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OZET

Kaynak, E. (2021). Kronik Vendz Yetersizlikte Kodlamayan RNA Diizeylerinin
Belirlenmesi ve Hastalik Ciddiyetine Etkisi. Istanbul Universitesi Saglik Bilimleri
Enstitiisii, Genetik ABD. Yiiksek Lisans Tezi. Istanbul.

Kronik vendz vyetersizlik (KVY), patolojik kapak yetersizligi veya vendz
tikaniklik nedeniyle vendz hipertansiyona bagli gelisen ve telenjiektazilerden agrili
varikoz venlere ve hatta cilt tlserleri gibi ciddi komplikasyonlara sebep olan 6nemli bir
saglik problemidir. Bu ¢alismada, KVY tanisi olan hastalarin 16kositleri ve varikoz
damarlarindaki kodlamayan RNA’larin ifade diizeylerinin analizi ve hastalik ile
iligkilerinin belirlenmesi amagland.

Bu amagla, KVY gelismis orta ve ciddi semptomlari olan hastalardan pake
ekzisyonu uygulamasi esnasinda alinan varik6z ven dokular ile kan 6rneklerinde (n= 56)
ve kontrol grubundan alinan normal safen ven dokulari (n=8, koroner “by-pass”
orerasyonu esnasinda) ile kan orneklerinde (n=37) aday kodlamayan RNA’larin ifade
diizeyleri kantitatif RT-PZR ile belirlendi ve Klinik veriler ile istatistiksel olarak
karsilastirildi.

Bu calismada, KVY hasta grubunda kontrole gore INCRNA-AK021444 ifade
diizeyinin, lokositlerde 4,5 kat artarken (p=0.015), venéz dokularda 12,8 kat azaldigi
bulundu (p=0.0001). Ayrica, KVY’li hastalarin venéz dokularinda miR-222 ifade
diizeyinin 7,4 kat arttigi belirlendi (p=0.016). Ek olarak, KVY hasta grubunun
lokositlerinde kontrole gére, miR-202 ifade diizeyinin 32 kat (p=0.0001), IncRNA-
GAS5’in ise 51 kat azaldigi (p=0.0001) belirlendi. Kodlamayan RNA’larin ifade
diizeyleri cinsiyete gore alt gruba ayrildiginda tiim grup ile benzer profilde oldugu
belirlendi. Yapilan ROC analizlerinde 16kositlerde azalan ifade diizeyleri olan miR-202
ve GASS ile artan ifade diizeyi olan AKO021444’in KVY’nin tanisi i¢in aday
biyobelirtecler olabilecegi belirlendi.

Sonug olarak, ilk defa bu ¢aligmada arastirilan dort aday kodlamayan RNA’dan
tigliniin (miR-202, AK021444 ve GASS) tanida kullanilabilecek biyobelirte¢ adaylart
olabilecegi gosterildi. KVY’li vendz damar dokularinda degisen ifade diizeyleri
nedeniyle miR-222 ve AK021444 kodlamayan RNA’larin hastalik patogenezindeki
roliinii belirlemek i¢in daha detayli analizlere ihtiya¢ duyulmaktadir.

Anahtar Kelimeler: Kronik vendz yetersizlik, varik6z ven, uzun kodlamayan RNA,
mikroRNA, ifade diizeyi

Bu calisma, Istanbul Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri Birimi tarafindan
desteklenmistir. Proje No: TYL-2019-32714
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ABSTRACT

Kaynak, E. (2021). Determination of Non-Coding RNA Levels in Chronic Venous
Insufficiency and Its Effects on Disease Severity. Istanbul University, Institute of Health
Science, Department of Genetics. Master Thesis. Istanbul.

The chronic venous insufficiency (CVI) is a major health problem that develops
due to venous hypertension due to pathological valve insufficiency or venous obstruction
and causes serious complications such as telangiectasia, painful varicose veins and skin
ulcers. In this study, it was aimed to investigate the effect of non-coding RNAs in the
blood circulation and varicose veins of patients diagnosed with CV1 on severity of the
disease. In this study, it was aimed to determine the non-coding RNAs expression levels
in the leukocytes and varicose veins of patients with CV1 and their associations with CVI..

For this purpose, expression levels of candidate non-coding RNAs in varicose
vein tissues and blood samples (n=56) taken from patients with moderate and severe
symptoms with CVI, and normal saphenous vein tissues (n=8, during coronary by-pass
operation) and blood samples (n=37) taken from the control group, were determined by
quantitative RT-PCR and compared statistically with clinical data.

In this study, expression level of InCRNA-AK021444 increased 4.5 times in
leukocytes (p=0.015) while decreased 12.8 times in venous tissues (p=0.0001) of CVI
patients compared to the control group. Besides, expression level of miR-222 increased
7.4 times in venous tissues of CV1 patients (p=0.016). In addition, it was determined that
expression levels of miR-202 decreased 32 times (p=0.0001) and IncRNA-GAS5
decreased 51 times (p=0.0001) in leukocytes of CVI patient group. When subdivided
accoring to sex, expression levels of non-coding RNAs were determined to be in same
profile as whole study groups. In the ROC analysis, it was determined that miR-202 and
GAS5, which have decreased expression levels, and AK021444, which has increased
expression level in leukocytes, could be candidate biomarkers for the diagnosis of CV1.

As a result, it was shown for the first time three of the four candidate non-coding
RNAs that investigated in this study could be biomarker candidates that could be used in
diagnosis. More detailed analyzes are needed to determine the role of miR-222 and
AKO021444 in the pathogenesis of the disease due to varying expression levels in venous
vascular tissues with CV1.

Key Words: Chronic venous insufficiency, varicose vein, long non-coding RNA,
microRNA, expression level

The present work was supported by the Research Fund of Istanbul University. Project No.
TYL-2019-32714



1. GIRIS VE AMAC

Kronik venoz yetersizlik veya yetmezlik (KVY), yasam kalitesini diisliren ve is
gicii kaybina neden olarak sosyoekonomik sorunlar vyaratan, yaygin goriilen
hastaliklardan birisidir. Asemptomatik venoz yetersizlikteki varikoz damarlardan agir
seyreden hali olan deri ve deri altindaki doku degisiklikleri ve {ilserasyona kadar genis
bir klinik yelpazeden olusur (1, 2). Alt ekstremitede olusan vendz yetersizlik ve buna
bagl gelisen varisler, toplumda oldukca sik rastlanmakta olup etyolojisinde genetik
yatkinlik, yas, cinsiyet, obezite, gebelik, intraabdominal maligniteler, trombofilebit, eski
bacak yaralanmasi ve uzun siire ayakta durma sayilmaktadir. Alt ekstremitelerde vendz
hipertansiyona, yercekimi etkisi ile olusan geri akima bagl kapak yetersizlikleri ve
perforator venlerdeki kapaklarin disfonksiyonu sebep olmaktadir (3). Yaygin rastlanan
ve ¢ogu zaman girisimsel tedaviler gerektiren bu ilerleyici ve tekrarlayict hastaligin

molekiiler patogenezi halen net olarak bilinmemektedir.

Kodlamayan RNA grubundan mikroRNA'lar (miRNA), intronlarda veya
intergenik bolgelerdeki genlerinden birincil miRNA transkriptleri olarak sentezlenen ve
daha sonra endoniikleazlar tarafindan 18-24 niikleotid uzunlugunda olgun RNA’lar
olarak islenen kisa kodlamayan RNA'lardir ve hedef mRNA'lar1 degredasyona
yonlendirerek ya da hedef mRNA’larin translasyonunu inhibe ederek transkripsiyon
sonrasi seviyede gen ekspresyonunu diizenlemektedir (4-6). Kodlamayan RNA’lardan
200 ve tistiinde niikleotid sayisina sahip olan uzun kodlamayan RNA’larda (IncRNA)
gelisim, farklilasma ve diger hiicresel siireclerin kontroliinde aktif rollere sahiptir (6-10).
Yapilan c¢aligmalarda, KVY hastalarinin vendz dokularinda yapilan gen ifade
degisiklikleri incelenmis ve cesitli miRNA’lar ve regiile ettigi gen transkriptleri
belirlenmistir (11-14). Ancak, literatiirde uzun kodlamayan RNA’larin (IncRNA) varikoz
venlerde ifadelerinin degistigine dair sinirhi sayida arastirma mevcuttur (14, 15). Diger
yandan, literatiirde kan dolasimindaki kodlamayan RNA’larin ifade diizeyleri ile KVY
arasindaki iliskinin arastirildigi bir ¢alismaya rastlanmadi. Bu tez calismasinda, oncelikle
KVY ile ilgili literatiirdeki mevcut arastirmalardan elde edilen veriler dogrultusunda,
KVY ciddiyeti ile iligkili olabilecek kodlamayan RNA’lardan iki adet miRNA ile iki adet
InNcRNA aday1 belirlendi. Daha sonra, KVY tanisi alan hastalarin hem periferik kanindaki

l6kositlerde hem de varik6z damar dokularindaki aday kodlamayan RNA’larin ifade



diizeylerinin belirlenerek gruplar arasinda karsilastirilmas1 ve hastalik ciddiyeti
arasindaki iligkiler ile biyobelirte¢ niteliklerinin arastirilmasi planlandi. Calismanin
amaci, KVY’de hastalik patogenezinde rol oynayan regiilatuvar roller {istlenen aday
molekiilleri belirlenmek ve bunlarin hastalik ile iliskilerini ve hastalik tanisi i¢in

biyobelirte¢ 6zelliklerini ortaya koymaktir.



2. GENEL BILGILER

2.1. Kronik venoz yetersizlik

Kronik venoz yetersizlik (KVY), alt ekstremitelerde venlerin fonksiyonel ya da
yapisal anomalitesi sonucu olugan hipertansiyondan kaynaklanan semptomlar1 bulunan
bir saglik problemidir (16). Yaygin rastlanan ve ¢ogu zaman girisimsel tedaviler
gerektiren bu ilerleyici ve tekrarlayici hastalik, is giicli kaybina, ileri evrelerinde yasam
kalitesinin diismesine ve dolayisiyla ciddi sosyoekonomik sonuglar ortaya ¢ikmasina

neden olmaktadir.

2.1.1. Simiflandirilmasi

KVY gelisiminde birden fazla mekanizma rol oynadigindan, tant ve
degerlendirme yapabilmek i¢in CEAP (C: klinik goriiniim, E; etiyolojik faktorler, A;
anatomik dagilim, P; altta yatan patofizyolojik durum) siniflandirmasi kullanilmaktadir.
Bu smiflandirma bi¢gimi, Amerikan Vendz Forumu tarafindan Subat 1994°te
gerceklestirilen konferans sonucunda olusturulmustur. Tablo 1°de siniflandirmadaki

klinik ve patofizyolojik evreler verilmektedir (17).

Tablo 1: Kronik Venoz Yetersizlik CEAP Siniflandirmasi

Klinik, Etiyolojik, Anatomik, Patofizyolojik (CEAP) simflandirma

Klinik (C)

Etiyolojik (E)

Anatomik (A)

Patofizyolojik (P)

CO-Goriiniir

hastalik belirtisi yok

venoz

Ec-Konjenital

As-Yiizeysel

Pr-Refli

Cl-Telanjiektazi

retikiiler damarlar

ve Ep-Birincil

Ad-Derin

Po-Tikanma, kronik

¢Oziilmemis tromboz

C2-Varikoz venler

Es-Ikincil (6rnegin,
trombotik sonrasi,

travma)

Ap-Perforator

Pr,0-Refli ve

tikanma

C3-Odem

En-Tanimlanan

vendz neden yok

An-Tanimlanan

vendz lokasyon yok

Pn-Tanimlanan

patofizyoloji yok

C4-Deri ve deri alti
dokudaki degisiklikler
A-Pigmentasyon veya
egzama

B-Lipodermatoskleroz




C5-lyilesmis iilser
C6-Aktif iilser

2.1.2. Epidemiyolojisi

Yapilan bir derleme ¢alismada toplumlarda goriilme sikliginin tahmini oranlarinin
erkeklerde %2 ila %56, kadinlarda ise %] ila %73 arasinda oldugu tespit edilmistir.
Goriilme siklig1 oranlari, endiistriyel olarak gelismis toplumlarda gelismemis toplumlara
gore daha yiiksek olarak belirtilmektedir (18).

Kronik vendz yetersizlik hastaliginda risk faktorleri arasinda cinsiyet, yas, aile
Oykiisii, obezite, hamilelik, damar iltihabi, uzun siireli ayakta durma ve bacak

yaralanmalar1 bulunmaktadir (3).

2.1.3. Patogenezi

Venler insan viicudunda yiizeysel, derin ve perforan olarak adlandirilan ii¢
konumda yer alirlar. Perforan venler, derin ve yiizeyel venleri birbirine baglayan
venlerdir. Vena saphena manga (VSM) ve vena saphena parva (VSP) viicuttaki ana
yiizeyel venlerdir (19, 20). Alt ekstremite venlerinde vendz kan akisi bikiispid kapakgilar
sayesinde yiizeyel venlerden derin venlere dogrudur ve refliiyii 6nlemektedir. Ayaklarda
ise kan akimi derin venlerden, yiizeyel venlere dogrudur (21). Anatomik olarak alt

ekstremite venleri Sekil 1°de gosterilmektedir.
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Sekil 1: Venlerin anatomik olarak goriintiisii, A, Vena saphena magna (VSM) B, Vena saphena
parva (VSP) (22)

Kronik venoz yetersizlik, konjenital veya edinsel yetersizlik nedeniyle yiizeysel
ve/veya perforan venlerde kapaklarin disfonksiyonu, konjenital yokluk, dogal zayiflik
veya trombotik hasar nedeniyle derin venlerdeki kapaklarin disfonksiyonu, kapak
yetersizligi yerine derin venoz ¢ikis tikanikligi, eklemlerin veya kaslarin, fibrozun veya
noropatilerin enflamasyonu sebebiyle olusan kas disfonksiyonu ve baldir kas pompasi
yetmezligi olarak ortaya ¢ikan patofizyolojik mekanizmadan kaynaklanmaktadir. Venoz
tilserler sadece perforator veya yiizeysel ven yetmezIligi olan hastalarda ortaya ¢ikabilse
de genellikle derin vendz yetersizlik ile iligkilidir. Venoz iilserlerin %10'undan daha azi
sadece derin vendz yetmezlige baghdir (23). Vendz reflii olusmasinda farkli
mekanizmalarin rolii olmasina ragmen, ana etkenler vendz kapak yetersizligi, damar
duvarinin iltihab1 ve venoz hipertansiyondur (24). Alt ekstremitelerde ilerlemis vendz
hipertansiyon, hipertansiyonu gii¢lendiren dairesel bir vaskiiler ve inflamatuar dongiiye
sebep olur (16). Yiizeyel venlerde olusan varikézite ¢aplarinin boyutlarina gore pake (>4
mm), telanjiektazi (1-4mm), spider ven (<1 mm) ve safendz varisler olarak
adlandirilabilir (21). Klinik tiplerine gore varikoz damar Ornekleri Sekil 2’de

gosterilmektedir (16).



Sekil 2: Varisli damarlarin goriintiisii, A Telanjiektazi (CEAP C1 Sinifi), B Varikdz Venler
(CEAP C2 Smifi), C Pigmentasyon (CEAP C4-A Sinifi), D Aktif Ulser (CEAP C6
Sinift) (16)

Son zamanlarda yapilan ¢aligmalarda ven duvarinda meydana gelen yapisal ve
biyokimyasal bozulmalarin, ven duvar1 gegirgenliginde zayiflifa ve vendz tonda
degisiklige sebep olabilecegi gosterilmistir. Varikoz venlerde, ven duvarlarinin tiim
katmanlarinda hiicresel ve ekstraselliiler matriks bilesenlerde ¢ok sayida patoloji
gbzlenmistir (24). Ekstraselliiler matriks, endotel ve diiz kas hiicreleri gibi hiicresel
bilesenlerle etkilesimler yoluyla damarin biitlinliigiinii ve homoeostazini koruyan
dinamik bir yapidir. Ekstraselliiler matriks, ¢esitli hiicresel bilesenlerin gomiilii oldugu

kolajen, proteoglikanlar, elastin, glikoproteinler ve fibronektinden olusan yapisal bir



cergeve saglar. Ekstraselliller matriksin pargalanmasi, damarlarin zayiflamasina ve
genislemesine katkida bulunur. Varisli damarlardaki toplam elastin igerigi varisli
olmayan damarlara gore azalir. Varikdz damar yapisindaki genel kolajen igeriginin
varik6z olmayan damarlarla karsilastirildig1 ¢alismalarda belirsizlik gozlenmektedir, bazi
caligmalar artig, bazilar1 degisiklik ve bazilar1 azalma bildirmektedir (25-27). Varisli
damarlardaki kolajen alt tipleri, varisli olmayan damarlardakilerden farklidir. Varislerde,
esneklige katkida bulunan Tip III kolajen asagi yonde regiile edilirken, gerilme
dayaniklilig1 saglayan tip I kolajen yukari yonlii regiile edilmektedir (28). Elastin ve
kollajen icerigi dengesindeki degisikligin varikéz ven duvari zayiflamasina katkida
bulunmaktadir (29).

KVY olusumunda yer alan bir diger patofizyolojik mekanizma olarak kan
basincina bagli tetiklenen enflamasyon kaskadinin olabilecegine dair calismalar
bulunmaktadir (16). Enflamatuvar yanit, 16kositleri, 6zellikle makrofajlari, monositleri,
T lenfositleri ile mast hiicrelerini, inflamatuar modiilatorleri ve kemokinleri, sitokin
ekspresyonunu, bitylime faktorlerini, matris metalloproteinaz (MMP) ve metalloproteinaz
doku inhibitorlerinin (TIMP) aktivitesini ve enflamasyonu ve ileri seviyede kronik venoz
yetersizlik ile ortaya ¢ikan degisiklikleri tetikleyen bir¢ok diizenleyici yolu igerir (21, 30,
31). Enflamasyon ve cilt degisiklikleri arasindaki baglanti, Ca/Zn bagimli
metalloproteinazlar ve serin proteinazlar dahil olmak tizere proteolitik enzimler yoluyla
olabilir (32). MMP’ler hiicre farklilagmasi ve gelisiminde rol alan nétral endopeptidaz
grubu proteinlerdir (33). Artan vendz hipertansiyon ve/veya diisiik kan akis1 gerilimi,
endotel hiicreleri tarafindan hiicreler arasi adhezyon molekiili-1 (ICAM-1), vaskiiler
hiicre adhezyon molekiilii-1 (VCAM-1) endotelyal 16kosit adhezyon molekiilii-1
(ELAM-1) ve selektinler araciligiyla algilanir. Endotel hiicreler ve onlarin yiizeyindeki
glikozaminoglikanlar iizerindeki kan akig gerilimi ve mekanik stresler, makrofaj
kemoatraktan protein-1 (MCP-1), VCAM-1, L-selektin ve E-selektinlerin, ICAM-1,
sitokinlerin ( dontstiiriici bitylime faktori-p1 (TGF-B1), tiimor nekroz faktorii-a (TNF-
a), interlokin-1) ve MMP’lerin ekspresyonlarint arttirir. MMP'ler aktive oldugunda
damar duvari kolajeninin ve elastininin yapisal bilesenlerinde degisiklikler meydana gelir

(21, 34, 35). Venlerde meydana gelen enflamatuvar yanit Sekil 3’te gosterilmektedir (35).



Genetik yatkinlik, diistik kan akis gerilimi, GAG hasari,
endotelyal-l6kosit aktivasyonu,
E ve L-selektinler, adezyon molekdllerinin ifadesi

w K Lokosit adezyonu,
marjinasyonu ve gogl
EC aktivasyonu, selektinler,
ICAM-1, VCAM-1, ELAM-1,

MCP-1, MIP-1B ifadesi

TGF -B1
¢ Lokosit/monositlerin @ t
aktivasyonu ve
takviyesi Fibroblast V
Aktive edilmis Gegici matriks, V V
O O T-lenfositler Kollajen-ECM, V Proteolitik
: TGF-B1 aktivite
(ol © N T i
5*;*' L %* bozulma T Kollajen-ECM
* ** Aktive edilmig Gegraiatyonn
" | makrofajlarve | e |L-1, TNF-alfa, kemokinler (IL-8,
mast hiicreleri MCP-1), MMP’lerin ifadesi

Sekil 3: Kronik venoz yetersizlikte enflamasyona yol agan hiicresel olaylar ve sonugta deri
degisiklikleri ve venoz bacak iilseri (VBU) olusumu. EC, endotelyal hiicre; ECM, hiicre
dist  matris; ELAM-1, endotelyal 16kosit adezyon molekiili-1; GAG,
glikozaminoglikan; IL-1, interl6kin-1; MCP-1, monosit kemotaktik protein-1; MIP-1B,
makrofaj enflamatuar protein-1b; MP, makrofajlar; TNF-a, tiimor nekroz faktorii-alfa.
35 nolu makaleden alindu.

2.1.4. Tedavisi
Konservatif tedaviler

KVY’de erken konservatif tedaviler vendz hipertansiyonu, refliiyii ve
enflamasyonu 6nleme iizerinedir. Bu tedaviler KVY semptomlarini hafifletmeyi ve iilser
riskini azaltmay1 amagclar. Konservatif tedavilerin ilk asamasinda hasta egitimi ile yagam
tarzindaki bazi degisikliklerle onlem alinmasi gelmektedir. Bu degisiklikler; sigara
kullanicilarinin  sigarayr birakmasi, basinct arttirdigr icin dar kiyafetlerden uzak
durulmasi, kilo verilmesi ve yeme aliskanliklarinin diizenlenerek asir1 kilo alimindan
kaciilmasi, bacak elevasyonu, uygun ayakkabi se¢iminin yapilmasit ve kadinlarda
yiiksek topuklu ayakkabi kullanimindan kaginilmasi, yiiksek sicakliklardan kaginilmasi
seklindedir (16, 36).

Kompresyon corabi veya bandaji kullanilarak venler distalden proksimale dogru
azalan basing ile desteklenmektedir. Diizenli kullanimda kompresyon ¢oraplar1 tedavide

onemli bir aractir. Fizyoterapi tedavilerinde vendz egzersiz programlari, kompleks



bosaltict fizyoterapi (KBF), biyomekanik stimiilasyon terapi gibi yOntemler
kullanilmaktadir (16, 36).

KVY medikal tedavisinde kullanilan venoaktif ve semptomatik ilaglarin etkileri
0dem ve semptomlar1 gidermek iizerinedir.
Girisimsel ve cerrahi tedaviler

Skleroterapi yonteminde skleron madde uygun konsantrasyonlarda ilgili ven i¢ine
verilmektedir. Skleroterapi, telenjektaziler ve 4 mm’den ince varisler igin
kullanilmaktadir (37).

Ablasyon yontemi girisimsel tedavilerde en sik tercih edilen tekniktir. Bu teknik
lokal anestezi altinda ve ultrasonografi (USG) esliginde, igne ponksiyonu ile yapilir.
Endovendz lazer ablasyonunda (EVLA) amacg safenofemoral ya da safenopopliteal ve
bunlarla ilgili VSM ve VSP’lerin kesisme noktalarinda olusan refliileri endotelde hasar
olusturarak onlemektir (19). Radyofrekans ablasyonda ise, 6zel bir tel, ultrason esliginde
hasta toplardamara yerlestirilir ve tele 6zel bir cihaz yardimiyla enerji verilir. Bu
yontemle, genislemis varisli damarin tel aracilifiyla verilen yiiksek 1siyla biizliserek
kapanmasi saglanir (38).

Cerrahi tedavilerin yapilmasindaki amag, varikéz damarlarin ve venoz
hipertansiyon kaynaginin ¢ikarilmasidir. Cerrahi tedavi ile maksimum boyutta kozmetik

sorunun ortadan kaldirilmasi ve minimum komplikasyon hedeflenmektedir (36).

2.2. Kodlamayan RNA’lar

Kodlamayan RNA’lar (ncRNA) proteine translasyonu yapilmadan islev goren
RNA molekiilleridir. ncRNA’lar, proteine cevrimi olan mRNA’lar yerine, yapisal
islevleri olan katalitik ya da diizenleyici gorevler iistlenen RNA’lar olarak transkribe
edilirler. Biyiikliiklerine gore gruplandirildiginda 200 ve iistiinde niikleotid sayisina
sahip olan kodlamayan RNA’lara uzun kodlamayan RNA (IncRNA) denilmektedir. Bu
ncRNA tipleri arasinda kisa (18-24 niikleotid) diizenleyici molekiiller olan mikroRNA
(miRNA) olarak adlandirilan kiiciik RNA molekiilleri de yer alir. Bazi nCRNA’larin
ifadesi dokulara veya biyolojik sathalara 6zeldir. N\CRNA’larin genel siniflandirmasi ve

ozellikleri Sekil 4’te gosterilmistir (9).
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Sekil 4: Kodlamayan RNA’larin siniflandirmast (9)

2.2.1. Uzun kodlamayan RNA’lar

Pek ¢ok uzun kodlamayan RNA (IncRNA) protein kodlamamasina ragmen,
bazilar1 translasyon mekanizmasi tarafindan taninabilen ve fonksiyonel, 100 aminoasitten
kiiglik peptitleri kodlayabilen kii¢iik a¢ik okuma gergeveleri (SORF) igerebilir (10).
IncRNA'lar, epigenetik kromatin isaretleri, RNA polimeraz II ile transkripsiyon, 5’-sapka
ve 3’-poliadenilasyon eklemesi 6zellikleriyle haberci RNA'lara (mRNA) benzer sekilde
tretilir ve islenir. Fakat yapilan transkriptom caligmalari, IncRNA'larin genel olarak
mRNA'lardan hiicre tipi, doku tipi, gelisim evresi veya hastalik durumuna 6zgii sekilde
daha spesifik ekspresyon profilleri sergiledigini gostermektedir (39). IncRNA’lar hedef
kodlama boélgelerine olan genomik yakinliklarina bagli olarak bes ana gruba ayrilir;
intronik IncRNA’lar, intergenik IncRNA’lar, sens IncRNA’lar, antisens IncRNA’lar, ¢ift
yonlii IncRNA’lar. Intronik IncRNA’lar, tamamen protein kodlayan genlerin intronik
bolgelerinden transkripsiyon olurlar. intergenik IncRNA’lar, sens veya antisens DNA
ipliklerinden protein kodlayan genler arasinda bagimsiz olarak kopyalanirlar. Sens
IncRNA’lar, mRNA'larin ekzonlar1 veya intronlar ile Ortiigiirler. Antisens IncRNA’lar,
protein kodlayan genlerin zit sarmalindan kopyalanirlar. Protein kodlayan genlerle
promotdr bolgeleri paylasmalarina ragmen ¢ift yonlii IncRNA’lar, ters yonde transkribe

edilirler (40). Uzun kodlamayan RNA gruplar Sekil 5’te gosterilmistir (41).
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Sekil 5: Uzun kodlamayan RNA gruplari (41)

LncRNA’lar gelisim, farklilasma ve diger hiicresel siireglerde gen ifadesinin
kontroliinii saglarlar (6-10). LncRNA’lar ayrica DNA'nin epigenetik modifikasyonu,
MRNA stabilitesi, transkripsiyonel ve post-transkripsiyonel gen diizelemeleri, regiile
etmektedir (6, 42-44). LncRNA'larin hiicre i¢i islevsel lokalizasyonu niikleus (yaklasik
%15°1) veya sitoplazma olabilmektedir. Hatt1 baz1 IncRNA’lar hem sitoplazma hem de

niikleusta islev gordiigii belirlenmistir (43-45).

2.2.2. mikroRNA’lar

miRNA'lar, intronlardan veya intergenik bdlgelerden birincil miRNA
transkriptleri olarak sentezlenen ve daha sonra endoniikleazlar tarafindan 18-24 niikleotid
uzunlugunda olgun RNA’lar olarak islenen kisa kodlamayan RNA'lardir. Olgun
miRNA’lar, hedef mRNA'lar1 degredasyona yonlendirerek ya da hedef mRNA’larin
translasyonun inhibe ederek transkripsiyon sonrasi seviyede gen ekspresyonunu
diizenlerler. Cogu miRNA, RNA polimeraz II araciligiyla, genellikle bir poli-A
kuyruguna sahip olan bir sa¢ tokasi yapist ile birincil miRNA'ya (pri-miRNA) transkript
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edilir. Bunu takiben, cekirdekte, DGCRS8 (veya PASHA) ve bir riboniikleaz olan
DROSHA ile etkilesime girerek, prekiirsor miRNA olarak bilinen sa¢ tokasi seklini
koruyan yapiya doniisiirler. Pre-miRNA'lar, RanGTP'ye bagimli Exportin tarafindan
sitoplazmaya tasinir. Bir endoniikleaz olan DICER, TRBP (transactivating response
RNA-binding protein) veya PACT (protein activator of PKR) proteinlerinden birisi ile
etkilesime gecerek tasinmis pre-miRNA’lar1 keser ve miRNA dupleksleri olusturur. Tek
zincirli olgun miRNA'ya ¢evrilirken digeri degrade edilir veya eksport mekanizmalari
yoluyla hiicreden uzaklastirilir. Argonat proteinine yiiklenen olgun miRNA, mRNA ile
etkilesime girecek olan miRNA kaynakli susturma kompleksinin (miRISC) bir pargast
olur (4, 5). miRNA’lar fonksiyonlarini tamamlayic1 baz giftleri ile mMRNA dizilerine
baglanarak gerceklestirirler. miRNA'larin ¢ogu, hedef mRNA'larin cevrilmemis 3’
bolgesine baglanir; ancak, promotdr ve 5° bolge gibi diger bolgelerle de etkilesimler
oldugu yapilan ¢aligmalarda gosterilmistir (46). miRNA’lar, genellikle birden fazla
mekanizma araciligiyla mRNA diizenlenmesini gergeklestirmektedir. Bunlar ribozomal
stireglere etki ederek translasyonel inhibasyon, RNAinterferans (RNA1i) olarak bilinen
bolge-spesifik mRNA kesilmesi, deadenilasyon yoluyla mRNA’nin degradasyonun
arttirtlarak destabilize edilmesi seklinde belirlenmistir (47). mikroRNA’larin olusumu

Sekil 6’da gosterilmistir (5).
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Sekil 6: mikroRNA’larin olusumu

2.3. KVY’de Genetik Arastirmalar

KVY ile ilgili yapilan genetik arastirmalarin bir grubu, genetik yatkinliga sebep
olan varyantlarin belirlemesine yoneliktir. Genetik yatkinlik ile ilgili bir derlemede,
yapilmis bazi arastirmalarda varikoz damarlar ve vendz iilserasyon gibi sonuglar1 olan
kronik vendz yetmezliginde damar duvarlarinin yeniden bicimlenmesi ile iligkili gen
varyantlarinin risk faktorii olarak gézlemlendigi belirtilmistir (48). Bazi ¢caligmalarda da,
lenfatik ve vaskiiler gelisimde yer alan transkripsiyon faktoriinii kodlayan FOXC2 gen
varyantinin vendz varis olusumunda, kapak yetmezliginde ve hemoroidde etkisi oldugu
goriilmiistiir. Bir baska ¢alismada HFE gen varyantinin vendz tilser olusum riskini 7 kat
arttirdig1 belirlenmistir (48). Matriks metalloproteinazlarin (MMP), kesin mekanizmalari
heniiz bilinmese de KVY patogenezinde vendz yeniden modellenmesini, dilatasyonu ve
kapak disfonksiyonunu etkileyerek rol almaktadir. Ellinghaus ve arkadaslarinin Alman
toplumu {izerinde yaptigi genom ¢apinda iligkilendirme caligmasinda ise, EFEMP1,

KCNHS8 ve SKAP?2 gen varyantlartyla KVY yatkinligr arasinda iliski oldugu belirtilmistir.
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EFEMP1 gen varyantinin, hiicresel ve hiicre disi matris bilesenlerinde rol alan MMP-2
ve MMP-3 proteinlerinin ve TIMP-1 ve TIMP-3 proteinlerinin ekspresyonunu
etkileyebilecegi boylece damar esnekliginin degismesine neden olabilecegi belirtilmistir.
KCNHS8, K+ voltaj kapili kanal gen ailesinin bir alt iiyesidir. KCNH8 gen varyanti
(rs727139) ise, vendz dilatasyonu saglayan K+ kanallarinin aktivasyonuyla iliskili
olabilecegi boylece vendz hiperilazsyonda bozukluk meydana gelebilecegi belirtilmigtir
(49). Venoz tilser olusumuyla alakali olan TNFa genindeki -308G/A polimorfizminin A
alelini tagiyan bireylerin, G allel tasiyicilarina gore yaklasik 2 kat daha yiiksek iilserasyon
riskine sahip olduklar1 gosterilmistir (50). Sonugta, populasyona 6zgii KVY i¢in genetik
yatkinlik yaratan gen varyantlarinin belirlenmesi O6nem tasimaktadir. Ancak,

toplumumuza 6zgii bu konuda yapilmis kapsamli bir ¢caligma halen mevcut degildir.

KVY ile iligkili gen varyantlarinin, gen ifade diizeylerine etki ettigine dair yapilan
bir calismada, COL1A2 (a-2 tip I kollajen) geninde 7 baz ¢ifti insertion/deletion
polimorfizminin (rs3917), COL1A2 ckspresyonunu yukari diizenledigini ve KVY
riskinde 1,6 kat artisa sebep oldugu gosterilmistir (51). Diger yandan, KVY ile ilgili
yapilan genetik arastirmalarin bir diger grubunu, gen ekpresyon array c¢alismalarini
icermektedir. KVY hastalarindan alinan varik6z damar orneklerinde yapilan mikroarray
ekspresyon analizinde, %50 ya da daha fazla gen ifade degisikligine sahip 34 mRNA
bulunmustur. Bu calismada kardiyovaskiiler sistemin gelismesinden enflamasyon
homeostaz1 ve prostaglandinlerin sentez yolagina kadar 6nemli metabolik yolaklarda
diizenleyici rolii olan hydroxyprosta-glandindehydrogenase-15 (HPDG) geninin ifade
seviyesinde artis oldugu ortaya g¢ikartilmistir. Ayrica kollajen biyosentezinde yer alan
COL27A1 ve COL13A1 gen gruplarinin azalan regiilasyonu oldugu belirlenmistir. Bu
calismada KVY olan hastalarda arasinodik asit metabolizmasi, prostanoid metabolizmasi
ve prostaglandin biyosentezi de dahil olmak tizere bir¢ok enflamatuvar yolag: diizenleyen
genlerde istatistiksel olarak anlamli derecede farkli ifade seviyelerinin meydana geldigi

belirlenmistir (11).

Biiyiik safen venlerde (BVS) yapilan bir ¢alismada, 123 tane dnemli derecede
farkli eksprese edilen mRNA’nimn biiylik safen ven varislerin patogenezinde rol aldigt
saptanmistir. 46 mRNA’nin 7 farkli yolakta yer aldigi bu yolaklardan 6 tanesinin
metabolik yolak oldugu belirlenmistir. Ayrica bu ¢alismada 6 aday uzun kodlamayan
RNA (IncRNA)’'nin (AK021444, AF119885, wuc.345-, NR_027927, G36810,
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NR _027830), birincil BSV varisi patogenezinde rol oynuyor olabilecegi belirtilmistir. 6
aday IncRNA’lardan 4 tanesinin (AF119885, uc.345-, NR_027927, G36810), 11 tane
onemli derecede farkli eksprese edilen mRNA ile iligkili oldugu belirlenmistir. Bu
mRNA’lar farkli biyolojik siire¢lerde (hiicre dongiisii, DNA onarimi, RNA
metabolizmasi, norolojik fonksiyonlar ve hiicre igi sinyalleri) yer alan genlerle iligkilidir
(14). miRNA ifade profillerinin arastirildigi bir galismada ise, farkli ifade diizeyi gosteren
endotelyal hiicrelerde ve vaskiiler diiz kas hiicrelerinde ifade edilen miR-155’in damar
tekrar diizenlenmesinde kronik vendéz yetersizlikte dnemli oldugu diistiniilmektedir. miR-
202 ve miR-196a miRNA’larinin KVY olan BSV doku 6rneklerinde ifade diizeyinin
yukar1 dogru arttig1 belirlenmistir. Bu iki miRNA’nin kollajen ile ilgili genleri (COL1A2
ve COL3Al) hedef aldiklar1 belirlenmistir. Bu miRNA’lardaki ifade seviyesinin artisi
BSV duvarindaki kolajen metabolizmasin etkileyerek kronik vendz yetmezlige neden
olabilecegi belirtilmistir. miR-202 ve miR-146b-5p miRNA’larinin MMP regiilasyonunu
etkileyerek KVY olusumunda rol oynayabilecegi degerlendirilmistir (13). KVY
patogenezinde etkin yeni molekiiler mekanizmalarin arastirildigi calismalarda, varikoz
damarlarda gen regiilasyonlarinda rol oynayan cesitli aday kodlamayan uzun RNA
molekiilleri ile kiigiik RNA’lar (miRNA) belirlenmistir (12-14). Literatiirde kan
dolagimindaki miRNA’larin ifade diizeyleri ile KVY arasindaki iliskinin arastirildig bir

calismaya rastlanmadi.

2.3.1. Secilen aday ncRNA’lar

2.3.1.1. miRNA’lar
miR-202

Cui ve arkadasglarinin yaptigi mikroarray ¢alismasinda, miR-202 ifade seviyesinin
KVY hastalarindan alinin biiyiik safen ven 6rneklerinde arttigi gosterilmistir (13). KVY
hastalariyla yapilan bir ¢alismada miR-202 ifade diizeyinin varikdz venlerde artmasiyla
vaskiiler diiz kas hiicrelerinin diizenlenmesinde etkili oldugu belirtilmistir (52). Mevcut
literatiir bulgularina dayanarak, tez ¢aligmasi kapsaminda hem 16kositlerde hem de venoz

dokularda arastirilmak tizere segildi.

miR-222
miR-222, Felli ve arkadaslar tarafindan hematopoietik progenitor hiicrelerinde

yapilan mikroarray analiz caligmasinda tespit edilmis ve ifade diizeyinin azaldig
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belirtilmistir (53). Cesitli ¢alismalarda, miR-222 ekspresyon seviyesinin, tiroid kanseri,
meme kanseri, hepatoseliiler karsinoma gibi ¢esitli kanser tiirlerinde arttig1 gosterilmistir
(54-56). Liu ve arkadaslarinin yaptigi siganlara karotid arter anjiyoplastisi uygulanan
calismasinda, arter duvarinda miR-222 ifade diizeyindeki artisin, PDGF (Trombosit
kaynakli biiyiime faktori) ile uyarilarak kiiltiire edilmis VSMC'lerdeki (Vaskiiler diiz kas
hiicresi) artistan daha fazla oldugu belirlenmistir (57). Bu ¢alismada, miR-222’nin VSCM
proliferasyonu ve neointimal hiperplazi i¢in regiilatuvar onemleri gosterilmistir (57).
Ayrica, miR-222'nin endotelyal hiicre kiiltiiriinde endotelyal hiicre migrasyonu, damar
olusumu ve yara iyilesmesi tizerinde anti-anjiyogenik bir miRNA olarak énemli inhibitor
etkileri oldugu belirtilmistir (58, 59). Damar fizyolojindeki belirlenmis rolleri sebebi ile
tez ¢alismasi kapsaminda hem 16kositlerde hem de vendz dokularda arastirilmak tizere bu

miRNA aday olarak segildi.

2.3.1.2. IncRNA’lar
INcRNA-GAS5

Gen lokalizasyonu 1925 olan IncRNA-GAS5 (growth arrest-specific transcript
5), lenfositlerdeki apoptozu ve hiicre dongiilerini diizenledigi belirtilen bir transkripttir
(60). Mourtada-Maarabouni ve arkadaslarinin yaptig1 calismada meme kanserinde, GAS5
ekspresyon seviyesinin azaldigi gosterilmistir (61). Romatoid artrit, sistemik lupus
eritematozus, multipl skleroz ve sarkoidoz gibi immiim sistem hastaliklarinda IncRNA-
Gas5 ifade diizeylerinin hastalarin 10kositlerinde degistigi belirlenmistir. IncRNA-
Gas5’in, glukokortikoid reseptoriinlin transkripsiyonel aktivitesini modiile ederek
bagisiklik fonksiyonlarinin ve otoimmiin, enflamatuvar ve enfeksiyoz hastaliklarin
patofizyolojisinde rol oynadigi saptanmistir (62). Biranvand ve arkadaglarinin varikoz
veni olan hastalarla yaptig1 ¢alismada, IncRNA-GASS5 ekspresyon seviyesinin azaldigi
belirtilmistir (63). ICRNA-GASS5'in azalmig ekspresyonunun, insan safen6z ven diiz kas
hiicrelerinin (HSVSMC) ¢ogalmasini ve Ca?* bagimli RNA baglayici protein olan
Annexin A2'ye dogrudan baglanarak hiicre gociinii ve dolayisiyla varisli biiyiik safendz
venlerin (BSV) varisite patogenezini kolaylastirdigi belirlenmistir (15). Bu tez
calismasinda IncRNA-GASS, KVY hastaliginin klinik durumlar ile iligkisini ve gruplar
arasinda 16kosit ifade seviyelerinin degisimlerini belirlemek i¢in aday olarak secildi.
Sekil 7°de ¢esitli hiicre hatlarinda GAS5’in hiicresel kompartimanlara gore sitoplazmik

ve niiklear ekspresyon profilleri gosterilmektedir.
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Sekil 7: Gas5’in gesitli hiicre hatlarinda Sitoplazmik-C/Niiklear-N Lokalizasyonu: Rolatif
konsantrasyon indeksi (RCI, Relative Concentration Index) ve ekspresyon degerleri,
grafik kaynagi: https://Incatlas.crg.eu/

AKO021444

AKO021444, 13. kromozomda POSTN (periostin) gen lokalizasyonunda
bulunmaktadir. Belirli bir IncRNA geni tanimli olmayip, IncRNA array setlerine dahil
edilen bu transkriptin ¢esitli ¢aligmalarda ifade diizeyleri arastirilmistir. Han ve
arkadaglariin yaptig1 ¢alismada, kolorektal kanser hastalarindan alinan metastatik lenf
diigiimii dokularinda ifade diizeyinin arttigi belirtilmistir (64). Biiyiik safen venlerde
(BVS) yapilan bir ¢alismada, AK021444 ifade diizeyinin arttigi gosterilmistir (14). Bu
caligmadaki gibi tez kapsaminda olusturulan arastirma gruplarindaki varikéz damar
dokusu ve lokositlerdeki ifade diizeylerini degerlendirmek iizere AK021444 IncRNA
aday1 olarak secildi.
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3. GEREC VE YONTEM

3.1. Geregler

3.1.1. Arastirma Gruplan

Bu calismada hasta grubu, Istanbul Universitesi Cerrahpasa Kardiyoloji
Enstitiisii, Kalp ve Damar Cerrahisi Anabilim Dali ve Istanbul Haseki Egitim ve
Arastirma Hastanesi, Kalp ve Damar Cerrahisi ekipleri tarafindan varik6z ven pake
ekzisyonu uygulanmis KVY hastasindan (n=56) hem varik6z damar dokusu hem de
periferik kan 6rnekleri temin edilerek ¢alisildi. Arastirmaya dahil edilen vakalar, CEAP
simiflandirmasma gore C2-6 klinik siniflamaya (varikéz venlerden aktif {ilsere kadar)
dahil olan primer (Ep: trombotik ve travmatik nedenlerin disindaki sebebi
belirlenemeyen), siiperfisyal venler (As), derin venleri (Ad) ve perforan venleri (Ap)
tutan, reflii ve obstriksiyona bagl gelisen KVY tanisi alan orta ve ciddi semptomlari olan
hastalardir. Bu ¢alisma, Istanbul Universitesi, Istanbul Tip Fakiiltesi Klinik Arastirmalar
Etik Kurul tarafindan 2018/1327 dosya numarasi ile onaylandi ve katilimcilardan
bilgilendirilmis onamlar1 alindi. Diger yandan ayni ekibin cerrahi koroner by-pass
orerasyonu esnasinda erkek koroner kalp hastalig1 olan hastalardan kontrol doku olarak
alinan saglikli safen venlerden (n=8) kalan en az 100 mg’lik doku pargalar1 ve periferik
kanlar1 (EDTA’I1 tiipte 10 ml) alind1. Ayrica, detayli fizik muayenede KV'Y hastalik riski
olmadig1 belirlenen, rutin biyokimyasal verileri normal sinirlarda olan, damar
yetersizlikleri ve risk olusturan durumlar igin aile hikayesi bulunmayan ve ¢alismaya
katilan goniillii bireylerden (n=37) periferik kan 6rnekleri alindu.

Hastalarin fizik muayenesinde, tromboflebit, kadin ise gebelikleri ve menapoz
durumu, uzun siire ayakta durma, Klippel-Trenaunay sendrom, May-Thurner sendrom,
hipertansiyon, posttombotik sendrom, introabdominal malinite, kalp yetmezligi,
miyokard enfarktiisii, inme ve emboli hikayesi, derin ven trombozu, diyabet, obezite,
kardiyovaskiiler hastaliklari, sigara ve alkol kullanimlari, fizik aktivite durumu (pek az:
masa bagi c¢alisani, <l km yiiriiyen, Az: Tamirci, ev isi, giinde 1-2 km yiiriiyen, Orta:
giinde 4 km yiirliyen, Cok: Beden iscisi, diizenli spor) bilgileri sorgulandi. Rutin

biyokimyasal verileri ve antropometrik dl¢timleri kaydedildi.



3.1.2. Kullanilan kimyasallar
Tablo 2: Kullanilan kimyasallar
Kimyasallar
Amonyum Kloriir (NH4ClI)
Potasyum bikarbonat
(KHCHO3)
PBS (Phosphate buffered saline)
DEPC (Dietil pirokarbonat)
Trizol
Isopropanhol
Etanol
RNaz ZAP

3.1.3. Kullanilan Kkitler
Tablo 3: Kullanilan kitler
Kitler
miScript SYBR Green PZR Kiti
HiFi cDNA Sentez Kiti

3.1.4. Kullanmilan cihazlar
Tablo 4: Kullanilan cihazlar

Cihazlar
Sogutmah santrifiij
Masaiistii santrifiij

Buzdolabi
Ceker ocak
Hassas terazi

Nanodrop
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Markasi
Merck

Merck

Biomatik
Sigma
Qiagen
Sigma
Sigma

Sigma

Markasi

Qiagen
Roche

Markasi

Thermo Scientific™
Thermo Scientific™
+4°C Sanyo, -80°C Thermo, -20°C Ugur

Kermanlar

Shimadzu

Thermo Scientific™
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Techne TC-412 Thermal Cycler, Techne
TC-512 Thermal Cycler

PZR Cihaz:

Buz makinesi Cornelius

3.1.5. Kullanilan Cozeltiler
Gey’s Soliisyonu

10X konsantrasyonda 8,291 gr NH4Cl ve 1,001 gr KHCO3 1000 ml DEPC’li dH20
icerisinde ¢oziindii ve otoklavlandi. 1X konsantrasyona DEPC’li dH-O ile 1L olarak
seyreltilip kullanildi.
1X PBS Soliisyonu

1 adet PBS tablet 100 ml otoklavlanmis dH2O igerisine atild1 ve iyice karistirilarak

¢Ozildii.

3.2. Yontem

3.2.1. Periferik kandan ve damarlardan total RNA izolasyonu ve RNA kalitesinin
belirlenmesi

Hastalarin antekiibital venlerinden 10 ml EDTA’l1 tiipe alinan kanlar en geg 4 saat
icerisinde soguk tasimayla laboratuvara getirildi ve lokosit ayirimi yapildi. 10 ml
EDTA’L tiipteki kan 50 ml falkonlara aktarildi. Aktarilan kanin iizerine kan miktarinin
iki kati olacak sekilde Gey’s Soliisyonu eklendi. Iyice karistirilan tiipler +4°C’de
buzdolabinda 20 dakika bekletildi. Oda sicakliginda 1500 rpm’de 10 dk santrifiij edildi.
Supernatant uzaklastirildi ve dipte ¢oken pellet dagitildi. Pelletin iizerine kanin bagtaki
miktar1 kadar 1X Gey’s soliisyonu eklenerek oda sicakligindal500 rpm’de 10 dk santrifiij
edildi. Supernatant uzaklastirilip pellet dagitildiktan sonra 1 ml 1X PBS eklendi. Oda
sicakliginda 1500 g’de 5 dk santrifiij edildi ve supernatant uzaklastirildi. Ceker ocak
igerisinde buz tizerinde pellet 800 pl trizol soliisyonu ile homojenize edildikten sonra
ornek -80°C’de saklanmak tizere kaldirildi.

Varikdz ven pake ekzisyonu ile hastalardan alinmis doku 6rnekleri ile kontrol
grubu by-pass orerasyonundan kalan ven6z doku 6rnekleri 100 mg olacak sekilde tartilip
kesildikten sonra hizlica buz {izerinde 1 ml trizol iginde alindi. Trizol soliisyonu
icerisindeki dokular bicakli homojenizatér yardimi ile buz iizerinde parcalandi. Farkli
hasta dokusuna gegilirken homojenizator her seferinde sirasiyla DEPC’li dH20, 4M
Guanidin isotiyosiyanat (GTC), 0.IM NaOH ve tekrar DEPC’li dH20 igerisinde her



21

soliisyon degisiminde uglar1 pegete ile kurutularak temizlendi. Homojenize edilen dokular
-80°C’de saklanmak tizere kaldirildu.

-80°C’de trizol soliisyonu igerisinde homojenat halinde bekletilen kan ve dokudan
elde edilmis 6rnekler buz lizerinde ¢oziilmeye birakildi. Coziilen 6rneklerin tizerine 200ul
+4°C’de sogutulmus kloroform eklendi. 15 saniye boyunca vortekslendikten sonra buz
tizerinde 2 dk bekletildi. 12000 g’de +4°C’de 20 dk boyunca santrifiij edildi. Olusan akoz
faz dikkatlice yeni 1,5 ml’lik mikrosantrifiij tiiplerine alind1. Uzerine alinan akdz faz
miktar1 kadar +4°C’de sogutulmus %100 isopropanol eklendi ve yavasca karistirildi.
Gece boyunca -20°C’de bekletildi. Devaminda &rnekler 12000 g’de +4°C’de 10 dk
santrifiij edildi. Supernatant dikkatlice uzaklastirildi. DEPC’li dH20 ile hazirlanmig
sogutulmus 1 ml %75’lik ethanol ile alt iist edilerek yikama yapildiktan sonra 9000 g’de
+4°C’de 5 dk santrifiij edildi. Supernatant dikkatlice uzaklastirildiktan sonra pelletler
ceker ocak igerisinde kurumaya birakildi. Kuruyan pelletler 40ul RNaz-DNazsiz su ile
¢oziildii. Ornekler daha sonra kullanilmak iizere -80°C’ye kaldirild.

Kan ve doku 6rneklerinden izole edilen RNA’larin konsantrasyonunun, protein ve
kimyasal kontaminasyonu olup olmadiginin belirlenmesinde NanoDrop 2000 (Thermo
Scientific™, ABD) cihaz1 kullanildi. 1 pl 6rnek alinarak oOlgiilen A260 nm/ A280 nm

oraninin 1,8-2,0 araliginda oldugu RNA konsantrasyon 6l¢timleri kaliteli sayildi.

3.2.2. cDNA sentezi

3.2.2.1. miRNA’lar icin cDNA sentezi

Periferik kandan ve dokudan elde edilen ve -80°C’de bulunan RNA’lar
coziilmeleri i¢in buz lizerine alindi. Konsantrasyonlari, 200 ng/ul olacak sekilde RNazsiz
dH20 kullanilarak ayarlandi. Qiagen miScript II RT sentez kiti kullanilarak
konsantrasyonu ayarlanmis RNA’lardan cDNA sentezi yapildi. Islem asagidaki tablodaki
protokol kullanilarak yapilda.

Tablo 5: miRNA i¢in cDNA sentez protokolii
Icerik Miktar
RNA (200ng/pl) Sul

5x miScript Hiflex Soliisyon 2ul
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10x miScript Nucleic Miks 1 ul
miScript RT Miks 1l
RNazsiz dH20 1l
Toplam 10 ul

Hazirlanan karisim ile reaksiyon Techne TC-512 Thermal Cycler cihazinda asagidaki
program ayarlanarak gergeklestirildi.

60 dakika  37°C

5 dakika 95°C

Sentezlenen cDNA ’lar daha sonra kullanilmak tizere -20°C buzdolabina kaldirildi.

3.2.2.2. IncRNA’lar i¢in cDNA sentezi

Periferik kandan ve dokudan elde edilen ve -80°C’de bulunan RNA’lar
¢oziilmeleri i¢in buz iizerine alindi. Konsantrasyonlar1 100 ng/pl olacak sekilde RNazsiz
dH20 kullanilarak ayarlandi. Roche HiFi cDNA sentez kiti kullanilarak konsantrasyonu
ayarlanmis RNA’lardan cDNA sentezi yapildi. Islem icin gereken karisimlar her bir 6rnek
icin ¢ogaltilarak asagidaki tablodaki protokol kullanilarak yapildi.

Tablo 6: IncRNA igin cDNA sentez protokolii

Icerik Miktar

Inkiibasyon karisim

Hekzamer Primer 1 ul
RNA (100 ng/ul) 10 pl
Ara Toplam 11 ul

Reaksiyon karisim

Ters Transkriptaz Reaksiyon Soliisyonu 4 nl
RNaz Inhibitor 0,5 ul
dNTP Miks 2 ul
DTT 1 ul

Ters Transkriptaz 1,5l
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Toplam 20 pl

Her bir 6rnek i¢in 11 pl olan karisim, Techne TC-412 cihazi kullanilarak, 65°C’de
10 dk inkiibasyona alindi. 10 dk’dan sonra program durdurulurak érnekler buza aktarildi
ve Onceden hazirlanmig reaksiyon karisimi eklendi. Toplamda her bir 6rnek igin 20 ul
karisim elde edildi. Karisimlar tekrar cihaza gotiiriildii ve asagidaki tablodaki program

devam ettirildi.

Tablo 7: IncRNA igin cDNA sentez kosullart

Asamalar Sicakhik Siire
Inkiibasyon 29°C 10 dk
Ters Transkripsiyon 48°C 30 dk

Ters Transkriptaz inaktivasyonu 85°C 5dk

Sogutma 4°C o0

Sentezlenen c¢cDNA’lar daha sonra kullanilmak tzere -20°C buzdolabina

kaldirildi.

3.2.3. Gercek Zamanh (Real-Time) Kantitatif PZR

3.2.3.1. miRNA’larn ifade diizeyinin belirlenmesi

Elde edilmis ve depolanmis olan 1000 ng/ul’lik cDNA’lardan, her stok 500 ng/ul
konsantrasyonda olacak sekilde, ara stoklar hazirlandi. Her bir ara stok 20 ng/pl
konsantrasyonda olacak sekilde diliie edildi. Her 6rnek cift olarak calisilacak sekilde
asagidaki tabloya uyarak reaksiyon karisimi hazirlandi. miRNA’larin ifade diizeyleri igin
kullanilan primer assayler (Qiagen): hsa-miR-202-3p (katalog numarasi: MS00009037),
hsa-miR-222-3p (katalog numarasi: MS00007609), Hs_ RNU6-2_11 (katalog numarast:
MS00033740).

Tablo 8: miRNA i¢in RT-PZR protokolii

Icerik Miktar



2XPZR Master Miks
10xUniversal Primer
10x Primer Assay
RNazs1z dH,0
cDNA

Toplam
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5l
1 ul
Il
2 ul
1 ul

10 pnl

Hazirlanan karisimlar ve c¢DNA’lar 96’lik plakalarda pipetleme yapilarak
dagitildi. Gergek zamanli PZR (RT-PZR) reaksiyonu LightCycler 480 cihazinda

asagidaki tabloda belirtilen kosullar ayarlanarak gergeklestirildi.

Tablo 9: miRNA i¢in RT-PZR kosullar1

Program 1: On denatiirasyon, Déngii sayist: 1
Sicakhik Sicakhik

95°C 95°C

Program 2: Amplifikasyon, Dongii Sayisi: 45

Sicakhik Sicakhk
94°C 94°C
55°C 55°C
70°C 70°C

Program 3: Erime Egrisi, Dongii Sayisi: 1

Sicakhik Sicakhk
60°C 60°C
95°C 95°C

Program 4: Soguma, Dongii Sayisi: 1
Sicakhik Sicakhik
40°C 40°C

Sicakhk
95°C

Sicakhik
94°C
55°C
70°C

Sicakhk
60°C
95°C

Sicakhik
40°C



3.2.3.2. IncRNA’larin ifade diizeyinin belirlenmesi
Elde edilen ve -20°C’de depolanmis 1000 ng/ul’lik cDNA’lar, her bir stok 500
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ng/ul konsantrasyonda olacak sekilde seyreltildi. Her 6rnek ¢ift olarak calisilacak sekilde

reaksiyon karisimi asagidaki tablodaki degerlere uyacak sekilde BioRad iTaq Supermix
kiti kullanilarak hazirlandi. Kullanilan primerler AK021444 ve IncRNA-GASS igin
sirasiyla: ileri primer 5°’- CGAGAAGAACGAATCATTACAGG-3’ ve geri pirmer 5°-
AACAATTTCTTCAGAGTTTCTTCTGTT-3’ ile ileri primer

5’-TGGTTCTGCTCCTGGTAACG-3’ ve

AGGATAACAGGTCTGCCTGC-3’ (15, 65).

Tablo 10: IncRNA i¢in RT-PZR protokolii
Icerik
Supermiks (2X)
fleri Primer (2uM)
Geri Primer (2uM)
RNazsiz dH,0
cDNA (500 ng/ul)

Toplam

geri primer

Miktar
Sul
1wl

I ul
Il

1 pul

10 pl

5’-

Hazirlanan karigimlar ve cDNA’lar 96’lik plakalarda pipetleme yapilarak
dagitildi. Gergcek zamanli PZR (RT-PZR) reaksiyonu LightCycler 480 cihazinda

asagidaki tabloda belirtilen kosullar ayarlanarak gerceklestirildi.

Tablo 11: IncRNA i¢in RT-PZR kosullar1

Program 1: On denatiirasyon, Déngii sayist: 1
Sicakhik Sicakhk

98°C 98°C

Program 2: Amplifikasyon, Dongii Sayisi: 45

Sicakhik Sicakhik
95°C 95°C
58°C 58°C
60°C 60°C

Program 3: Erime Egrisi, Dongii Sayisi: 1

Sicakhk
98°C

Sicakhk
95°C
58°C
60°C



Flucrescence (465-510)

Sicakhik Sicakhik
95°C 95°C
60°C 60°C
95°C 95°C

Program 4: Soguma, Dongii Sayisi: 1
Sicakhik Sicakhik
40°C 40°C

3.2.4. Rolatif kantitasyon ile miRNA ve INCRNA ifade diizeylerinin belirlenmesi

Sicakhik
95°C
60°C
95°C

Sicakhk
40°C
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LightCycler 480 cihaziyla, ¢ift ¢aligilan 6rnekler ile yapilan RT-PZR sonucunda elde

edilen Ct degerleri kontrol edildi ve Excel dosyalarina aktarildi. ACt degeri elde etmek

icin her bir 6rnegin Ct degeri endojen kontrol genlerin Ct degerlerinden ¢ikarildi. Kontrol

grubunun bu yontemle elde edilmis ACt degerlerinin ortalamasi, kalibrator olarak

kullanilmak iizere alindi. AACt degerlerinin hesaplanmasi i¢in, elde edilmis olan ACt

degerlerinden, kalibrator olarak secilmis kontrol grubu ACt degerleri ¢ikarildi. Bu

hesaplamayla elde edilen, ¢ift olarak calisilmis 6rneklerin AACt degerlerinin ortalamast

alindi. Rolatif kantitasyon degerinin bulunmasi i¢in, 2”-(ortalama AACt degeri)

formiilasyonu kullanilarak hesaplama yapildi. Sekil 8-13’de arastirilan Orneklerdeki

kodlamayan RNA’larin RT-PZR amlifikasyon egrileri verilmektedir.

7.108-
6,508
5.905]
5,308
4708
4108
3.508
2,905
2,308
1.708H
1.108
0.508

.03

Cycles
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Sekil 8: Lokosit ve doku 6rneklerinde miR-202’nin RT-PZR amplifikasyon egrileri

45
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Sekil 9: Lokosit ve doku drneklerinde miR-222nin RT-PZR amplifikasyon egrileri
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Sekil 11: Lokosit ve doku drneklerinde IncRNA-GAS5 RT-PZR amplifikasyon egrileri
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Sekil 12: Lokosit ve doku 6rneklerinde AK021444’nin RT-PZR amplifikasyon egrileri
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Sekil 13: Lokosit ve doku orneklerinde endojen kontrol olarak GAPDH RT-PZR amplifikasyon

egrileri (A) ve erime egrisi kontrolii (Tm calling) (B)

3.2.5. Istatistiksel Analizler

MiRNA ve IncRNA’larin hasta ve kontrol gruplarindaki ifade diizeyleri (rolatif
kantitasyon degerleri) istatistiksel olarak karsilagtirildi. Arastirma gruplarinda miRNA ve
IncRNA’larin ifade diizeylerinin normalligi, "Shapiro-Wilk" testi ile analiz edildi ve %95
giivenle veriler normal daglima uymadig: igin ifade diizeyleri, gruplar arasinda Mann-
Whitney U testi ile degerlendirildi. Klinik datadaki siirekli degiskenler student-t testi ile
kategorik degiskenler X2 testi ile istatistiksel olarak degerlendirildi. Kodlamayan RNA
ifade diizeylerinin klinik datadaki siirekli degisken veriler ile korelasyonunda Sperman’s
testi kullanildi. Bu verilen iligkileri, korelasyon katsayisi (r), 0.00-0.25 (¢ok zayif), 0.26-
0.49 (zayif), 0.50-0.69 (orta), 0.70-0.89 (yiiksek), 0.90-1.00 (¢ok yiiksek) olarak
degerlendirildi. Kodlamayan RNAlarin 16kositlerdeki ifade diizeylerinin tanisal Gnemini

belirlemek igin ROC egrileri kullanilarak duyarlilik ve dzgiilliikleri incelendi. Istatistik
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analizlerde SPSS yazilimi (20.0 versiyonu, Chicago, IL) kullanildi ve p<0.05 degeri
anlamli kabul edildi.



4. BULGULAR
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Calismamiza kronik ven6z yetmezligi (KVY) olan 56 hasta ile kontrol grubuna

dahil edilen 37 goniillii birey katildi. Calisma gruplarinin klinik ve demografik 6zellikleri

Tablo 12’de verilmektedir. Hasta ve kontrol gruplari arasinda yas, cinsiyet, diyabet,

hipertansiyon, obezite (BKI>30kg/m?) varlig1 ile tromboz zamanlari agisindan fark yoktu.
KVY grubunda alkol kullanim oranmi (%28,6), beyaz kan hiicresi sayist (8.05 +1.85),
HDL-kolestrol (48.69+4.16) ve LDL-kolesterol (163.12+18.25) kontrol grubuna (%9.7,
3.504+4.75, 38.90+11.92 ve 125.50+40.38, sirastyla) gore fazlaydi (p=0.041, p=0.0001,

p=0.003 ve p=0.001, sirasiyla). Hasta kan elektrolit degerleri de kontrol grubuna goére

istatistiksel olarak farkliydi (Tablo 12°de Sodyum, Kalsiyum ve Potasyum degerleri).

Tablo 12: Kronik vendz yetmezligi olan hasta grubu ve kontrol grubunun demografik ve klinik

ozellikleri

Yas, yil

BKI, kg/m?
Sistolik kan
basinci, mmHg
Diastolik kan
basinci, mmHg
Bel ¢evresi, cm
Cinsiyet, Kadin
(%)

Diabetes mellitus,
var (%o)

Obezite, var (%)
Hipertansiyon,
var (%o)

Sigara kullanimu,
aktif icen (%)
Alkol kullanima,
var (%)

Beyaz kan hiicresi
sayisi, x103/ pl
Aspartat
transamilaz
(AST), IU/L
Alanin
aminotransferaz
(ALT), IU/L
Achik Glukoz,
mg/dl

KVY (n=56)
48.61+ 10.02
28.53+ 4.87

78.73+ 6.84

125.59+ 14.09
106.87+10.91
44.6

5.7
17.3
24.5

40.7
28.6

8.05+ 1.85

21.90+7.31

23.26+ 13.69

105.02+ 18.12

Kontrol (n=37)

52.73+£10.93
26.56+ 6.93

76.24+ 6.29

117.94+ 9.32
95.89+9.19
44.4

0
18.6
20.5

43.2

9.7

3.50£4.75

39.10+43.86

30.73+£23.86

118.10+ 42.23

p degeri
0.053
0.118

0.007

0.094
0.001
0.984

0.113
0.870
0.633

0.807
0.041

0.0001

0.007

0.079

0.051



Hemoglobin Alc

(%) 5.16+0.39 6.93+ 1.74 0.0001
Protrombin

Zamam (PT), sn 12.35+3.79 12.58+4.15 0.803
PT-INR

(International 0.94+ 0.29 1.07+0.32 0.066
Normalized Ratio)

Trigliserid, mg/dL 162.81£18.25 182.03+£95.90 0.434
HDL Kolasterol, 48.69+4.16 38.90+11.92 0.003
mg/dL

i e 163.12+18.25 125.50+40.38 0.001
mg/dL

Total Kolesterol, 198.44+26.25 197.89+50.77 0.969
mg/dL

Sodyum, mEg/L 141.36+3.19 139.85+2.77 0.020
Kalsiyum, mg/dL 8.90+0.27 9.09+0.33 0.054
Potasyum, mEq/L 4.46+0.29 4.09+0.57 0.0001
Tiroid Stimiilen

Hormon (TSH), 2.53+0.24 3.89+7.63 0.465
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ulU/mL
* p<0.05 anlamhhk degeri

KVY hastalarinin demografik ve klinik 6zellikleri Tablo 13’te verilmektedir.
Kadm ve erkeklerin KVY klinik bulgular1 ve diger komorbititeleri ile biyokimyasal
verileri bu tabloda karsilastirildi. Hastalarin higbirinde Klippel-Trenaunay sendromu,
May-Thurner sendromu, posttombotik sendrom, introabdominal malinite, kalp
yetmezligi, miyokard enfarktiisii, inme ve emboli hikayesi yoktu. Derin ven trombozu
sadece bir erkek hastada mevcuttu. CEAP klinik siniflandirmada kadinlarda C3, 6dem
bulgusu ve C2, varik6z ven bulgular1 erkeklerden daha fazlaydi, C4, deri ve deri alti
dokudaki degisiklikler ekeklerde daha fazlaydi ancak bu farklar istatistiksel olarak
anlamli degildi (p=0.103). CEAP etiyolojik simiflandirmada ise birincil nedenler
erkeklerde yiiksek iken ikincil nedenler kadinlarda istatistiksel anlamli olarak daha
yiiksekti (p=0.049). Kadin ve erkekler arasinda uygulanan operasyon tipi olarak
endovenoz radyofrekans veya agik cerrahi yiizdeleri farkli idi. Erkeklere (%89.3) acik
operasyon uygulamasi kadinlardan (%52.2) daha fazla idi (p=0.003). KVY olan venoz
damar tipleri (VSM veya VSP), kadin ve erkekler arasinda fark yoktu. Cinsiyet gruplari
arasinda, sigara ve alkol kullanimlar ile fiziksel aktivite durumlari istatistiksel olarak
farkl idi (p<0.002). Hastalarda biyokimyasal verilerden sadece AST ve ALT erkeklerde
kadinlardan daha fazlaydi (p=0.007 ve p=0.006, sirasiyla) (Tablo 13).



Tablo 13: Kronik vendz yetmezligi olan semptomatik hastalarin cinsiyete gore demografik ve

klinik 6zellikleri
Erkek (n=31) Kadin (n=25) p degeri*
Yas 47.39+9.86 50.12+ 10.19 0.315
BKI, kg/m? 27.81+4.37 29.41+5.38 0.226
Sistolik kan basinci, mmHg 79.076+ 5.19 78.33+ 8.43 0.704
Diastolik kan basinci, mmHg 122778+ 7.76  128.75+ 18.55 0.132
Bel ¢evresi, cm 112.00+16.53 104.30+6.44 0.209
Ekstremiteler 0.859
Sag, (%) 55.2 47.8
Sol, (%) 27.6 30.4
Bilateral, (%0) 17.2 21.7
CEAP Klinik Siniflandirma 0.103
C2; varikoz venler, (%) 3.2 8.3
C3; 6dem, (%) 9.7 29.2
C4; Deri ve deri alt1 dokudaki
degisiklikler, (%) 87.1 62:5
CEAP Etiyolojik Siniflandirma 0.049
Birincil, (%) 73.7 42.1
Ikincil, (%) 26.3 57.9
Patofizyolojik durum 0.047
Reflii, var (%0) 100.0 88.0
Operasyon tipi 0.003
Radyofrekans, (%) 10.7 47.8
Acik, (%) 89.3 52.2
KVY Lokalizasyon 0.999
VSM, (%) 73.3 73.9
VSP, (%) 13.3 13.0
VSM ve VSP, (%) 13.3 13.0
gzc)loveniiz Radyofrekans, var 455 84.6 0043
Flebektomi, var (%0) 100 95.7 0.257
Aile dyKkiisii, var (%) 71.0 76.0 0.672
Diabetes mellitus, var (%) 3.4 8.3 0.444
Obezite, var (%) 17.2 17.4% 0.989
Hipertansiyon, var (%) 20.0 30.4 0.382
Tromboflebit, var (%) 17.2 15.0 0.835
Sigara kullanim, aktif icen 65.5 120 0.0001
(%)
Alkol kullanimi, var (%) 45.2 8.0 0.002

Fiziksel Aktivite 0.0001



Pek az, (%)
Az, (%)
Orta, (%)
Cok, (%)
Ayakta Durma, var (%)
Ortalama dogum sayisi, 3 ve
iizeri (%)
Gebelik durumu (%o)
Menapoz, var (%)
Beyaz kan hiicresi sayisi, x103/
1
Kspartat transamilaz (AST),
IU/L
Alanin aminotransferaz (ALT),
IU/L
Achk Glukoz, mg/dl
Hemoglobin Alc (%)
Protrombin Zamam (PT), sn
PT-INR (International
Normalized Ratio)
Trigliserid, mg/dL
HDL Kolasterol, mg/dL
LDL Kolesterol, mg/dL
Total Kolesterol, mg/dL
* p<0.05 anlamhhk degeri

3.2
12.9
61.3
22.6
90.0

8.52+1.98

24.54 + 8.08

28.48+ 16.32

107.69+ 21.16
5.18+0.29
12.3+4.14

0.97+ 0.39

156.00+15.16
50.20+0.44

158.00+£17.88

184.00+23.02

4.0
76.0
20.0

0.0
70.8

54.0

76.0
28.0

7.46 +1.49

19.16+ 5.28

18.04+ 7.74

101.92+ 13.54
5.15+£0.43
12.42+ 3.44

0.91£0.08

165.90+19.34
48.00+4.91

165.45+18.76

205.00+25.88

0.072

0.031

0.007

0.006

0.247
0.933
0.909

0.501

0.331
0.344
0.468
0.143

34

Calismada, KVY hasta ve kontrol gruplarinda aday kodlamayan RNA ifade

diizeyleri hem damar dokularinda hem de 16kositlerde belirlendi. KVY hasta ve kontrol

gruplarinda yer alan bireylerden alinan periferik kandan izole edilen 16kositlerdeki

kodlamayan RNA’larin ifade diizeyleri karsilastirildi (Tablo 14). Bu iki grupta,
AKO021444 ifade diizeyinde istatiksel olarak anlamli artis gézlendi (p=0.015). AK021444

ifade diizeyi hasta grubunda, kontrol grubuna gore 4,5 kat artmaktadir. Bunun yaninda,

bu iki grup arasinda, miR-202 ve GASS ifade diizeylerinde anlamli azalma gozlendi
(p<0.0002). miR-202 ifade diizeyi 32 kat azalirken, GASS5 ifade diizeyinin ise 51 kat

azaldig1 belirlendi.



Tablo 14: KVY Hasta ve kontrol gruplar1 arasindaki kodlamayan RNA'larin 16kositlerindeki

ifade diizeyleri

RK degeri p degeri*
Kodlamayan RNA (Ortalama +Standart Sapma)
KVY (n=56) Kontrol (n=37)
miRNA'lar
miR-202 0.03 +0.03 0.96 +3.44 0.0001
miR-222 0.83 +£0.75 1.03+0.95 0.663
IncRNA'lar
AKO021444 | 2.48 +£16.69 0.55+2.10 0.015
GAS5 0.59+0.77 30.28 + 60.72 0.0001

RK: Rélatif kantitasyon, *Mann-Whitney U test sonucu, p<0.05

anlamhlik degeri

35

KVY hasta grubunda yer alan bireylerden varikdz ven pake ekzisyonu sirasinda

alman vendz doku orneklerindeki ve kontrol grubunda yer alan bireylerin by-pass

operasyonundan kalan vendéz doku orneklerindeki kodlamayan RNA ifade diizeyleri

karsilastirildi (Tablo 15). KVY hasta ve kontrol gruplari arasinda, miR-222 ifade

diizeyinde anlamli artis gozlendi (p=0.016). Ayrica, AK021444 ifade diizeyinde,

istatistiksel olarak anlamli azalma belirlendi (p<0.0002). miR-222 ifade diizeyi 7,4 kat
artarken, AK021444 ifade diizeyi 12,8 kat azalmaktadir.

Tablo 15: KVY Hasta ve kontrol gruplar1 arasindaki kodlamayan RNA'larin venéz dokulardaki

ifade diizeyleri

RK degeri p degeri*
Kodlamayan RNA (Ortalama £Standart Sapma)
KVY (n=56) Kontrol (n=8)
miRNA'lar
miR-202 | 13.32+46.76 1.96 +2.40 0.542
miR-222 8.55+14.82 1.15+0.69 0.016
IncRNA'lar
AK021444 0.13+£0.39 1.66 +£2.03 0.0001
GAS5 1.71 £2.99 1.05+0.13 0.377

RK: Rolatif kantitasyon, *Mann-Whitney U test sonucu, p<0.05

anlamhlik degeri
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Secilen kodlamayan RNA’larin 16kositlerdeki ifade diizeyleri, hasta ve kontrol
gruplar arasinda, cinsiyete gore karsilastirildi (Tablo 16-17). Kadinlarda 16kositlerdeki
miR-202 ifade diizeyinde 63 kat azalma gozlenirken, GASS5 ifade diizeyinde 58 kat
azalma gozlendi (p<0.0002). Erkeklerde ise 16kositlerde, miR-202, AK021444 ve GAS5
ifade diizeylerinin istatistiksel olarak anlamli derecede azaldigi belirlendi (p<0.0002,
p=0.046 ve p<0.0002). miR-202 ifade diizeyi 30 kat, AK021444 ifade diizeyi 3 kat ve
GASS ifade diizeyi 53 kat azalmaktadir.

Tablo 16: Kadinlarda KVY ve kontrol gruplari arasindaki kodlamayan RNA'larin
16kositlerindeki ifade diizeyleri

RK degeri p degeri*
Kodlamayan RNA (Ortalama +Standart Sapma)
KVY (n=25) Kontrol (n=20)
miRNA'lar
miR-202 0.02+0.03 1.26 £4.61 0.0001
miR-222 0.99 £0.96 0.99 + 0.82 0.882
IncRNA'lar
AKO021444 | 5.14+25.04 0.12+0.34 0.080
GAS5 0.36 +£0.33 20.89 +£22.19 0.0001

RK: Rolatif kantitasyon, *Mann-Whitney U test sonucu, p<0.05
anlamhlik degeri

Tablo 17: Erkeklerde KVY ve kontrol gruplari arasindaki kodlamayan RNA'larin
16kositlerindeki ifade diizeyleri

RK degeri p degeri*
Kodlamayan RNA (Ortalama +Standart Sapma)
KVY (n=31) Kontrol (n=17)
mMiRNA'lar
miR-202 0.02 £ 0.04 0.60 £ 1.05 0.0001
miR-222 0.70 £ 0.52 1.07+1.11 0.682
IncRNA'lar
AKO021444 0.35+£1.20 1.05 £3.05 0.046
GAS5 0.78 £0.96 41.32 £ 86.44 0.0001

RK: Rélatif kantitasyon, *Mann-Whitney U test sonucu, p<0.05
anlamhlik degeri

Erkeklerde, ven6z dokulardaki kodlamayan RNA ifade diizeyleri, kontrol ve hasta
gruplar1 arasinda karsilastirildi (Tablo 18). Bu iki grup arasinda, miR-222 ifade diizeyinin
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istatistiksel olarak 8,3 kat arttig1 gozlenirken (p=0.025), AK021444 ifade diizeyinin
anlamli olarak 12.8 kat azaldigi bulundu (p<0.0002).

Tablo 18: Erkeklerde KVY ve kontrol gruplari arasindaki kodlamayan RNA'larin ven6z
dokulardaki ifade diizeyleri

RK degeri p degeri*
Kodlamayan RNA (Ortalama +Standart Sapma)
KVY (n=31) Kontrol (n=8)
mMiRNA'lar
miR-202 | 8.08 £ 16.11 1.96 +2.40 0.720
miR-222 9.56 £17.97 1.15+£0.68 0.025
IncRNA'lar
AKO021444 0.13+0.48 1.66 £2.03 0.0001
GAS5 1.47 +£2.32 1.05+0.13 0.279

RK: Rélatif kantitasyon, *Mann-Whitney U test sonucu, p<0.05
anlamhlik degeri

Cinsiyet gruplarinda kodlamayan RNA profillerinin, kadin ve erkek olarak ayrildig:
takdirde de benzer oldugu belirlendi.

Tez ¢alismasinda, tiim grubun l6kosit 6rneklerinde KVY ile istatistiksel olarak
miR-202, AK021444 ve GASS kodlamayan RNA’larin ifade diizeyleri iligkili bulundu.
Aragtirilan dort kodlamayan RNA’nin KVY’deki tanisal degerinin belirlenebilmesi i¢in
ROC analizi yapildi (Tablo 19). miRNA’larin ROC analizi egrisi, Sekil 14’de,
IncRNA’larin ROC analizi egrisi Sekil 15°de verilmektedir. Bu analize gore, KVY tanisi
icin kodlamayan RNA ifade diizeyi “cut-off” degerlerinin miR-202 ve GASS i¢in altina
inmesi, AK021444 i¢in iistiine ¢ikmasi Tablo 19°da belirtilen duyarlik ve 6zgiilliik ile
belirlenebilecegi bulundu.

Tablo 19: Calisma gruplarinin 16kositlerinde kodlamayan RNA'larin ROC (Receiver operating
characteristic) analizi

] Sensitivite Spesifite
MiRNAs Durum AUC 95% ClI p degeri "'Cut-off" .
(Duyarhk), %  (Ozgiilliik), %
miR-202 KVY 0.93 0.87-1.00 0.0001 0.075 96.4 89.2
miR-222 KVY 0.53 0.40-0.66 0.663 1.00 75.0 43.2
AKO021444 | KVY 0.97 0.94-0.99 0.0001 0.815 87.0 97.3
GAS5 KVY 0.65 0.53-0.76 0.019 0.025 74.0 56.8

Not. AUC, ROC egrisinin altindaki alan; CI, giiven arahgi; 0.5 AUC ile karsilastirildigindaki p degeri
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KVY olan hastalarin korelasyon analizinde, miR-222 ifade diizeyinin 16kosit ve
varik6z doku arasinda zayif (r=-0.355, p=0.007) ancak anlamli bir negatif korelasyon
bulundu. Doku ve I6kosit 6rnekleri arasindaki kodlamayan RNA’larin diger iligkiler
Tablo 20’de verilmektedir, tabloda istatistiksel olarak iliskili olanlar koyu olarak
belirtildi.

Tablo 20: KVY grubunda 16kosit ve doku kodlamayan RNA diizeyleri arasindaki korelasyon

Lokosit miRNA’lar Lokosit IncRNA’lar
miR-202 miR-222 GAS5
AKO021444
Doku kodlamayan | Korelasyon| Korelasyon Korelasyon
Korelasyon
RNA’lar katsayis1 | Kkatsayisi katsayisi
katsayisi (r), p
(N.p (N.p (N.p
) (0.023) (-0.364) (0.152) (-0.130)
miR-202
0.865 0.006 0.272 0.340
(-0.015) (-0.355) (0.025) (-0.128)
miR-222 0.910 0.007 0.859 0.345
(0.350) (0.092) (-0.124) (-0.142)
AKO021444 0.011 0.515 0.392 0.314
(-0.026) (-0.103) (-0.04) (0.001)
GAS5 0.847 0.451 0.775 0.996

Sonug olarak ilk defa bu ¢alismada, KVY’de aday kodlamayan RNA’larin hem
16kosit hem de vendz damar dokularindaki ifade diizeyleri belirlenerek klinik

parametreler ile iligkileri ve biyobelirte¢ olarak 6nemleri gosterildi.
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5. TARTISMA

Kronik vendz yetersizlik, alt ekstremitelerde goriilen yaygin bir vaskiiler
hastaliktir (16, 66). Semptomatik KVY goriilme siklig1, toplumlarda endiistriyel olarak
gelismislik seviyesine gore degismekle beraber, diinya capindaki prevalans tahminleri
%60'a kadar ¢ikmaktadir (18, 67, 3). Genel olarak toplumumuzdaki prevalansi bilinmese
de Kuzeydogu Anadolu bélgesinde yapilmis bir calismada (n=850, 60 yas ve iistii)
varik6z ven prevalansi %36.7 olarak belirlenmistir (68). Bu ¢alismada, varikéz veni olan
bireyler igin aile hikayesi varligi %49.5 bulunmusken (68) calismamiza katilan KVY
hastalarmin pozitif aile hikayesi orami yaklasik %73 idi. Toplumuzda KVY’in
ozelliklerini belirlemeye yonelik yapilan bir bagka arastirma olan VEYT-I ¢alismasinda
(n=2123 KVY hastasi, yas 40.5+14.5 yil, %51.04 erkek) KVY hastalarmnin en sik
sikayetlerinin yorgunluk (%56.3), ayakta agr1i (%48.7) ve agrt (%40.9) olarak
bildirilmistir. Bu ¢alismada, yaklasik %90’ 1inin herhangi bir tedavi almamis risk skoru
yiiksek olan KVY hastalarinin (%51.5) semptomsuz KVY hastalar ile kiyaslandiginda
cogunlukla tam giin ofis ¢alisan1 ve daha yiiksek yasa sahip olduklar1 belirlenmistir (69).
Calismamizda ise, tedavi i¢in klinige basvuran vakalarin ayakta durma oranlar1 %80 olup,
cinsiyete gore fizik aktivite durumlarinin farkli oldugu, kadinlarin erkeklerden daha az
fizik aktiviteye sahip olduklar1 gézlendi.

KVY, alt ekstremite damarlarindaki hemodinamik bozukluklardan kaynaklanir,
venoz tikaniklik, vendz kapak yetersizligi ve baldir kas1 pompas1 disfonksiyonu ile ortaya
cikar ve bu da vendz hipertansiyon ve reflii ile sonuglanir (66, 70). KVY, hastalik
ciddiyetine gore, konservatif yontemler ya da girisimsel ve cerrahi yontemlerle tedavi
edilir (38, 71). Bununla birlikte, bu tedaviler KVY niiksetmesini engellemedigi i¢in varis
patofizyolojisini anlamak Onem tagimaktadir. Bu c¢aligmaya katilan cerrahi tedavi
uygulanan KVY hastalarin etyolojik faktorleri arasinda birincil nedenler erkeklerde
kadinlardan daha fazla idi. Ek olarak, CEAP siniflamasina gore klinik goriiniimlerinde
deri ve deri alt1 dokudaki degisiklikleri (C4) her iki cinsiyettede yiiksek oranda (yaklasik
%80), patolojik siniflamaya gore ise reflii varligt %94.6 idi. Calismanin varik6z ven pake
ekzisyonu uygulanmig KVY hastalarinin ciddi klinik bulgular1 mevcuttu ve hastalarin
hem varik6z damar dokular1 hem de periferik kanlarindan ayrilan l6kositlerinde aday
kodlamayan RNA’larin ifade diizeyleri belirlenerek hastalik patofizyolojindeki dnemleri

arastirildi.
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1993'teki kesiflerinden bu yana, gen diizenleyici rollerinin tespit edildigi biyolojik
stireglerle ilgili kodlamayan RNA’lardan miRNA’rin profilleme ¢alismalari yapilmistir
(72, 73). Baz1 kardiyovaskiiler hastaliklarda dolasimdaki miRNA seviyelerinin degistigi
gosterilmis ve dolasimdaki miRNA'larin yiiksek stabiliteye sahip olmasi ve kolayca tespit
edilebilmesi nedeniyle, bunun bir prognostik ara¢ olarak kullanilmasiyla ilgi
uyandirmistir. miRNA'lar, kan plazmasindaki tespiti ile kalp yetmezligi (HF), atriyal
fibrilasyon, akut miyokard enfarktiisii (AMI) ve aterosklerozun biyobelirte¢leri olarak
kullanilabilecegi belirtilmistir (47, 74, 75). Calismamizda hastalarin plazma 6rnekleri de
ileride yapilacak hiicre-dis1 miRNA seviyelerinin belirlenmesine yonelik aragtirmalar i¢in
saklandi. Periferik kan Ornegi, invaziv bir girisim ile temin ediliyor olsa da kolay
erisilebilir bir numunedir ve plazma, kanda I6kositlerin ayrilmasi islemi
gerektirmediginden daha kolay elde edilebilmektedir. Bu tez ¢alismasinda, 16kositlerde
kodlamayan RNA’larin ifade diizeyleri hem hastaligin enflamasyonla iliskisi olabilecegi

icin gruplar arasinda karsilastirildi hem de KVY tanisi i¢in biyobelirteg nitelikleri ROC

analizleri ile degerlendirildi.

Diger yandan uzun kodlamayan RNA’lar (IncRNA), 200 niikleotidden daha uzun,
transkripsiyonel, epigenetik veya translasyonel yanitlar1 kontrol etmek i¢gin RNA, DNA
veya protein ile etkilesime girebilen, protein kodlamayan RNA’lardir (6, 39). Yapilan
cesitli caligmalarda, kardiyovaskiiler hastaliklarda, IncRNA’larin hastaligin gelismesi,
ilerlemesi ve rejenerasyonunda 6nemli olan biyolojik siire¢lerde gen diizenleyici olarak
rol aldig1 belirtilmistir (9, 76). IncRNA’larin ¢esitli ¢aligmalar sonucunda dolasimdaki
ve diger viicut sivilarindaki tespiti ve stabil olusu nedeniyle hastalik tani ve tedavilerinde
terapotik hedef olabilecegi belirtilmistir (47). Bu calismada, her iki aday IncRNA’nin
hastalik ile iligkili olduklar1 bulundu, dolayisyla hastalik patogenezindeki rolleri ve
terapotik onemleri ile ilgili aragtirmalar i¢in hedef molekiiller olarak degerlendirilebilir.

Literatiirde, KVY’de kodlamayan RNA ifade diizeyleri ile ilgili sonuglar
incelendiginde, Cui ve arkadaslarinin yaptigi miRNA profilleme ¢aligmasinda KVY tanili
erkek hastalardan aliman (n=5) BSV orneklerinde miR-202 ifade diizeyinin artig
belirlenmistir (13). Huang ve arkadaslari, miR-202’nin hiicre proliferasyonu ve
migrasyonu tizerindeki etkisini incelemek i¢in KVY tanili hastalarin varikéz venlerinde
ve in vitro PDGF (Trombosit kaynakli biiyiime faktorii) ile indiiklenmis HUVSMCs
(Insan venéz diiz kas hiicreleri)’de bir calisma yapmustir (52). Bu ¢alisma sonucunda,

varik6z venlerde miR-202 ifade diizeyinin arttig1 belirlenmistir. Devaminda, miR-202 ile
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iligkili varikéz venlerin patolojik degisimini dogrulamak icin SM-220, matriks
metalloproteinaz-1 (MMP1), TIMP-1, kollajen I ve kollajen III'lin mRNA ekspresyonu
analiz edilmis ve MMP1 ile kollajen III ifade seviyelerinde azalma gézlenirken kollajen
I ifade seviyesinde artis oldugu gézlenmistir (52). Calismamizda diger ¢alismalardaki
gibi, miR-202 ifade diizeyinin istatistiksel olarak anlamli olmasa da vendz dokularinda
arttig1 ayni1 zamanda 6zellikle 16kositlerinde istatistiksel olarak anlamli derecede azaldigi
belirlendi. Lokositlerde azalmis miR-202 ifade diizeyi, enflamasyon ile iliskili olarak
KVY gelisimine katki sagliyor olabilir. KVY ’nin patofizyolojik mekanizmalarindan biri
olarak kan basincina bagl tetiklenen enflamasyonda [16], endotel hiicrelerin mekanik
stresi ile artan makrofaj kemoatraktan protein-1 (MCP-1), VCAM-1, L-selektin ve E-
selektinlerin, ICAM-1, sitokinlerin (doniistiiriicii biiytime faktori-pl1 (TGF-B1), timor
nekroz faktorii-a (TNF-a), interlokin-1) ve MMP ekspresyonlari sebebi ile damar duvari
kolajeninin ve elastininin yapisal bilesenlerinde degisiklikler meydana geldigi
belirlenmistir [21, 34, 35]. Dolayisyla bu ¢alismada, ilk defa KVY’de l16kositlerdeki
azalan miR-202 ifade diizeyinin KVY ile iliskili oldugu belirlendi.

mMiR-222'nin ifade seviyesindeki degisimleri incelemek i¢in yapilan ¢alismalarda,
endotelyal hiicre kiiltiiriinde bu miRNAnin anti-anjiyogenik etki gosterdigi gdzlenmistir
(58, 59, 77, 78). Kardiyovaskiiler risk faktorleri olan hastalarda azalmis sayida endotelyal
progenitor hiicrelerin (EPC), kardiyovaskiiler hastaliklarin ortaya c¢ikmasi ile iliskili
oldugu gozlenmistir. Dolasimdaki EPC'lerin, ¢esitli kardiyovaskiiler risk faktorlerine
yanit olarak endotelyal biitiinliiglin korunmasinda ve apoptotik veya hasarli endotel
hiicrelerinin degistirilmesinde anahtar bir role sahip oldugu belirtilmektedir (79). Liu ve
arkadaglarinin ¢alismasinda, miR-222’nin ifade diizeyi artisinin VSMC proliferasyonuna
ve neointimal hiperplaziye neden olabilecegi belirtilmistir (57). Garofalo ve arkadaslari
tarafindan, agresif kiigiikk hiicreli olmayan akciger kanseri ve hepatokarsinoma
hiicrelerinde miR-222 ekspresyon seviyesinin artisinin PTEN geninin ifade diizeyini
asag1 dogru diizenledigini gosteren bir calisma yapilmistir (80). Green ve arkadaglarinin,
insan pulmoner arter diiz kas hiicrelerinde (HPASMC) yaptig1 ¢alismada, PTEN geninin
asag1 dogru diizenlenmesinin VSMC proliferasyonunu etkiledigini gostermistir (81). Liu
ve arkadaglarinin agiz dil skuaméz hiicreli karsinom hiicrelerinde (OTSCC) yaptigi
calismada ise miR-222’nin matriks metalloproteinaz-1 (MMP1) ifade seviyesini

diizenledigi gosterilmistir (82). Bu ¢alismada ise, KVY hastalarin ven6z dokularinda,
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miR-222 ifade diizeyi, saglikli bireylerin ven6z dokularina gore 7,43 kat artigi belirlendi.
Bu artisin, varikdz damarlardaki etkisini belirlemek i¢in daha onceki c¢aligmalardaki
veriler dogrultusunda hedef genlerinin belirlenmesi ve PTEN ya da MMP1 gen
reglilasyonun arastirilmasi hastalik patogenezindeki roliinii ve anti-anjiyogenik etkisini
belirlemek i¢in 6nem tasiyabilir.

Bu tez caligmasinda, miRNA’lar yanisira IncRNA’lardan iki aday, literatiir
sonuglarina gore belirlenerek ¢alisildi. Uzun kodlamayan RNA adaylarindan biri olan
INCRNA-GAS5, Biranvand ve arkadaslarimin varikéz veni olan hastalarla yaptigi
caligmada, periferik kandaki makrofajlardaki ifade seviyesinin azaldigin1 ve bununla
iliskili olarak MMP9 ifade seviyesinin arttigini bulmuslardir (63). MMP-9 ifade
seviyesinin insan varikdz venlerinde arttigin1 gosteren cesitli ¢alismalar bulunmaktadir
(83-85). MMP-9 venlerin yapisinda 6nemli bir bilesen olan elastinin diizenlenmesinde
gorevli olan enzimlerden birisidir (86). Diger yandan, Lu ve arkadaslarinin, atriyal
fibrilasyon hastalarindan alinan sag atriyal apendaj dokular1 ve ACI16 (insan
kardiyomiyosit) hiicre hattinda yaptigi ¢alismada, IncRNA-GASS5 ifade diizeyinin
azaldigi gosterilmistir (87). Wang ve arkadaslarinin GASS5’in vaskiiler yeniden
diizenlemedeki roliinii incelemek i¢in yaptig1 ¢calismada, dogal hipertansif sigan modeli
ve insan umbilikal damar endotel hiicre hattt (HUVECs) kullanilmis ve GAS5’1in, kaudal
arterler, karotis arterler, renal arterler ve torasik arterler dahil olmak iizere arterlerin
yeniden sekillenmesinde rol aldigi belirtilmistir. Ayrica, GASS ifade diizeyinin,
hipertansiyonlu farelerde, endotel hiicrelerde ve vaskiiler diiz kas hiicrelerinde azaldig:
gosterilmistir (88). Bu caligmada, literatiirle uyumlu olarak, 16kositlerde, KVY tanili
hasta grubunda kontrol grubuna kiyasla, GASS ifade diizeyinde istatistiksel olarak
anlamli derecede azaldig:1 belirledi. Bununla birlikte, hastalarin varikéz dokularinda,
GASS ifade diizeyinin normal ven6z dokulara gore istatistiksel olarak anlamli olmasa da

art1ig1 tespit edilmistir.

Calisma kapsaminda arastiritlan AK021444 olarak adlandirilan IcnRNA’nin Rui
ve arkadaslarinin kolorektal kanserle iliskili yaptiklar1 mikroarray calismasinda, ifade
diizeyinin metastatik lenf nodunda artis gosterdigi belirlenmistir. Ayrica bu IncRNA nin,
13. kromozomda ayni gen lokalizasyonunda bulundugu POSTN (Periostin) geni ile cis-
regiile oldugu belirtilmistir (89). Osteoblast-spesifik faktor 2 olarak da adlandirilan
periostin, salgilanan bir hiicre dig1 matris adhezyon proteinidir ve miyokard enfarktiistinii

takiben yara iyilesmesi ve ventrikiiler yeniden sekillenme dahil olmak iizere doku
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gelisimi ve yenilenmesinde, ayrica kolon, pankreas, yumurtalik, meme, bas ve boyun,
tiroid ve mide kanseri gibi ¢ok cesitli kanserlerde tiimor gelisiminde rol aldigi
belirtilmektedir (90-92). Li ve arkadaslarinin biiyiik safen venlerde yaptig1 bir mikroarray
calismasinda, AK021444 ifade diizeyinin, hasta grubunda kontrol grubuna kiyasla arttigi
belirtilmis olsa da (14) calismamizda varikoz ven dokularinda 12,8 kat azaldigi,
l16kositlerde ise anlamli olarak 4,5 kat artigi belirlenmistir. Li ve arkadaslarinin
calismasinda 32 Cinli hastanin temel KVY klinik durumlar1 ¢alismamizdaki grup ile
benzer goriinse de farkli yonde ifade diizeylerinin belirlenmis olmasi populasyonlara
0zgii olabilecek diger faktorlere bagli epigenetik etkilerden kaynaklaniyor olabilir. Bu
sonuglarin, farkli aragtirma gruplarinda daha fazla vaka 6rnegi ile dogrulanmasi 6nemli

olacaktir.

Bu calismada, KVY’in ciddiyeti ile iliskili olarak secilen aday kodlamayan
RNA’larin etkileri ilgili 6n bilgiler elde edilmesinin yanisira 16kositlede miR-222 harig
diger kodlamayan RNA’larin KVY tanisin ayiriminda yiiksek duyarlilik ve 6zgilliikle
biyobelirte¢ olarak degerlendirildi. Bu konuda, KVY ile ilgili bagka bir ¢aligma mevcut
olmayip sonuglarin daha fazla vaka ve baska calismalar ile dogrulanmasi, arastirma
vakalarinin takiplerinde tekrar periferik kan 6rnegi toplanarak tez kapsaminda segilen
aday kodlamayan RNA’larin ifade diizeylerinin tekrar belirlenmesi klinik pratikteki

kullanimi agisindan deger tasiyabilir.

Tez ¢aligmasinda, literatiir bilgilerine gore sinirh sayida kodlamayan RNA aday
olarak secilerek ifade diizeylerinin c¢alisilmas1 ve hedef gen ifade diizeylerinin
belirlenememesi, KVY patogenezindeki rolleri hakkinda bilgi elde edilememesine sebep
olmustur. Caligmanin bu kisithligit goéz oOniine alindinda, ileride hem hedef gen
ifadelerinin belirlenmesi hem de ¢alisma gruplarinin plazma orneklerinde aday
ncRNA’larin  ifade  diizeyleri  belirlenerek, tamisal olarak  kullanimlarinin
degerlendirilmesi planlanmaktadir. Bu molekiillerin Klinik takipteki onemleri, aile
hikayesi olan ve KVY i¢in riskli grupta yer alan bireylerin semptomsuz durumdan
itiberen bu aday kodlamayan RNA’larin ifade diizeylerinin belirlenmesi ile ortaya

konulabilir.

Sonug olarak;
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KVY hastalarinin varikdéz venlerinde, miR-222 ifadesinin arttigi, AK021444
ifadesinin azaldig1 belirlendi. Bu kodlamayan RNA’lar, varikdz venlerde
meydana gelen patolojik degisiklerde rol oynayan matriks proteinlerinin

regililasyonunda rol oynuyor olabilir.

KVY hastalarmin 16kositlerinde miR-202 ifadesinin azaldigi, AKO021444
ifadesinin arttig1 ve GASS ifadesinin azaldig1 belirlendi. Bu ifade degisiklikleri,

KVY’de meydana gelen enflamatuvar yanit ile iliskili olabilir.

Calisma grubunun 16kosit Orneklerinde, KVY hastalik ayiriminda miR-202
(AUC:0.93)’nin %96.4 duyarlilik ve %89.2 ozgiilliikle, AK021444 (AUC:
0.97)’tin %87 duyarlilik ve %97.3 ozgiillikle ve GASS5 (AUC: 0.65)’in %74
duyarlilik ve %)56.8 0Ozgiillikle biyobelirte¢ olarak degerlendirilebilecegi

belirlendi.
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FORMLAR

GENETIK ARASTIRMALAR iCIN BILGILENDIRILMiS GONULLU OLUR
FORMU

Arastirmanin  Adi: Kronik Vendz Yetersizlikte Kodlamayan RNA Diizeylerinin

Belirlenmesi ve Hastalik Ciddiyetine Etkisi

LUTFEN DIKKATLICE OKUYUNUZ !!!
Bu ¢alismaya katilmak {izere davet edilmis bulunmaktasiniz. Bu ¢alismada yer
almayr kabul etmeden Once ¢alismanin ne amacla yapilmak istendigini
anlamaniz ve kararmizi bu bilgilendirme sonrasi 0Ozgilirce vermeniz
gerekmektedir. Size 6zel hazirlanmis bu bilgilendirmeyi liitfen dikkatlice

okuyunuz, sorulariniza agik yanitlar isteyiniz.

Kronik Venoz Yetersizlik, toplar damarlardaki kapaklardaki yetersizlik veya
tikaniklik sebebiyle toplar damarlarda meydana gelen hipertansiyona bagli gelisen farkli
komplikasyonlarla ortaya ¢ikan 6énemli bir saglik problemidir. Kronik vendz yetersizlige
sebep olan ayn1 zamanda ciddiyeti ile iligkili olabilecek genetik biyobelirtecleri bulmak
lizere yeni bir aragtirma yapmaktayiz. Arastirmanin ismi “Kronik Venoz Yetersizlikte
Kodlamayan RNA Diizeylerinin Belirlenmesi ve Hastalik Ciddiyetine Etkisi”dir ve
yaklasik 1 y1l siirecektir.

Sizin de bu aragtirmaya katilmanizi 6neriyoruz. Ancak bu aragtirmaya katilip
katilmamakta serbestsiniz. Caligsmaya katilim goniilliiliikk esasina dayalidir. Kararinizdan
once arastirma hakkinda sizi bilgilendirmek istiyoruz. Bu bilgileri okuyup anladiktan

sonra aragtirmaya katilmak isterseniz formu imzalayiniz.

Arastirmaya davet edilmenizin nedeni, Kronik Vendz Yetersizlik ile iligkili
sikayetinizin bulunmasindan dolayidir. Istanbul Universitesi, Aziz Sancar Deneysel Tip
Aragtirma Enstitiisii, Genetik Anabilim Dali bu hastaligin nedenlerini ortaya ¢ikaracak
bir arastirma gergeklestirilecektir. Kendinizde bir sikayet olmasa bile katiliminiz
arastirmanin basarist i¢in Onemlidir. Arastirmaya katilacak goniillii sayis1 yaklasik

100°diir.
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Eger aragtirmaya katilmay1 kabul ederseniz Dog. Dr. Cenk Eray Yildiz tarafindan
arastirma yapilacak ve bulgular kaydedilecektir. Bu kayitlar ilerde tekrar incelenerek
dogru tan1 konulmasina yardimci olacaktir. Bu kayitlar kimliginiz belirtilmeden tip
Ogrencilerinin egitiminde veya bilimsel nitelikte yaymlarda kullanilabilir. Bu amaglarin

disinda bu kayitlar kullanilmayacak ve bagkalarina verilmeyecektir.

Bu ¢alismay1 yapabilmek igin operasyon oOncesi kolunuzdan ve yetersizlik
olusmus damarinizdan 10 (2 tiip) ml. kadar kan almamiz gerekmektedir. Ayrica, hastaliga
sebep olan damar dokusundan yaklasik 1 gr almamiz gerekmektedir. Bu doku ve

kanlardan genetik materyal (DNA ve RNA) ile protein elde edilecektir.

Bu calismaya katilmaniz i¢in sizden herhangi bir fiicret istenmeyecektir.

Calismaya katildiginiz i¢in size ek bir 6deme de yapilmayacaktir.

Doku alinmasi sirasinda olusabilecek riskler: Varikdz ven Pake uygulamasi
esnasinda cikarilan varik6z venlerin c¢alisma i¢in alinmasi, hastaya operatif risklerin
haricinde ilave bir risk olusturmamaktadir. Ancak, operasyon sonrasi olusabilecek olasi

bir soruna kars1 gerekli tedbirler tarafimizdan alinacaktir.

Kan alinmast sirasinda olusabilecek riskler: Kan alma islemi ile ilgili riskler
arasinda bayilma, agr1 ve/veya kan alma bolgesinde morarma sayilabilir. Ender
durumlarda igne deliginin yerinde enfeksiyon ya da kii¢iik bir kan pihtis1 olabilir. Olas1

bir soruna kars1 gerekli tedbirler tarafimizdan alinacaktir.

Yapilacak genetik testin getirebilecegi olast riskler:  Genetik bilginin
kullanilmasina bagli olarak sosyal, ekonomik ve psikolojik sorunlar ortaya cikabilir. Size
ait genetik bilginin gizli kalacagina dair elimizden geleni yapacagiz. Ancak hemen
belirtmemiz gerekir ki; yaptigimiz testler sizin veya ailenizin bir ferdinin ileriki bir
zamanda bu genetik hastaliktan etkilenebilecegini ortaya c¢ikarabilir. Bu bilginin k&t
yonde kullanilmas: sizi ekonomik ve sosyal yonden etkileyebilecegi gibi, bdyle bir
hastaliga sahip oldugunuzu 6grenmeniz sizi psikolojik yonden de etkileyebilir. Sizin
anormal bir gen tasidiginizi saptadigimizda bulgularimizi herhangi bir {cret talep
etmeden size bildirecegiz. Ancak bdylesi bir bilgiyi 6grenmeyi reddetmek her zaman
hakkinizdir. Yine hemen belirtmeliyiz ki; bu bilgiyi sizin disinizda birisi ile paylasmamiz

sadece sizin izninizle olacaktir.
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Yukarida sayilanlar bdylesi bir analizde yasanabilecek potansiyel risklerdir.
Ancak bunlardan en az oranda zarar gormenizi saglamak i¢in elimizden geleni yapacagiz.
Calismanin devamu sirasinda ortaya cikabilecek sorun ve riskler katilimcinin/hastanin

kendisine ya da ebeveyni/sorumlusuna iletilecektir.

Yapilacak genetik testin getirecegi olasi yararlar: Boyle bir analiz ilgili
hastaligin genetik nedeninin 6grenilmesinde yararli olacaktir. Su anda bu g¢alismanin
hemen size bir fayda olarak doniip donmeyecegini bilmiyoruz. Ancak ilgili hastaligin
temelinde yatan nedenlerin 6grenilmesi ileride ilgili hastaliktan etkilenmis bireylere

fayda saglayacaktir.

Bu calismaya katilmay1 reddedebilirsiniz. Bu arastirmaya katilmak tamamen
istege baglidir ve reddettiginiz takdirde size uygulanan tedavide herhangi bir degisiklik
olmayacaktir. Yine ¢alismanin herhangi bir agsamasinda onayinizi ¢ekmek hakkina da
sahipsiniz. Eger Orneginizin imha edilmesine karar verirseniz, bu isteginizden 6nce
tiretilmis her tiirlii veri ve yapilmis analiz ortadan kaldirilmayacak ama daha fazla analiz
yapilmayacaktir. Aksi halde, saklama siiresinin sonunda 6rnegin imha edilmesinden

destekleyici/arastirict sorumludur.
Orneklerin Saklanmasi

Sizden alinan 6rneklerin kullanimi1 bu olur formunda tanimlanan arastirma ile
sinirli olacaktir. Eger bu 6rnekleri bu olur formunda tanimlanmayan baska test/amaclar
icin kullanmak istersek, once Etik Kurul’a onay verilmesi i¢in bagvurulacaktir. Eger yeni
calisma onaylanacak olursa sizden baska bir bilgilendirilmis olur formu imzalamaniz

istenecektir.
Veya

Bu bilimsel arastirma sirasinda alinan kan 6rneklerinin tamami kullanilmayip bir
boliimii benzeri arastirmalarda kullanilmak {izere saklanabilir. Liitfen agagidaki 2 climleyi

okuyarak uygun olanini isaretleyiniz:

() Doku ve kan drneklerinin sadece bu ¢aligmayla ilgili olarak kullanilmasinm

istiyorum. Caligma bitiminde kalan 6rneklerin uygun sekilde yok edilmesini istiyorum.



59

() Doku ve kan ornekleri bu ¢calismada kullanildig: gibi gelecekteki hastaligimla
ilgili diger bilimsel calismalarda kullanilabilir. Ancak kalan Orneklerimin hastaligim

disindaki bagka bir aragtirmada kullanilmasini uygun bulmuyorum.

Katilimcimin/Hastanin Beyani

Sayin Dog. Dr. Cenk Eray Yildiz ve ekibi tarafindan (irtibat Tel: 0212-4142200-
33314) tarafindan Istanbul Universitesi, Aziz Sancar Deneysel Tip Arastirma Enstitiisii,
Genetik Anabilim Dali’nda tibbi bir arastirma yapilacag belirtilerek bu aragtirma ile ilgili
yukaridaki bilgiler bana aktarildi. Bu bilgilerden sonra boyle bir aragtirmaya “katilimc1”

(denek) olarak davet edildim.

Eger bu arasgtirmaya katilirsam hekim ile aramda kalmasi gereken bana ait
bilgilerin gizliligine bu arastirma sirasinda da biiyiik 6zen ve saygi ile yaklasilacagina
inantyorum. Arastirma sonuglarinin egitim ve bilimsel amaglarla kullanimi sirasinda

kisisel bilgilerimin ihtimamla korunacagi konusunda bana yeterli gliven verildi.

Projenin yliriitilmesi sirasinda herhangi bir sebep goéstermeden arastirmadan
cekilebilirim. Ancak arastirmacilari zor durumda birakmamak icin arastirmadan
cekilecegimi Onceden bildirmemim uygun olacaginin bilincindeyim. Ayrica tibbi
durumuma herhangi bir zarar verilmemesi kosuluyla arastirmaci tarafindan arastirma dis1

tutulabilirim.

Arastirma i¢in yapilacak harcamalarla ilgili herhangi bir parasal sorumluluk altina

girmiyorum. Bana da bir 6deme yapilmayacaktir.

Ister dogrudan, ister dolayli olsun arastirma uygulamasindan kaynaklanan
nedenlerle meydana gelebilecek herhangi bir saglik sorunumun ortaya ¢ikmasi halinde,
her tiirlii tibbi miidahalenin saglanacagi konusunda gerekli giivence verildi. (Bu tibbi

miidahalelerle ilgili olarak da parasal bir yiik altina girmeyecegim).

Bu aragtirmaya katilmak zorunda degilim ve katilmayabilirim. Arastirmaya
katilmam konusunda zorlayici bir davranigla karsilasmis degilim. Eger katilmayi
reddedersem, bu durumun tibbi bakimima ve hekim ile olan iligkime herhangi bir zarar

getirmeyecegini de biliyorum.

Bana yapilan tiim agiklamalari ayrintilariyla anlamig bulunmaktayim. Kendi

basima belli bir diisiinme siiresi sonunda adi1 gecen bu arastirma projesinde “katilimc1”
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olarak yer alma kararin1 aldim. Bu konuda yapilan daveti biiyilk bir memnuniyet ve

goniilliiliik icerisinde kabul ediyorum.

Bu formun imzali ve tarihli bir kopyasi bana verildi.

6. GONULLUNUN

7. IMZASI

ADI SOYADI

ADRESI

TEL. & FAKS

TARIH

Velayet veya vesayet altinda bulunanlar icin veli veya vasinin

8. IMZASI

ADI SOYADI

ADRESI

TEL. & FAKS

TARIH

ACIKLAMALARI YAPAN ARASTIRICININ

9. IMZASI

ADI SOYADI

TARIH

RIZA ALMA ISLEMINE BASINDAN SONUNA KADAR
TANIKLIK EDEN KURULUS GOREVLISININ

10. IMZASI

ADI SOYADI

GOREVi

TARIH
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