vd., 2014; Dluzen vd., 2016; Qi vd., 2017). Kore toplumunda yapilan bir ¢alismada,
mir-146a ile hipertansiyon arasinda iliski oldugu tespit edilmistir (Kim ve Hong,
2016). Hipertansiyon ile oksidatif stres arasindaki iliskiye dair bazi ¢aligmalarda
oksidatif stres ile hipertansiyon arasinda pozitif korelasyon oldugu ve oksidatif stresin
hipertansiyonun nedeni degil sonucu olarak gelistigi belirtilmektedir (Grossman,
2008; Montezano vd., 2015). XFS ve XFG hastaliklarinda iiretilen ve biriken
eksfoliasyon materyalinin olusumda oksidatif stresin rol oynadig: diistiniilmektedir.
Mitchell ve arkadaslariin (1997) elde ettikleri ¢alisma sonucunda hipertansiyon ile
XFG ve XFS arasinda korelasyonun pozitif oldugu goriilmiistiir. Baz1 ¢aligmalarda
hipertansiyon hastaliginin, XFS ve XFG hastalarinda kontrol bireylere gére daha ¢ok
oldugu goriiliirken (Miyazaki vd., 2005; Yaz ve Yildirim, 2018), ABD’de yapilan bir
calismada XFS ile hipertansiyon arasinda iliski goriilmemistir (Siordia vd., 2016).
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Ekibimizin de onceki calismalarinda, hipertansiyonla XFG ve XFS arasinda iliski
goriilmemisgtir. (Can Demirdégen vd., 2019a; Can Demird6gen vd., 2019b; Can
Demird6gen vd., 2020). Miyazaki ve arkadaslarinin (2005), Yaz ve Yildirim’in (2018)
caligmalarinin tersine bizim ¢alismamizda da ekibimizin vardig1 sonuca benzer sekilde
XFS ve XFG hastaliklar ile hipertansiyon arasinda bir iliski goriillmemistir.

Risk faktorii olarak ele alinan faktorlerden bir digeri diyabettir. Yapilan bir ¢alismada,
XFS insidansinin, diyabetli hastalarda kontrol bireylere gore daha yiiksek oldugu
goriilmiistiir. Her iki hastaligin patofizyolojisinde de kollajen metabolizmasindaki
degisiklikler rol oynadigindan, diyabetin XFS ve XFG ig¢in risk faktorii olabilecegi
distintilmiustiir (Sollosy, 2004). Tip 2 diyabet hastalarinda agik agili glokom gelistirme
riskinin 2.53 kat arttig1 (P=.04) (Shen vd., 2016), kadinlarda tip 2 diyabeti ile artmis
acik agili glokom riskinin iliskili oldugu gorilmistiir (Pasquale vd., 2006). Bu
caligmalara karsin, XFS ve XFG hastaliklar ile diyabet hastaligi arasindaki iligkiyi
arastiran ¢aligmalarda, bu hastaliklar arasinda iliski gortilmemistir (Bikbov vd., 2020;
Jonas ve Griindler, 1998; Miyazaki vd., 2005; Topouzis vd., 2011). Benzer bigimde,
ekibimizin onceki ¢alismalarinda da, XFG, XFS ve kontrol gruplari arasinda diyabet
siklig1 yoniinden anlamli 6lgtide fark goriilmemistir (Can Demirddgen vd., 2019a; Can
Demirdogen vd., 2019b; Can Demirdogen vd., 2020). Bazi miRNA’larin tip 1
diyabetle (hsa-miR-152, hsa-miR-30a-5p, hsa-miR-181a, hsa-miR-24, hsa-miR-148a,
hsa-miR-210, hsa-miR-27a, hsa-miR-29a, hsa-miR-27b, hsa-miR-26a, hsa-miR-25 ve
hsa-miR-200a) (Nielsen vd., 2012; EI-Samahy vd., 2017) ve tip 2 diyabetle (hsa-miR-
126) (Liu vd., 2014) iliskili oldugu saptanmistir. Bu tez ¢alismasinda da Bikbov ve
arkadaslarinin (2020), Jonas ve Griindler’in (1998), Miyazaki ve arkadaslarinin
(2005), Topouzis ve arkadaslarinin (2011) ve ekibimizin ¢aligmalarinin sonuglarina
benzer sonuglar elde edilmis, XFS ve XFG hastaliklar ile diyabet arasinda bir iligki
olmadig1 goriilmiustiir.

Kalp hastaliklar1 da risk faktorlerinden biri olarak ele alinmistir. Kalp hastaliklar ile
XFS (Brajkovi¢ vd., 2007) ve XFG (Ritland vd., 2004) arasinda anlamli iligki
oldugunu gosteren caligmalar vardir. Ancak, XFS ve XFG hastaliklar1 ile kalp
hastaliklar1 arasinda baglanti olup olmadigini arastiran ¢ogu ¢alismada, bu hastaliklar
arasinda iligski goriilmemistir (Anastasopoulos vd., 2011; Bikbov vd., 2020; Topouzis
vd., 2011). Yalnizca XFS igin yapilan bir ¢alismada da aymi sekilde iliski
goriilmemistir (Chung vd., 2018). Benzer sekilde ekibimizin 6nceki ¢alismalarinda da,

XFG, XFS ve kontrol gruplan ile kalp hastaliklar1 arasinda anlamli 6l¢lide fark
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goriilmemistir (Can Demirddgen vd., 2019a; Can Demirdégen vd., 2019b; Can
Demirdégen vd., 2020). Bu calismalara ilaveten, kalp hastaliklartyla miRNA’lar
arasinda iliski oldugunu belirten ¢alismalar vardir (miR-489, miR-23a ve miR-675)
(Wang vd., 2014; Wei vd., 2017; Liu vd., 2016). Bu tez calismasinda da
Anastasopoulos ve arkadaslarinin (2011), Bikbov ve arkadaglarinin (2020), Topouzis
ve arkadaglarinin (2011) ve ekibimizin ¢aligmalarinin sonuglarina benzer sonuglar elde
edilmis, XFS ve XFG hastaliklar1 ile kalp hastaliklar1 arasinda bir iligki olmadig:
gorilmistiir.

Sigara kullanim1 da risk faktdrlerinden bir digeridir. Farkli ¢aligmalarda sigaranin XFS
ve XFG ile iliskili oldugu (Doucette vd., 2015; McMonnies, 2017), erkeklerde sigara
kullanimi ile artan GIB arasinda 6nemli bir iliski oldugu gériilmiistiir (P=.01)
(Yoshida vd., 2014). Ote yandan, XFS ve XFG hastaliklar1 ile sigara arasindaki iliskiyi
inceleyen yayinlarin bazilarinda, bu hastaliklar ile sigara arasinda anlamli 6l¢tide iliski
izlenmemistir (Bikbov wvd., 2020; Topouzis vd., 2011). Ekibimizin onceki
calismalarinda, XFG, XFS ve kontrol gruplari ile sigara arasinda anlamli 6l¢iide iliski
goriilmemistir (Can Demirdégen vd., 2019a; Can Demirddgen vd., 2019b). Bu
yayinlarin aksine, bu tez ¢alismasinda da Bikbov ve arkadaslarinin (2020), Topouzis
ve arkadaglarinin (2011) ve ekibimizin ¢alismalarinin sonuglarina benzer sonuglar elde

edilmis, XFS ve XFG hastaliklar1 ile sigara arasinda bir iligki olmadig1 gortilmiistiir.

Incelenen risk faktorlerinden bir digeri de inmedir. XFS hastalig ile inme arasindaki
baglantiy1 arastiran g¢alismalarda, iki hastalik arasinda iliski oldugu (Mitchell vd.,
1997; Ritch ve Schlotzer-Schrehardt, 2001; Rumelaitiené vd., 2020) ve XFS
hastalarinda XFS olmayan hastalara gore inmenin 1.5 kat daha cok goriildiigi
belirtilmistir  (Mitchell vd., 1997). Bunlara karsin, ekibimizin &nceki tez
caligmalarinda, XFG ve XFS hastaliklar1 ile inme arasinda iligki goriilmemistir
(Demirkaya Budak, 2018; Kocan, 2018). Bu tez calismasinin sonucunun ekibimiz
tarafindan yapilan tez caligmalarimin sonucuna benzer oldugu ve XFS ve XFG

hastaliklar1 ile inme arasinda bir iliski olmadig1 goriilmiistiir.

Genotip analizleri
Bu calismamizda, XFG hastalari, XFS hastalar1 ve kontrol bireylerde mir-146a
rs2910164 G/C ve mir-196a-2 rs11614913 C/T SNP genotipleri ve alel frekanslar

Tirk popiilasyonunda ilk defa belirlenmis ve istatistiksel analizleri yapilmistir. Bu
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SNP’lerin XFG ve/veya XFS hastaliklarinda rol oynayip oynamadigi arastirilmastir.
Ayrica mir-146a rs2910164 G/C ve mir-196a-2 rs11614913 C/T SNP genotipleri ile
plazma miR-146a ve miR-196a2 ekspresyon seviyeleri arasindaki iliski incelenmistir.
Bu tez ¢alismasinin sonuglar1 ve mir-146a rs2910164 G/C ve mir-196a-2 rs11614913

C/T SNP’lerinin literatiir bilgilerinin karsilastirmas1 asagida verilmistir.

mir-146a rs2910164 G/C

Finlandiya, Polonya ve ABD popiilasyonlarinda yapilan bir ¢alismada, mir-146a
geninde bulunan rs2910164 G/C SNP’sinin olgun miRNA’nin seviyesinde azalmaya
yol agtig1 goriilmiistiir. C alelinin G aleline gore dnciil prekiirsér miR-146a seviyesini
1.9 kat, olgun miR-146a seviyesini ise 1.8 kat diigtirdiigii gosterilmistir (Jazdzewski
vd., 2008). Ayrica Iran toplumundaki bir calismada, plazmadaki miR-146a relatif
ekspresyon seviyesinin, rs2910164 G/C SNP’si icin GG genotipine sahip tip 2
diyabetli hastalarda CC genotipine sahip tip 2 diyabetli hastalara gore daha yiiksek
oldugu goriilmiis (P<.05) ve bunlara ilaveten rs2910164 C alelinin miR-146a relatif
ekspresyon seviyesinin diismesiyle iliskili oldugu gosterilmistir (Alipoor vd., 2018).
Bu calismalarla rs2910164 G/C genotiplerinin olgun miR-146a seviyesini etkiledigi
gosterilmistir. Onceki boliimlerde de bahsedildigi gibi, farkli hastalik gruplarinda
kontrol gruplarina gore hsa-miR-146a relatif ekspresyon seviyesinin daha diisiik
seviyede (Yousefzadeh vd., 2015; Bhatt vd., 2016; Yavari vd., 2016; Balde6n vd.,
2014; Xie vd., 2018) yahut daha yiiksek seviyede (Jang vd., 2016; Ménard vd., 2016;
Lukiw vd., 2012) oldugu ¢aligmalar goriilmiistiir. Tiim bunlar, rs2910164 G/C SNP
genotiplerinin, hsa-miR-146a relatif ekspresyon seviyesini degistirmesi dolayisiyla
hastaliklarin gelismesinde rol oynayabilecegini gdstermistir. Bizim ¢alismamizda da,
XFG ve XFS hastaliklarinda, rs2910164 G/C SNP genotiplerinin hsa-miR-146a relatif
ekspresyon seviyesi lizerinde etkilerinin olup olmadig1 da incelenmek istenmistir.
Literattirde rapor edilmis farkli ¢aligmalardaki mir-146a rs2910164 G/C SNP’sinin
hasta ve kontrol gruplarindaki polimorfik alel frekanslar1 ve P degerleri Cizelge 4.1°de
verilmistir. Bu Cizelge ’de XFG ve XFS hastaliklarindan farkli, ancak patogenez
olarak benzer olabilecek hastaliklarin datalar1 da verilmistir. Bu hastaliklardan birisi,
XFS’ye benzer sekilde, temel patogenezinde hiicresel stres kosullarinin rol aldigi
diisiiniilen Behget hastaligidir (Glennon-Alty vd., 2018). Behget hastaligi ile
rs2910164 G/C SNP’si arasindaki iliskiyi inceleyen calismalarda, CC genotipli
bireylerin GG genotipli bireylere gore daha diisiik Behget hastaligi riski tasidigi
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gosterilmigtir. Bu ¢alismalarda, Behget hastalar1 ile kontrol bireyler arasinda yapilan
karsilastirmada, C alel frekansinin, Behget hastalarinda daha diisiik oldugu ve iki grup
arasinda istatistiki degerlendirmede anlamli 6l¢iide fark oldugu goriilmiistiir (her iki
calismada da P<.001). C alelinin, Behget hastaliginda koruyucu oldugu goriilmiistiir
(Oner vd., 2015; Zhou vd., 2012). Brezilya toplumunda yapilan bir galismada,
rs2910164 G/C SNP’sinde GC genotipinin epilepsi hastaligina yatkinlik olusturdugu
gosterilmis, epilepsi hastalar1 ile kontrol bireyler arasinda yapilan karsilastirmada, C
alel frekansinin, epilepsi hastalarinda daha yiiksek oldugu ve iki grup arasinda anlamli
oOl¢iide fark oldugu goriilmistiir (P=.02) (Boschiero vd., 2020).

Bu tez ¢alismasinda, mir-146a rs2910164 G/C SNP’sinin hasta ve kontrol
gruplarindaki genotip frekanslarinin Hardy-Weinberg dengesi ile uyumlu oldugu
goriilmiistiir. Ote yandan, gruplar arasinda genotip dagilimlar1 yéniinden istatistiki
degerlendirmede anlamli 6lgiide farklilik izlenmemistir. SNPStats programinda yas ve
cinsiyete gore diizenlenip yapilan analiz sonucunda da, hicbir genotip modelinde,
gruplar arasinda genotip dagiliminda istatistiki degerlendirmede anlamli 6l¢iide
farklilik izlenmemistir. Gruplar arasinda, polimorfik C alel frekansinin XFG grubunda
0.262, XFS grubunda 0.265 ve kontrol grubunda 0.237 oldugu goriilmiis ve gruplar

arasinda istatistiki degerlendirmede anlamli 6lgiide farklilik izlenmemistir.

Bu calismada, Tiirk popiilasyonunda ilk defa, XFG ve XFS hastaliklarinda rs2910164
G/C SNP’si incelenip, polimorfik C alel frekansi belirlenmistir. Cizelge 4.1’de mir-
146a 152910164 G/C SNP’si ile ilgili farkli popiilasyonlarda yapilmig ¢calismalara gore
hasta ve kontrol gruplarinda C alel frekanslar1 verilmistir. Bizim bu tez ¢calismamizda,
kontrol grubunda goriilen C alel frekansinin (0.237), yine Tiirk popiilasyonunda
yapilan farkli bir ¢calismada goriilen frekansa gore diisiik oldugu tespit edilmistir
(kontrol: 0.334), (Oner vd., 2015). Farkli popiilasyonlardaki ¢alismalarda kontrol
gruplarinda C alel frekanslari farklilik gostermektedir. Finlandiya, Polonya, Amerika
Birlesik Devletleri, Brezilya ve Yunanistan popiilasyonlarinda C alel frekansinin
bizim sonucumuza benzer oldugu goériilirken, Cin, Cinli Han ve Misir
poplilasyonlarinda C alel frekansinin bizim sonucumuza gore yiiksek oldugu
goriilmiistiir. Diger taraftan Iran popiilasyonunda birbirine zit sonuglar gériilmiis, baz1
caligmalarda C alel frekansi bizim sonucumuza benzer iken (kontrol:0.246,

kontrol:0.245) (Farokhizadeh vd., 2018; Dezfuli vd., 2020), farkli bir ¢aligmada C alel
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frekansinin bizim sonucumuza gore yiiksek oldugu goriilmistiir (kontrol:0.546), (Gao

vd., 2018).

Cizelge 4. 1: mir-146a rs2910164 G/C SNP’sinin bazi ¢alismalarda rapor edilen

polimorfik alel frekanslari.

C alel frekansi
Popiilasyon Hastahik P Kaynak
Hasta Kontrol
Tiirk XFG 0.262 0.237 35 Bu ¢aligma
Tiirk XFS 0.265 0.237 .28 Bu ¢alisma
Finlandiya,
Polonya ve . . .
Amerika Tiroit pap!ller 0.262 0.239 15 (Jazdzewski
s kanseri vd., 2008)
Birlesik
Devletleri
- (Zhou vd.,
Cinli Han Behget 0.566 0.635 <.001 2012)
. : (Cui vd.,
Cin Alzheimer 0.650 0.625 .36 2014)
Cinli Han | Pediatrik iiveit 0.544 0.635 <.001 (Weivd.,
2014)
.. (Oner vd.
Tiirk Behget 0.175 0.334 <.001 2015)
. Hepatoselliil (Farokhizad
iran A 0.250 0.246 91 ehvd.,
er karsinom 2018)
. . (Gao vd.,
Iran Kolon kanseri 0.513 0.546 .10 2018)
. Hepatoselliiler (zhang vd.,
Cin karsinom 0.350 0.380 79 2020)
. L (Boschiero
Brezilya Epilepsi 0.360 0.293 .02 vd., 2020)
Kiiciik hiicreli .
fran olmayan 0.336 0.245 o1 (Deégég)"d"
akciger kanseri
(Agiannitop
Yunanistan | <070 2T 0.308 0.285 54 oulos v,
astaligi 2021)
(Kamal vd.,
Misir Behget 0.388 0.500 .02 2021)
. Hepatoselliiler (Zhang vd.,
Cin Karsinom 0.350 0.380 79 2020)
. . (Boschiero
Brezilya Epilepsi 0.360 0.293 .02 vd., 2020)
Kiigtik hiicreli .
fran olmayan 0.336 0.245 o1 (Degg‘;'('))"d"
akciger kanseri
(Agiannitop
Yunanistan | <070 T 0.308 0.285 54 oulos vd.,
astalig 2021)
(Kamal vd.,
Misir Behget 0.388 0.500 .02 2021)
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NCBI SNP veritabanindaki bilgilere gore, mir-146a rs2910164 G/C SNP’sinin mindr

alel frekansinin, farkli popiilasyonlarda 0.230 ile 0.635 arasinda degistigi
goriilmektedir (Url-14).

Cizelge 4. 2: NCBI SNP veritabaninda rapor edilen rs2910164 G/C SNP’sinin
polimorfik alel frekanslar1 (Url-14).

Popiilasyon C alel frekansi
Avrupa 0.230
Afrika 0.367
Afro-Amerikahlar 0.361
Diger Afrikahlar 0.367
Asya 0.589
Dogu Asya 0.616
Giiney Asya 0.290
Diger Asyallar 0.540
Latin Amerika 0.354

NCBI SNP veritabaninda rapor edilen sonuglara gore, r1s2910164 SNP’sinde C alel
frekansi, Avrupa popiilasyonunda 0.230 olarak, Afrika popiilasyonunda 0.367 olarak,
Afro-Amerikalilar popiilasyonunda 0.361 olarak, Diger Afrikalilar popiilasyonunda
0.367, Asya popiilasyonunda 0.589, Dogu Asya popililasyonunda 0.616, Giiney Asya
popiilasyonunda 0.290, Diger Asyalilar popililasyonunda 0.540, Latin Amerika
popiilasyonunda 0.354 olarak goriilmiistiir. Bizim buldugumuz sonug¢ Avrupa

popiilasyonunda olan C alel frekansina benzer ¢cikmistir (Cizelge 4.2).

mir-196a-2 rs11614913 C/T

Tirk ve Cin toplumunda yapilan ¢aligmalarda, mir-196a-2 rs11614913 C/T
SNP’sindeki CC genotipinin olgun miR-196a-2 seviyesini anlamli dlgiide arttirdigt
goriilmiistiir (Akkiz vd., 2010; Hu vd., 2008). Bu ve benzeri ¢aligmalarla rs11614913
C/T SNP genotiplerinin olgun miR-196a-2 seviyesini etkiledigi gdsterilmistir. Onceki
boliimlerde de yazildig1 gibi, baz1 ¢alismalarda farkli hastalik gruplarinda kontrol
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gruplarina gore hsa-miR-196a relatif ekspresyon seviyesinin daha yiiksek oldugu
belirtilmistir (Xue vd., 2013; Lee vd., 2017; Qu vd., 2021; Donderski vd., 2021). Tim
bunlar rs11614913 C/T SNP genotiplerinin, hsa-miR-196a relatif ekspresyon
seviyesini degistirmesi dolayisiyla hastaliklarda rol oynayabilecegini gOstermistir.
Bizim ¢alismamizda da, XFG ve XFS hastaliklarinda, rs11614913 C/T genotiplerinin
hsa-miR-196a relatif ekspresyon seviyesi iizerinde etkilerinin olup olmadigi
incelenmek istenmistir.

Literatiirde olan, farkli popiilasyonlardaki, mir-196a rs11614913 C/T SNP’sinin hasta
ve kontrol gruplarindaki polimorfik alel frekanslar1 ve P degerleri Cizelge 4.2°de
verilmigtir. Bu Cizelge ‘de XFG ve XFS hastaliklarindan farkli ve patogenez olarak
benzer olabilecek hastaliklarin datalar1 verilmistir.

Tiirk popiilasyonunda yapilan bir calismada, Hepatoselliiler karsinom ile mir-196a-2
rs11614913 C/T SNP’si arasindaki iliski incelenmis, CC genotipinin hepatoselliiler
karsinom riskini 2.41 kat artirdigi gosterilmistir. Bu calismada, hepatoselliiler
karsinom hastalar1 ile kontrol bireyler arasinda yapilan karsilastirmada, T alel
frekansinin, kontrol grubunda daha yiiksek oldugu ve iki grup arasinda istatistiki
degerlendirmede anlamli 6l¢iide fark oldugu izlenmistir (P=.006) (Akkiz vd., 2010).
Farkli bir calismada, meme kanseri ile rs11614913 C/T SNP’si arasindaki iliski
incelenmis, CC genotipinin meme kanseri riskini artirdig1 gosterilmistir. Meme
kanseri hastalar1 ile kontrol bireyler arasinda yapilan karsilastirmada, T alel
frekansinin, kontrol grubunda daha yiiksek oldugu ve iki grup arasinda istatistiki
degerlendirmede anlamli 6lgiide fark oldugu izlenmistir (P=.001) (Dai vd., 2016).

Bu tez calismasinda mir-196a-2 rs11614913 C/T SNP’sinin hasta ve kontrol
gruplarindaki genotip frekanslarinin Hardy-Weinberg dengesi ile uyumlu oldugu
goriilmiistiir. Gruplar arasinda genotiplerin dagiliminda istatistiki degerlendirmede
anlaml 6lcilide farklilik izlenmemistir. SNPStats programinda yas ve cinsiyete gore
diizenlenip yapilan analiz sonucunda da, hig¢bir genotip modelinde, gruplar arasinda
genotiplerde istatistiki degerlendirmede anlamli Ol¢lide farklilik izlenmemistir.
Gruplar arasinda, polimorfik T alel frekansinin, XFG grubunda 0.398, XFS grubunda
0.400 ve kontrol grubunda 0.395 oldugu goriilmiis ve gruplar arasindaki istatistiki
degerlendirmede anlamli 6l¢giide farklilik izlenmemistir. SNPStats programinda yas ve
cinsiyete gore diizenlenip yapilan analiz sonucunda da, hicbir genotip modelinde,

gruplar arasinda istatistiki degerlendirmede anlamli 6lgiide farklilik izlenmemistir.
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Bu ¢alismada, Tiirk popiilasyonunda ilk defa, XFG ve XFS hastaliklarindars11614913
C/T SNP’si incelenip, polimorfik T alelinin frekansi belirlenmistir. Cizelge 4.3’te mir-
196a-2 rs11614913 C/T SNP’si ile ilgili farkli popiilasyonlarda yapilmis ¢alismalara
gore hasta ve kontrol gruplarinda T alel frekanslar1 verilmistir. Bizim bu tez
calismamizda, kontrol grubunda goriilen T alel frekansinin, yine Tiirk popiilasyonunda
yapilan farkli bir ¢aligmada goriilen frekansla ayni oldugu tespit edilmistir (kontrol:
0.395), (Kirik vd., 2020). Buna karsin, yine Tiirk popiilasyonunda farkli bir galismada
T alel frekansinin bizim sonucumuza gore yliksek oldugu goriilmiistiir (kontrol:0.451),
(Akkiz vd., 2010). Farkli popiilasyonlardaki ¢alismalarda kontrol gruplarinda T alel
frekanslar farklilik gostermektedir. Misir popiilasyonunda T alel frekansinin bizim
sonucumuza benzer oldugu goriiliirken, Cin ve Kore popiilasyonlarinda T alel
frekansinin bizim sonucumuza gore yiiksek oldugu goriilmiistiir (Cizelge 4.3). Diger
taraftan Iran popiilasyonunda birbirine zit sonuglar goriilmiis, bir ¢alismada T alel
frekansi bizim sonucumuza benzer iken (kontrol:0.321) (Hashemi vd., 2016), farkli bir

calismada T alel frekansinin bizim sonucumuza goére yiliksek oldugu goriilmiistiir

(kontrol:0.421), (Farokhizadeh vd., 2018).

Cizelge 4. 3: mir-196a-2 rs11614913 C/T SNP’sinin baz1 ¢alismalarda rapor edilen

polimorfik alel frekanslari.

T alel frekansi
Popiilasyon Hastalik P Kaynak
Hasta Kontrol
Tiirk XFG 0.398 0.395 >.99 Bu
calisma
Tiirk XFS 0.400 0.305 86 Bu
calisma
. (Xiao
Cin Hell(’;‘rt;’isne;x'er 0.506 0.581 02 Dong Li
vd., 2010)
Kiigtik hiicreli (Hon
Kore olmayan 0.512 0.544 .36 g
e . vd., 2011)
akciger kanseri
. Hepatoselliiler (Akkiz
Tiirk Karsinom 0.351 0.451 .006 vd., 2010)
N . (Hong
Kore Akciger kanseri 0.512 0.544 .36 vd., 2011)
: - (Huang
Cin Vitiligo 0.544 0.526 31 vd,, 2013)
: . (Deng
Cin Mesane kanseri 0.535 0.534 .98 vd,, 2015)
. . (Hashemi
Iran Prostat kanseri 0.361 0.321 .30 vd., 2016)
. : (Dai vd.,
Cin Meme kanseri 0.412 0.491 .001 2016)
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Cizelge 4. 3 (devam): mir-196a-2 rs11614913 C/T SNP’sinin bazi ¢aligmalarda rapor

edilen polimorfik alel frekanslar

T alel frekans1
Popiilasyon Hastahk P Kaynak
Hasta Kontrol
. . (Hashemi
Iran Prostat kanseri 0.361 0.321 .30 vd., 2016)
. . (Dai vd.,
Cin Meme kanseri 0.412 0.491 .001 2016)
. (Farokhiz
iran Heﬁ;‘;’f‘nﬂmlﬂ 0.455 0.421 47 adeh vd.,
2018)
(Hussein
Misir Astim 0.266 0.302 A3 vd., 2016)
.. Multipl (Kirik
Tiirk miyelom 0.378 0.395 .66 vd., 2020)

NCBI SNP veritabanindaki bilgilere gore rs11614913 C/T SNP’sinin mindr alel
frekansi, farkli popiilasyonlarda 0.104 ile 0.581 arasinda degismektedir (Url-18).

Cizelge 4. 4: NCBI SNP veritabaninda rapor edilen rs11614913 C/T SNP’sinin
polimorfik alel frekanslar1 (Url-18).

Popiilasyon T alel frekansi

Avrupa 0.394
Afrika 0.168
Afro-Amerikahlar 0.170
Diger Afrikahlar 0.104
Asya 0.493

Dogu Asya 0.487

Giiney Asya 0.301

Diger Asyahlar 0.513
Latin Amerika 0.289

NCBI SNP veritabaninda rapor edilen sonuglara gore, rs11614913 SNP’sinde T alel
frekansi, Avrupa popiilasyonunda 0.394 olarak, Afrika popiilasyonunda 0.168 olarak,
Afro-Amerikalilar popiilasyonunda 0.170 olarak, Diger Afrikalilar popiilasyonunda
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0.104, Asya popiilasyonunda 0.493, Dogu Asya popiilasyonunda 0.487, Gliney Asya
popiilasyonunda 0.301, Diger Asyalilar popiilasyonunda 0.513, Latin Amerika
popiilasyonunda 0.289 olarak goriilmiistiir. Bizim buldugumuz sonug¢ Avrupa

popiilasyonunda olan T alel frekansina benzer ¢ikmistir (Cizelge 4.4).

mir-146a rs2910164 G/C ve mir-196a-2 rs11614913 C/T SNP’lerinin gorme
parametreleri ile iliskisi:

Ekibimizin daha Onceki bir c¢alismasinda, PON1 geninde bulunan bazi SNP
genotiplerinin gérme parametreleri ile iligkisi incelendiginde gérme parametreleri ile
PONL1 geninde bulunan bazi SNP’ler arasinda anlamli 6l¢iide baglanti1 goriilmemistir.
Diger taraftan PSD, GIB ve MD degerleri ile PON1 geninde incelenen SNP genotipleri
arasinda korelasyon oldugu goriilmiistiir (Can Demird6gen vd., 2019b).

Bu ¢alismada da benzer sekilde mir-146a rs2910164 G/C (Cizelge 3.11) ve mir-196a-
21511614913 C/T SNP’leri ile (Cizelge 3.12) gérme parametreleri arasinda iligki olup
olmadigini incelemek icin, gérme parametrelerinin, dominant ve resesif genetik
modellere gore analizi yapilmistir.

XFG, XFS ve kontrol gruplarinda, mir-146a rs2910164 G/C SNP’si ile gérme
parametrelerinin iligkisi incelendiginde, CC genotipi ile GC ve GG genotipleri
arasinda (resesif model) ve CC ve GC genotipi ile GG genotipleri arasinda (dominant
model) GIB, VFS, MD ve PSD degerlerinin anlaml 6lgiide farklilik gdstermedigi
goriilmistiir. mir-146a rs2910164 C alelinin gérme parametrelerine etki etmedigi
goriilmiistiir. Bu sonuglara ilaveten, GIB, VFS ve PSD degerlerinin rs2910164 G/C
SNP genotiplerinden bagimsiz olarak XFG ve XFS hastalarinda kontrol bireylere gore
daha yiiksek, MD degerinin ise daha diisiik oldugu goriilmiistiir.

XFG, XFS ve kontrol gruplarinda, mir-196a-2 rs11614913 C/T SNP’si ile gorme
parametrelerinin iligkisi incelendiginde, TT genotipi ile TC ve CC genotipleri arasinda
(resesif model) ve TT ve TC genotipi ile CC genotipleri arasinda (dominant model)
GIB, VFS, MD ve PSD degerlerinin anlamli odlgiide farklilik gostermedigi
goriilmistiir. mir-196a-2 rs11614913 T alelinin gérme parametrelerine etki etmedigi
goriilmiistiir. Bu sonuglara ilaveten, GIB, VFS ve PSD degetlerinin rs11614913 C/T
SNP genotiplerinden bagimsiz olarak XFG ve XFS hastalarinda kontrol bireylere gore
daha yiiksek, MD degerinin ise daha diisiik oldugu goriilmiistiir.
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Plazma miRNA relatif ekspresyon seviyeleri

XFG ve XFS hastaliklar1 ile mikroRNA’lar arasindaki iligkiyi inceleyen pek ¢ok
calisma vardir. Bu ¢alismalarin birinde, glokom ve XFS hastalarinin plazma ve akoz
hiimér sivilarinda miRNA ekspresyon seviyeleri incelenmis ve sonugta ii¢ tane (hsa-
miR-637, hsa-miR-1306-5p ve hsa-miR-3159) dolasimda olan miRNA'nin ekspresyon
seviyesinin, XFS ve a¢ik acili glokom hastalarinin plazmalarinda ve akoz
hiimérlerinde, kontrol grubundaki bireylere nazaran arttiglr ve yiiksek o6zgullik ve
duyarlilik gosterdikleri bulunmustur (AUC:0.91, duyarlilik:%85 ve 6zgiilliik:%87.5)
(Hindle vd., 2018). Bu sonuglar, miRNA’larin XFS ve XFG hastaliklarinin erken
teshisi i¢in kan tabanli biyobelirtecler olabilecekleri yoniinde yorumlanmistir. ABD
toplumunda yapilan bir ¢alismada, primer agik agili glokom (POAG) ve XFG
hastalarinin akéz hiimor sivilarinda miRNA ekspresyon seviyeleri incelenmistir.
Calismanin sonucunda ii¢ tane (hsa-miR-125b-5p, hsa-miR-302d-3p ve hsa-miR-
451a) miRNA'nin primer agik acili glokom hastalari ile kontrol bireyleri arasinda, bes
tane (hsa-miR-122-5p, hsa-miR-3144-3p, hsa-miR-320a, hsa-miR-320e ve hsa-miR-
630) miRNA'nin XFG hastalari ile kontrol bireyleri arasinda ve bir tane (hsa-miR-
302d-3p) miRNA'nin XFG hastalari ile primer agik agili glokom hastalar1 arasinda
anlamli 6l¢iide farkli ekspresyonlara sahip oldugu bulunmustur (Drewry vd., 2018).
Ayrica, Polonya’da yapilan bir ¢calismada, XFG hastalarinin goz i¢i lens dokularinda
kontrol bireylerin g6z i¢i lens dokularina kiyasla, hsa-miR-125b relatif ekspresyon
seviyesinin 3.3 kat daha yiiksek oldugu goriilmiistiir (P=.02) (Tomczyk-Socha vd.,
2020).

Hsa-miR-146a-5p’nin plazma relatif ekspresyon seviyesi

Cin popiilasyonunda yapilan bir c¢aligmada, miR-146a'nin, TGF-B/Smad4 sinyal
yolunu baskilayarak iskelet kasi fibrozunun gelisimini azaltic1 yonde bir rol oynadigi
ve hsa-miR-146a relatif ekspresyon seviyesinin hasta grubunda daha diisiik seviyede
oldugu gosterilmistir (P<.001) (Sun vd., 2017). Farkli ¢aligmalarda, miR-146a'nin
diyabete bagli nefropati, retinopati, noropati gibi komplikasyonlarmm ve
kardiyovaskiiler hastaliklarin patogenezinde anti-enflamatuar etki gosterdigi goriilmiis
ve diyabetik siganlarin hipokampus dokularinda ve tip-2 diyabet hastalarinin
serumunda hsa-miR-146a relatif ekspresyon seviyesinin azaldigi belirlenmistir.
(Baldeon vd., 2014; Bhatt vd., 2016; Xie vd., 2018; Yavari vd., 2016; Yousefzadeh
vd., 2015). Bunlara karsin, Kore popiilasyonunda yapilan bir ¢alismada, hsa-miR-146a
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relatif ekspresyon seviyesinin Graves orbitopati (tiroit oftalmopati, guatra baglh goz
cikikligl) dokularinda hastalik olmayan dokulara gore daha yiiksek oldugu
goriilmistiir (P=.03) (Jang vd., 2016). Benzer sekilde, diinyada 50 yas ve iistii bireyleri
etkileyen bir korliik nedeni olan ADM (yasa bagli makula dejenerasyonu) hastaligini
aragtiran Kanada toplumunda yapilan bir ¢aligmada, hsa-miR-146a relatif ekspresyon
seviyesinin, ADM’li hastalarin plazmasinda yaklasik 2.5 kat, géziin vitreus kisminda
bulunan vitreus sivisinda da benzer sekilde 3 kat arttig1 gosterilmistir (sirasiyla: P=.04,
P=.004) (Ménard vd., 2016). Rusya’da yapilan farkli bir ¢calismada, ADM’li hastalarin
retinasinda kontrol bireylerin retinasina kiyasla, hsa-miR-146a relatif ekspresyon
seviyesinin yaklasik 3 kat fazla oldugu goriilmiistiir (P<0.01) (Lukiw vd., 2012). Bu
tez ¢alismasimin sonucunda ise, hsa-miR-146a-5p relatif ekspresyon seviyesi (fold
change) ortalamasinin, XFG grubundaki hastalarda 3.94 + 3.50, XFS grubundaki
hastalarda 2.70 + 1.99 ve kontrol grubundaki bireylerde 1.11 + 0.64 oldugu
goriilmiistiir. Ug grup arasinda anlamli 6lgiide farklilik oldugu (P<.001) ayrica XFG
ile kontrol ve XFS ile kontrol gruplar1 arasinda da istatistiki degerlendirmede anlamli
Olglide farkliliklar oldugu izlenmistir (XFG vs. kontrol: P<.001, XFS vs. kontrol:
P=.001). Bu calismada, Tiirk popiilasyonunda ilk defa, XFG ve XFS hastaliklarinin
plazmalarinda hsa-miR-146a-5p relatif ekspresyon seviyesi (fold change) incelenmis
ve XFG ve XFS hastalarinin plazmalarinda, kontrol bireylerin plazmalarina goére hsa-
miR-146a-5p relatif ekspresyon seviyesinin (fold change) daha yiiksek oldugu
goriilmiistiir. Bizim ¢aligmamiz, Jang ve arkadaslarimin (2016), Ménard ve
arkadaslarinin (2016) ve Lukiw ve arkadaslarinin (2012) g6z hastaliklariyla ilgili
caligmalarina benzer sonug¢ vermistir.

Lojistik regresyon analizleri sonucunda, hsa-miR-146a-5p relatif ekspresyon
seviyesinin, XFG ile yaklasik 6 kat (OR=5.826, CI=2.121-16.006, P=.001; dominant
genetik model) ve yaklasik 5 kat (OR=4.874, CI=1.995-11.909, P=.001; resesif
genetik model) iliskili oldugu tespit edilmistir. Hsa-miR-146a-5p relatif ekspresyon
seviyesinin, XFS ile yaklasik 4 kat (OR=3.585, CI=1.481-8.673, P=.005; dominant
genetik model) ve yaklagik 3 kat (OR=2.947, CI=1.353-6.421, P=.007; resesif genetik
model) iliskili oldugu tespit edilmistir. ROC analizleri sonucunda, hsa-miR-146a-5p
relatif ekspresyon seviyesinin, XFG hastaligi i¢in “iyi” (AUC=0.897, P<.001,
duyarlilik=%89, 0zgiillik=%78, cut-off=1.38), XFS hastaligi i¢in “orta”
(AUC=0.779, P=.001, duyarlilik=%52, 6zgiilliik=%93, cut-off=1.96) dereceli bir tan1

testi olabilecegi goriilmiistiir. ROC analizlerinde anlamli 6l¢lide sonug veren modeller
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hata matrisi analizi ile de degerlendirilmistir. XFG ile kontrol gruplari arasinda,
duyarhilik (sensitivity) %89, 6zgiilliik (specificity) %78 ve dogruluk (accuracy) %83
olarak hesaplanmistir. XFS ile kontrol gruplar1 arasinda, duyarlilik (sensitivity) %52,
ozgiilliik (specificity) %93 ve dogruluk (accuracy) %73 olarak hesaplanmistir. ROC
analizi ve hata matrisi analizlerinin sonuglari ayni ¢ikmistir (Cizelge 4.5). Bu tez
calismasinin sonucuna gore, XFG ve XFS hastaliklarinda, plazmadaki hsa-miR-146a-
Sp relatif ekspresyon seviyesinin 6nemli role sahip olabilece§i goriilmistiir.
Plazmadaki hsa-miR-146a-5p relatif ekspresyon seviyesindeki artisin XFG ve
XFS’nin olusum mekanizmalarina etkisinden s6z edebilecegi gibi, baska bir bakisla,
plazmadaki hsa-miR-146a-5p relatif ekspresyon seviyesinin artmasina XFG ve XFS
olusumunun etki edebilecegi de sOylenebilir. Bu iliskinin altinda yatan
mekanizmalarin aydinlatilmasi icin daha kapsamli deneysel ¢alismalarin yapilmasi
gerekmektedir. Sonug¢ olarak bu g¢aligmada, hsa-miR-146a-5p relatif ekspresyon
seviyesinin, XFG ve XFS icin kan tabanli biyobelirte¢ olma potansiyeline sahip
oldugu goriilmistiir. miR-146a ekspresyon seviyesinin Graves orbitopati, ADM,
meme kanseri, mesane kanseri gibi hastaliklarda da arttig1 gézlenmistir (Jang vd.,
2016; Ménard vd., 2016; Lukiw vd., 2012; Liang vd., 2019; Sasaki vd., 2016). Bu
nedenle, miR-146anin XFS ve XFG teshisinde biyobelirte¢ olarak kullanilmasi
halinde, miR-146a plazma ekspresyon seviyesinde artis goriilen diger Graves
orbitopati, ADM, meme kanseri ve mesane kanseri i¢in dislama kriterlerinin dikkate
alinmas1 gerekir.

mir-146a rs2910164 G/C genotipleri ile hsa-miR-146a-5p relatif ekspresyon
seviyesinin birlikte analizi sonucunda ise, hsa-miR-146a-5p relatif ekspresyon
seviyesi ortalamasimin, GG genotipli XFG hastalari, XFS hastalar1 ve kontrol
grubundaki bireyler arasinda istatistiki degerlendirmede anlamli o6lgiide farklilik
gosterdigi goriilmistiir (i¢ grup arasinda: P<.001). Hsa-miR-146a-5p relatif
ekspresyon seviyesi ortalamasinin, GG genotipli XFG hastalarinda, XFS grubundaki
hastalara ve kontrol grubundaki bireylere gore anlamli dl¢iide daha yiiksek oldugu
(P<.001), GG genotipli XFS hastalarinda, kontrol grubundaki bireylere gére anlamli
Olctlide yiiksek oldugu (P=.002) ve GG genotipli XFG hastalarinda, XFS grubundaki
hastalara gore anlaml 6l¢iide yiiksek oldugu goriilmiistiir (P=.04). GC genotipli XFG
grubundaki hastalar ile kontrol grubundaki bireyler arasinda istatistiki
degerlendirmede anlamli 6lgiide farklilik oldugu izlenmistir (P=.02). CC genotipli

XFS grubundaki hastalar ve kontrol grubundaki bireyler arasinda anlamli 6l¢iide

140



farklilik izlenmemistir. Literatiirde olan g¢alismalarda, mir-146a geninde bulunan
rs2910164 G/C SNP’sinin olgun miRNA’nin seviyesinde azalmaya yol acgtigi
goriilmiistiir. C alelinin G aleline gore Onciil prekiirsor miR-146a seviyesini 1.9 Kat,
olgun miR-146a seviyesini ise 1.8 kat disiirdiigii gosterilmistir (Jazdzewski vd.,
2008). Ayrica baska bir calismada plazmadaki miR-146a relatif ekspresyon
seviyesinin, 12910164 G/C SNP’sinde GG genotipine sahip tip 2 diyabetli hastalarda
CC genotipine sahip tip 2 diyabetli hastalara gore daha yiliksek oldugu goriilmiis
(P<.05) ve bunlara ilaveten rs2910164 G/C SNP’sinde C alelinin miR-146a relatif
ekspresyon seviyesinin diismesiyle iliskili oldugu gosterilmistir (Alipoor vd., 2018).
Bizim elde ettigimiz sonugclar ise literatiirden farkli ¢ikmistir. Plazmadaki miR-146a
relatif ekspresyon seviyesinin, 152910164 G/C SNP’sinde GG genotipine sahip XFG
hastalar1 ve GC genotipine sahip XFG hastalar1 arasinda anlamli oOl¢lide fark
gostermedigi gorlilmiistiir. Buna ilaveten, plazmadaki miR-146a relatif ekspresyon
seviyesinin, 1s2910164 GG genotipine sahip XFS hastalari, GC hastalar1 ve CC
genotipine sahip XFS hastas1 arasinda anlamli 6l¢iide fark gostermedigi goriilmiistiir.
Plazmadaki miR-146a relatif ekspresyon seviyesinin, rs2910164 GG genotipine sahip
kontrol bireyleri, GC genotipine sahip kontrol bireyleri ve CC genotipine sahip kontrol
bireyleri arasinda anlamli 6lgiide fark gostermedigi goriilmiistiir. Sonug olarak, XFG
ve XFS hastaliklarinda veya kontrol grubunda rs2910164 G/C SNP genotipleri ile hsa-
miR-146a-5p relatif ekspresyon seviyesi arasinda iligki goriilmemistir. Fakat, bizim
calismamizda XFG grubunda rs2910164 CC genotipine sahip bir hasta yoktur; XFS
grubunda sadece bir hasta, kontrol grubunda ise 2 kisi bu genotipe sahiptir. Bu nedenle
XFG grubunda GG ile CC genotipi arasinda karsilagtirma yapilamamistir. XFS ve
kontrol grubunda ise karsilastirma sonucunun ¢ok giiglii olmadig: sdylenebilir. Ilerde
daha biiyiik bir popiilasyonda bu analizler yapilirsa daha giiclii ve dogru sonuglar elde
edilebilir.

Yapilan korelasyon analizleri sonucunda kontrol grubunda, hsa-miR-146a-5p relatif
ekspresyon seviyesi ile yas arasinda korelasyonun pozitif oldugu belirlenmistir
(P=.003). Benzer sekilde, Alzheimer hastalig ile ilgili yapilan bir calismada, hsa-miR-
146a-5p relatif ekspresyon seviyesi ile yas arasinda pozitif korelasyon oldugu
goriilmistiir (Maffioletti vd., 2020). Ayrica, bu ¢alismada kontrol grubunda, hsa-miR-
146a-5p relatif ekspresyon seviyesi ile MD ve PSD degerleri arasindaki korelasyonun

pozitif oldugu goriilmiistiir ( P<.001 ve P<.001). Literatiirde hsa-miR-146a-5p relatif
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ekspresyon seviyesi ile MD ve PSD arasinda korelasyon analizi yapilan bir ¢alismaya
rastlanmamustir.
Cizelge 4. 5: Hsa-miR-146a-5p relatif ekspresyon seviyesinin ROC ve Hata matrisi

analizlerinde degerlendirilmesi.

N Duyarlihk Ozgiilliik Dogruluk
ROC analizi sonucu o o
(sensitivity) (specificity) (accuracy)
Cut-
Karsilastirilan Cl Hata Hata Hata
AUC P off | ROC .. | ROC o o
gruplar (95%) matrisi matrisi matrisi
degeri
Hsa-miR-
146a-5p 0.897 081
relatif (iyi- 0.98 <.001 | 1.38 | %89 %89 %78 %78 %83
ekspresyon | good) |
seviyesi'
Hsa-miR-
146a-5p 0.779 065
relatif (orta- 0'91 001 | 196 | %52 %52 %93 %93 %73
ekspresyon | fair) '
seviyesi?

LXFG vs. kontrol, 2 XFS vs. Kontrol. AUC: Area Under the Curve

Hsa-miR-196a-5p’nin plazma relatif ekspresyon seviyesi

Hsa-miR-196a-5p relatif ekspresyon seviyesinin  PDAC (Pankreatik Duktal
Adenokarsinoma), glioma (beyin glial hiicrelerinde olusan tiimor) ve mide kanseri
hastaliklarinda anlamli 6l¢iide artmis oldugunu gosteren ¢alismalar vardir (Xue vd.,
2013; Quvd., 2021; Lee vd., 2017). Polonya toplumunda yapilan bir ¢aligmada, kronik
bobrek hastalarinin idrarinda hsa-miR-196a-5p relatif ekspresyon seviyesinin artmis
oldugu gortilmiistiir (P<.05) (Donderski vd., 2021). Bu tez ¢alismasinin sonucunda ise,
hsa-miR-196a-5p relatif ekspresyon seviyesinde (fold change) XFG, XFS ve kontrol
gruplar1 arasindaki istatistiki degerlendirmede anlamli Slgiide farklilik olmadig:
goriilmiistiir. Hsa-miR-196a-5p relatif ekspresyon seviyesi (fold change)
ortalamasinin, XFG grubundaki hastalarda 1.78 + 1.99, XFS grubundaki hastalarda
2.48 + 2.70 ve kontrol grubundaki bireylerde 0.98 + 0.99 oldugu goriilmistiir. Bu
calismada, Tiirk popiilasyonunda ilk defa, XFG ve XFS hastaliklarinda hsa-miR-196a-

5p relatif ekspresyon seviyesi (fold change) incelenmistir. Lojistik regresyon
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analizinde, hsa-miR-196a-5p relatif ekspresyon seviyesinin, XFS ile yaklasik 2 kat
(OR=1.518, CI=1.016-2.267, P=.04; resesif genetik model) iliskili oldugu tespit
edilmistir. Hsa-miR-196a-5p relatif ekspresyon seviyesinin, XFG ile kontrol ve XFS
ile kontrol gruplarinda ROC analizi sonucundaki testin “zayif” (poor) oldugu, XFG ile
XFS gruplarinda ise ROC analizi sonucunda testin “basarisiz” (fail) oldugu
hesaplanmistir. Bu tez ¢alismasinin sonucuna gore, XFG ve XFS hastaliklar ile
plazmadaki hsa-miR-196a-5p relatif ekspresyon seviyesi arasinda bir iliski olmadigi
goriilmiistiir. Plazmadaki hsa-miR-196a-5p relatif ekspresyon seviyesinin, XFS ile
yaklagik 2 kat iligkili oldugu bulunmus olmasina ragmen, XFG ve XFS hastaliklarinda,
hsa-miR-196a-5p relatif ekspresyon seviyesinin tani testi olarak kullanilamayacagi

gOriilmiistiir.

mir-196a-2 rs11614913 C/T genotipleri ile hsa-miR-196a-5p relatif ekspresyon
seviyesinin birlikte analizi sonucunda ise, hsa-miR-196a-5p relatif ekspresyon
seviyesi ortalamasinin, CC, TC ve TT genotiplerinde, XFG grubundaki hastalar, XFS
grubundaki hastalar ve kontrol grubundaki Dbireyler arasinda istatistiki
degerlendirmede anlamli Olgiide fark gostermedigi goriilmistir. Literatiirde olan
calismalarda, rs11614913 C/T SNP’sindeki CC genotipinin olgun miR-196a-2
seviyesini anlaml ol¢iide arttirdigr goriilmiistiir (Akkiz vd., 2010; Hu vd., 2008).
Bizim elde ettigimiz sonuglara gore ise rs11614913 C/T SNP genotipleri ile hsa-miR-

196a-5p relatif ekspresyon seviyesi arasinda iligki goriilmemistir.

Bu caligmada hsa-miR-196a-5p relatif ekspresyon seviyesi ile gérme parametreleri
arasindaki korelasyon incelendiginde, kontrol grubunda, hsa-miR-196a-5p relatif
ekspresyon seviyesi ile MD ve PSD arasindaki korelasyonun negatif oldugu
goriilmiistiir (sirasiyla: P<.001 ve P<.001). Literatiirde hsa-miR-196a-5p relatif
ekspresyon seviyesi ile MD ve PSD degerleri arasinda korelasyon analizi yapilan bir

caligma goriilmemistir.
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5. SONUC

XFS, anormal fibriler birikintilerin géz dokularinda iiretilip birikmesi olarak
tanimlanan bir hiicre dis1 matriks hastaligidir (Bhat, 2010). XFS’nin patogenezinde
oksidatif ve hiicresel stres ile inflamatuar yolaklarin rol oynadigi bilinmektedir. Akoz
hiimdr stvisinin drenajini saglayan kanallarin eksfoliasyon birikintisi ile ttkanmasi ve
bu suretle goz i¢i basincinin (GIB) artmasiyla ortaya ¢ikan XFG, tedavi edilmedigi
takdirde korliige sebep olabilmektedir. Genelde yas arttikca daha fazla gelisim
gosterdigi bilinen XFS’nin erken tanisit ve hastalifin ilerlemesiyle meydana gelen
goriis alan1 daralmasmin da kalici tedavisi bulunmamaktadir. Bu nedenle XFS’nin
erken donemde teshisi 6nem arz etmektedir. Pek ¢ok hastalikta, hastalikli doku ile
normal doku miRNA’lar1 karsilastirildiginda, aralarinda 6nemli farkliliklarin oldugu
tespit edilmistir. Bircok calismada, miRNA’larin ekspresyon seviyelerinin farkli
biyolojik siireglerde roliiniin oldugu, hastaliklarin tan1 ve tedavisi gibi bircok alanda
islevlerinin oldugu goriilmiistiir. Bu calismada, inflamasyon ile iligkili yolaklarda rol
oynadig1 bilinen miR-146a ve miR-196a-2’nin plazma ekspresyon seviyeleri ile mir-
146a rs2910164 G/C ve mir-196a-2 rs11614913 C/T SNP’lerinin XFS ve XFG
hastaliklar1 i¢in biyobelirte¢ olma potansiyelleri incelenmistir.

Yapilan ¢alismada, XFG hastaliginda GiB, VFS ve PSD degerlerinin XFS ve kontrol
gruplarina gore anlamli 6l¢iide yiiksek, MD degerinin ise diisiik oldugu goriilmiistiir.
XFG ile cinsiyet arasinda iliski bulunurken, XFS ile cinsiyet arasinda iligki
bulunmamistir. XFG hastalarinda erkeklerin sayisinin kadinlara oranla anlamh
derecede yliksek oldugu goriilmiistiir. Sonug olarak XFS’li erkek hastalariin XFG
olusturma riskinin kadinlara gore daha yiiksek oldugu sdylenebilir. Bu sebeple bizim
toplumumuzda XFS’li erkek hastalarinin takibi daha sik yapilmalidir.

Bu c¢alismamizda, Tiirk popiilasyonunda, XFS ve XFG hastaliklarinda, mir-146a
rs2910164 G/C SNP’sinin polimorfik C alel frekans1 ve mir-196a-2 rs11614913 C/T
SNP’sinin polimorfik T alel frekansi ilk defa belirlenmistir. Bu SNP’lerin XFG ve
XFS ile iligkili olmadig1 gortilmiistiir. Lojistik regresyon analizinde de SNP’ler ile
XFG ve XFS arasinda iligki goriilmemistir.
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mir-146a 1s2910164 G/C SNP’sinde C alelinin ve mir-196a-2 rs11614913 C/T

SNP’sinde T alelinin gérme parametrelerine etki etmedigi goriilmiistiir.

Tiirk popitilasyonunda ilk defa, XFS ve XFG hastalarinin plazmalarinda, hsa-miR-
146a-5p ekspresyon seviyesi (fold change) belirlenmistir. Hsa-miR-146a-5p relatif
ekspresyon seviyesinin (fold change) XFG ve XFS gruplarinda kontrol grubuna gore
anlaml olgiide yiiksek oldugu goriilmiistiir. XFG ve XFS hastaliklarinda mir-146a
rs2910164 G/C SNP genotipleri ile hsa-miR-146a-5p relatif ekspresyon seviyesi
arasinda iligki goriillmemistir. Lojistik regresyon analizleri sonucunda, hsa-miR-146a-
5p relatif ekspresyon seviyesinin, XFG ile yaklasik 6 kat (dominant genetik model) ve
yaklagik 5 kat (resesif genetik model) iliskili oldugu tespit edilmistir. Hsa-miR-146a-
5p relatif ekspresyon seviyesinin, XFS ile yaklasik 4 kat (dominant genetik model) ve
yaklasik 3 kat (resesif genetik model) iliskili oldugu tespit edilmistir. XFG ve XFS
hastaliklarinda, plazmadaki hsa-miR-146a-5p relatif ekspresyon seviyesinin onemli
role sahip olabilecegi goriilmiistiir. Yapilan ROC ve hata matrisi analizlerine gore hsa-
miR-146a-5p relatif ekspresyon seviyesinin, XFG ve XFS i¢in kan tabanli biyobelirteg
olma potansiyeline sahip oldugu goriilmistiir. Hastalarda, sadece plazma sivisinda
hsa-miR-146a-5p relatif ekspresyon seviyesine (fold change) bakilarak hem XFG hem
de XFS’nin erken teshisinin yapilabilecegi goriilmiistiir

Daha biiylik popiilasyonlarda ve farkli popiilasyonlarda bizim c¢alismamizi
dogrulayacak ileri arastirmalar gerekmektedir. Bizim ¢alismamiz dogrultusunda, ileri
arastirmalarda hsa-miR-146a-5p relatif ekspresyon seviyesinin (fold change), XFG ve
XFS hastaliklarinin tan1 ve prognozunda biyobelirteg olma durumu incelenebilir. miR-
146a ekspresyon seviyesinin Graves orbitopati, ADM, meme kanseri, mesane kanseri
gibi hastaliklarda da arttigi gézlenmistir (Jang vd., 2016; Ménard vd., 2016; Lukiw
vd., 2012; Liang vd., 2019; Sasaki vd., 2016). Bu nedenle, miR-146a'nin XFS ve XFG
teshisinde biyobelirteg olarak kullanilmasi halinde, miR-146a plazma ekspresyon
seviyesinde artis goriilen diger Graves orbitopati, ADM, meme kanseri ve mesane
kanseri i¢in diglama kriterlerinin dikkate alinmas1 gerekir.

Tiirk popiilasyonunda ilk defa, XFG ve XFS hastaliklarinda hsa-miR-196a-5p relatif
ekspresyon seviyesi (fold change) incelenmis ve XFG ve XFS hastalarinin plazmalari
ile kontrol bireylerin plazmalarinda hsa-miR-196a-5p relatif ekspresyon seviyesi
bakimindan (fold change) farklilik olmadig1 goriilmiistiir. XFG ve XFS hastaliklarinda
mir-196a-2 rs11614913 C/T SNP genotipleri ile hsa-miR-196a-5p relatif ekspresyon

seviyesi arasinda iligki goriilmemistir. Lojistik regresyon analizinde, hsa-miR-196a-
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S5p relatif ekspresyon seviyesinin, XFS ile yaklagik 2 kat (resesif genetik model) iliskili
oldugu tespit edilmistir Buna karsin, yapilan ROC analizlerine gore hsa-miR-196a-5p
relatif ekspresyon seviyesinin, XFG ve XFS hastaliklarinda, tani testi olarak
kullanilamayacag1 goriilmiistiir.

Ozetle, hsa-miR-146a-5p relatif ekspresyon seviyesinin, XFG ve XFS icin kan tabanl
biyobelirte¢ olma potansiyeline sahip oldugu goriilmiistiir. Bu tez ¢aligmasi ileride
XFG ve XFS’nin erken teshisi, prognozun takibi ve tedavisinde kullanilabilecek yeni
tan1 testleri, biyosensorler ve terapdtik ajanlar gelistirilmesine Onciililk edecek
potansiyele sahip sonuglar ortaya koymasi nedeniyle Biyomedikal Miihendisligine

katki saglayan bir projedir.
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EK 1 Etik Kurul Belgesi

T.C
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Girisimsel Olmayan Arastirmalar Etik Kurulu
Say1 46418926

Konu : Girigimsel Olmayan Aragtirmalar Etik Kurul Kararlan

ARASTIRMA PROJES| DEGERLENDIRME RAPORU

TOPLANTI TARIHI 16 EKIM 2018 SALI
TOPLANTI NO - 201811
PROJE/ KARAR NO : 18/243 (Degerlendiriime Tarihi: (16.10.2018)

TOBB ETU Universitesi Biyomedikal Mohendisliginde gérevli Dog. Dr. Birsen CAN
DEMIRDOGEN'In sorumlu arastirmaci oldugu, Dog¢. Dr. Tarkan MUMCUOGLU, Uzm. Dr.
Gokhan OZGE, Uzm. Dr. Mehmet Talay KOYLU ve Asistan Tugba OZTURK'Gn yardimet
aragtirmac: olduklari, 18/243 kayit numarali, "“MikroRNA Ekspresyon Seviyeleri ve Genetik
Varyasyonlan ile Eksfoliatif Sendrom/ Glokom lliskisinin incelenmesi” baglikli yiksek
lisans tezi onerisi, arastirmanin gerekge, amag, yaklasim ve yontemleri dikkate alinarak
incelenmis olup, etik agidan uygun bulunmustur
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EK 2 Kullanilan kimyasallar ve enzimlerin listesi

Cizelge Ek. 1. Kullamlan kimyasallar ve enzimlerin listesi

Kimyasallar ve Enzimler

Uretici Firma

Katalog Numarasi

Tris amino metan (hidroksimetil) Sigma Aldrich-ABD 252859

Trizma hidroklorir (Tris HCI) Sigma Aldrich-ABD T5941

Etilen diamin tetra asetik asit disodyum tuzu Sigma Aldrich-ABD E5134
(EDTA)

Sodyum hidroksit (NaOH) Sigma Aldrich-ABD 31434
Hidroklorik asit (HCI) Sigma Aldrich-ABD 07102
Potasyum kloriir (KCI) Santa Cruz Biotechnology-ABD sc-203207

Magnezyum kloriir (MgCly) Sigma Aldrich-Cin M8266
Sodyum dodesil siilfat (SDS) Sigma Aldrich-Japonya L3771
Sodyum kloriir (NaCl) Sigma Aldrich-ABD 31434
Triton X-100 Sigma Aldrich-ABD T8787
Etanol Sigma Aldrich-Almanya 32221
dNTP miks Thermo Fischer Scientific-ABD R0192
Taq DNA polimeraz Thermo Fischer Scientific-ABD EP0402
Etidyum bromiir Thermo Fischer Scientific-ABD 15585011
Gene RulerTM 50 bp DNA markdr Thermo Fischer Scientific-ABD SM0372
6X Loading dye Thermo Fischer Scientific-ABD R0611
PCR i¢in primerler Sentebiolab Biyoteknoloji-
Tiirkiye
Agaroz Thermo Fischer Scientific-ABD 16500
Msp I- rekombinant New England Biolabs (NEB)- R0106S
ABD
Sac I-HF (High Fidelity) New England Biolabs (NEB)- R3156S
ABD
Dietil pirokarbonat (DEPC) Sigma Aldrich-ABD D5758
RNase yiizey arindrici Thermo Fischer Scientific-ABD MBP-7000

(RNase AWAY™ Surface Decontaminant)

Kloroform Sigma Aldrich-ABD 34854

QIAZOL Qiagen-Almanya 79306

Carrier RNA Qiagen-Almanya

RNA izolasyon kiti Qiagen-Almanya 217204
(miRNeasy Serum/Plasma Advanced Kit)

cDNA sentez Kiti Qiagen-Almanya 339340

(miRCURY LNA RT Kit)

SYBR Green kit Qiagen-Almanya 339346
(miRCURY LNA SYBR Green PCR Kit)
gRT-PCR igin primerler Qiagen-Almanya 339306

(miRCURY LNA miRNA PCR Assay)
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EK 3 Kullanilan cihazlarin listesi

Cizelge EK. 2. Kullanilan Cihazlarin Listesi

Cihaz Marka ve Uretici iilke
+4°C Buzdolabi Liebherr-Almanya
-20°C Buzdolabi Liebherr-Almanya
-86°C Buzdolab1 Panasonic-Japonya

Sogutmali santrifiij

Hettich-Almanya

Minispin Eppendorf-Almanya
Vortex FINEPCR-Kore
Manyetik karistiric Biosan-Letonya

Kuru blok 1sitict

Biosan-Letonya

pH metre

VWR-ABD

UV-goriiniir bolge spektrofotometre

Hitachi-Japonya

NanoDrop

Thermo Fisher Scientific-ABD

Laminar hava akimi kabini

Metisafe-Tirkiye

Biyogiivenlik kabini

Thermo Fisher Scientific-ABD

PCR cihaz1

Eppendorf-Almanya

Yatay elektroforez sistemi

Thermo Fisher Scientific-ABD

UV goriintilleme sistemi

Vilber Loumart-Fransa

Es zamanli PCR cihaz1

Applied Biosystems-ABD
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EK 4 Kullanilan Cozeltiler

DNA izolasyonu i¢in kullanilan ¢o6zeltiler

-TKM tamponu (10 mM KCIl, 2 mM EDTA ve 4 mM MgCl2 i¢ceren Tris-HCI,
pH 7.6, 200 mL)

10 mM Trizma base (pH 7.6)

10 mM KCI

4 mM MgCl;

2 mM EDTA.H20

Cozelti hazirlandiktan sonra kullanilmadan 6nce otoklavlanip uzun siireli kullanim
i¢in +4°C’de muhafaza edilmistir.

-%10 SDS soliisyonu (Sodyum dodesil siilfat) (100 mL)

10 g SDS deterjan1 100 mL saf suyun i¢inde ¢dzdiiriiliip uzun stireli kullanim igin
+4°C’de muhafaza edilmistir.

-Doymus NaCl soliisyonu (100 mL)

35.7 g NaCl 100 mL saf suyun i¢inde ¢6zdiiriiliip uzun siireli kullanim i¢in +4°C’de
muhafaza edilmistir.

-TE tamponu (Tris-EDTA, pH 8.0, 100 mL)

100 mM Tris-HCI

500 mM EDTA

Cozelti hazirlandiktan sonra otoklav islemi yapilmistir ve uzun siireli kullanim i¢in
+4°C’de muhafaza edilmistir.

-Tris-HCI (pH 8.0, 100 mM, 100 mL)

Cozelti hazirlandiktan sonra kullanilmadan 6nce otoklavlanip uzun siireli kullanim
i¢in +4°C’de muhafaza edilmistir.

-EDTA (pH 8.0, 500 mM, 100 mL)

Cozelti hazirlandiktan sonra kullanilmadan 6nce otoklav islemi yapilmistir ve uzun
stireli kullanim i¢in +4°C’de muhafaza edilmistir.

Agaroz jel elektroforezi icin kullanilan ¢ozeltiler

-5X TBE tamponu (Tris-Borat-EDTA) (pH 8.3, 1 Litre)

450 mM Trizma baz1

450 mM Borik asit

10 mM EDTA.2H20

0.5X TBE tamponunun hazirlanmasi i¢in 6ncelikle 5X TBE tamponu hazirlanmas,
kullanilacagi zaman 5X tamponun 10 kat seyreltilmesi ile 0.5X TBE tamponu elde
edilmistir. Bu ¢ozelti daha uzun siire muhafaza edilebilmesi i¢in 5X TBE tamponu
seklinde hazirlanmistir ve kullanilmadan 6nce otoklavlanip uzun siireli kullanim icin
oda sicakliginda muhafaza edilmistir.
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