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OZET

Zorkaya, B. (2022). Metabolik Sendromlu Siganlarda Vitamin D’nin Aterogenezle
Mliskili Aday Genlerin Ifade Diizeyine Etkisi. istanbul Universitesi Saglik Bilimleri
Enstitiisii, Genetik ABD. Yiiksek Lisans Tezi. Istanbul.

Hipertansiyon, santral obezite, dislipidemi, hiperglisemi gibi metabolik durumlarin
birlikte bulundugu Metabolik Sendromda(MetS), yiiksek yaghh ve fruktozlu
beslenmenin neden oldugu aterosklerozda, molekiiler patogenez halen net degildir. Bu
calismada, MetS sican modelinde, ateroskleroz gelisim siirecinde Vitamin D’nin
(VitD) aort doku morfolojisi ve endotel hasar1 {iizerine etkisinin belirlenmesi
amaglandi.

Yiiksek yagli-fruktozlu(%17 yag ve %17 fruktoz igeren yem + %20 fruktozlu su)
diyetle MetS olusturulan ve normal(standart) yemle beslenen 10-12 haftalik Sprague
Dawley erkek siganlarin (n=32) aort dokularina VitD’nin etkisi, miR-21-5p ve miR-
146a-5p ifade diizeylerindeki degisimler kantitatif RT-PZR ile, doku morfolojisindeki
histolojik degisimler Hematoksilen-Eosin, Masson ii¢lii boyast ve Von Kossa
boyamalari ile, miR-21-5p’nin hedef gen iiriiniit TIMP3 ile ayrica a-SMA, p16, AMPK
aort dokularinda immunohistokimyasal olarak arastirildi. Kontrol ve MetS gruplarinin
yarisina, 12 hafta boyunca VitD(170 IU/ hafta, oral) uygulamasi yapildi. Tim
siganlarin deri kalinligi, bel gevresi, agirlik ve kan glukozu takipleri yapildi. Sonuglar
istatistiksel olarak degerlendirildi.

Deney sonunda, gruplar arasinda VitD’nin kan glukozu ve bel gevresi degerlerine
baglangica gore anlamli bir etki gosterdigi belirlendi(p<0.05). Gruplar arasinda miR-
146a-5p’in ifade diizeylerinin VitD ile arttigi belirlendi(p<0.05). Histopatolojik
incelemede, MetS grubunda diiz kas hiicrelerinin bazi alanlarda vakuolize oldugu ve
saglikli goriiniimiinden uzaklastigi ve damar yapisinin bozuldugu saptanarak VitD ile
bu hasarin biiyiik oOlclide diizeldigi gozlendi. MetS grubunda diger gruplar ile
kiyaslandiginda p16, a-SMA ve AMPK immiin pozitif hiicrelerin sayisinda artma,
miR-146a-5p’in ifade diizeylerinde istatistiksel olarak bir fark gozlenmese de TIMP3
immiin pozitif hiicrelerin sayisinda azalma oldugu goriildii.

Sonug olarak yiiksek yagli-fruktozlu diyet ile olusturulan metabolik sendromun damar
yapisini bozdugu vitamin D’nin olusan hasar1 biiyiik 6l¢iide diizelttigi saptandi.

Anahtar Kelimeler: Ateroskleroz, metabolik sendrom, vitamin D, Yiiksek yagh diyet,
Yiiksek fruktoz diyeti, miRNA, a-SMA, p16, AMPK, TIMP3

Bu calisma, Istanbul Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri Birimi tarafindan
desteklenmistir. Project No. TYL-2021-37296
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ABSTRACT

Zorkaya, B. (2022). The effect of Vitamin D on the expression levels of candidate genes
associated with Atherogenesis in Rats with Metabolic Syndrome. Istanbul University,
Institute of Health Science, Department of Genetics. Master Thesis. Istanbul.

In Metabolic Syndrome(MetS) where metabolic conditions like hypertension, central
obesity,dyslipidemia,hyperglycemia coexist, and in atherosclerosis caused by high-fat
and fructose nutrition, molecular pathogenesis is unclear.Aimed determine effect of
Vitamin D(VitD) on aortic tissue morphology and endothelial damage during
development of atherosclerosis in MetS rat model.

Effect of VitD on aortic tissues of 10-12 weeks old Sprague Dawley male rats (n=32)
fed normal(standard) diet and induced MetS on a high-fat-fructose(17%fat and
17%fructose feed+20%fructose water) diet,miR-21-5p and changes in miR-146a-5p
expression levels by quantitative RT-PCR, histological changes in tissue morphology by
Hematoxylin-Eosin,Masson triple stain and Von Kossa stains, target gene product of
miR-21-5p TIMP3 and also a-SMA,p16,AMPK investigated immunohistochemically in
aortic tissues.Half of control and MetS groups administered VitD(170 1U/week, oral)
for 12 weeks. Skin thickness,waist circumference,weight,blood glucose monitored in all
rats.Results evaluated statistically.

End of experiment determined VitD had a significant effect on blood glucose and waist
circumference values between groups compared to baseline(p<0.05).Expression levels
of miR-146a-5p found to increase with VitD between groups(p<0.05).In
histopathological examination, it was observed that smooth muscle cells in MetS group
vacuolized in some areas and moved away from their healthy appearance,and vascular
structure deteriorated, and this damage was largely corrected with VitD.Compared other
groups, MetS group showed increase number of pl16, a-SMA and AMPK immune
positive cells, and decrease number of TIMP3 immune positive cells, although there
was no statistical difference in expression levels of miR-146a-5p.

Result, it was determined that metabolic syndrome caused by a high-fat-fructose diet,
disrupted vascular structure, and vitD greatly corrected damage.

Key Words: Atherosclerosis, metabolic syndrome, vitamin D, High-fat diet, High
fructose diet, miRNA, a-SMA, p16, AMPK, TIMP3.

The present work was supported by the Research Fund of Istanbul University.

Project No.TYL-2021-37296



1. GIRIS VE AMAC

Eriskinlerde en Onemli mortalite ve morbidite sebebi olan ateroskleroz, endotel
fonksiyon bozukluguna neden olan endotel hasarini takiben gelisen enflamasyona bagl
kronik bir damar hastaligidir (Libby P ve ark. 2019; Ross MH ve Pawlina W 2014).
Aterosklerozun lezyonlar1 olan aterosklerotik plaklar, 6zellikle biiyiik elastik arterlerin

intima katmanlarim etkilemektedir (Ross MH ve Pawlina W 2014).

Abdominal obezite basta olmak tizere yliksek trigliserid, diisik HDL kolesterol,
hipertansiyon ve yiiksek aclik kan glukozu gibi risk faktorlerinden en az ikisinin bir
arada bulunmasi metabolik sendrom (MetS) olarak tanimlanmaktadir (Gancheva S ve
ark. 2015; Alberti KG ve ark. 2009). Hipertansiyon, obezite, dislipidemi, diabetes
mellitus gibi metabolik durumlar da endotel hasar1 ve beraberinde ateroskleroza bagh
kardiyovaskiiler hastalik gelisimi igin risk faktorleri arasinda sayilmaktadir (Ross MH
ve Pawlina W 2014; Li Y ve ark. 2018).

DNA dizisinde degisiklik olmadan gen ifadesinde meydana gelen kalitsal
modifikasyonlar olan epigenetik diizenlemeler, O6zellikle mikroRNA’lar1 (miRNA)
igeren kodlamayan RNA’lar, ¢esitli mekanizmalar lizerinden etkisini gostermektedir
(Hitit M ve ark. 2015; Ulusan Bagc1 O ve Caner A 2020; Bartel DP 2004). miRNA
epigenetik mekanizmasinin  disregiilasyonuna iliskin c¢aligmalarla MetS  gibi
multifaktoriyel hastaliklarin  patofizyolojisinin daha 1iyi anlasilmasi saglanmasi
amagclanmaktadir, fakat heniiz epigenetik isaretlerin MetS gelisimi ve ilerlemesindeki
rolii halen net degildir (Ramzan F ve ark. 2021).

Insan saghiginda énemli bir rolii olan diyet ve beslenme de dahil olmak iizere cevresel
faktorlerin epigenetik modifikasyonlar yoluyla metabolik siireglere etki ettigi
bilinmektedir (Ramzan F ve ark. 2021; Ramos-Lopez O ve ark. 2020). miRNA’lar ile
etkilesime girebilen diyet faktorleri, bu sayede gen ifadesinin diizenlenmesinde rol
oynayarak hastalik fenotiplerinin Onlenmesi veya ilerlemesiyle iliskili hiicresel
fenotipleri kontrol ederler. Yiiksek yagl ve fruktozlu beslenmenin metabolik sendroma
katkida bulundugu gosterilmistir (Garcia ME ve ark. 2010; Maiztegui B ve ark. 2009;
Castro MC ve ark. 2011; Wong ve ark. 2016). Yiiksek yagl diyet ile olusturulan hayvan
modellerinde yapilan calismalarda, lipid metabolizmasi, aterojenik mekanizmalar, yag

dokusu iltihabi, enflamatuar gen regiilasyonu ve adipogenez gibi MetS’in patogeneziyle



iligkili miRNA ifadelerinin degistigi gosterilmistir (Ramzan F ve ark. 2021, Silveira A
ve ark. 2022; Arner P ve Kulyté A 2015; Ortega FJ ve ark. 2013). Aterosklerotik lezyon
olusumunda ve ilerlemesinde rol alan genlerin diizenlenmesinde miRNA’larin roliiniin
Oonemi biiyiiktiir (Feinberg MW ve ark. 2016). Enflamatuar belirtegleri hedef aldigi
tahmin edilmekte olan miR-1, miR-19a, miR-21, miR-27a, miR-33, miR-124, miR-
125a, miR-146a, miR-155, miR-187, miR-199a, miR-214, miR-223 gibi miRNA’larin
¢ok az1 ateroskleroz acisindan arastirilmistir. Bu tez ¢alismasinda se¢ilen miR-146a ve
miR-21’in ve hedef genlerinin MetS ve beraberinde aterosklerotik siiregte ifadeleri daha
onceki c¢alismalarda arastirilmis olup artan ifadelerinin aterosklerozla iligkili oldugu
gosterilmistir (Ramos-Lopez O ve ark. 2020; Feinberg MW ve ark. 2016; Raitoharju E
ve ark. 2011). miR-21 wvaskiiler yaralanma c¢alismalarinda diiz kas hiicresi
proliferasyonunu artirici role sahip olsa da, aterosklerotik lezyon olusumundaki gorevi
hentiiz net degildir ve aterosklerotik ilerlemeyi azaltip azaltmadigini degerlendirebilmek
icin daha fazla ¢alisilmasi gerektigi belirtilmektedir (Feinberg MW ve ark. 2016).

Ayrica, beslenme ve diyette vitamin D gibi takviye alimlar1 veya deride Vit D3 sentezi,
epigenetik mekanizmalarla (DNA  metilasyonu, miRNA ifadesi ve histon
modifikasyonlar1) gen ifadesi diizenlemesinde rol oynayarak enflamasyon, obezite,
glikoz intolerans1 gibi MetS patofizyolojisinde yer alan siiregleri iyilestirmesiyle
metabolik homeostazin saglanmasi agisindan 6nem tasimaktadir (Ramzan F ve ark.

2021).

Yiiksek yag-fruktoz diyeti ile beslenen sicanlarda, oksidatif stres, bozulmus glukoz
toleransi, dislipidemi ile artan viicut agirligi, karin ¢evresinde yag birikimi ve buna
bagl erken evre ateroskleroz olusumu beklenmektedir (Cardellini M ve ark. 2009).
Diger yandan bir baska yliksek yag/glukoz diyeti ve STZ ile olusturulmus diyabetik
aterosklerozlu sicanlarin iliyak arterlerinde miRNA profillemesi ile farkl: ifade edilen
miRNA’lar ve rol aldiklart metabolik yollar belirlenmistir (Li Y ve ark. 2018). Bu
calismada, literatiirdeki metabolik sendrom hayvan modelleri degerlendirilmis ve 6zel
diyet ile olusturulmus MetS modeli kullanilarak giinliik hayata en yakin modelin elde
edilmesi hedeflendi. Olusturulan Metabolik Sendrom (MetS) sican modelinin erken
evre ateroskleroz gelisiminde vitamin D (VitD) ve miRNA ifade diizeyleri arasindaki
iliskiyi ortaya koymak icin literatiir bilgilerine gore uygun bir model olarak

degerlendirildi. Bu amacgla, doymus hayvansal yag ve islenmis gidalarda siklikla



kullanilan fruktoz miktar1 fazla diyet ile diyabet ve santral obezite olusturularak

ateroskleroz gelisiminin baglamasi saglanmistir.

Bu calismanin amaci, yiiksek yag-fruktoz diyeti ile olusturulan Metabolik Sendromlu
(MetS) (Gancheva S ve ark. 2015) grup ile normal diyetle beslenen kontrol gruplar
karsilastirilarak aterogenezin baglangic patogenezi olan endotel hasarinda, ilgili gen
diizenlenmesinde gorev aldigi bilinen miR-21-5p ve miR-146a-5p miRNA’larin aort
dokusunda degisen gen ifadeleri arasindaki iliskiyi belirlemek ve Vitamin D’nin doku
morfolojisi ve endotel hasari iizerinde nasil bir etkiye sahip oldugunu ortaya koymaktir.
Bu arastirmada ile, ateroskleroz etiyopatogenezinin daha iyi anlasilip hem bu
patolojinin Onlenmesine hem de yeni tedavi hedeflerinin belirlenmesine katki
saglayabilecek ve ileride yapilmasi planlanan daha kapsamli arastirmalar igin

Onbilgilerin elde edilmesi hedeflendi.



2. GENEL BIiLGIiLER

2.1.Metabolik Sendrom

2.1.1. Tanimi

Metabolik sendrom (MetS), diyabet, hipertansiyon, dislipidemi ve abdominal obezite
gibi hastaliklardan olusan bozulmus enerji metabolizmasi durumudur. MetS gelisimi
icin en Onemli faktor, insiilin direnci ve viseral obezitedir. Bunlarin varligi, bireyi
kardiyovaskiiler olaylara daha yatkin hale getirmektedir (Gancheva S ve ark. 2015;
Khan Y ve ark. 2018). MetS’in tanmimi i¢in Diinya Saglk Orgiiti (WHO), Ulusal
Kolesterol Egitim Programi Yetiskin Tedavi Paneli III (NCEP ATP III), Uluslararasi
Diyabet Federasyonu (IDF) gibi ¢esitli kuruluslar farkli tanimlar kullanmakta ve bu
kriterlere gore MetS tanist konulmaktadir. Her bir tanimlama, birkag¢ farkli parametre
disinda ortak Ozelliklere sahiptir ve insulin direncine odaklanarak yiiksek riskli
popiilasyonlar1 belirleme amacindadir (Zainuddin LR ve ark. 2011; Khan Y ve ark.
2018; Desroches S ve Lamarche B, 2007). IDF’ye gore viseral obezite ile birlikte
yiiksek trigliseritler, diisiik HDL-kolesterol, hipertansiyon ve insiilin direncinin bir
sonucu olarak aclik hiperglisemisi gibi risk faktorlerinden en az ikisinin varligi MetS
olarak tanimlanmaktadir (Tablo 2-1) (Gancheva S ve ark. 2015; Alberti KG ve ark.
2009; Sherling DH ve ark. 2017). Ayrica bu tanima gore MetS tanisi i¢in zorunlu
olduguna karar verilen bel cevresi Ol¢iimii ile santral obezite degerlendirilmektedir
(Desroches S ve Lamarche B, 2007). MetS, artan prevalansi nedeniyle diinya ¢apinda
onemli bir sorun olarak degerlendirilmektedir. MetS'in bu yayginlig1 yasa, cinsiyete,
irka, etnik kokene ve kullanilan MetS tanimina bagli olarak %10-84 arasinda degisim
gosterir (Kaur JA, 2014). IDF’ye gore diinya ¢apinda yetigkinlerin yaklasik %25'i MetS
tanisina sahiptir ve erkeklerde kadinlara gore daha yiliksek bir yayginliga
sahiptir (Alberti KG ve ark. 2006; Bee Jr YT ve ark. 2008). Ayrica, Asya etnik
kokeninin MetS’a diger etnik kokenlere gore daha yatkin oldugu belirtilmektedir
(Zainuddin LR ve ark. 2011).



Tablo 2-1: Metabolik Sendromun Klinik Tanis1
RiSK FAKTORU/TANI KRIiTERI TANIMLAMA SEVIYESI

Abdominal obezite: Bel ¢cevresi

Erkeklerde >94 cm (veya 102 cm)
Kadinlarda >80 cm (veya 88 cm)
Trigliserit yiiksekligi >150 mg/dl

HDL kolesterol diisiikliigii

Erkeklerde <40 mg/dI

Kadinlarda <50 mg/dI

Kan glukoz yiiksekligi >110 mg/dl

Kan basina yiiksekligi >130/85 mmHg

2.1.2. Patogenezi

MetS, cesitli klinik durumlarin kombinasyonu oldugu i¢in tek bir nedeni yoktur. MetS
gelisimine neden olan faktorler kalitsal veya ¢evresel olabilmektedir. Aile ykiisii, Tip 2
Diabetes Mellitus (T2DM), hipertansiyon, insiilin direnci ve etnik koken MetS gelisme
riskini artiran faktorlerdir (Wong SK ve ark. 2016). Ayrica, yaslanma (senesens) MetS
icin bir diger 6nemli risk faktoriidiir (Bonomini F ve ark. 2015). Hareketsiz yasam tarzi,
kotii  beslenme aligkanliklari gibi  c¢evresel faktorler MetS gelisimine katki
saglamaktadir. Ancak kontrol edilemeyen MetS’a bagli olarak kardiyovaskiiler
hastaliklar (KVH) gibi diger ciddi tibbi komplikasyonlar meydana gelmektedir (Wong
SK ve ark. 2016; Lakka HM ve ark. 2002).

[k arastirmalardan beri (Reaven GM 1988), MetS’a sebep olan temel nedenlerden biri
insulin direnci ve abdominal obezite oldugu diisiiniilmektedir (Grundy SM 2016; Fahed
G ve ark. 2022). Insiilin, yiiksek kan glukozuna yanit olarak pankreas beta hiicreleri
tarafindan salgilanan bir peptid hormonudur. Dokularda asir1 yag birikimiyle gelisen
abdominal obezitenin varligiyla ortaya c¢ikan bir durum olan insulin direnci,
protrombotik bir durum olusturarak yag dokusundan pro-enflamatuar sitokin salinimini
arttirir (Fahed G ve ark. 2022). Bunlarin hepsi KVH ve T2DM risklerini arttirmada
onemli bir rol oynar (Reaven GM 1988; Fahed G ve ark. 2022). Dolayisiyla MetS, eslik
eden T2DM olmasa bile KVH ic¢in bir risk faktoriidiir. MetS, hiperinsiilinemi,



disglisemi, dislipidemi ve hipertansiyona bagli olarak olusmaktadir (Fahed G ve ark.
2022).

Abdominal obezite, diger tiim MetS risk faktorleriyle giliclii bir sekilde iligkilidir ve asir1
beslenme durumu klinik bir gostergedir (Grundy SM, 2016). Bir endokrin organ olan
yag dokusundan salinan cesitli adipokinler arasinda leptin ve adiponektin gibi
hormonlar, anjiyotensinojen ve plazminojen aktivatdr inhibitorii (PAI-1) gibi peptitler,
interlokin (IL-6) ve tiimor nekroz faktorii oo (TNF-a) gibi enflamatuar sitokinler ve
insulin direnci MetS’in patofizyolojisinde 6nemli roller oynamaktadirlar (Fahed G ve
ark. 2022).

Salinan hormonlardan leptin diizeylerinin obezite ve viicut yag diizeyleriyle orantili
oldugu, bir ¢calismada (Considine RV ve ark. 1996) gosterilmistir. Glikoz homeostazini
ve insulin duyarliligindan sorumlu leptin, viicut enerji depolar1 yeterli oldugunda, gida
alimin1 baskilar ve enerji harcamasini uyarir. Obezite durumunda metabolik
dengesizlikte leptin basarisiz olur ve yiiksek leptin seviyeleriyle artmig KVH risk ve
enflamasyon ile obezite, MetS, KVH birbirleriyle baglantili durumlardir (Fahed G ve
ark. 2022). Yag dokusunda yapilan bir ¢alismada da (Huang BW ve ark. 2004) yiiksek
fruktoz alan grubun plazma leptin konsantrasyonu kontrol grubununkinden daha yiiksek
oldugu gosterilmistir.

Adiponektin ise leptine ters calisarak anti-aterojenik, anti-enflamatuar ve anti-
diyabetiktir ve adiponektin, aktive B hiicrelerinin (NF-kB) enflamatuar yolunun niikleer
faktor kappa-hafif zincir arttiricisini etkiler, insiilin duyarliligini arttirir, vaskiiler diiz
kas hiicresi (VSMC) proliferasyonunu inhibe eder ve plak olusumunu stabilize eder
(Fahed G ve ark. 2022). Koroner kalp hastaligi, diyabet, hipertansiyonu olan hastalarda
yapilan ¢alismalarda (Ouchi N ve ark. 1999; Pischon T ve ark. 2004; Hotta K ve ark.
2000; Chow WS ve ark. 2007) diizeylerin azaldig1 ve adiponektinin bu hastaliklara kars1
koruyucu bir rol oynadig1 gériilmiistiir (Fahed G ve ark. 2022).

Ancak tiim bunlara ragmen asir1 yag dokusunun MetS i¢in gergek neden oldugu
anlamina gelmemektedir (Grundy SM, 2016). Ornegin, devam eden obezite varliginda
kalori kisitlamasmin toplam viicut agirligini sadece %35-10 oraninda azalttigi
saptanmistir ancak O6nemli 6l¢iide T2DM riski azalmasiyla birlikte yeni baslangicl
MetS risk faktorleri azaltilmistir (Grundy SM, 2015; Orchard TJ ve ark. 2005; Goldberg
RB ve Mather K 2012).



Ayrica, MetS ic¢in agirlik kaybi disinda bir¢ok tedavi yaklagimi uygulanmaktadir.
Bunlar; yasam tarz1 degisikligi ile birlikte saglikli zayiflama diyeti, egzersiz, davranis
terapisi olup ayrica dislipidemi, hiperglisemi ve hipertansiyona ydnelik farmakolojik

yaklasimlar ve metabolik cerrahidir (Altinel R ve ark. 2021).

[ oksidatif stres ]

[ hipertansiyon ] [ enﬂafaatm;ar ]
siireg

Metabolik
Sendrom

[ dislipidemi

abdominal
[ protrombotik ] [ obezite ]

durum

Sekil 2-1: Metabolik sendrom (MetS) risk faktorleri

2.1.3. Koroner Kalp Hastahklar1 (KVH) ile Tliskisi

Diyabet, bel ¢evresinde yaglanma, hipertansiyon ve lipid seviyelerindeki bozukluk ile
karakterize olan MetS, kardiyovaskiiler hastaliga yol agan risk faktorlerinin birlikte
bulundugu bir metabolik durumdur. Bu nedenle MetS kriterleri, kardiyovaskiiler
hastalik riski agisindan erken uyar1 sayilmaktadir. Bu erken uyarilarla birlikte fiziksel
aktivite gibi yasam tarz1 degisikligi ile ileride olusabilecek kardiyovaskiiler hastaliklarin
tedavi siiresi ve yogunlugu azaltilabilir (Balkau B ve ark. 2007; Khan Y ve ark., 2018).
Daha belirgin risk faktorlerini kontrol altina almak icin bazen ilag tedavileri veya
bariatrik cerrahi gibi radikal girisimler gerekebilir (Grundy SM, 2016). MetS’in bir
sonucu olarak, 5 kat daha fazla DM (diabetes mellitus) gelisme riski oldugu ve 5-10 yil
icinde de 2 kat daha fazla kardiyovaskiiler hastalik gelisme riski oldugu gosterilmistir
(Khan Y ve ark., 2018; Alberti KG ve ark. 2009). MetS'in her bir Kkriteri
kardiyovaskiiler hastaliklar i¢cin bagimsiz birer risk faktoriidiir. Bu risk faktorlerinin

kombinasyonu ile kardiyovaskiiler hastaligin oranlar1 ve siddeti artmaktadir.



Mikrovaskiiler — disfonksiyon, koroner ateroskleroz ve  kalsifikasyon, kardiyak
disfonksiyon, miyokard enfarktiisii ve kalp yetmezligi baslica MetS’a bagl gelisen
kardiyovaskiiler hastalik durumlaridir (Tune JD ve ark. 2017). MetS’a klinik olarak
hangi faktor veya faktorlerin sebep oldugu kesin olarak agiklanamiyor olsa da, bu
komorbiditelerin T2DM ve aterosklerotik kardiyovaskiiler hastaliklarin gelisim riskini
onemli derecede artiran patolojik bir durum oldugu kabul edilmistir (Sperling LS ve ark.
2015).

Kardiyovaskiiler
Hastahklar

Sekil 2-2: Degistirilebilen (mavi) ve degistirilemeyen (kirmiz1) kardiyovaskiiler hastalik
risk faktorleri (Lewis SJ 2002)

2.2. Ateroskleroz

2.2.1. Tanimi

Arter duvarinda uzun siire semptom gostermeden gelisen ateroskleroz, patogenezinin
ilgi cekici karmasikligi ve klinik etkilerinin 6nemi gerekgesiyle patoloji arastirmalarinin
temel konularindan birini olusturmaktadir (Van der Wal AC ve Becker AE. 1999).
Ateroskleroz, arteriyel sistemin kronik enflamatuar bir durumu olarak tanimlanir.
Trombotik komplikasyonlar, antienflamatuar tedavi ile potansiyel olarak 6nlenebilecek
miyokard enfarktiisii (MI), iskemik inme ve periferik arteriyel hastaliklara neden olarak,

morbidite ve mortaliteyi biiyiik dl¢iide belirlemektedir (Base de Datos SA, 2001; Libby



P ve ark. 2019). Ayrica ani oliim riskini arttiran aterosklerotik plaklar, damarin
tikanmasina yol agan tromboza neden olabilmektedir. Bu trombozun sonuglari, olusan
blokajin lokasyonuna gore degiskenlikler gostermekle birlikte, genellikle ilgili arterin
besledigi miyokard alanlar1 oksijenden yoksun kalarak nekroza dogru yol alabilir ve MI
gerceklesebilir (Base de Datos SA, 2001).

Aterosklerotik lezyonlar kan damarlarinda en sik meydana gelen edinsel anomalilerdir.
Oliimlerin yarisindan fazlas1 ateroskleroza bagli gelisen iskemik kalp hastaligi, MI,
inme ve ekstremitelerin kangreni gibi komplikasyonlardan kaynaklanir. Endotel
fonksiyon bozukluguna neden olan endotel hasarini takiben gelisen aterosklerotik
lezyonlar, esas olarak biiyiik elastik arterlerin tunika intimasinda bulunmaktadir.
Yiiksek LDL kolesterollii hiperlipidemi, hiperglisemi (diyabet), hipertansiyon, sigara
kullanimi1 ile iligkili artmis toksin diizeyleri endotel hasari risk faktorleri arasinda

sayilmaktadir (Ross MH ve Pawlina W 2014).

2.2.2. Histolojisi ve Fizyopatolojisi

Arterler, venler ve kapillerlerden olusan damar aginda en biiyiik elastik arter aortadur.
Histolojik olarak i¢ tabaka tunika intima, orta tabaka tunika mediya ve dis tabaka tunika
adventisya olmak {lizere 3 tabakadan olusur (Sekil 2-3). Ayrica bunlarin hepsi
perivaskiiler yag dokusu ile (PVAT) gevrilidir (Ross MH ve Pawlina W 2014;
Milutinovi¢ A ve ark. 2020).

... .. Tunika medya
Tuuiks b | Tunika adventisya
Endotel . ‘ /

Liimen

Sekil 2-3: Aorta duvari kesiti
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Damarin en i¢ tabakasi olan Tunika intima, ii¢ bilesenden olusmaktadir: (1) tek tabaka
halinde yass1 epitel hiicreleri olan endotel, (2) endotel hiicrelerinin g¢evresinde bazal
laminasi, (3) subendotelyal tabaka.

Kan ve lenf damar sistemlerini olusturan yapilarin tlimiiniin i¢ yiizeyi tek katli yassi
epitel olan endotel ile doselidir. Piiriizsliz bir i¢ epitel hiicre tabakas1 sayesinde arterler
disaridan sert olsalar bile kanin kolayca akmasini saglayan endotel hiicreleri, damar
duvarinin yapisal ve fonksiyonel biitlinliigiinde rol almaktadirlar (Ross MH ve Pawlina
W 2014). Ayrica, tunika mediya tabakasindaki diiz kas hiicrelerinin kasilma ve
gevsemelerini kontrol eden endotel hiicreleri, lokal kan akimini ve basincini da
etkilemektedir.

Endotel hiicreleri; trombosit ve 16kosit yapismasini Onlemek, zararli maddelerin
arteriyel duvara yayilmasini 6nlemek, tromboz siirecini kontrol etmek amaciyla nitrik
oksit (NO), prostaglandin | gibi biyoaktif madde salgilarlar (Wang D, 2017; Milutinovi¢
A ve ark. 2020). Fenestrasyon ile bu maddelerin tabakalar arasinda difiizyonu saglanir
ve maddelerin damar duvarinin derinlerindeki hiicrelere ulagmasi saglanir. Yeni dogmus
bir bebekte intima tek hiicreli bir tabakadan olusur ve yas aldik¢a veya endotel hasart ile
birlikte internal (i¢) elastik membran (lamina) parcalanabilir, kaybolabilir veya
kalinlasabilir. Cok katmanli hale gelen yetiskinlerin intimasi, mediyadan daha kalindir.
Bu yaygin goriilen durum iyi huyludur ve ateroskleroza ilerlemez. Ancak, ilerleyen
kalinlasmalarda patolojik siire¢ baglayacaktir (Milutinovi¢ A ve ark. 2020).

Bazal lamina; kollajenden, proteoglikanlardan ve glikoproteinlerden olusan ince bir
ekstraseliiler tabakadir. Gevsek bag dokusundan olusan subendotelyal tabakada seyrek
diiz kas hiicreleri bulunmaktadir. Arterlerde ve kiigiikk kan damarlarinda (arteriyoller)

subendotelyal tabakada, internal elastik membran (lamina) denen fenestrali (pencere)
lameller bulunur (Sekil 2-4).

Bazal lamina

Pencereler

Sekil 2-4: Endotel hiicrelerin ¢evresinde fenestrali (pencere) elastik bazal lamina

(Jungpueira LC ve Carneiro J 2006)
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Orta tabaka tunika mediya birden ¢ok diiz kas hiicresi katmanindan olusmaktadir.
Duvarin biiyiik kismint mediya olugturmaktadir. Arterlerde bu tabaka venlere gore daha
kalindir. Eksternal (dis) elastik membran ile tunika mediya, tunika adventisyadan
ayrilir. Eksternal elastik membran, internal elastik membrana gore daha incedir. Tunika
mediyanin elastik laminalarin arasinda ¢ok sayida diiz kas hiicreleri, elastik lifler,
kollajen ve proteoglikanlar bulunmaktadir (Sekil 2-5). Diiz kas hiicreleri g¢esitli
mediyatorlerin  etkisi ile gevseyip kasilarak, arterin vazodilatasyonu ve

vazokonstriksiyonu gergeklesir (Sekil 2-6 ve 2-7) (Ross MH ve Pawlina W 2014).

Endotel

ic elastik Wl st il = § a\f;z,'.“\sz\{)féi*"*{é
lamina ¥ A ¥ A W X

Tunika
adventisya

Ao
Sekil 2-5: Biiyiik bir elastik arterin enine kesiti, Boya: PT (Jungpueira LC ve Carneiro J
2006)
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Elastinden olusmus lameller fenestralidir. Bu sayede maddelerin difiizyonu kolaylasir.
Ayrica lamellerin say1 ve kalinliklart kan basinct ve yasla baglantili olup dogumda
neredeyse bulunmayan lamellerin sayisi yetiskinlik doneminde 40-70’e ¢ikar. 50°1i
yaslardan itibaren veya ateroskleroz ile birlikte dejenerasyon bulgular1 goéstermeye
baslayan laminalar giderek kollajen ile yer degistirirler. Kas ve elastik dokunun yerini
fibr6z doku alir. Bu da aorta duvarinin elastikiyetini yavas yavas kaybetmesine yol acar
ve hasarli damarin ¢apinda bir artisa neden olur. Hipertansiyon durumunda lamellerin
say1 ve kalinliklar1 artar (Base de Datos SA, 2001; Ross MH ve Pawlina W 2014).

Tunika mediyanin biitiin ekstraseliiler bilesenleri diiz kas hiicreleri tarafindan

tiretilmektedir. Diiz kas hiicreleri tabakalar halinde diizenlenip arterin enine kesitlerinde
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dairesel dizi seklinde goriiniirler. Diiz kas hiicrelerinin niikleuslart uzundur ve bu
hiicreler ig bic¢imlidirler. Hiicrelerin ¢evresinde eksternal (bazal) laminalar goriiliir.
Tunika mediya tabakasinda fibroblast bulunmaz. Diiz kas hiicreleri, elastik ve kolajen
lifler ile ara madde olan proteoglikanlarin sentezinden sorumludur. Ayrica, endotel
hiicreleri  biliylime faktorlerini sentezler ve diiz kas hiicreleri, bu PDGF
(platelet(trombosit)-kaynakli biiylime faktorii), FGF (fibroblast biiylime faktorii) gibi
bliylime faktorlerine yanit olarak ¢ogalip komsu intimaya gog¢ edebilirler. Bu 6zellik,
aterosklerozda goriilebilecek patolojik olaylarda ve hasarli damar duvarinin onariminda
onemlidir (Ross MH ve Pawlina W 2014).

Saglikli bir arterde diiz kas hiicreleri mediyadaki tek hiicrelerdir ve genellikle kasilma
fenotipindedirler. Alfa-diiz kas aktin (a-SMA) gibi gesitli kasilma proteinlerini eksprese
ederler. Aterogenez sirasinda ise, diiz kas hiicreleri damar duvarinda ¢ogalarak birikir.
Bu siirecte, diiz kas hiicreleri a-SMA ekspresyonunu kaybederek mezenkimal kok
hiicrelerin ve miyofibroblastlarin belirteclerini eksprese ederler (Milutinovi¢ A ve ark.

2020).

kan Q bradi kmn Kan akimi .
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Sekil 2-6: Diiz kas hiicrelerinin kasilmas1  Sekil 2-7: Diiz kas hiicrelerinin gevsemesi

En distaki tabaka olan tunika adventisya kollajen ve az miktarda elastik liflerinden
olusmus bag dokusu tabakasidir. Aorta gibi elastik arterlerde tunika adventisya, tunika
mediyanin kalinliginin yarisindan daha inceyken, ven ve veniillerde daha belirgin bir
sekilde kalinlasir. Fibroblastlar ve makrofajlar ise bu tabakanin ana hiicreleridir. Ayrica
bliyiik arter ve venlerde tunika adventisya, vazo vazorum denen mediyanin dig kismini
besleyen kii¢lik kan damarlar1 (Sekil 2-8) ile nervi vaskiilaris denen otonomik sinir agini
da igerir. Damar liimeninden duvarin i¢ kismina besin saglanir. Bu tabakadaki kan
basinci artig1 aterom plak patogenezinde rol oynamaktadir (Ross MH ve Pawlina W
2014).
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Aterosklerozun ilk adimi olan endotel hasarinda meydana gelen enflamasyonda, ¢ok

sayida 10kosit postkapiller veniillerden dokulara go¢ eder (Ross MH ve Pawlina W
2014).

-42- e . O\ )')‘ i -' k ) A A
Sekil 2-8: Mikro damar agindaki kiigiik damarlar (arteriyoller ve veniiller) ve

cevresindeki bag dokusu bilesenleri. Ok baslar1 fibroblastlar1 gostermektedir. HE
boyasi. Kiigiik biiyiitme (Jungpueira LC ve Carneiro J 2006)

Histolojik olarak, farkl: tipteki arterler ve venler birbirlerinden damar duvari kalinlig1 ve

tabakalarin igerigindeki farkliliklarla ayirt edilirler. Tablo 2-2° de farkli tiplerdeki kan

damarlarinin 6zelliklerini 6zetlemektedir (Ross MH ve Pawlina W 2014).

Tablo 2-2: Kan Damarlarinin Ozellikleri

Arterler

Damar Cap Tunika intima Tunika Mediya Tunika Adventisya
(i¢ tabaka) (orta tabaka) (dis tabaka)

Biiytik arter (elastik | >10 mm Endotel Diiz kas Bag dokusu

arter) Bag dokusu Elastik lameller Elastik lifler
Diiz kas Tunika  mediyadan

daha ince

Orta boy arter 2-10 mm Endotel Diiz kas Bag dokuu

(muskiiler arter) Bag dokusu Kollajen lifleri Az miktarda elastik
Diiz kas Nispeten az elastik lif
Belirgin internal  doku Tunika ~ mediyadan




Kiigiik arter

Acrteriyol

Kapiller
Venler

Damar

Postkapiller veniil

Miiskiiler veniil

Kii¢iik ven

Orta boy ven

Biiytik ven

0,1-2 mm

100-100 pm

4-10 um

Cap

10-50 pm

50-100 um

0,1-1 mm

1-10 mm

>10 mm

elastik membran
Endotel
Bag dokusu
Diiz kas
Internal elastik
membran

Endotel

Bag dokusu

Diiz kas

Endotel

Tunika intima
(ic tabaka)
Endotel
Perisitler
Endotel

Endotel
Bag dokusu
Diiz kas (2-3 tabaka)

Endotel

Bag dokusu

Diiz kas

Bazi durumlarda
internal elastik
membran

Endotel

Bag dokusu

Diiz kas

Diiz kas (8-10 hiicre
tabakasi)

Kollajen lifleri

Diiz kas (1-2 hiicre
tabakasi)

Yok

Tunika Mediya
(orta tabaka)
Yok

Diiz kas (1-2 hiicre
tabakasi)

Diz kas (tunika
intima ile devamlilik

gosteren 2-3 tabaka)

Diiz kas

Kollajen lifleri

Diiz kas (2-15 tabaka)
Kalbe yakin
bolgesinde kalp kasi

Kollajen lifleri

14

daha ince

Bag dokusu

Az miktarda elastik
lif

Tunika  mediyadan
daha ince
Ince, iyi

smirlanmamig ~ bag
dokusu kilifi
Yok

Tunika Adventisya
(dis tabaka)
Yok

Bag dokusu

Az miktarda elastik
lif
Tunika
daha kalin

mediyadan

Bag dokusu

Az miktarda elastik
lif
Tunika
daha kalin

mediyadan

Bag dokusu

Az miktarda elastik
lif
Tunika
daha kalin

mediyadan

Bag dokusu

Az miktarda elastik
lif, longitudinal diiz
kaslar
Tunika
¢ok daha kalin

mediyadan
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Sonug¢ olarak, arterlerin kronik enflamatuar bir hastaligi olan aterosklerozda, arter
duvarinin 6zellikle i¢ tabakasi olmak {izere her {i¢ tabakasminda yapisi ve islevi
etkilenir. Kalp dokusunu besleyen koroner arterlerin damar duvarindaki aterosklerotik
degisimler sonucu koroner arter hastaligi (KAH) meydana gelir (Milutinovi¢ A ve ark.
2020).

2.2.3. Patogenezi
Arterlerin kronik enflamatuar hastaligi olan ateroskleroz iizerine son yillarda oldukga
calisilmasina ragmen, bu kompleks hastaligin patogenezi halen tam olarak
aciklanamamistir (Milutinovi¢ A ve ark. 2020).
Aterogenezin, kolesterol depo hastaligi veya bir kalsiyum deposu olmasindan ayrilip
aktif bir silire¢ olarak kabul edilmesi, bazi temel enflamatuar mekanizmalarin altin
cizerek deneysel calismalari, aterosklerozu destekleyen molekiiler ve hiicresel
enflamasyon yolaklarinin aydinlatilmasina yoneltmistir (Geovanini GR ve Libby P
2018). Enflamasyon mekanizmalarin aterom olusumundaki ana roliinii destekleyen ¢ok
sayida veri mevcuttur. Mononiikleer fagositler, enflamasyon ve ateroskleroz arasinda
baglant1 kurarak bu hastaligin tiim evrelerine katkida bulunurken, 16kosit alim1 ve pro-
enflamatuar sitokinler, aterogenezin erken fazinda onemli rol oynar (Libby P 2002;
2012).
Patofizyolojik olarak aterogenez siirecinin adimlari:

e Endotel hasari,

e LDL’nin oksidasyonu,

e Kopiik hiicre olusumu,

e Lipid ¢ekirdeginin olusumu,

e Fibroz kilif olusumu,

e Aterom plak olusumudur.

Endotelyal hiicreler enflamatuar aktivasyona ugrar (Libby P 2012). Boylelikle damar
endotelinin fonksiyonu degiserek endotel hasari olusur. Oksidatif stresle serbest
radikallerin artis1 ile birlikte endotelyal homeostazin diizenleyicisi antioksidan olan
nitrik oksitte (NO) bir azalma ve endotel hasar1 gelisir (Ritchie SA ve Connell JM
2007). Vazokonstriktdr ve biiylimeyi arttiric1 fonksiyonlarin artmasiyla birlikte LDL

kolesterole gecirgenligi ve 1okosit hiicrelerinin endotele yapismalar1 da artar. Endotel


about:blank#B56
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hasart ile oksijen (O), hidrojen peroksit (H20.), hidroksil (OH") ve peroksinitrit
(ONOOQ") gibi reaktif oksijen tiirlerinin iiretiminde artisinin olmasi kan dolasimindaki

LDL’nin intimaya ge¢isini ve oksidasyonunu artirir (Ross MH ve Pawlina W 2014).

Endotel hasarina bir yanit olarak, monositler ve diger l6kositler kan dolasimindan
ateroma girer ve makrofajlara farklilasarak bolgede birikirler (Libby P 2002; Ross MH
ve Pawlina W 2014). Kemokinler ve kemoatraktan proteinler, daha fazla enflamatuar
hiicrelerin intima i¢ine alinmasina katilir (Libby P ve ark. 2009).

Doku makrofajlari haline gelen monositler, okside olmus LDL partikiillerini endositozla
alip fagosite ederek kopiik hiicrelerini olusturur (Sekil 2-9) (Ross MH ve Pawlina W
2014, Zengin H, 2012).

LDL oksidasyonu sonucu olusan peroksitlerin etkisiyle makrofajlar apoptoza ugrayarak
veya nekrozla oliirler ve boylece lipidler serbest kalarak lipid gekirdegini olustururlar.
Lipid ¢ekirdek c¢evresinde bulunan makrofaj kiimeleri proteolitik enzimlerden olan
matriks metalloproteinazlarini (MMP) iireterek lokal enflamasyona yanit1 yiikseltir ve
bag dokusunun yikiminda rol alir (Falk E 2006).

Lipid ¢ekirdegin etrafi diiz kas hiicrelerinden ve onlarin irettigi bag dokusundan
olugmus bir fibroz kilif ile ortiiliidiir. Fibroz baslik kalin ise stabildir, fakat inceldikge
komplikasyonlara sebep olabilecek yirtilmaya yatkindir.

Hala heniiz klinik bir 6nemi olmayan yagl c¢izgiler, aterosklerotik lezyonun baslangici
olarak kopiik hiicreleri tarafindan olusturulur. Lezyona girecek olan kandaki LDL

miktar1 artarsa lezyon ileri komplike evrelere gegecektir (Zengin H, 2012).

Zamanla risk faktorlerinin iyilesmemesi durumuyla bolgeye diiz kas hiicrelerinin gogii,
cogalmasi ve bag dokusu artis1 ile lezyon ileri evrelere gecerek yeniden sekillenip biiyiir
ve fibroz yagh plak haline gelir. Bu kalin fibr6z bag dokusu tabakasina ateromat6z plak
veya fibroz plak denir ve bu lezyon en dis kisimda endotel olmak {lizere diiz kas
hiicrelerini, makrofajlari, kopiik hiicrelerini, T lenfositleri, kolesterol kristallerini ve

hiicre yikintilarini igerir (Ross MH ve Pawlina W 2014).

Ayrica, kemik gibi hem lipid hem de bag dokusu da kalsifiye olabilir; koroner
arterlerdeki kalsifikasyon genelde ateroskleroz sebebiyle olusur (Falk E 2006).



17

monosit

hiicre adezyon
molekilleri

— | tunika
= intima

Sekil 2-9: Temel Ateroskleroz Siireci. Ateromatéz plak olusumunda hiicresel
etkilesimler (Ross MH ve Pawlina W 2014)

Monosit gdciinii baglatan adezyon molekiilleri endotel hiicreleri tarafindan eksprese
edilirler. Diiz kas hiicreleri, platelet(trombosit)-kaynakli biiyiime faktorii (PDGF) ve
endotel hiicrelerinden salinan diger biiylime faktorleri tarafindan uyarilarak tunika
mediyadan tunika intimaya gog ederler (Sekil 2-9). Cok sayida diiz kas hiicresinin gog
etmesiyle birlikte diiz kas hiicrelerinin tunika intimada ¢ok miktarda proteoglikanlar,
kollajen gibi ekstraseliiler matriks iiretmeleri sebebiyle tunika intima kalinligi artar
(Ross MH ve Pawlina W 2014). Endotel hiicreleri, serbest radikalleri iiretirler ve bu
serbest radikaller tarafindan okside edilmis modifiye LDL’ler endositozla makrofajlar
tarafindan almirlar (Sekil 2-9) ve bdylece aterom plak olusumunun karakteristik bir
ozelligi olan kopiik hiicreleri olusur. Sekil 2-10’da gosterilen evrelemede, aterogenezin
ileri evresinde kopiik hiicrelerini igeren fibrotik aterom plaklar olusmaya baglamaktadir

(Ross MH ve Pawlina W 2014; Aydemir, S. Uzmanlik Tezi, Atatiirk Universitesi 2019).
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Kopiik Yagh  Orta dereceli Fibroz  Komplike
hiicreleri cizgilenme lezyon Aterom plak Lezyon/Riiptiir

Endotel Hasan

Sekil 2-10: Aterosklerotik plak evreleri (Stary HC ve ark. 1995; Aydemir, S. Uzmanlik
Tezi, Atatiirk Universitesi 2019)

Lipid birikimi ve endotel biitiinliigliniin kaybina bagli gelisen aterom plagin evresine
gore aterosklerozda, plak ne kadar lipid en zenginse klinik olaylara yol agmaya o kadar
meyilli olmaktadir. Siddetli vakalarda damar duvari incelmesine bagli anevrizma
gelismesi goriilebilir bu da trombozu (pihtilagma) artirarak riiptiire neden olur; zamanla
ilerleyen lezyonlarda tunika mediya incelir, ekstraselliiler lipidlerin birikmesiyle
ateromda kalsifikasyon ve lezyonda fibroz tabakanin yirtilmasiyla nekroz olusurak kan
stazi (kan akiminin durmasi veya yavaslamasi) ve tromboz (pihtilasma) gelisimi ile
damarm tikanmasi goriilebilir (Sekil 2-11). ilk evrelerden plak riiptiirii gibi komplike
lezyonlara dogru aterosklerozun patofizyolojik siirecinin bu adimlari, bazi bireylerde
20'li yaslarda goriilebilmekteyken, ¢ogu bireylerde 50-60 yaslarinda goriiliir (Ross MH
ve Pawlina W 2014; Van der Wal AC ve Becker AE, 1999; Base de Datos SA 2001).



19

Yk ™ P Ry
Wi / ‘ WA ;
‘i" ' \\ 7 e O
R 1 : KY —=
§7§ Wi TI N . '

SRR 1) 4 ; \ ~
wa : S gl By
v\o‘h\ T 3 a W 3% b

Sekil 2-11: Bir ateromatdz lezyonun fotomikrograflar

a. Masson Trikrom metodu ile boyanmis insan aortasi. Bag dokusu liflerinden, diiz
kas hiicrelerinden, kopiik hiicreleri (yag igeren makrofajlar) ve nekrotik
materyalden olusan ve fibroz plak olarak tanimlanan lezyon, tunika intima (T1)
katman1 gosterilmektedir. Lezyon sebebiyle tunika intima kalinlagmistir. TM,
tunika mediya; TA, tunika adventisya. X40.

b. a.da kare i¢ine alinan alanin daha biiyiik biiyiitmesi gosterilmektedir. Oklar ile
plagin fibroz bag dokusunun kollajen liflerini iireten diiz kas hiicrelerinin
niikleuslar1 gosterilmistir. Kopiik hiicreleri (KH) ve kolesteroliin ¢oziinmesiyle
olugsmus bosluklar olan karakteristik kolesterol yariklar1 (KY) da sekilde net
olarak goriilmektedir. Fibroz plagin geri kalan kismi ise nekrotik materyal ve

lipidden olusmaktadir X:240 (Ross MH ve Pawlina W 2014).

2.2.4. Metabolik Sendrom ve Ateroskleroz Iliskisi

Metabolik sendromun merkezinde oldugu diisiiniilen ve bir risk faktorii olan abdominal
(viseral) obezitenin T2DM ve hipertansiyona etkisinin 6nemi iyi bilinmektedir (Ritchie
SA ve Connell JM 2007; Abbasi F ve ark. 2002). Ancak obezite ve insiilin direnci
ayrica kardiyovaskiiler hastaliklart (KVH) riskinin belirteclerindendir. Obezite
varliginda insiilin direnci ve T2DM riski artarken KVH riskinin arttiginin da
vurgulanmasi gerekir (Abbasi F ve ark. 2002). Ciinkii, metabolik sendrom prevalansinin
son yillarda ciddi artig1, ateroskleroz ve diger kardiyovaskiiler hastalik morbidite ve
mortalite riskinin artmasina sebep olmustur (Ritchie SA ve Connell JM 2007; Tune JD
ve ark. 2017). Yapilan calismalara gore, viseral yag ve salgilanan adipokinlerin
adipozite ile vaskiiler hastalik arasindaki molekiiler ve hiicresel mekanizmalarla

baglantilar oldugu yoniine odaklanilmistir. Adipokinlerin insiilin duyarliligi ve
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enflamasyonla ilgili Ozelliklerin diizenlenmesinde gorevli oldugu belirlenmistir.
Kardiyak adipoz (yag) dokusunun hacmi, obezite ile birlikte arter ve koroner arterlerin
cevresinde artmaktadir. Aterosklerotik plaklarin perivaskiiler yag dokusu (PVAT) ile
kaplanmig arterlerde meydana gelmeleri sebebiyle buralardan salinan adipokinlerin
damarlarda vaskiiler hasar1 ve ateroskleroz gelisimini etkiledigi ileri siiriilmiistiir (Tune
JD ve ark. 2017).

Ayrica bazi ¢alismalara gore bir baska odak nokta ise, obezite ve aterosklerozun
enflamatuar etiyolojileri sebebiyle, oksidatif stres tizerinden yapilmustir. Aterosklerotik
stireglerin tiim adimlarinda rol alan bagisiklik hiicreleri, hiicresel diizeyde endotel ile
etkilesirek aterom olusumunda yer aldig1 diisiiniilmektedir. Bu sebeple, oksidatif streste
bir artigla birlikte endotelyal homeostazin diizenleyicisi olan nitrik oksitte (NO) bir
azalma ve endotel hasar1 gelisir (Ritchie SA ve Connell JM 2007). Fakat halen MetS
kaynakli kardiyometabolik vaskiiler hastaligin ve viseral obezite iliskisinin altinda yatan
molekiiler mekanizmalar tam olarak anlasilamamistir. Bu nedenle yag dokusu iizerine
calismalar devam etmektedir (Ritchie SA ve Connell JM 2007; Tune JD ve ark. 2017)
Sonug olarak, MetS ve risk faktorlerinden biri olan viseral obezite bir pro-enflamatuar
durumdur ve adipokinlerin fizyolojik dengesini degistirerek insiilin direncine, endotel
hasarma ve sonunda pro-aterojenik duruma neden oldugu diisiiniilmektedir (Ritchie SA

ve Connell JM 2007).
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enflamasyon vazokonstriksiyon plak riiptiirii

Sekil 2-12: Metabolik sendrom risk faktorleri ve aterosklerotik sonuglar1 (Kassi E ve
ark. 2011; Savas Bayar, L. Yiiksek lisans tezi, Ankara Universitesi 2020)

Sekil 2-12°de sematik olarak gosterildigi gibi ateroskleroz patogenezinde rol oynayan
MetS risk faktorlerinden kaynakli arter duvarinda okside LDL’ler sitotoksiktir ve
hiicresel olarak endotel hasar1 olusturabilir. Endotel hiicrelerinde interselliiler adezyon
molekiil-1 (ICAM-1), vaskiiler hiicre adezyon molekiil-1 (VCAM-1) gibi adezyon
molekiillerinin tiretimi ile aterosklerozun gelisiminde bir diger etken olan enflamasyon
olusur. Endotel hasar1 ile artan anjiotensin II” nin endotel hiicrelerine baglanir ve giiclii
bir vazodilator (diiz kasin gevsemesi) olan NO iiretimi azalirken, vazokonstriktor (diiz
kasin kasilmasi) ailesinden olan endotelin-1 (ET-1) {iretimini artar. NO azalmasiyla
birlikte trombozla sonuglanacak durumun bir risk faktoérii olan plazminojen aktivator

inhibitor-1 (PAI-1) artar. Yavas ve sessizce ilerleyen aterosklerozda, aterom plagin
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rliptiire olmasiyla akut koroner sendrom gelisir (Tanriverdi B ve Savas Tetik S. 2017,

Ross MH ve Pawlina W 2014; Tokgo6zoglu L, 2009).

2.3. Metabolik Sendrom icin Deneysel Hayvan Modeli Arastirmalari

Insanda MetS, hem genetik hem de ¢evresel faktdrlerle multifaktoryel olarak gelisen bir
durumdur. Giiniimiizde yliksek prevalans orani ile ciddi hastaliklara sebep olabilen
MetS i¢in insan metabolizmasini taklit eden uygun deneysel hayvan modellerinin
olusturulmasi, hastalik patofizyolojisinin degerlendirilmesindeki zorluklarin ¢oziilmesi
ve bilinmeyen faktorlerin ortaya ¢ikarilmasi igin oldukga 6nemlidir (Wong SK ve ark.
2016). Bu sebeple, MetS'in deneysel modelleri, hastalik patogenezinin anlagilmasi ve
yeni tedavi yontemlerinin gelistirilmesi icin degerli araglardir. Ozellikle sigan ve
farelerde olusturulan hayvan modelleri yaygin kullanilanlar olmakla birlikte tavsan,
Yeni Gine kobayi, hamster, koyun gibi diger deney hayvanlarinda da denenmis bir¢ok
deneysel model bulunmaktadir. Ancak halen hi¢bir MetS hayvan modeli evrensel olarak
kabul edilmemistir (Gancheva S ve ark. 2015; Wong SK ve ark. 2016). Sican, fare gibi
kemirgenler gen haritalarinin iyi bilinmesi, bir ¢ok mutant soylarinin olmasi, hizl
biiyliylip iireyebilmeleri ve genlerinin kolay modifiye edilmesi sebebiyle arastirmalarda
siklikla tercih edilmektedir (Gelmez MY ve ark. 2013).

MetS gelistirmek icin kullanilan diyet manipiilasyonu, genetik modifikasyonu, cerrahi
modellemesi ve farmakolojik manipiilasyonu (kimyasal ilaglarla) cesitli yaklagimlardan
bazilaridir (Wong SK ve ark. 2016). Bir ¢evresel faktor olarak yiiksek kalori alimina
sahip beslenme, insanlarda MetS'in baslica nedenlerinden biri olarak kabul edildigi i¢in

genellikle diyet ile modeller olusturulmaktadir (Gancheva S ve ark. 2015).

2.3.1. Diyet manipiilasyonu ile olusturulan MetS hayvan modelleri

Deneysel MetS modelini gelistirebilmek i¢in kullanilan diyetler yiiksek miktar
karbonhidrat, yag veya her ikisini birden igerir. Daha 6nce Panchal ve Brown (2011)
tarafindan yapilan bir inceleme ile insan MetS'e en yakin kriterleri gdsteren sigan
modelinin yiiksek karbonhidratli yiiksek yagl diyet tarafindan indiiklendigi one
stiriilmistiir (Panchal SK ve Brown L 2011; Wong SK ve ark. 2016). Meyve sekeri
olarak bilinen fruktoz, model hayvan diyetinde genellikle tercih edilen monosakkarittir.

En yaygin kullanilan modellerden biri, birka¢ hafta boyunca %10’luk fruktozlu su
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verilmesidir (Garcia ME ve ark. 2010; Maiztegui B ve ark. 2009; Castro MC ve ark.
2011). MetS'i indiiklemede glikoz veya nisasta ile beslenmenin, fruktoz ile besleme
kadar etkili olmadig1 ve fruktozla beslenen farelerin nisasta kullanilarak beslenen
farelere kiyasla daha fazla kilo almasi gosterilmistir (Johnson RJ ve ark. 2007; Jiirgens
H ve ark. 2005). Dolayisiyla, fruktoz hem insanlarda hem de hayvanlarda karbonhidrat
yerine yag gibi davranarak MetS gelisimine neden oldugu belirtilmistir (Wong SK ve
ark. 2016).

Bir diger yaklasim ise hayvan yemine farkli yaglar eklenmesidir. Hayvansal yaglarin,
bitkisel yaglara kiyasla MetS gelismesinde daha etkili oldugu gosterilmistir (Buettner R
ve ark.2006; Buettner R ve ark. 2007). Diyetle olusturulan deneysel modellerde
genellikle domuz yag1 veya sigir yagi kullanilmaktadir. Doymus yag asitleri bakimindan
zengin hayvansal yaglarin ve fruktozun birlikte kullanildig1 karma modeller, MetS ile
iligkili kabul edilmektedir (Panchal SK ve ark. 2011a; Couturier K ve ark. 2010; De
Castro UG ve ark. 2013; Panchal SK ve ark 2011b).

2.3.2. Genetik modifikasyon veya cerrahi yontem ile olusturulan MetS hayvan
modelleri

Genetik faktorlerin neden oldugu MetS patogenezini incelemek igin genetik
modifikasyon modellemesi kullanilmaktadir. Genetik indiikleme, diyet ile
manipiilasyona gore MetS gelisimi daha kisadir zamandan tasarruf saglar fakat maliyet
sebebiyle pek tercih edilmemektedir. Genetik modeller arasinda db/db (C57BL/KsJ-
db/db) fareleri, ob/ob (C57BL/6J-0b/ob) fareleri, Zucker diyabetik yagli (ZDF) siganlari
ve Otsuka Long-Evans Tokushima yagl si¢anlar1 yer almaktadir (Wong SK ve ark.
2016). Modellemeler, arastirmacilara MetS ve iligkili hastaliklarin gelisiminde rol alan
spesifik molekiiler mekanizmalar hakkinda bilgi acisindan yararli olsa da insanlarda
goriilen metabolik sendrom kemirgenlerdeki gibi monogenik bir bozukluk degildir.
Ornegin, birgok hayvan modelinde olan leptin geni ve/veya reseptdr gen mutasyonlari
mevcutken, insanda ¢ok nadir goriilen resesif genetik degisimler mevcuttur. Bu sebeple,
transgenik hayvanlarin insanlardaki hastaliklari taklit edip edemedigini ve metabolik
hastaligin 6zelliklerini tam yansitip yansitamadigini belirlemek gerekir (Gelmez MY ve

ark. 2013; Zhou X ve ark. 2014).
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Cerrahi yontemlerle gelistirilen MetS’te ise hayvanlarin pankreasinin bir kismi veya
tamami1 alinmaktadir (Zhou X ve ark. 2014). Boylece TIDM (Tip 1 diabetes mellitus)
ve T2DM (Tip 2 diabetes mellitus) diyabet modeli olusturulur.

2.3.3. Farmakolojik manipiilasyon ile olusturulan MetS hayvan modelleri

Diyabet modeli olusturmada kullanilan en yaygin ajan streptozotosin (STZ)’dir. Uzun
siire yiiksek yagl bir diyetle birlikte diisiik doz STZ uygulanarak olusturulan MetS
modelinde yapilan bir ¢alismada (Li L ve ark. 2015), tek basina uzun siire yagh diyetin
karsilagtirilmasi yapilarak STZ uygulanmasinin daha hizli patofizyolojik bir ilerlemeyle
MetS gelistigi gosterilmistir.

Adrenal bezler tarafindan salgilanarak dogal olarak olusan stres hormonu endojen
glukokortikoidler ise hayvan modellerinde bir diger yaygin kullanilan kimyasal ajandir.
Glukokortikoidler, dokularin reseptorlerine baglanarak dogrudan etkilerini gosterirler.
Kanser, otoimmiin hastalik gibi c¢esitli hastaliklarda ila¢ olarak kullanilan ekzojen
glukokortikoidler, organ nakillerinde doku reddini 6nlemek i¢in de kullanilir. Fakat, bu
ajanin kullanilmasi ile glukoz intoleransi, viicut agirlig1 artisi, osteoporoz, bozulmus
kalsiyum homeostazi, merkezi sinir sistemi bozukluklari, ve katarakt gibi yan etkiler
meydana gelmektedir. Bu sebeple MetS modeli gelistirmek icin hem ekzojen hem
endojen glukokortikoidler kullanilir. Glukokortikoidler uygulama yolu, besleme, giinliik
intraperitoneal enjeksiyonlar veya cerrahi olarak implante edilmis glukokortikoid
peletleri olarak hangisi olursa olsun benzer sonuglar gézlenir. Hayvanlarda karaciger ve
iskelet kas dokularinda lipid birikimleri, karin yag: birikimleri, aclik hiperglisemisini,
insiilin direnci, dislipidemi, hipertansiyon bulgular1 glukokortikoid uygulamasiyla
gozlenirken, bu farmakolojik manipiilasyonun ortadan kaldirilmasi tiim bu olumsuz
kosullar tersine ¢cevirmektedir (Wong SK ve ark. 2016).

Bu ¢alismada ise diyet manipiilasyonu ile MetS modeli olusturulmustur. Giiniimiizde
insanlar, yliksek konsantrasyonlarda sakkaroz iceren yiyecek-igecekler ile genellikle
doymus yag asitleri bakimindan yiiksek olan kirmizi eti yaygin olarak tiiketerek ¢ok
daha karmasik olan insan beslenme tipine en benzer olan yiiksek fruktoz ve yiiksek
yagli beslenme rejimi ile model hayvan modelinin kullanilmas: tercih edildi. Bu diyet

ile sicanlarda insanlarda oldugu gibi obezite, bozulmus glikoz toleransi, dislipidemi,
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hiperglisemi, T2DM’ye yatkinlik olusturulmasi hedeflendi. Dolayisiyla, bu hayvan
modeli ile metabolik hastaligin olusumu, gelisimi ve sonuglari sistematik olarak

gozlemlenebilmektedir (Zhou X ve ark. 2014).

Sonug olarak, MetS'i incelemek i¢in hayvan modellerini kullanmanin avantaji oldukga
fazladir. MetS'in insanlarda gerceklestirilmesi zor olan histolojik, fonksiyonel,
biyokimyasal ve morfolojik degisikliklerin izlenmesi hayvan modellemeleriyle
kolaylasmaktadir. Istenen metabolik degisikliklere sahip bir MetS hayvan modelinin
basarili bir sekilde gelistirilmesi i¢in mevcut yerlesik yontemlerin kombinasyonu veya
modifikasyonu kullanilarak MetS patogenezi daha iyi anlagilabilir. Deneysel
aragtirmalarda, insan MetS'1 ile patofizyolojik benzerligin yani sira, bir hayvan modeli
olusturulmas1 ayn1 zamanda tekrarlanabilir, basit, giivenilir ve minimum dezavantajlarla

uygun maliyetli olmas1 sebebiyle tercih edilmektedir (Wong SK ve ark. 2016).

2.4. Vitamin D

2.4.1. Tanimi

Kolekalsiferol (D3 vitamini) ve ergokalsiferol (D2 vitamini) hormonlarinin ortak adi
olan D vitamini, kalsiyum ve fosfat metabolizmasimnin diizenlenmesinde gorev alir
(Kulda V 2012). Yagda ¢oziinebilen bir hormon olan D3 vitamini, kolesterol kokenli
olup balik, kirmiz1 et, siit, yumurta gibi hayvansansal besinlerde bulunurken vitamin D2
bitki ve mantarlardan elde edilir. Giinliik vitamin D ihtiyacinin bir kismi bu besinlerden
karsilanirken temel vitamin D kaynagi cildin st epidermisinde yer alan 7-
dehidrokolestroliin  giinese maruz kaldiktan sonra fotokimyasal tepkime ile
kolekalsiferole (Vit D3) sentezi ile karsilanir (Laird E ve ark. 2010). Vit D3, UVB etkisi
ile deride sentezlendikten sonra karacigerde 25. pozisyonunda hidrolize edilir
(Kalsidiol, [25(0OH)D], 25-OH Vitamin D, 25-Hidroksi kolekalsiferol) ve daha sonra
bobreklerde aktif formu olan 1,25-dihidroksivitamin D’e (Kalsitrol, [1,25(OH)2D])
dontstirilir (Di Rosa M ve ark. 2013). Ardindan neredeyse tim dokularda eksprese
edilen vitamin D reseptoriine (VDR) baglanarak bir¢ok transkripsiyon faktoriinii
aktiflestirir. Onerilen optimal D vitamini alim1 yasa bagli olmakla birlikte ilk 1 yasima
kadar ¢ocuklarin giinde 400 IU'ya, 1-50 yas aras1 kisilerin giinde 200 IU (international
unit)'ya, 51-70 yas arasindaki kisilerin giinde 400 IU’ya ve 70 yasin lizerindeki kisilerin
ise giinde 600 IU'ya ihtiyaci vardir (Di Rosa M ve ark. 2013).
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25-OH Vitamin D serum diizeyleri, D vitamini eksikligini degerlendirmek i¢in bir
gostergedir. Diisiik vitamin D durumu enflamatuar bir durum olarak kabul edilen
osteoporozun patogenezinde rol oynadigi gibi rasitizme de yol agabilir. Epimediyolojik
verilere gore ise, romatoid artrit, tiiberkiiloz, enflamatuar bagirsak hastaliklari, multipl
skleroz, hipertansiyon, kardiyovaskiiler hastaliklar ve spesifik kanser tiplerinde diisiik
vitamin D durumlart goriilmektedir. Ayrica vitamin D takviyesi ile hipertansiyonlu
hastalarda kan basincinin diistiigli, diyabet hastalarinda glukoz seviyelerinin iyilestigi ve
romatoid artrit ve multipl skleroz semptomlarinin iyilestigi gézlemlenmistir (Zittermann

A. 2003; Laird E ve ark. 2010).

2.4.2.Metabolik Sendrom ve Aterosklerozda Vitamin D Calismalari

Obezitenin artmastyla MetS, T2DM, ateroskleroza bagli kardiyovaskiiler hastaliklarin
gelisim riski de beraberinde artmaktadir. Cok sayida ¢alisma D vitamini eksikliginin
MetS patogenezinde gorevli oldugunu ileri siirmistiir (Zuk A ve ark. 2016; Cheng S ve
ark. 2010; Palomer X ve ark. 2008; Wieder-Huszla S ve ark. 2019). Bir ¢alismaya gore
(Wieder-Huszla S ve ark. 2019), abdominal obezitesi olan kadinlarda D vitamini
eksikligi gozlenmistir. Dolayisiyla, bel ¢evresi temelinde teshis edilen obezite igin
onemli bir tan1 kriteridir (riskli bel ¢evresi>80 cm) (Mansouri M ve ark. 2019; Wieder-
Huszla S ve ark. 2019). MetS i¢in tan1 kriterlerinden biri olan obezite insulin direnci
gelisiminin ana faktoriidiir. Yag dokusu ve baska dokularda da iiretilen pro-enflamatuar
ve anti-enflamatuar sitokinler arasinda dengenin bozulmasi ile viseral yag dokusunda
kronik bir enflamasyon meydana gelir. Obez kisilerde insulin direnci ve diger MetS
faktorlerinin gelisimi, D vitamini eksikligi ile iliskilidir. Asir1 kilolu ve obez bireylerde
goriilen vitamin D eksikligi yag dokusunda vitamin D3’ilin tutulmasi sebebiyle
biyoyararlanimin siirli olmasindan kaynaklanir, bireyin ne kadar fazla miktarda yag
dokusu varsa o kadar fazla vitamin D eksikligine sahip oldugu belirlenmistir (Wieder-
Huszla S ve ark. 2019).

Bagisiklik ve metabolik sistemlerin  diizgiin ¢alismasint  engelleyerek kronik
enflamasyona yol acan obezitede ve enflamatuar bir hastalik olan aterosklerozda,
interlokin-6 (IL-6) ve tiimor nekroz faktorii alfa (TNF-a) pro-enflamatuar sitokinler
tarafindan diizenlenen serum C-reaktif protein (CRP) seviyesindeki artis dnemli bir
gostergedir. Caligmalara gore, IL-6’nin aterosklerozu hizlandirdigi ve in vitro olarak

kalsitrioliin [1,25(OH)2D] TNF-a ve IL-6 salgilanmasini doza bagli olarak baskiladigi
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gozlemlenerek, TNF-a ve 25(OH) Vitamin D serum diizeyleri arasinda ters bir iligki
bulunmustur (Zittermann A. 2003).

Ayrica gilines goren bolgelerle yapilan c¢alismalarda, fotokimyasal kaynaginin
patofizyolojik yollar ile ilgili siiregleri diizenleyen epigenomik mekanizmalar1 modiile
ederek olumlu saglik etkilerine sahip olduklari bildirilmistir (Bullon-Vela V ve ark.
2020; Ramzan F ve ark. 2021). Bu nedenle takviye olarak diyetle vitamin D alimlar
veya deride Vit D3 sentezi, epigenetik mekanizmalarla (DNA metilasyonu, miRNA
ifadesi ve histon modifikasyonlar1) gen ifadesi diizenlemesinde rol oynayarak
enflamasyon, obezite, glikoz intoleransi gibi MetS patofizyolojisinde yer alan stirecleri
iyilestirmesiyle metabolik homeostazin saglanmasi agisindan onemlidir (Ramzan F ve

ark. 2021).

2.5. Mikro RNA'lar

2.5.1. Tanim

DNA dizisinde degisiklik olmadan gen ifadesinde meydana gelen kalitsal
modifikasyonlar olan epigenetik diizenlemeler, O6zellikle mikroRNA’lar1 (miRNA)
iceren  kodlamayan = RNA’lar, DNA  metilasyonu/asetilasyonu,  kromotin
modifikasyonlari gibi ¢esitli mekanizmalar ile birlikte etkisini gostermektedir. Kodlama
yapmayan ~22 niikleotid (nt) uzunlugunda olan ve okaryotlarda gen ve protein ifadesi
diizenleyicisi olan miRNA’lar, transkripsiyon sonrasinda translasyonun baskilanmasina
veya mRNA’nimn yikilmasina neden olmaktadir (Hitit M ve ark. 2015; Ulusan Bagc1 O
ve Caner A 2020; Bartel DP 2004).

siRNA (kiiciik interferans RNA) ve piRNA (piwi etkilesimli RNA) gibi kiigiik
RNA’lardan olusan RNA interferans (RNAi) mekanizmasi araciligi ile gen ifadesi
diizenlenmesi ger¢eklesmektedir. RNA1 mekanizmasi, transkripsiyon sonrasi gen ifadesi
diizenlenmesinde kullanilan ve ¢ift sarmalli RNA’nin tamamlayict mRNA zincirinde
gen susturmasinin indiiklendigi bir siiregtir (Hitit M ve ark. 2015; Ulusan Bagc1 O ve
Caner A 2020; Han H 2018).

Diger hayvan ve bitki tiirleri ile tek hiicreli canlilarda da miRNA’lar kesfedilmistir.
Insan genomunda binlerce miRNA geni vardir ve her birinin yiizlerce hedef genlerinin
hiicre gelisimi, hiicre farklilagsmasi, hiicre proliferasyonu, DNA onarimi, insulin

sekresyonu, yaslanma, metabolizma, apoptoz yolaklar1 gibi canlilarin yasamiyla ilgili
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fonksiyonlarda diizenleyicileri oldugu tahmin edilmektedir. Degismis miRNA ifadeleri
ise metabolik, kanser, enfeksiyon ve norodejeneretif hastaliklara kadar bir ¢ok hastalikla
iliskili patogenezde yer alir (Hitit M ve ark. 2015; Ulusan Bagc1 O ve Caner A 2020;
Ramzan F ve ark. 2021; Karabulut S ve ark. 2018).

2.5.2. Biyogenezi

Fizyolojik siirecler ve hastaliklarin fizyopatolojisinde, epigenetik etkilerin molekiiler
seviyelerde anlasilabilmesi i¢in miRNA biyogenezinin 6nemi biiytiktiir (Hitit M ve ark.
2015). Zamansal ve mekansal kontrol altinda olan miRNA’larin biyogenezindeki
degisiklikler kanser, metabolik ve ndrogelisimsel bozukluklar, enfeksiyon gibi bir¢ok
hastalikla iliskilendirilmistir (Ha M ve Kim VN 2014; Hitit M ve ark. 2015; Ulusan
Bagc1 O ve Caner A 2020; Ramzan F ve ark. 2021; Karabulut S ve ark. 2018). miRNA
biyogenezi kanonik ve kanonik olmayan yollar olarak 2 sekilde siiflandirilir. Kanonik
biyogenez yolu, miRNA'larin islendigi esas yoldur ve kanonik olmayan yol ise RNA
polimeraz III enzimlerinden (drosha, dicer) bagimsiz olarak kanonik yolda bulunan
proteinlerin farkli kombinasyonlarini kullanir (O'Brien J ve ark. 2018; Ha M ve Kim
VN 2014).

Kanonik biyogenez yolunda oncelikle, nukleusta miRNA geninden RNA polimeraz II
(RNAaz II) tarafindan transkripsiyonu baslar ve sactokasi yapisinda primer miRNA
(pri-miRNA) sentezlenir. RNA polimeraz Il (RNAaz Il1) enzimi olan Drosha ve onun
kofaktori DGRCRS8’den olusan bir protein kompleksi ile pri-miRNA, prekiirsor
MIRNA (pre-miRNA)’ya doniisiir. Pre-miRNA, eksportin-5 adli tasiyici protein ile
sitoplazmaya geger ve burada diger bir RNAaz III enzimi olan endoniikleaza (dicer)
baglanir. Dicer, ~22 niikleotid uzunlugundaki pre-miRNA’y1 keser ve ¢ift iplikli olgun
mi-RNA olusur. Ayrica dicer tarafindan RNA- indiiklenmis susturma kompleksi (RISC)
olusumu baglamis olur. Olgun miRNA’nin ¢ift ipliklerinden biri yikilir, digeri RISC ile
birleserek Argonaute’a ytiiklenir. Tek iplikli miRNA, RISC tarafindan ydnlendirilerek
cogunlukla hedef mRNA’nin 3’-UTR bdlgesine baglanir ve tam eslesme durumunda
mRNA’nin yikilmasi veya tam eslesmeme durumunda translasyonun baskilanmasina
neden olur. mRNA’da sadece 3’-UTR bolgesine degil, 5’-UTR bdlgesine, kodlanan
bolgeye veya promotor bolgesine baglanarak gen ifadesini diizenleyebilmektedir (Hitit

M ve ark. 2015; Ulusan Bagc1 O ve Caner A 2020). Olgun miRNA’lar sadece hiicre
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icinde kalmay1p hiicre dis1 sivilara salgilanarak eksozomlar gibi vezikiiler cisimlerle kan
dolagimina gecerek gen ifadelerini endokrin bir sekilde diizenlerler, ayrica birgok
biyolojik s1vida da bulunabilirler (Ulusan Bagc1 O ve Caner A 2020; Ramzan F ve ark.
2021).

Exportin5
Kesim iglemi
m!um\ duplml
Sitoplazma
RISC yuklenme
.. RISC RISC
Tam olmayan eglesme

Tam eslesme
&RM hedef kesimi 'I'rmsl-syon baskilanmas:

Sekil 2-13: miRNA biyogenezi (Hitit M ve ark. 2015)

2.5.3. Metabolik Sendrom ve Aterosklerozda miRNA Arastirmalari

RNAi1 mekanizmasi ile spesifik miRNA'lar1 asir1 eksprese ederek veya susturarak
miRNA’nin ve hedef genlerinin isleyisini ve fonksiyonlarini arastiran ¢aligmalar devam
etmektedir (Vidigal JA ve ark. 2015, Silveira A ve ark. 2022; Schober A ve ark. 2022).
Son yillarda, miRNA’larin kan dolagiminda ve bir¢ok hiicre dis1 sivida bulunabilmesi
sayesinde, hastaliklarin tanisinda ve prognoz tayininde kullanilabilecek invaziv olmayan
biyobelirtecler ile ilgili calismalara 6ncelik verilmektedir (Ulusan Bagc1 O ve Caner A
2020; Feinberg MW ve ark. 2016, Silveira A ve ark. 2022; Arner P ve Kulyté A 2015).
Ayrica, klasik olan miRNA epigenetik mekanizmasinin disregiilasyonuna iligkin
calismalarla MetS gibi multifaktoriyel hastaliklarin patofizyolojisinin daha 1iyi
anlasilmasi saglanmasi amaglanmaktadir; heniliz epigenetik isaretlerin MetS gelisimi ve
ilerlemesindeki rolii halen net degildir (Ramzan F ve ark. 2021).

Insan sagliginda 6nemli bir rolii olan diyet ve beslenme de dahil olmak iizere gevresel
faktorlerin  epigenetik modifikasyonlar yoluyla metabolik siireglere etki ettigi

bilinmektedir (Ramzan F ve ark. 2021; Ramos-Lopez O ve ark. 2020). miRNA’larla
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etkilesime girebilen diyet faktorleri, bu sayede gen ifadesinin diizenlenmesinde rol
oynayarak hastalik fenotiplerinin Onlenmesi veya ilerlemesiyle iligkili hiicresel
fenotipleri kontrol ederler. Yiiksek yagli diyet hayvan modellerinde yapilan
caligmalarda, lipid metabolizmasi, aterojenik mekanizmalar, yag dokusu iltihabi,
enflamatuar gen regililasyonu ve adipogenez gibi MetS’in patogeneziyle iliskili miRNA
ifadelerinin degistikleri gosterilmistir (Ramzan F ve ark. 2021, Silveira A ve ark. 2022;
Arner P ve Kulyté A 2015; Ortega FJ ve ark. 2013).

Son yillarda miRNA’larin hiicresel adezyon, proliferasyon, lipid alimi gibi
patofizyolojik durumlarin diizenleyicisi olarak ortaya ¢ikmasit ve enflamatuar
mediatorlerin iiretilmesiyle kronik bir enflamatuar hastalik olan aterosklerozda bu
molekiiler sinyal yollarmin iizerindeki etkileri daha iyi anlasilmaya baslanmistir.
Aterosklerotik lezyon olusumunda ve ilerlemesinde kritik yonlerin diizenlenmesinde
miRNA’larin roliiniin 6nemi biiyiiktiir (Feinberg MW ve ark. 2016).

Enflamatuar belirtegleri hedef aldig1 tahmin edilmekte olan miR-1, miR-19a, miR-21,
miR-27a, miR-33, miR-124, miR-125a, miR-146a, miR-155, miR-187, miR-199a, miR-
214, miR-223 gibi miRNA’larin ¢ok azi ateroskleroz agisindan arastirilmistir. Bu tez
calismasinda segilen miR-146a ve miR-21’in ve hedef genlerinin MetS ve beraberinde
aterosklerotik stiregte ifadeleri daha oOnceki ¢alismalarda arastirilmis olup ifadesi
arttirtlan miRNA’larin aterosklerozla iligkili oldugu gosterilmistir. (Ramos-Lopez O ve
ark. 2020; Feinberg MW ve ark. 2016; Raitoharju E ve ark. 2011).

Endotel hiicrelerinde pro-enflamatuar veya anti-enflamatuar sinyal yolaklarinin
dengesini  degistiren spesifik hedeflerin diizenlenmesinde miRNA’larin  rolil
bulunmaktadir. TNF-a gibi biyokimyasal uyaranlara yanit olarak, endotelde miR146a
ifadesinin artmakta olup bu miRNA’nin endotel damar duvarinda bulunan TNF-a ve IL-
1B gibi sitokinlere duyarli bir miRNA oldugu belirlenmistir (Feinberg MW ve ark.
2016; Schober A ve ark. 2022). miR-146a ifadesinin insan ve kemirgenlerde
aterosklerotik plaklarinda artmis oldugunu gosteren ¢alismalar mevcuttur (Raitoharju E
ve ark. 2011; Feinberg MW ve ark. 2016). Ayrica, anti-enflamatuar olan miR-146a
obezitede yag dokularinda ifadesi azaldigi gosterilmistir (Ramos-Lopez O ve ark.
2020).

Diiz kas hiicresinin diizenlenmesinde rol alan miR-21 ise wvaskiiler yaralanma
caligmalarinda diiz kas hiicresi proliferasyonunu artirict role sahip oynasa da,

aterosklerotik lezyon olusumundaki gorevi heniiz net degildir ve aterosklerotik
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ilerlemeyi azaltip azaltmadigini degerlendirebilmek icin daha fazla ¢alisilmas: gerektigi
belirtilmektedir (Feinberg MW ve ark. 2016). Ayrica, miR-21’in azalmis ifadesinin
obezitede artmis enflamatuar sitokin tiretimi ile iliskili oldugu belirlenmistir (Ramos-
Lopez O ve ark. 2020).

Bu tez calismasinda, mevcut literatiir bilgilere gore secilen miR-21 ve miR146a’nin
MetS modeli sigan gruplariin aort dokularindaki ifade diizeylerine Vit D’nin etkisi

arastirildi.

2.5.4. Aort Dokusunda Arastirllmak Uzere Secilen Proteinler

Bu tez calismasinda, MetS sigan modelinde, Vitamin D’nin (VitD) ateroskleroz gelisim
siirecinde aort doku morfolojisine ve endotel hasari iizerine etkisi, agagida bahsedilen
proteinlerin immiinohistokimyasal olarak belirlenen seviyeleri ile arastirildi.

Aort doku kesitlerinde incelenmek iizere secilen alfa diiz kas aktin (a-SMA), vaskiiler
diiz kas hiicrelerinden eksprese edilir ve fibrogenezde rol oynar. ACTA2 geni tarafindan
kodlanir. Saglikli bir arterde de diiz kas hiicreleri bulunur ve mediyadaki tek hiicrelerdir
ve genellikle kasilma fenotipindedirler. Bu hiicreler, a-SMA gibi c¢esitli kasilmay1
saglayan proteinleri eksprese ederler. Aterogenez sirasinda ise, diiz kas hiicreleri damar
duvarinda ¢ogalarak birikmektedir (Milutinovi¢ A ve ark. 2020). Bu sebeple a-SMA
incelemesi, gruplar arasinda hiicre yogunluklarini belirleyerek aterogenez siirecini
gozlemlemek amaciyla arastirmaya dahil edildi.

Immiinohistokimyasal olarak arastirilan diger bir protein olan p16 (p16™%%?)  hiicre
dongiisiiniin diizenlenmesinde rol oynayarak hiicre boliinmesini yavaslatan ve vaskiiler
yaglanma (Senesens) ile iliskili olan bir timor baskilayict proteindir. CDKN2A geni
tarafindan kodlanir, bu gendeki bir delesyon ile hiicre bolinmesi hizlanarak bir ¢ok
kanser tiiriine neden olabilmektedir (Nobori T ve ark. 1994; Stone S ve ark. 1995).
Yaslanma, MetS igin risk faktoreleri arasindadir (Bonomini F ve ark. 2015). p16’nin
DNA hasar1 veya senesens yoluyla aktivasyonu dokularda p16 birikmesine yol acar ve
hiicrelerin yaslanmasina neden olur (Rayess H ve ark. 2012). Aort dokusunda
aterogenezde yaslanma siirecinin gozlenmesi amaciyla bu tez ¢aligmasi kapsamina dahil
edilerek incelendi.

Karaciger, kas ve yag dokusunda gerceklesen lipid, kolesterol ve glikoz
metabolizmasini diizenlemekten sorumlu (Fryer LG ve ark. 2002; Saha AK ve ark.
2004; LeBrasseur NK ve ark. 2006) olan 5’-adenozin monofosfat (AMP) ile aktive
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edilmis protein kinaz (AMPK), ayrica hiicre enerji dengesinin maksimum sekilde
dengede tutulmasini saglar. AMPK obezite, enflamasyon, diyabet gibi metabolik
hastaliklarda diizensiz olarak ¢alismaktadir (Kismiroglu C ve ark. 2020). Insiilin direnci,
diyabet ve kanser gibi kronik hastaliklar icin asir1 beslenme ve obezite risk
faktorlerindendir. Ana besin kaynaklarindan olan glikoz, yag asitleri ve amino asitlerin
birikmesi AMPK'y1 baskilayarak insiilin direncine neden olur (Coughlan KA ve ark.
2013; Kismiroglu C ve ark. 2020). AMPK aktivasyonunun aterosklerozun ana
nedenlerinden biri olan enflamasyonu azalttigi ve buna bagli olarak ateroskleroz
gelisimini belirgin sekilde azalttigi belirlenmistir (Ou H ve ark. 2018; Ma A ve ark.
2017; Weng SY ve Schuppan D. 2013; Mounier R ve ark. 2013). Bu ¢alismada, enerji
hemoastazinda rol alan AMPK enziminin aktif altliniteleri olan alfal/alfa2 proteini
immiinohistokimyasal olarak incelendi.

miR21’in hedef genlerinden biri oldugu bilinen (Nagao Y ve ark. 2012; Hu J ve ark.
2016) ve metalloproteinaz inhibitér olan TIMP3 (Tissue inhibitors of
Metalloproteinases 3), hiicre dis1 alandaki proteinlerle etkilesime girmektedir. Matriks
metalloproteinazlar (MMP'ler) ve TIMP’ler arasindaki denge bozulursa fibrozise,
matriks proteinlerinin fazla birikmesine veya hiicre disi matris dejenerasyonuna neden
olabilir (Takawale A ve ark. 2015; Fan D ve ark. 2020). TIMP3 mRNA, ¢ok sayida
mikroRNA i¢in bir hedef olan uzun bir 3' cevrilmeyen bdlgeye (UTR) sahiptir.
miRNA’lar TIMP3’e baglanir ve ekspresyonunu azaltir. Cesitli kardiyovaskiiler
hastaliklarda TIMP3 diizeyleri azalir ve TIMP3 artist hastalif1 iyilestirirerek
kardiyovaskiiler hastaliklarin TIMP3 igin terapotik bir potansiyel oldugu calismalarda
gosterilmistir (Fan D ve ark. 2020; Takawale A ve ark. 2017). TIMP3’iin T2DM’li
hastalardan alinan karotis aterosklerotik plaklarda azaldig: belirlenmistir (Cardellini M
ve ark. 2009). TIMP3 eksikligi, ApoE-nakavt farelerinde enflamasyonu arttirmakta ve
aterosklerozun ciddilesmesine sebep olmaktadir (Stohr R ve ark. 2014). TIMP3’in
makrofajlarda asir1 ifadesinde ateroskleroz ilerleyisi azalmaktadir (Casagrande V ve ark.
2012). Ayrica, baska bir ¢alismada, TIMP3’lin endotel hasarinda, diiz kas hiicresi
aktivasyonu ve ateroskleroz gelisimi {izerindeki inhibitdr etkilerine aracilik ettigi
bildirilmistir (Son D ve ark. 2017). Bu calismada, yiiksek yagh yiiksek fruktozlu

beslenmenin aterogenez siirecine etkisi TIMP3 proteinin ifadesi tizerinden incelendi.


https://www.frontiersin.org/articles/10.3389/fphys.2020.00661/full#B139
https://www.frontiersin.org/articles/10.3389/fphys.2020.00661/full#B24
https://www.frontiersin.org/articles/10.3389/fphys.2020.00661/full#B24
https://www.frontiersin.org/articles/10.3389/fphys.2020.00661/full#F2
https://www.frontiersin.org/articles/10.3389/fphys.2020.00661/full#B136
https://www.frontiersin.org/articles/10.3389/fphys.2020.00661/full#B25
https://www.frontiersin.org/articles/10.3389/fphys.2020.00661/full#B25
https://www.frontiersin.org/articles/10.3389/fphys.2020.00661/full#B130
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3. GEREC VE YONTEM

3.1. Materyal
3.1.1. Kullamlan deney hayvanlarn
Istanbul Saglhk Bilimleri Universitesi, Mehmet Akif Ersoy Gogiis Kalp ve Damar

Cerrahisi Egitim ve Arastirma Hastanesi, Deneysel Arastirma ve Gelistirme
Merkezi’nde (IDEA) inbred iiretilmis 32 adet 10-12 haftalik erkek Sprague Dawley
sigan ile MetS modeli “Diyete Bagli Endotel Hasar1 Olusturulan Ratlarda RANKL/OPG
Sinyal Yolagi Aktiviteleri” baglikli TYL-2019-32715 proje kapsaminda daha Once
olusturuldu. Bu tez calismasinda kullanilan aort dokular1 i¢in Deneysel Arastirma ve
Gelistirme Merkezi (IDEA) Etik Kurulundan onay alind1 (21.02.2020- 2022/02).

3.1.2. Kullamlan kimyasallar

Hayvan deneyinde kullanilan kimyasallar Tablo 3-1’de verilmektedir.

Tablo 3-1: Hayvan deneyinde kullanilan kimyasallar

Hayvan deneyinde kullanilan kimyasallar ~ Markasi

Vitamin D Devit-3 300.000 1U/ml I.M/ORAL Ampul,
Deva Ilag

D-(-)-Fruktoz Merck

Ksilazin Basilazin %2, Bavet ilag

Ketamin Ketax

Formaldehit EMBOY

%10 formol salin Manuel hazirlandi

Izotonik NaCl ¢ozeltisi Polifarma
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Molekiiler tekniklerde kullanilan kimyasallar Tablo 3-2’de verilmektedir.

Tablo 3-2: Molekiiler tekniklerde kullanilan kimyasallar
Molekiiler tekniklerde kullanilan kimyasallar Markasi

DEPC (Dietil Pirokarbonat) Sigma
%100 isopropanol Sigma
Kloroform Merck
Ethanol Absolute Gr For Analysis, 2.51t Merck
TRIzol™ Reagent 100 mL Thermo Fisher
LightCycler® 480 Probes Master Roche
RNaz ZAP Sigma

Immunohistokimyada kullanilan kimyasallar Tablo 3-3’de verilmektedir.

Tablo 3-3: Immunohistokimyada kullanilan kimyasallar

Immunohistokimyada kullanilan kimyasallar =~ Markasi

Ethanol Absolute Gr For Analysis, 2,5 It Merck

Toluen Gr For Analysis, 2,5 It Merck

Fosfat Tamponu (PBS Tablet) MPBio

Sitrat Tamponu (pH:6) Bio optica 15-M103
Antibody Diluent, 100ml Zytomed ZUC025-100
Hematoksilen Mayer’s

Eosin

Asit alkol Manuel Hazirland1

%3 H,0, Cozeltisi Manuel Hazirlandi
Entellan Merck

3.1.3. Kullanilan Kkitler

Thermo Fisher TagMan™ MicroRNA Reverse Transcription Kit 200 rx
4366596 kullanilarak cDNA sentezi yapildi. Secilen miRNA’larin ifade
diizeylerinin kantitatif RT-PZR yontemi ile belirlemek i¢in TagMan®
MicroRNA Assayler kullanildi.

Immunohistokimya tekniginde Thermo Scientific UltraVision Detection System
Large Volume Anti-Polyvalent, HRP (RTU) Ref:TP-125-HL 00-2007
Invitrogen Corperation (UK) AEC (red) Substrate Kit (Aminoethyl Carbazole
Substrate Kit) kit kullanildi.

Atom Scientific LTD. Masson Trichrome Stain Kit (Methyl Blue) Code:
RRSK20-2010 kit kullanilarak Masson boyamalar yapildi.

Von Kossa boyamada ise Atom Scientific LTD. Von Kossa Stain Kit Code:
RRSK38-100 kit kullanildi.



3.1.4 Kullanilan cihazlar ve sarf malzemeler

Bu tez caligmasi kapsaminda kullanilan cihazlar Tablo 3-4’de verilmektedir ve

kullanilan sarf malzemeler Tablo 3-5’ de verilmektedir.

Tablo 3-4: Kullanilan cihazlar
Kullanilan cihazlar
Bilgisayarlar

Mikropipetler

Buzdolaplar1 ve derin dondurucular (+4
°C, -20 °C, -80 °C)

Steril kabin (Sinif II)
Homojenizasyon aleti
Otoklav, etiiv

Sogutmali Santrifiij

Mini santrifiij
Spectrofotometre (NanoDrop 2000)
PZR cihazi

LightCycler® 480

Hassas terazi

Vortex

Buz cihazi

Mikrotom cihaz1

Mikrodalga firin

Isik mikroskobu

Distile su sistemi

Glukometre ve glucostix

Deri kumpasi

Tablo 3-5: Kullanilan sarf malzemeler
Kullanilan sarf malzemeler

Filtreli pipet uclar

1,5 ml santrifijj tiipleri/ 0,2 ml PZR tiipleri
96 Well Plate ve sealing film

Kan tiipleri, EDTA’I1 tiip

Insiilin enjektorii

Idrar analiz stripleri

Lamel 24x60

Pozitif Yiikli Lam (72’11 Kutu)

Sale, beher

Thermometre

Mikrotom Bigag1

Immunohistokimya boyama kab1

Markasy/Modeli
Philips

Eppendorf

Bosh, Ugur, Thermo

Ozkaracelik, KRB 96
IKA, T 10 Ultra-Turrax
Elektro-Mag M420B
Thermo Scientific™
Eppendorf

Thermo Scientific™
Techne 412, BioRad
Roche Diagnostic
Shimadzu
Elektro-Mag M16
Cornelius

Reichert 390965
Beko 1550

Leica (DM 2500)
Millipore Elix3
IME-DC

BZ-Tech
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3.2. Yontem

3.2.1. Deneysel Hayvan Modelinin Olusturulmasi

Bu calismada endotel hasar1 ve erken evre ateroskleroz gelisimini olusturmak igin
metabolik sendrom (MetS) modeli 6zel diyet ile saglandi. 10-12 haftalik Sprague
Dawley erkek sicanlar 50*30*30 cm kafeslere 3’er-4’erli olmak tiizere yerlestirildi.
Sicanlar 21 derecede, 12 saat aydinlik ve 12 saat karanlik olacak sekilde zaman
periyoduna uygun olarak tutuldu. Deney baslangicinda tiim gruplardaki hayvanlarin
aclik kan sekeri 6l¢timii glukoz dl¢tim (glucometer) cihaz ile yapildi. Deney hayvanlari
oncelikle: Metabolik sendrom (MetS ve MetSD) ve saglikli (SK ve SKD) gruplar olarak
rastgele iki ana gruba ayrildi. Sonra VitD uygulanan (SKD ve MetSD) ve
uygulanmayan (SK ve MetS) seklinde 4 deney grubu olusturuldu ve 15 hafta takip
edildi. Sicanlar 26-28 haftalik olduklarinda deney sonlandirildi. Tiim deney gruplarinin
takiplerine baslandiginda, takibin 3. haftasinda Vitamin D uygulamasi 6ncesinde ve 15.
haftanin sonunda disseksiyon 6ncesinde sedasyon altindaki Siganlarda aglik kan glukozu
Olclimleri yapildi. Ayrica tiim siganlarin haftalik agirliklari, bel ve deri kalinlik
Ol¢iimleri yapildi.

Kontrol gruplarindaki siganlar (SK ve SKD) standart diyet ve ¢esme suyu ile beslendi.
MetS gruplarindaki (MetS ve MetSD) siganlar, %20’lik fruktozlu su ve %17 yag - %17
fruktoz iceren yemlerden tiiketmeleri saglandi (Gancheva S ve ark. 2015). SKD ve
MetSD gruptaki siganlara 12 hafta boyunca haftada bir kez olmak {izere vitamin D (170
U/ hafta, oral) (Elseweidy ve ark. 2017) uygulamasi yapildi.

Deney gruplarimin ayrintil aciklamasi asagidaki gibidir:

Grup | (n=8) - Saghkh kontrol grubu: Deney siiresince ¢esme suyu ve standart yem
verildi. Her hafta agirlik, deri kalinlig1 ve bel cevresi dlcii takibi yapildi. Bu gruptaki
siganlardan baslangigta, 3. hafta ve 15. haftanin sonunda kulak kanindan alinan 1’er
damla kan, kan glukozu &lgiim seritlerine (glucostix) yiiklenerek ve kan glukoz dl¢iim
(glucometer) cihazi ile 6l¢iim yapildi ve 15. hafta sonunda disseksiyonda kalpten tiim
kan ornekleri alimarak serumlar1 ayrilarak biyokimyasal testler icin uygun sartlarda

saklandi.



37

Grup Il (n=8) - Vitamin D uygulamasi yapilan kontrol grubu: Deney siiresince
¢esme suyu ve standart yem verildi. Her hafta agirlik, deri kalinlig1 ve bel gevresi Olcii
takibi yapildi. Deneyin 3. haftasinin sonundan itibaren 12 hafta boyunca haftada 1 kez
oral vitamin D uygulamasi (170 IU/hafta) yapildi. Bu gruptaki si¢canlardan baslangigta,
3. hafta ve 15. Haftanin sonunda kulak kanindan alinan 1’er damla kan, kan glukozu
Olciim seritlerine (glucostix) yiiklenerek ve kan glukoz 6l¢lim (glucometer) cihazi ile
Ol¢tim yapild1 ve 15. hafta sonunda disseksiyonda kalpten tiim kan Ornekleri alinarak

serumlar1 ayrilarak biyokimyasal testler i¢cin uygun sartlarda saklandi.

Grup 111 (n=8) - Metabolik Sendrom (MetS) grubu: 15 hafta boyunca diizenli olarak
%20’1ik fruktozlu sudan ve %17 yag ve %17 fruktoz igeren yemlerden tiiketerek
olusturulan MetS modeli siganlarin her hafta agirlik, deri kalinlig1 ve bel cevresi Olcii
takibi yapildi. Bu gruptaki sicanlardan bagslangicta, 3. hafta ve 15. haftanin sonunda
kulak kanindan almman 1’er damla kan, kan glukozu olgiim seritlerine (glucostix)
yiiklenerek kan glukoz olgiim (glucometer) cihazi ile Ol¢iim yapildi ve 15. hafta
sonunda disseksiyonda kalpten tiim kan Ornekleri alinarak serumlar1 ayrilarak

biyokimyasal testler i¢cin uygun sartlarda saklandi.

Grup IV (n=8) - Metabolik Sendromda (MetS) Vitamin D uygulamasi yapilan
grup: 15 hafta boyunca diizenli olarak %?20’lik fruktozlu sudan ve %17 yag ve %17
fruktoz iceren yemlerden tiiketerek olusturulan MetS modeli sicanlarin her hafta agirlik,
deri kalinlig1 ve bel c¢evresi 6l¢ii takibi yapildi. Deneyin 3. haftasinin sonundan itibaren
12 hafta boyunca haftada 1 kez oral vitamin D (170 IU/ hafta) uygulamasi yapildu.
Sonugta bu gruptaki siganlardan da baslangigta, 3. hafta ve 15. Haftanin sonunda kulak
kanindan alinan 1’er damla kan, kan glukozu 6l¢iim seritlerine (glucostix) yiiklenerek
kan glukoz o6l¢iim (glucometer) cihazi ile Ol¢iim yapildi ve 15. hafta sonunda
disseksiyonda kalpten tiim kan oOrnekleri alinarak serumlar1 ayrilarak biyokimyasal

testler i¢in uygun sartlarda saklandi.

Her gruptaki sekizer sicandan, 15. haftanin sonunda disseksiyon oncesi kulaktan aglik
kan glukozu o6l¢timii yapildi. Tim siganlarin intraperitonel olarak gergeklestirilmis
ketamin-HCI (50 mg/kg) ve ksilazin-HCI (10 mg/kg) anestezisi ile sedasyonu

saglandiktan sonra kalplerinden alinan tiim kandan serum ayrilarak biyokimyasal testler



38

i¢in uygun sartlarda saklandi. Ardindan tiim siganlarin aort doku 6rnekleri alinarak bir
kism1 %10’luk nétral formalin iginde fikse edilirken dokularin diger kisimi sivi azotta
(100-200 mg olarak) sok dondurmasi gergeklestirildi. Serum ornekleri ve Sivi azot

igerisindeki dokular ve -80°C’ye kaldirilarak saklandi.

3.2.2. Dokularin Histolojik incelemeleri

Deney sonunda alinan aort doku drnekleri, %10’luk formol salin igerisinde +4°C’ de bir
gece fikse edildikten sonra doku takip prosediirii uygulanarak parafine gomiildii.
Mikrotom (Leica) cihaziyla 4 um’luk parafin doku kesitleri pozitif sarjli lamlar iizerine
alindiktan sonra bir gece 37°C’de etlivde bekletilerek doku kesitlerinin lam {izerine
adhezyonu saglandi.

Aort doku kesitlerinde morfolojik incelemeler yapmak i¢in Hematoksilen-Eosin,

Masson Trichrome ve Von Kossa boyamasi yapildi.

3.2.2.1. HEMOTOKSILEN-EOZIN BOYAMA
1. Boyanacak doku kesitleri toluolde deparafinize edildikten sonra, 3’er dakika
strastyla 9%100-96-70 alkol serilerinden gegirildi. Distile su ile ¢alkalanip distile

suya indirildi, boylece rehidrate edildi.

2. Doku kesitlerine 30 dakika hemotoksilen ile ¢cekirdek boyamasi yapildi.
3. Doku kesitleri, ¢cesme suyuyla 1-2 kez ¢alkalandi.

4. Kesitler, asit alkole daldirilip ¢ikarildi. (Asit alkol=» 100 ml %70 alkol + 1 ml
HCI)

5. Kesitler, 15 dakika akan su altinda morartildi.

6. Kesitler, 15 saniye eosin ile sitoplazma boyamasi yapildi.

7. Distile suda 2-3 kez calkalandi.

8. Doku kesitleri 3’er dakika sirasiyla %70-96-100 alkol serilerinden gegirildi ve

toluolde 3-5 dakika bekletildikten sonra entellan ile lamel kapatildi.
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3.2.2.2. MASSON BOYAMA

Kullanilan kitin i¢inde tavsiye edilen boyama prosediirii uygulandi.

1.

N o g &~

Boyanacak doku kesitleri toluolde deparafinize edildikten sonra, 3’er dakika
strastyla %100-96-70 alkol serilerinden gecirildi. Distile su ile ¢alkalanip distile
suya indirildi, boylece rehidrate edildi.

Weigert hematoksileni, dokularin iizerini kaplayacak sekilde esit hacimlerde
cozelti A ve B karistirilarak hazirlandi. Doku kesitleri 20 dakika Weigert's Iron
hematoksilen ile boyandi, suda hizlica yikandiktan sonra hazirlanmis %1 asit
alkol soliisyonunda calkalandi.

Doku kesitleri ¢esme suyunda durulandi ve akan ¢esme suyu altinda 25 dakika
morartildi.

Kesitler, 4 dakika Ponceau Fuchsin soliisyonu ile boyandi. Distile su ile durulandi.
Daha sonra 15 dakika Fosfotungstik asit ile muamele yapildi.

Doku kesitlerini yikamadan metil mavisi soliisyon ile 5 dakika inkiibe edildi.
Doku kesitleri distile su ile yikandiktan sonra 1’er dakika sirasiyla %70-96-100
alkol serilerinden geg¢irildi ve toluolde 1 dakika bekletildikten sonra entellan ile

lamel kapatildu.

3.2.2.3. VON KOSSA BOYAMA

Kullanilan kitin i¢inde tavsiye edilen boyama prosediirii uygulandi.

1.

N o g &~ w

Boyanacak doku kesitleri toluolde deparafinize edildikten sonra, 3’er dakika
sirasiyla %100-96-70 alkol serilerinden gegirildi. Distile su ile ¢alkalanip distile
suya indirildi, boylece rehidrate edildi.

Dokularin iizerine Giimiis Nitrat soliisyonu eklenerek 1 saat giiclii 1518a maruz
birakildi.

Doku kesitleri, 3 kez distile su ile yikandi.

5 dakika sodyum tiyosiilfat ile muamele edildi.

Distile su ile 1yice durulandi.

Notral kirmizi ile 5 dakika zit boyamasi yapildi.

Doku kesitleri ¢esme suyu ile yikandiktan sonra 1’er dakika sirasiyla %70-96-
100 alkol serilerinden gegirildi ve toluolde 1 dakika bekletildikten sonra entellan

ile lamel kapatildi.
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3.2.2.4. IMMUNOHISTOKIMYA YONTEMI
Alman parafin doku kesitlerine UltraVision Detection System Large Volume Anti-
Polyvalent, HRP (TP-125-HLX, Thermo Scientific, UK) kiti ile monoklonal ve
poliklonal antikorlar kullanilarak  Streptavidin-Biotin-Peroksidaz ~ yontemi ile
immiinohistokimyasal boyama uygulandi. Immunohistokimyasal boyama icin pl6
(1:100, Santa Cruz, ABD) ve Anti-alpha smooth muscle actin (a-SMA) (1:100, Abcam
ab5694, UK) antikorlar1 ayrica aort dokularinda arastirilan miRNA’larin hedef mRNA
tirtinlerine ait Tissue inhibitors of Metalloproteinases 3 (TIMP3) (1:200, Abcam
ab39184, UK) ve 5'-adenozin monofosfat (AMP) ile aktive edilmis protein kinaz
(AMPK) alfal/2 (1:50, Abcam ab131512, UK) antikorlar1 kullanildu.
Kit icinde tavsiye edilen boyama prosediirii calisilan antikorlara gore modifiye
edilerek uygulandi:

1) Immunohistokimya yontemi uygulanacak doku kesitleri toluolde

deparafinize edildikten sonra, 3’er dakika sirastyla %100-96-70 alkol

serilerinden gegirilerek distile suya indirildi.

2) Antijenleri iyilestirmek i¢in doku kesitleri mikrodalga firinda 10 mM sitrat
tampon (pH:6) igerisinde 3 kez 3 dakika kaynatildu.

3) Endojen peroksidazlari bloke etmek ig¢in methanol ile hazirlanmis %3 H20:
kesitlerin iizerine damlatilarak 10 dakika oda sicakliginda bekletildi. (3 ml
%35 H202 + 32 ml methanol)

4) Doku kesitleri fosfat tuz tamponu (PBS) ile 3 kez 3’er dakika yikandi.

5) Zemin boyanmasinin engellenmesi i¢in Ultra V Block ile 5 dakika muamele
edildi.

6) pl6 (1:100), a-SMA(1:100), TIMP3 (1:200), AMPK (1:50) primer
antikorlar1 antibody diluent (ZUC025-100, Zytomed Systems) ile
sulandirildiktan sonra doku kesitlerinin iizerini kapatacak sekilde yayildi ve
nemli ortamda 1 gece +4°C’de inkiibe edildi.

7) Ertesi giin oda 1sisna alinan boyama kabindaki doku kesitleri PBS ile 3 kez
3’er dakika yikandi.

8) Dokular Biotinylated Goat Anti-Polyvalent (2. antikor) ile 15 dakika inkiibe
edildi.

9) Doku kesitleri 3 kez 3’er dakika PBS ile yikandi.
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10) Dokulara Streptavidin-Peroksidaz Kompleksi damlatildi ve 15 dakika inkiibe
edildi.

11) Doku kesitleri 3 kez 3’er dakika PBS ile yikandi.

12) AEC Substrat-kromojen (3-amino-9-ethylcarbazole) solusyonu doku kesiti
ylizeyini kaplayacak bi¢imde damlatilarak mikroskop altinda renk
reaksiyonu elde edildi.

> Immunohistokimya sonras1 zit boyama igin Mayer’s Hemotoksilen ile 3 dakika
nukleus boyamasi yapildi.

» Doku kesitleri, ¢esme suyu icerisinde yikandiktan sonra 10 dakika PBS ile
morartildi. Ardindan kesitler distile suya alindi.

» Doku kesitleri gliserin jel kapama solusyonu damlatilarak lamel ile kapatildi.

» Kapanan kesitler, Leica DM 2500 model 151k mikroskopu ve Leica DFC280
dijital kamera sstem (Leica Microsystems, Wetzlar, Germany) ile
goriintiilenerek fotograflart ¢ekildi ve Leica LAS yazilim program yardimi ile

degerlendirildi.

Boyama 6ziilliigiiniin kontrolii i¢in negatif kontrol kullanildi. Negatif kontrol doku

kesitine antikor yerine PBS eklenerek bu adim atlandi.

Immunohistokimya goriintiilerinin degerlendirilmesi:

a-SMA, pl6, TIMP3, AMPK antikorlarinin immiin boyamalarinin degerlendirilmesi
icin tiim deney gruplarina ait doku kesitlerinde tiim alanda hem immiin pozitif hiicre
boyanma yogunlugu dikkate alinarak semi-kantitatif degerlendirme yapildi. Her bir
antikorun immiin boyanma yogunluguna gore 4 kategori olusturuldu. Buna gore: O
(boyanma yok), 1+ (zayif ancak tespit edilebilir boyanma), 2+ (orta yogunlukta
boyanma), 3+ (yogun boyanma).

Ayrica pl6 immiin pozitif hiicreler 151k mikroskobunda x400 biiylitmede doku
kesitlerinde tiim alanlarda sayildi. immiin pozitif hiicre ylizdesi asagidaki formiile gore
hesaplandi. [Tmmiin pozitif hiicre yiizdesi = (immiin pozitif hiicre sayisi/ toplam hiicre

sayist) x100]. (Bayoglu ve ark. 2014)
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3.2.3. Deney gruplarindan elde edilen aort dokularinin homojenizasyonu

Her bir gruptan sekizer sigandan alinarak -80°C’ de saklanan aort dokulari buz iizerine
alimarak ¢oOziinmelerine izin vermeden hizlica {izerine QIAzol Lizis Soliisyonu
eklenerek (100 mg doku icin 1 ml olarak) yine buz iizerinde bigakli homojenizator
kullanilarak pargalandi. Homojenizator bigak wuglari, her bir 6rnek homojenize
edilmeden oOnce sirasiyla DEPC’li distile su, 4M Guanidin isotiyosiyanat (GTC), 0.1M
Sodyum Hidroksit (NaOH) ve tekrar DEPC’li distile sudan gegirilerek temizlendi. Her
sollisyon arasinda homojenizatoér ucu temiz pegete ile kurulandi. Trizol igerisinde

homojenat haline getirildikten sonra dokular tekrar -80°C’de saklandi.

3.2.4. Total RNA izolasyonu
Trizol igerisinde homojenat halde bulunan aort dokular1 buz iizerinde ¢6ziildii.

» Kiriyotiipte bulunan homojenatlara stok amagli 800 pl daha trizol ekleyip pipetaj
yapildiktan sonra 1 ml’si yeni bir 1,5 ml’lik santrifiij tiipiine alinarak RNA
izolasyonu i¢in kullanildi.

» Her bir homejenat iizerine +4°C’deki kloroform 200 ul eklendi (1 ml trizol i¢in
0,2 ml kloroform). 15 saniye vortekslendikten sonra buz iizerinde 2-3 dakika
inkiibe edildi.

> Ornekler, +4°C 12.000xg’de 20 dakika santrifiij edildi. Akoz faz dikkatlice yeni
tiipe aktarildi. Uzerine alinabilen akdz faz miktar1 kadar +4°C’deki %100
izopropanol eklendi. Tiipler, alt iist edilerek karistirildi. Ornekler gece boyu -
20°C’de bekletildi.

» Ertesi giin, +4°C 12.000xg’de 10 dakika santrifiij yapildi. Tiiplerin dibinde
biriken total RNA pelletine temas edilmeden mikropipet ile siipernatant atild1 ve
pellet {lizerine 1 ml +4°C’deki DEPC’li su ile hazirlanmis %75 Ethanol
eklendikten sonra tiipler alt iist edilerek ¢alkalandi.

» +4°C 9.000xg’de 5 dakika santrifiij yapildi. Stipernant atildiktan sonra tiipler
ters cevrilerek pellet kurumaya birakildi.

» Pellet kuruduktan sonra 40 pul RNazsiz steril suda ¢oziilen Orneklerin
konsantrasyon ve saflik Olgiimleri yapildiktan sonra -80°C dondurucuda

saklandi.
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RNA safligr ve miktarimin élgiimii

Izole edilen total RNA nin konsantrasyonu, protein ve kimyasal kontaminasyonu olup
olmadig1 belirlenmesinde NanoDrop (nd-2000, NanoDrop Technologies, Inc.,
Wilmington, USA) cihazi kullanildi. 260/280 orani, RNA'daki protein kirliligini
gostermektedir. Bu degerin optimal 1,6-2,0 arasinda olmasi onerilmektedir. 260/230
orani kimyasal kirliligi gostermektedir; 1,6-2,0 araliginda olmasi Onerilir. Bu degerler

arasinda oOlgiilen RNA 6rnekleri kaliteli olarak kabul edilmistir.

3.2.5. miRNA ifade diizeylerinin belirlenmesi

cDNA Sentezi

Aort dokularimdan izole edilen uygun kalite ve miktardaki RNA’lardan cDNA
sentezlenmek iizere Ornekler -80°C’den buz {izerine alindi. Her bir Ornegin
konsantrasyonu ¢cDNA sentez reaksiyonda 50 ng/ul olacak sekilde hesaplanarak
RNAzsiz steril su ile sulandirildi. TagMan™ MicroRNA Reverse Transcription Kit
(Thermo Fisher) kullanilarak total RNA 6rneklerinden tek sarmalli cDNA sentezlendi.

Elde edilen cDNA’larda ve kantitatif gercek zamanli PZR’de literatiire dayanarak
ateroskleroz ve enflamasyonla ilgili gen regiilasyonunda gorev aldigi bilinen miR-21-5p
ve miR-146a-5p miRNA’larin ifade diizeyleri ve endojen kontrol olarak niikleolar
kiicik RNA olan U6’nin ifade diizeyleri TagMan primer-prob assay’leri (Tablo3-6)
kullanilarak belirlendi.

Tablo 3-6: miRNA’lara 6zgii kullanilan TagMan primer-prob assay’leri

Assay Adi Assay Katalog Nosu miRNA dizisi

rno-miR-21-5p 000397 UAGCUUAUCAGACUGAUGUUGA
rno-miR-146a-5p 4427975 UGAGAACUGAAUUCCAUGGGUU
U6 snRNA 001973

Her bir miRNA assay’in icerikleri asagidaki gibidir;
* miRNA'ya spesifik RT primeri
* Asagidakilerin karigimi

- miRNA'ya spesifik ileri PZR primeri
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- spesifik ters PZR primeri
- miRNA'ya spesifik prob

Tablo 3-7: miRNA’lar i¢in cDNA Sentez prosediirii

10 mM dNTP mix: 0,075 ul
RT enz: 0,5 ul

10X RT Buffer: 0,75 ul
RNase inhibitor: 0,095 ul

RNazsiz steril su: 2,08 ul

miRNA primer-probe mix (5X): 1,5 ul

RNA 6rnegi: 2,5 pl

Toplam: 7,5 ul

RNA o6rneklerinin cDNA sentezi, Techne TC-412 Thermal Cycler cihazinda Tablo 3-
6’daki kosullarda yapildi ve sonrasinda kantitasyon i¢in kullanilincaya kadar -20°C’de

saklandi.

Tablo 3-8: ¢cDNA sentezi i¢in sicaklik-zaman protokolii

Asama Sicakhk Siire
Enzim Aktivasyonu  16°C 30 dakika
Denatiirasyon 42°C 30 dakika
Baglanma / Uzama 85°C 5 dakika

Sogutma 4°C 00
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Kantitatif Ger¢ek Zamanli PZR (QRT-PZR)

Gen ifade diizeylerinin miktarlarini belirlemek i¢in kantitatif Ger¢ek-Zamanli PZR (RT-
PZR) yontemi kullanildi. Bdylece arastirma gruplart arasinda karsilastirma
yapilabilmesi saglandi. DNA ¢ogalmasini goriintiileyebilmek i¢in iki ana floresan
sistemden (SYBR Green ve hidroliz prob) biri olan ve sadece spesifik hedeflere
baglanan hidroliz prob teknolojileri kullanildi. Bu teknolojide floresan isaretli
molekiiller belirlenen oligoniikleotitlere baglanir ve tepkime sirasinda olusturduklar

1s1malar ile algilanir.

miRNA’larin LC480 cihazinda kantitatif eg-zamanli polimeraz zincir reaksiyonu (qRT-

PZR) ile ifade diizeyleri belirlendi. Bunun i¢in asagidaki prosediirler uygulandi:

cDNA orneklerinden 1’ser pl ve Tablo 3-7°da gosterilen 9 pl’lik reaksiyon karisimi ile
pipetleme yapilarak 96 kuyucuklu standart plaka igerisinde kantitatif RT-PZR’lar1
yapild.

Tablo 3-9: Arastiritlan miRNA’larin Gergek-Zamanli PZR igerikleri

probe master (LC 480): 5 ul
miRNA primer-probe mix (20x): 0,5 ul
RNazsiz su: 3,5 pul

cDNA: 1 pul

Toplam: 10 pl

Plaka, bir film ile kapatilip karistirmak i¢in kisa siire santrifiijlendi. Gergek-Zamanl
PCR cihazinda (LightCycler480, Roche Diagnostics GmbH, Almanya) PZR yapildi.
Tablo 3-8’daki sicaklik-zaman protokolii uygulandi.
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Tablo 3-10: Arastirilan miRNA’larin Kantitatif Ger¢ek-Zamanli PZR sicaklik-zaman

protokolii

Asama Sicaklik Siire Dongii

On-inkiibasyon 98 °C 5 dakika 1
95°C 10 saniye

Amplifikasyon 60/58 °C 30 saniye 45
60 °C 30 saniye
95°C 7 dakika

Erime Egrisi 60 °C 1 dakika 1
95°C 0

Soguma 40 °C 10 saniye 1

Kantitatif RT-PZR’de ¢cDNA o6rnekleri ¢ift ¢alisildi ve LC480 sisteminin programinda
master karisim igin standart sikliis modu olan ‘“Absolute Quantification w/2nd

Derivative Maximum” metodu ile analiz edilerek Ct degerleri elde edildi.

Gergcek Zamanl PZR (RT-PZR) ile Elde Edilen Ct degerlerinden Rolatif Kantitasyon
Hesabi

PZR sirasinda ¢cogalan DNA miktarindaki artisa paralel olarak real-time PZR cihazinda
okunan floresanin miktar1 da es zamanli olarak artar. PZR {iriinii konsantrasyonu
fluoresan 1s1ma miktarina gore degerlendirilir. Floresan degerlerinin esik degerini
gectigi noktaya esik dongiisii (Ct (cycle treshold), Cp) denir. Ct degeri, sistemin
floresan miktarindaki artis1 farketmeye basladigi ve PZR iiriiniiniin log-lineer fazda

eksponensiyal olarak artmaya basladig1 zamandir.
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Tiim 6rneklerin Ct verileri bir excel dosyasina aktarildi. Real time PZR’da kantitatif
analizlerde genellikle mutlak (absolute) kantitasyon ve bagil (r6latif) kantitasyon olmak
tizere iki metot kullanilir. Bu c¢alismada, genellikle ifade analizlerinde kullanilmakta
olan bagil kantitasyon (rolatif) metodu ile analiz yapildi. Bagil kantitasyon analizlerinde
referans kontrol veya kalibratoriin ifade seviyeleri hedef genin ifade seviyesi ile
karsilastirilarak kantitatif analiz yapilir. Bu c¢aligmada, referans kontrol olarak dizisi
bilinen SNRNA U6 kullanilarak gruplar arasinda miRNA ifadesindeki bagil degisiklikler
AACt yontemi (yaklasim metodu) ile hesaplandi.

AACT: [(CtMetS'Cthousekeeping)'(Ctnormal'Cthousekeeping)]
AACt = ACt (deney grubu (MetS)) - ACt (kontrol grubu)

Ratio = 2-2ACT

3.2.6. istatistiksel Analiz ve Sonuclarin Yorumlanmasi

Arastirilan  her miRNA’nin rolatif kantitasyon degerleri AACt yoOntemine gore
hesaplandi ve gruplar arasinda miRNA ifade diizey farkliliklar birbirleri ile kiyaslandi.
[statistiksel analizler igin SPSS programi (21.0 versiyonu, Chicago, IL) kullanildi.
Gruplar arasinda ifade diizeyleri ve antropometrik dlglimler ile kan glukozu gibi siirekli
degiskenlerin normalligi Shapiro-Wilk testi kullanilarak test edildi. Normal dagilima
uyan parametrelerin karsilastirmalari, ANOVA (Bonferroni'nin ¢oklu karsilastirma testi
ile) kullanilarak yapildi. Normal dagilima uymayan parametreler i¢in 2’li gruplar
arasinda ANOVA (nonparametrik Dunnett T3 testi’nin ¢oklu karsilastirmalari ile) ve
2’den fazla grup karsilastirmasinda Kruskal-Wallis testi kullanildi. Ayrica, siirekli
degiskenler arasindaki iliskiyi Olgmek igin Spearman's rank-order korelasyonu
kullanildi. Korelasyon analizinde, korelasyon katsayisi (r) ve anlamlilik diizeyleri
belirtildi. R degerleri, 0.00-0.25 (gok zayif), 0.26-0.49 (zayif), 0.50-0.69 (orta), 0.70-
0.89 (yiiksek), 0.90-1.00 (¢ok yiiksek) olarak degerlendirildi. p<0.05 istatiksel olarak
anlaml kabul edildi.

[statistiksel analizlere MetS grubu harig diger {i¢ gruptan birer sican demografik ve kan

glukozu 6l¢iim sonuglarindaki eksiklikler sebebi ile dahil edilmedi.
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4. BULGULAR

Bu calismada endotel hasar1 ve erken evre ateroskleroz gelisimini olusturmak igin
metabolik sendrom (MetS) modeli diyet ile saglandi. Yiiksek yag-fruktoz diyeti ile
beslenen sicanlarda, oksidatif stres, bozulmus glukoz toleransi, dislipidemiyle birlikte
artan viicut agirligi, karin gevresinde yag birikimi ve buna baglh erken evre
aterosklerozun baslangici olan endotel hasarinda iliskili olabilecek miR-21 ile miR-
146a’nin ifade diizeyleri ile bunlarin hedef genleri ve VitD tedavisi arasindaki iliski

arastirildi.

Bunun i¢in, kontrol gruplariyla birlikte MetS sicanlar ve bunlarin VitD uygulamasi
yapilan gruplar olmak iizere toplam 4 grupta iliskili olabilecek miRNA’larin ifade
diizeyleri karsilastirildi.

Arastirma grubunun daha onceki bir tez ¢alismasinda, yiiksek yag/frukoz diyeti ve STZ
ile olusturulmus T2DM si¢an modelinde (Celebi G ve ark. 2022) aort dokularindaki
endotelyal hasara VitD’nin OPG/RANKL sinyal yolagindaki genlerin ifade diizeylerini
etkiledigi gosterildi (Celebi G ve ark. 2022). Bu projede ise, literatiirdeki MetS hayvan
modelleri degerlendirilmis ve kimyasal yontemler kullanilmadan (STZsiz) 6zel diyet ile
olusturulmus bir model (Gancheva S ve ark. 2015) kullanilarak giinliik hayata en yakin
kosullar elde edildi. Bu amagla, islenmis gidalarda siklikla kullanilan yiiksek hayvansal
yag-fruktoz ile diyabet ve santral obeziteye bagli erken evre ateroskleroz olusmasi
saglandi. Boylece yliksek yag-fruktoz olan 6zel diyete bagh gelisen MetS gruplari
normal diyetle beslenen kontrol gruplar ile karsilastirilarak VitD ile ateroskleroz

baslangicinda degisen gen ifadelerine etkisi arastirildi.

Bu ¢alismada, yiiksek yag-fruktoz diyeti ile olusturulan MetS modelinde (Gancheva S
ve ark. 2015), aterogenezin baslangi¢c patogenezi olan endotel hasarinda, ilgili gen
regiilasyonunda gorev aldigi bilinen miR-21-5p ve miR-146a-5p miRNA’larin aort
dokularindaki ifade diizeylerine ve histolojik olarak doku morfolojisine VitD’nin etkisi
aragtirilmasiyla birlikte miR-21-5p’nin hedef gen iriinlerinden biri olan TIMP3’e ek
olarak a-SMA, p16, AMPK aort dokularinda immunohistokimyasal olarak arastirildi.
Dokularin  morfolojileri Hematoksilen-Eosin, Masson {iglii boyasi ve Von Kossa
boyamalar1 ile incelendi. Elde edilen tiim sonugclar istatistiksel olarak degerlendirildi.

MetS’de Bu arastirmadan elde edilen bulgularimizin, ateroskleroz etiyopatogenezinin
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daha iyi anlasilip hem bu patolojinin 6nlenmesine hem de yeni tedavi hedeflerinin
belirlenmesine katki saglamasi ve ileride yapilmasi planlanan daha kapsaml

arastirmalar i¢in onbilgilerin elde edilmesi hedeflendi.

4.1. Achk Kan Glukozu Seviyesi

Deneyin baglangicinda tiim gruplarin kan sekerleri Olgiildii ve deney gruplar
olusturuldu. Kan sekeri sonuglar1 istatistiksel olarak degerlendirildiginde gruplar
arasinda anlamli fark olmadigi goriildi. (p=0.985). MetS grubuna ait kan glukozu
degerlerinin deney sonunda diger gruplara yiiksek oldugu ve tiim gruplarla arasinda
istatistiksel olarak ¢ok ileri derecede anlamli olarak fark oldugu saptandi (p=0.0001). 3.
haftadan itibaren VitD uygulanan MetSD grubunda (157.7£34.7) kan glukozu
degerlerinin diistiigli ve MetS grubuyla (198.7+34.8) kiyaslandiginda anlamli fark
oldugu bulundu (p<0.05).

Aglik kan glukozu diizeyleri baslangigta tiim gruplarda ortalama 79.6+18.9 iken, 15.
haftada ise (SK; 110.4+26.8, SKD; 106.1+20.3, MetS; 198.7+34.8, MetSD; 157.7+34.7,
p=0.0001) bulundu.

Tablo 4-1: Deney gruplarina ait aglik kan glukozlar1 (mg/dl) ortalamasi

Olciim SK (n=7) SKD (n=7) MetS (n=8)  MetSD (n=7) P degeri*
zamany/Gruplar

Baslangic 79.6£13.5 77.4£23.6 81.4+24.8 80.0£14.5 0.985

3. Hafta 81.0£11.9 92.1+6.3 84.9+19.7 103.1£5.8 0.016

15. Hafta 110.4£26.8 106.1+£20.3 198.7+34.8 157.7+£34.7 0.0001

(SK: Saglikli kontrol, SKD: Kontrol-vitaminD, MetS: Metabolik Sendrom, MetSD:
Metabolik Sendrom-vitaminD)
*ANOVA testi, p<0.05 anlamlilik degeri
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Aclik Kan Glukozu
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Sekil 4-1: A¢lik kan glukozu takibi (mg/ dl)
(SK: Saglikli kontrol, SKD: Kontrol-vitaminD, MetS: Metabolik Sendrom, MetSD:

Metabolik Sendrom-vitaminD)

4.2. Idrar verileri

Deney gruplarindaki sicanlarin disseksiyon esnasinda mesanesinden alinabilen idrar
orneklerinde MetS gruplarinda idrarda glukoz saptanirken (42.9+53.4 mg/dl) diger deney
gruplarinda idrarda glukoz goriilmedi (p<0.026).

Tablo 4-2: Tim deney gruplarina ait idrar verileri

Parametreler/Gruplar = SK (n=7) SKD (n=6) MetS (n=7)  MetSD (n=7) P degeri*

Protein (mg/dl) 242.9+497.6 | 219.2+128.1 | 185.7£106.9  300.0+0.0 0.170
pH 7.6+£0.6 6.5+0.0 6.5+0.0 6.5+0.0 0.0001
Dansite 1.0+0.0 1.0+0.0 1.0+0.0 1.0+0.0 0.330
Keton (mg/dl) 6.4+3.8 5.0+0.0 7.944.9 5.0+0.0 0.294
Bilirubin (mg/dl) 0.3+0.5 0.0£0.0 0.0+£0.0 0.0+£0.0 0.114
Glukoz (mg/dl) 0.00.0 0.0+0.0 42.9+53.4 0.0+0.0 0.026

(SK: Saglikli kontrol, SKD: Kontrol-vitaminD, MetS: Metabolik Sendrom, MetSD:
Metabolik Sendrom-vitaminD)
*Kruskal-Wallis testi, p<0.05 anlamlilik degeri
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4.3. Viicut Agirhig Olciimleri

Deney baslangicindan deney sonuna kadar deney gruplarindaki tim deney
hayvanlarimin agirliklar1 haftalik olarak olgiildii (Tablo 4-3). Deney sonunda MetS
grubu (438.1+40.8) ile SK (359.9+33.2), SKD (397.0+24.1), MetSD (349.9+57.6)
gruplar1 arasinda ¢ok ileri derecede anlamli fark bulundu (p=0.001). VitD tedavisi
uygulanan MetS grubunda ise MetS grubu ile kiyaslandiginda viicut agirliklarinda
azalma gorildii.

Viicut agirliklart baslangigta tiim gruplarda ortalama 254.6+36.8. 15. haftada SK;
359.9+33.2, SKD; 397.0+24.1, MetS; 438.1+40.8, MetSD; 349.9+57.6, p=0.001 bulundu.
15. haftadaki Olctimlerin ikili grup karsilastirmalarinda (Bonferroni post hoc test),

MetS-SK (p=0.006) ve MetS-MetSD (p=0.002) arasindaki farklarin anlamli oldugu

belirlendi.

Tablo 4-3: Deney hayvanlarinin viicut agirliklarinin (gr) ortalamasi

Olciim SK (n=7) SKD (n=7) MetS (n=8) MetSD (n=7) P
zamany/Gruplar degeri*
Baslangic 235.7£22.2 292.1+43.4 237.3+26.3 255.9+£25.8 0.006
1. Hafta 251.3£21.7 302.1+43.3 251.0429.4 271.7424.6 0.013
2. Hafta 259.9+23.1 320.3447.7 266.4+29.8  287.9+27.2 0.009
3. Hafta 268.9+32.7 327.4+38.0 288.9+32.8 308.94+22.3 0.013
4. Hafta 283.6+£22.3 320.7+54.5 307.2+34.5 320.8426.6 0.212
5. Hafta 293.6+£26.5 347.6+35.3 327.3+37.0 336.64+28.1 0.026
6. Hafta 299.1+26.9 340.8£33.6 341.4+36.3  352.7+£20.7 0.015
7. Hafta 312.1+£28.4 362.9+33.3 355.5435.2  360.5+17.5 0.011
8. Hafta 325.4+29.1 358.8+19.8 368.8433.0 354.9+15.1 0.022
9. Hafta 331.9+30.7 368.8+22.1 376.4+£30.2 359.3+£19.4 0.019
10. Hafta 321.2+35.3 372.6+18.8 389.4+33.5 353.9+22.0 0.001
11. Hafta 342.1+£31.2 383.5+29.3 407.5+37.8 374.5+28.0 0.006
12. Hafta 351.2+33.2 386.1+28.9 416.2+38.8  383.3+43.5 0.021
13. Hafta 353.1£36.6  386.8+29.1 417.9+43.0 372.0+44.8 0.025
14. Hafta 352.4+36.3 382.0+25.1 425.4+38.9  360.7+46.8 0.004
15. Hafta 359.9+33.2 397.0+24.1 438.1+40.8 349.9+57.6 0.001
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(SK: Saglikli kontrol, SKD: Kontrol-vitaminD, MetS: Metabolik Sendrom, MetSD:
Metabolik Sendrom-vitaminD)
*ANOVA testi, p<0.05 anlamlilik degeri
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Sekil 4-2: Viicut agirlig: takibi (gr)
(SK: Saglikli kontrol, SKD: Kontrol-vitaminD, MetS: Metabolik Sendrom, MetSD:
Metabolik Sendrom-vitaminD)

4.4. Bel ¢evresi Olciimleri

MetS’in 6nemli bir semptomu olan santral obezite agisindan yaglanmaya bagli bel
cevresinde anlamli artis oldugu bulundu. Bel gevreleri baslangicta tiim gruplar arasinda
anlamli bir fark olmadig1 goriildii. 15. haftada ise bel gevrelerinin SK; 17.3+0.6, SKD;
18.2+0.6, MetS; 18.5+1.0, MetSD; 16.3+1.4 oldugu ve MetS grubunun bel ¢evresinin
diger gruplara gore anlamli olarak yiiksek oldugu (p=0.000) bulundu. Tablo 4-4’de
baslangictan deney sonuna kadar yapilan haftalik 6l¢timler verilmektedir.

15. haftadaki dlgimlerin ikili grup karsilagtirmalarinda (Bonferroni post hoc test) SK-
MetS arasinda anlamli fark olmadigi (p=0.078), MetS-MetSD (p=0.0001) ve SKD-
MetS (p=0.025) arasindaki farklarin anlamli oldugu belirlendi.



53

Tablo 4-4: Deney hayvanlarinin bel ¢evrelerinin (cm) ortalamasi

Ol¢iim SK (n=7)  SKD MetS MetSD P degeri*
zaman/Gruplar (n=7) (n=8) (n=7)

Baslangi¢ 15.6£0.5 | 16.6+1.5 15.2+1.1 15.6£0.8 | 0.101
1. Hafta 16.1+0.8  16.6+1.2 15.8t1.1 16.0=0.6  0.430
2. Hafta 15.6£0.7  17.1£1.1 15.7€1.0  15.9£0.9  0.015
3. Hafta 16.3+£0.6  17.3£1.3 16.1+0.4 16.8£0.7  0.038
4. Hafta 17.0£0.6  16.8+1.2 16.6£0.8 16.9+0.9  0.816
5. Hafta 16.6£0.9  17.9+0.6 17.4+0.9 17.4+£0.7  0.047
6. Hafta 16.6£0.7  17.2+1.0 17.5+0.5 17.5+0.5 0.091
7. Hafta 16.8£0.7  17.8+0.7 17.7+0.9  17.6+0.7  0.106
8. Hafta 17.1£0.4 174404 18.0£0.6 17.6£0.6  0.025
9. Hafta 17.0£0.6  17.1+0.6 17.8+0.4 17.1+0.4  0.012
10. Hafta 17.0£0.5 17.5+0.3 18.3+0.6  16.8+0.6  0.0001
11. Hafta 17.6+0.8  18.2+0.7 18.9+0.8 17.9£0.6  0.008
12. Hafta 17.3£0.8  18.4+0.9 19.0+0.7 18.4+1.1  0.007
13. Hafta 17.5£0.9  18.0+0.7 18.5+0.9 17.3+0.9  0.085
14. Hafta 17.1£0.9  17.3£0.6 18.8+0.7 16.8£1.2  0.001
15. Hafta 17.7+0.6  17.4+1.1 19.2+1.0 16.4+1.5 0.0001

(SK: Saglikli kontrol, SKD: Kontrol-vitaminD, MetS: Metabolik Sendrom, MetSD:
Metabolik Sendrom-vitaminD)
*ANOVA testi, p<0.05 anlamlilik degeri
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Sekil 4-3: Bel ¢evresi takibi (cm)
(SK: Saglikli kontrol, SKD: Kontrol-vitaminD, MetS: Metabolik Sendrom, MetSD:
Metabolik Sendrom-vitaminD)

4.5. Deri kahnhg Olciimleri

Deney gruplarina ait tiim deney hayvanlarinin deri kalinliklart haftalik olarak 6l¢iilmiis
ve istatistiksel sonuglar Tablo 4-5’te verilmistir. Deri kalinliklar1 15. haftada SK
(0.3+0.0), SKD (0.3+0.0), MetS (0.4+0.0), MetSD; (0.3+0.0) (p=0.0001) bulundu.
Haftalik olarak yakin degerler oldugu icin kismen artiglar bulunsa da 15. haftada MetS
grubunda deri kalinliginin diger deney gruplar ile istatistiksel olarak karsilastirildiginda
anlamli olarak artmis oldugu saptanmistir (p<0.0001).

15. haftadaki 6l¢timlerin ikili grup karsilastirmalarinda (Bonferroni post hoc test) SK-
MetS (p=0.007), MetS-SKD (p=0.001) ve MetS-MetSD (p=0.0001) arasindaki farklarin

anlamli oldugu belirlendi.

Tablo 4-5: Deney hayvanlarinin deri kalinliklarinin (mm) ortalamasi

Olgiim SK (n=7) SKD (n=7) MetS(n=8) MetSD (n=7) P degeri*
zamany/Gruplar

Baslangi¢ 0.2+0.0 0.3+0.0 0.3+0.0 0.3+0.0 0.036

1. Hafta 0.2+0.0 0.2+0.0 0.2+£0.0 0.2+£0.0 0.387

2. Hafta 0.2+0.0 0.2+0.0 0.2+0.0 0.2+0.0 0.768
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3. Hafta 0.2+0.0 0.3+0.0 0.3+0.0 0.3+0.0 0.0001
4. Hafta 0.2+0.0 0.3+0.0 0.3+0.0 0.3+0.0 0.001
5. Hafta 0.3+0.0 0.3+0.0 0.3+0.0 0.3+0.0 0.005
6. Hafta 0.3+0.0 0.3+0.0 0.3+0.0 0.3+0.0 0.236
7. Hafta 0.3+0.0 0.3+0.0 0.3+0.0 0.3+0.0 0.347
8. Hafta 0.3+0.0 0.3+0.0 0.3+0.0 0.3+0.0 0.445
9. Hafta 0.3+0.0 0.3+0.0 0.3+0.0 0.3+0.0 0.438
10. Hafta 0.3+0.0 0.4+0.0 0.4+0.0 0.3+0.0 0.050
11. Hafta 0.3+0.0 0.3+0.0 0.4+0.0 0.3+0.0 0.024
12. Hafta 0.4+0.0 0.3+0.0 0.4+0.0 0.3+0.0 0.0001
13. Hafta 0.4+0.0 0.3+0.0 0.4+0.0 0.3+0.0 0.001
14. Hafta 0.4+0.0 0.4+0.0 0.4+0.0 0.4+0.0 0.538
15. Hafta 0.3+0.0 0.3+0.0 0.4+0.0 0.3+0.0 0.0001

(SK: Saglikli kontrol, SKD: Kontrol-vitaminD, MetS: Metabolik Sendrom, MetSD:
Metabolik Sendrom-vitaminD)
*ANOVA testi, p<0.05 anlamlilik degeri
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Sekil 4-4: Deri kalinlig1 takibi (mm)



56

(SK: Saglikli kontrol, SKD: Kontrol-vitaminD, MetS: Metabolik Sendrom, MetSD:
Metabolik Sendrom-vitaminD)

4.6. Aort dokusunda miR-21 ve miR-146a ifade diizeyleri

Aort dokusundaki ifade diizeyi analizlerine gore, miR-21 ifade diizeylerinin gruplar
arasinda anlamli bir fark olmadig1 saptandi (Tablo 4-6 ve Sekil 4-5). miR-146a ifadesi
tim gruplarda istatistiksel olarak anlamli bir iliski saptandi (Tablo 4-6). miR-146a ifade
diizeylerinin ikili grup karsilastirmalarinda, MetS grubu ve kontrol grubu arasinda
istatistiksel olarak farkli olmadigi saptansa da VitD kullanimi ile ifade diizeylerinin

istatistiksel olarak anlamli derecede artirdig1 gézlendi (Sekil 4-6).

Tablo 4-6: 15. hafta sonunda deney gruplarindan alinan aort dokusunda miRNA’larin

ifade diizeyleri

miRNA SK (n=7) SKD (n=7) MetS (n=8) MetSD (n=7) P degeri*
miR-21 1.4+1.0 0.7+0.7 1.5+1.0 0.6+0.4 0.069
miR-146a 0.5+0.2 2.3£0.8 0.4+0.2 2.8+1.3 0.0001

(SK: Saglikli kontrol, SKD: Kontrol-vitaminD, MetS: Metabolik Sendrom, MetSD:
Metabolik Sendrom-vitaminD)

*Kruskal-Wallis testi, p<0.05 anlamlilik degeri
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SK-MetSD p*=0.343

SK-MetS p*=1.000 MEtS-MetSD p*=0.189

SK-SKD p*=0.537 BKD-MetS p*=0.362

miR-21-5p ifade dizeyleri

1—1
vy v

0 SKD-MetSD p*=1.000
i

5K SKD MetS MetSD

A

Sekil 4-5: Deney gruplar arasinda miR-21 ifade diizeyi degisimi
(SK: Saglikli kontrol, SKD: Kontrol-vitaminD, MetS: Metabolik Sendrom, MetSD:
Metabolik Sendrom-vitaminD)

*Dunnett T3 testi, sekil tizerinde gruplar arasi karsilagtirilmalar: gosterilmistir.
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miR-146a-5p ifade diizeyleri

Sekil 4-6: Deney gruplar1 arasinda miR-146a ifade diizeyi degisimi
(SK: Saglikli kontrol, SKD: Kontrol-vitaminD, MetS: Metabolik Sendrom, MetSD:
Metabolik Sendrom-vitaminD)

*Dunnett T3 testi, sekil tizerinde gruplar arasi karsilastirilmalar1 gosterilmistir.

4.7. Morfolojik Bulgular

Hematoksilen-Eosin ve Masson ii¢lii boyamasi ile aort dokularini genel morfolojik
goriiniimleri degerlendirildi. Ayrica Von Kossa histokimyasal boyamasi ile aort doku
kesitlerinde kalsiyum birikimleri gosterildi.

Kontrol gruba ait damar kesitlerinde elastik lifler kivrintili, epitel intakt, tunika
mediadaki kas hiicreleri fusiform 1§ seklini korumus saglikli goriiniimde tespit edildi.
MetS grubunda elastik liflerin ondiile 6zelliklerini kaybedip belirgin sekilde diizlestigi,
bunlarin aralarindaki diiz kas hiicrelerinin baz1 alanlarda vakuolize oldugu ve saglikli
goriinimiinden uzaklastig1 saptandi. Bu grupta ayrica yer yer epitel hiicrelerinin

arasinda piknotik niiveler goriildii. Yiiksek yagli ve yiiksek fruktozlu diyetin endotel
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hasar1 olusturmus olabilecegi diisliniildii. Von Kossa histokimyasal boyama ile
degerlendirilmesinde MetS grupta aterom plaklarinda kalsifiye alanlar saptandi (Sekil 4-
9). Vitamin D uygulanan grupta ise yer yer diizlesmeler devam etse de damar

morfolojisinin kontrol grubuna benzer 6zellikler gosterdigi tespit edildi.

By

Sekil 4-7: Aort dokusunun Hematoksilen-Eosin boyanmasi
A: SK (Saglikl1 kontrol), B: SKD (Kontrol-vitaminD), C-F: MetS (Metabolik Sendrom),
G-I: MetSD (Metabolik Sendrom-vitaminD)
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Sekil 4-8: Aort dokusunun Masson Trichrome boyanmasi.
A: SK (Saglikli kontrol), B: SKD (Kontrol-vitaminD), C-D: MetS (Metabolik
Sendrom), E-F: MetSD (Metabolik Sendrom-vitaminD).
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Sekil 4-9: Aort dokusunda Von Kossa Boyama Y6ntemi ile kalsiyum birikimlerinin (1)
gosterilmesi. A-B: SK (Saglikli kontrol), C-D: SKD (Kontrol-vitaminD), E-H: MetS
(Metabolik Sendrom), I-L: MetSD (Metabolik Sendrom-vitaminD)

4.8. Immunohistokimya Bulgular

4.8.1. a-SMA:

Immiinohistokimya yéntemi ile a-SMA antikoru kullanilarak boyanan aort parafin doku
kesitlerinde, sitoplazmalar1 boyanan hiicreler a-SMA immiin pozitif hiicreler olarak
kabul edildi (Sekil 4-11). a-SMA dagilimi agisindan tiim gruplarda ortalama degerler;
SK (1.0+0.0), SKD (1.2+0.1), MetS (2.5+0.1), MetSD (1.7+0.1) (p=0.0001) bulundu
(Tablo 4-7). o-SMA pozitif hiicrelerin boyanma siddeti ve dagilimma gore
degerlendirildiginde MetS grubunda diger gruplar ile kiyaslandiginda ¢ok ileri derecede
anlamli olarak yiiksek saptandi (p<0.0001). MetSD grubunda a-SMA pozitifliginin
MetS grubuna gore azaldigi (p<0.0001) ama SK ve SKD gruplarina gore yiiksek oldugu
(p<0.000) goriildii. Kontrol gruplar1 arasinda a-SMA pozitifligi agisindan farklilik
saptanmadi (Sekil 4-10).
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Tablo 4-7: Deney hayvanlarinin a-SMA immiin pozitif hiicre yiizdesinin istatistiksel
olarak degerlendirilmesi

SK (n=4)  SKD (n=5) MetS (n=6) MetSD (n=7) P degeri*
a-SMA  1.0+£0.0 1.2+0.1 2.540.1 1.7+0.1 0.0001

(SK: Saglikli kontrol, SKD: Kontrol-vitaminD, MetS: Metabolik Sendrom, MetSD:
Metabolik Sendrom-vitaminD)

*Kruskal-Wallis testi, p<0.05 anlamlilik degeri

SK-MetSD p*=0.0001

w
|

SK-MetS p*=0.0001 l

lugu
9

SK-SKD p*=0.238

3%
|

.

yrw I—‘ﬂ%] MetS-MetSD p*=0.00[]1
1 — _

SKD-MetS p*=0.0001

o-SMA IHK yogun
3% ]
1

SKD-MetSD p*=0.0001

| | |
SK SKD MetS MetSD
Sekil 4-10: a-SMA immiin pozitif hiicre yilizdesinin degisimi
(SK: Saglikli kontrol, SKD: Kontrol-vitaminD, MetS: Metabolik Sendrom, MetSD:

Metabolik Sendrom-vitaminD)

*Dunnett T3 testi, sekil tizerinde gruplar arasi karsilagtirilmalar: gosterilmistir.
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Sekil 4-11: a-SMA antikoru ile immiinohistokimyasal olarak isaretlenmis aort dokulari.
A: SK (Saglikli kontrol), B: SKD (Kontrol-vitaminD), C: MetS (Metabolik Sendrom),
D: MetSD (Metabolik Sendrom-vitaminD). Streptavidin-biotin peroksidaz yontemi. A-
D: X200.

4.8.2. pl6:

pl6 antikoru ile immiinohistokimya yontemi kullanilarak boyanan doku kesitlerinde,
nukleuslart isaretlenen hiicreler p16 immiin pozitif hiicreler olarak kabul edildi (Sekil 4-
13). Aort dokularinda pl6 immiinpozitif hiicre sayilarmim gruplara ait yiizdelik
degerleri, SK (0.3+£0.1), SKD (0.2+0.1), MetS (6.0+0.6), MetSD (1.8+0.2) olarak
bulundu (Tablo 4-8). p16 immiin pozitif hiicre sayilar1 bakiminda kiyaslandiginda SK
ve SKD gruplar arasinda anlamli fark bulunmazken, MetS grubununda pl16 immiin
pozitif hiicre sayisinin diger deney gruplarina gore istatistiksel olarak ¢ok ileri anlamli
derece artmis oldugu saptandi (p<0.0001). Ayrica MetSD grubunda p16 pozitif hiicre
sayisinin MetS grubuna gore anlamli olarak diistigi gortildi (p<0.0001) (Sekil 4-12).

Tablo 4-8: Deney hayvanlariin p16 immiin pozitif hiicre yiizdesinin istatistiksel olarak

degerlendirilmesi
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SK (n=4) SKD (n=5) MetS (n=6)  MetSD (n=7) P degeri*
pl6 0.3+0.1 0.2+0.1 6.0+0.6 1.8+0.2 0.0001

(SK: Saglikli kontrol, SKD: Kontrol-vitaminD, MetS: Metabolik Sendrom, MetSD:
Metabolik Sendrom-vitaminD)
*Kruskal-Wallis testi, p<0.05 anlamlilik degeri

SK-MetSD p*=0.0001
8_.
SK-MetS p*=0.0001 l IMetS—MetSD p*=0.0001
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——
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c 1
-
ble)]
=]
>
¥ 4
I
o
—
o SKD-MetSD p*=0.0001 J'
Yy v
4] —
A 4 L S 4 Yvy
—_— ‘—__‘_—3
0—.

1 I
SK SKD MetS MetSD
Sekil 4-12: p16 immiin pozitif hiicre ylizdesinin degisimi
(SK: Saglikli kontrol, SKD: Kontrol-vitaminD, MetS: Metabolik Sendrom, MetSD:

Metabolik Sendrom-vitaminD)

*Dunnett T3 testi, sekil {izerinde gruplar aras1 karsilastirilmalar1 gosterilmistir.
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Sekil 4-13: p16 antikoru ile immiinohistokimyasal olarak isaretlenmis aort dokulari.

A: SK (Saglikli kontrol), B: SKD (Kontrol-vitaminD), C: MetS (Metabolik Sendrom)
grubuna ait doku kesitlerinde ¢ok sayida p16 immiin pozitif hiicreler gériilmekte (1), D:
MetSD (Metabolik Sendrom-vitaminD). Streptavidin-biotin peroksidaz yontemi. A-D:
X200.

4.8.3. AMPK:

Immiinohistokimya yontemi ile AMPK antikoru kullamlarak boyanan aort doku
kesitlerinde, sitoplazmalari boyanan hiicreler AMPK immiin pozitif hiicreler olarak
kabul edildi (Sekil 4-15). AMPK dagilimi agisindan tiim gruplarda ortalama degerler;
SK (0.3+0.1), SKD (0.3+0.2), MetS (1.9+£0.1), MetSD (1.2+0.2) olarak ve gruplar
arasinda anlamli fark oldugu (p=0.0001) saptandi. MetS ve MetSD gruplarinda aortu
cevreleyen yag dokularinda AMPK immiin pozitif hiicrelerde kontrol gruplarina gore
artis gorilmiistiir (p=0.0001). VitD uygulanan MetS grubunda tedavi uygulanmayan
MetS grubuna gore AMPK immiin pozitif hiicre sayilarinda azalma saptanmistir

(p=0.0001) (Sekil 4-14).
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Tablo 4-9: Deney hayvanlarinin AMPK immiin pozitif hiicre yiizdesinin istatistiksel
olarak degerlendirilmesi

SK (n=4) SKD (n=5) MetS (n=6)  MetSD (n=7) P degeri*
AMPK 0.3%0.1 0.3+0.2 1.940.1 1.2+0.2 0.0001

(SK: Saglikli kontrol, SKD: Kontrol-vitaminD, MetS: Metabolik Sendrom, MetSD:
Metabolik Sendrom-vitaminD)
*Kruskal-Wallis testi, p<0.05 anlamlilik degeri
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Sekil 4-14: AMPK immiin pozitif hiicre yilizdesinin degisimi
(SK: Saglikli kontrol, SKD: Kontrol-vitaminD, MetS: Metabolik Sendrom, MetSD:
Metabolik Sendrom-vitaminD)

*Dunnett T3 testi, sekil tizerinde gruplar arasi karsilagtirilmalar: gosterilmistir.
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Sekil 4-15: AMPK antikoru ile immiinohistokimyasal olarak isaretlenmis aort dokulari.

A: SK (Saglikli kontrol), B: SKD (Kontrol-vitaminD), C-D: MetS (Metabolik
Sendrom), E-F: MetSD (Metabolik Sendrom-vitaminD). Streptavidin-biotin peroksidaz
yontemi. A-F: X200.
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4.8.4. TIMP3:

Aort doku kesitlerinde, TIMP3 antikoru kullanilarak immiinohistokimya yontemi ile
sitoplazmalar1 boyanan hiicreler TIMP3 immiin pozitif hiicreler olarak kabul edildi
(Sekil 4-17). TIMP3 dagilim1 agisindan tiim gruplarda ortalama degerler; SK (2.2+0.2),
SKD (2.5+0.1), MetS (0.9£0.2), MetSD (2.7+0.1) olarak saptanirken gruplar arasinda
anlamli fark oldugu (p=0.0001) bulundu. Tiim gruplarda endotelde ve adventisyada
TIMP3 immiin pozitif hiicreler goézlenirken, MetS grubunda bu bdlgelerdeki immiin

pozitif hiicrelerin anlamli olarak azaldigi saptanmistir (p<0.0001) (Sekil 4-16).

Tablo 4-10: Deney hayvanlarinin TIMP3 immiin pozitif hiicre yiizdesinin istatistiksel
olarak degerlendirilmesi

SK (n=4) SKD (n=5)  MetS (n=6) MetSD (n=7) P degeri*
TIMP3 2.2+0.2 2.5+0.1 0.9+0.2 2.7£0.1 0.0001

(SK: Saglikli kontrol, SKD: Kontrol-vitaminD, MetS: Metabolik Sendrom, MetSD:
Metabolik Sendrom-vitaminD)
*Kruskal-Wallis testi, p<0.05 anlamlilik degeri
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Sekil 4-16: TIMP3 immiin pozitif hiicre yiizdesinin degisimi
(SK: Saglikli kontrol, SKD: Kontrol-vitaminD, MetS: Metabolik Sendrom, MetSD:
Metabolik Sendrom-vitaminD)

*Dunnett T3 testi, sekil tizerinde gruplar arasi karsilastirilmalar1 gosterilmistir.
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Sekil 4-17: TIMP3 antikoru ile immiinohistokimyasal olarak isaretlenmis aort dokular1.
A-B: SK (Saglikli kontrol), C: SKD (Kontrol-vitaminD), D-E: MetS (Metabolik
Sendrom), F: MetSD (Metabolik Sendrom-vitaminD). Streptavidin-biotin peroksidaz
yontemi. A-F: X200.

4.9. Korelasyon Analizleri
Gruplar arasinda miRNA diizeyleri ile ag¢lik kan glukozu diizeyleri ile
immunohistokimyasal degerler arasindaki iligkili bulunan korelasyon sonuglart Tablo 4-
11 ve Tablo 4-12°de verildi.

Tablo 4-11: miR-21 ifade diizeyi ile diger siirekli degiskenler arasindaki korelasyonlar

Korelasyon katsayisi, r P
SKD grubunda baslangi¢ 0.857 0.014
achk kan glukozu
SKD grubunda 3. Hafta 0.829 0.021
achk kan glukozu
SK grubunda 15. Hafta -0.929 0.003
achk kan glukozu
MSD grubunda 15. Hafta -0.857 0.014

achk kan glukozu
SKD grubunda a-SMA 0.975 0.005
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boyanma yogunlugu

SKD grubunda AMPK -0.900 0.037

boyanma yogunlugu

(SK: Saglikli kontrol, SKD: Kontrol-vitaminD, MetS: Metabolik Sendrom, MetSD:
Metabolik Sendrom-vitaminD)

Spearman’s rho testi, p<0.05 anlamlilik degeri

Tablo 4-12: miR-146a ifade diizeyi ile diger siirekli degiskenler arasindaki
korelasyonlar

Korelasyon katsayisi, r P
SKD grubunda AMPK 0.900 0.037
(SK: Saglikli kontrol, SKD: Kontrol-vitaminD, MetS: Metabolik Sendrom, MetSD:
Metabolik Sendrom-vitaminD)

Spearman’s rho testi, p<0.05 anlamlilik degeri

Sonug olarak yiiksek yagli ve fruktozlu diyet ile olusturulan MetS modelinde, aort
yapisinin bozuldugu ve vitamin D tedavisi ile bu hasarin biiyiik 6l¢iide diizeldigi

saptandi.
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5. TARTISMA

Ateroskleroz; metabolik sendrom (MetS) ve risk faktorleri olan obezite, tip 2 diyabet
(T2DM) ve hipertansiyon sonucu kan damarlarinda endotel hasari ile baslayan siiregte
uzun siire semptomsuz kalabilen ilerledik¢e tikanikliga veya yirtilma ile koroner
tromboza neden olan bir patalojidir (Base de Datos SA, 2001; Van der Wal AC ve ark.
1999; Libby P ve ark. 2019). MetS prevalansinin son yillarda ciddi artis1 ateroskleroz ve
diger kardiyovaskiiler morbidite ve mortalite riskinin artmasina sebep olmustur (Ritchie
SA ve Connell JM 2007; Tune JD ve ark. 2017). Bu sebeple, giiniimiizde yiiksek
prevalans orani ile ciddi hastaliklara sebep olabilen MetS i¢in insan metabolizmasini
taklit eden wuygun deneysel hayvan modellerinin olusturulmasi, hastalik
patofizyolojisinin  degerlendirilmesindeki zorluklarin ¢oziilmesi ve bilinmeyen
faktorlerin ortaya c¢ikarilmasi i¢in olduk¢a onemlidir (Wong SK ve ark. 2016).
Gancheva S ve arkadaslar1 (2015), MetS’i yansittig1 diisiiniilen genetik olmayan ucuz,
kolay ve tekrarlanabilir bir sigan modeli gelistirmistir. Modele gore, siganlara 8 hafta
boyunca %10’luk fruktozlu su ve %17 yag ve %17 fruktoz igeren yem diyeti
uygulanmustir. Siganlarin haftalik viicut agirlik verileri takip edilmis, kontrol grubuna
gore viicut agirliklarinda farklilik goriilmese de 6nemli olgiide viseral yaglanma artisi
goriilmiistiir. Calisma sonunda yapilan insiilin tolerans testi ile insulin duyarliliinda
azalma goriilmiistiir. Bu model daha sonra bir¢cok arastirmaciya da kaynak olmustur
(Wong SK ve ark. 2018; El-naggar A ve El-Dawy K. 2019; Uchendu NO ve ark. 2021).
Bu tez ¢alismasinda, Gancheva S ve arkadaslarinin modeli modifiye edilerek siganlara
15 hafta boyunca %?20’lik fruktozlu su ve %17 yag ve %17 fruktoz iceren 6zel yem

uygulanarak MetS’a bagli ateroskleroz siirecinin baslatilmasi saglandi.

Calismamizda VitD’nin aort dokusuna etkisini incelemek i¢in 3. haftadan itibaren
Kontrol ve MetS gruplarina VitD ile tedavi uygulamalarina baslandi. Buradaki amac,
yiiksek fruktoz-yiiksek yagli diyetle beslenmenin neden oldugu damardaki hasarin VitD
ile ne kadar geri dondiiriilebilecegini ve VitD etkisinin anlagilmasini 6ngdérmekti.
Uygulanan vitamin D dozu (170 IU/hafta, oral) i¢in daha Once yapilan galismalar
referans alinmustir (Elseweidy ve ark. 2017; Celebi ve ark. 2022). Insanlarda

25(0OH)D<30 ng/ml durumunda VitD eksikligi olarak tanimlanan VitD3 seviyeleri
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santral (abdominal) obezite baslangicinin belirleyicisi olabilmekte ve santral obezite bel
cevresinin Ol¢lim smir1 kadinlarda 80 cm, erkeklerde 94 cm yukarisi riskli olarak,
kadinlarda 88 cm, erkeklerde 102 cm tizeri obez olarak kabul edilmektedir (Mansouri M
ve ark. 2019; Sherling DH ve ark. 2017). Mansouri M ve arkadaslarinin ¢alismasinda
(2019), VitD eksikliginin abdominal obezite ile pozitif iligkili oldugu gosterilmistir.
Caligmamizda, saglikli kontrol grubuna gére MetS grubunda artan bel ¢evresinin VitD
uygulandiginda belirgin diizeyde azalttigi gosterildi. Bu calismada gruplar arasinda,
serum VitD seviyeleri Ol¢lilememis olsa da VitD’nin santral obeziteyi azaltic1 etkisi
antropometrik olarak Ol¢iilerek gosterilebilmistir.

Bu ¢alismada siganlarin aglik kan glukoz 6l¢timii deney baslangicinda, VitD baslangici
olan 3. hafta ve 15. haftanin sonunda yapilmis ve MetS grubunda 15. haftanin sonunda
ortalama 198,75 mg/dl bulunmustur. Herhangi bir tedavi uygulanmayan kontrol
grubunun (SK) aglik kan glukozu aymi haftada ortalama 110,43 mg/dl olarak tespit
edilmistir. Huang BW ve arkadaglarinin ¢alismasinda (2004), yiiksek yagli yiiksek
fruktozlu (%60 fruktoz, %20 yag) diyetle indiiklenmis siganlarda kontrol grubuna gore
aclik kan glukoz konsantrasyonunun arttig1 gdsterilmistir. Bu tez ¢alismasinda da MetS
grubu aglik kan glukoz degerleri kontrol gruplarina gore yiiksek olarak saptanmuistir.
Obez fare modeli olan bir baska c¢alismada (Marcotorchino J ve ark. 2014), 10 hafta
boyunca VitD3 tedavisi ile glukoz homeostazinin saglandigi gosterilmistir. Bu tez
caligmasinda da bu ¢alisma ile benzer sekilde, yiiksek yagl ve yiiksek fruktozlu diyetle
beslenen MetS grubunda VitD uygulanilmaya baglanan 3. haftadan sonra kan glukoz
degerlerinde diisme saptanarak baslangictakine gore 15 haftalik takip sonunda benzer
bir etki gosterdigi belirlendi. Ek olarak, bu ¢alismada, 15. haftanin sonunda disseksiyon
sirasinda siganlarin mesanelerinden alinan idrar 6rneklerinde glukoz degerlendirmesi
yapildiginda diger gruplarda idrarda glukoz hi¢ yokken, MetS gruplarindan bazi

orneklerde idrarda glukoz saptandi.

Kilo alimi, MetS’in tipik ozelliklerinden olsa da literatiirlerdeki sonuglar oldukga
degiskendir; deney hayvanlar1 {izerinde diyet manipiilasyonlar1 her zaman viicut
agirliklarinda artisa yol agmamaktadir (Gancheva S ve ark. 2015). Si¢anlarda %25°lik
fruktozlu su ve %20 yag ve %17,5 fruktoz igeren 6zel yem ile yiiksek yagl yiiksek
fruktozlu diyetle yapilan bir MetS modeli ¢alismasinda (Panchal SK ve ark. 2011a), 16

hafta boyunca siganlarin viicut agirliklarinda ilerleyici artiglar bulmuslardir. Bu tez
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calismasinda ayni siireli deney takibinde MetS grubunda 6zel diyet kaynakli viicut
agirliklarinda artis tespit edilmistir. Gancheva S ve arkadaslarinin g¢alismasinda (2015)
ve ayrica baska bazi ¢alismalarda (Nagai Y ve ark. 2009; Ai J ve ark. 2005) ise viicut
agirliklarinda gruplar arasi farklilik gosterilememistir. Bu durumun da agiklamasi olarak
deney gruplarindaki hayvanlarin yiiksek yagl yiiksek fruktozlu gidalarin tiikketiminin
daha az olmasindan kaynaklandigi ileri siiriilmiistiir. Bizde ¢alisma gézlememizde, sert
standart yem pelleti formatinda olmayan nispeten daha yumusak hayvansal yag ve
fruktoz ile hazirlanan kati yemleri nispeten daha az oranda tiikettikleri dikkati
cekmesine ragmen kilo alimlar1 beklendigi gibi artmistir. Sonu¢ olarak, yemlerin
siganlarin beslenmesine uygun tipte hazirlanmasinin 6nemi gézlenmistir. Diger yandan,
Marcotorchino ve arkadaslarinin ¢alismasinda (2014) farelerde diyete bagli obezitede
VitD3 takviyesinin glukoz dengesinin iyilestirmesiyle beraber kilo alimmnin da
siirlandigi gosterilmistir. Bu durum, lipid oksidasyonu ile artan enerji harcanmasindan
kaynaklanabilecegi, buna bagl olarak VitD ile bozulmus enerji metabolizmasi olan
MetS’in diizelebilecegi one siiriilmiistiir. Bu tez ¢alismasinda da bu bulgular ile benzer
sekilde, VitD tedavisi uygulanan MetS grubunda haftalik takiplerde deney sonlanincaya

kadar viicut agirliklarinda azalma tespit edildi.

Uluslararas1 diyabet federasyonuna (IDF) gore viseral obezite ile birlikte yiiksek
trigliseritler, diisik HDL-kolesterol, hipertansiyon ve insiilin direncinin bir sonucu
olarak aclik hiperglisemisi gibi risk faktorlerinden en az ikisinin birlikte bulunmasi
olarak tanimlanmakta (Gancheva S ve ark. 2015; Alberti KG ve ark. 2009) olan MetS
ile 1lgili bu tez ¢alismasinda, kan lipid diizeylerinin belirlenmesi ve tansiyon dl¢timleri
yapilamamis olsa da viicut agirligi, bel ¢evresi ve kan glukozu sonuglarinin anlamliligy,
calismamizda MetS modelinin olusturuldugunun en 6nemli gostergeleridir. Ayrica IDF
tanimina gore, MetS tanisi i¢in zorunlu olduguna karar verilen bel ¢evresi Ol¢limii ile
santral obezite degerlendirilmektedir (Desroches S ve Lamarche B, 2007). Santral
obeziteyi degerlendirmek i¢in basit ve pratik bir 6l¢iim saglayan bel ¢evresi degerleri ile
takip yapilmistir. MetS’in 6nemli bir semptomu olan santral obezite agisindan
yaglanmaya bagli bel ¢evresinde anlamli artis oldugu c¢alismamizda tespit edildi.
Panchal SK ve arkadaslarinin (2011a) siganlarda yiiksek yagl yiiksek fruktozlu diyete
bagli MetS ¢alismasinda da, 16 hafta boyunca karin g¢evresinde ilerleyici artiglar

saptanmistir. Boylelikle bu tip diyete bagli gelisen insan MetS’inde gozlenen
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degisikliklere  benzer metabolik  sonuglar yarattigt  sdylenebilir.  Sonugta,
kardiyovaskiiler hastalik ve T2DM i¢in risk faktorlerinin kiimelenmesi olarak MetS,
kardiyovaskiiler mortaliteyi artirabilmektedir (Panchal SK ve ark. 2011a; Isomaa B ve
ark. 2001). Bu tez ¢alismasinda tespit edilen haftalik bel gevresi olgiimlerindeki artisa
ragmen, ikili grup karsilagtirmalarinda istatistiksel olarak SK-MetS arasinda anlaml
fark olmadigi, MetS-MetSD ve SKD-MetS arasinda farklarin anlamli oldugu
bulunmustur. Bu bulgu, VitD tedavisinin etkisinin olumlu oldugunu diisiindiirmektedir.
Marcotorchino J ve arkadaslarinin farelerde yaptigi (2014), 10 hafta boyunca VitD3
takviyesi ile obezite ve iliskili metabolik bozukluklarin baglamasini 6nleyici beslenme
stratejisini gosteren bir calismadir. Sonugta, bu tez calismasinda olusturulan model
hayvanlarda, yiiksek yagl ve yiiksek fruktozlu diyete ragmen MetS’in iyilestirilmesinde

VitD’nin olumlu etkilerinin oldugu gézlenmistir.

Deri kalinlig1 6l¢iimii, sicanlarda obezitenin ilerlemesini degerlendirmek i¢in yararl ve
diisiik fiyath basit bir in vivo bir tekniktir. Deri alt1 yagi, beslenme durumlariyla ilgili
farkliliklar gosterecegi hipoteziyle planlanmig bir ¢alismada (Tekus E ve ark. 2018),
siganlarda normal beslenme, kalori kisitlamasi ve yiiksek yagl diyetle beslenme olmak
tizere 3 beslenme durumu olusturulmustur. Calismaya gore, deri kalinliklari, Marshall
M ve arkadaglarinin (1969) hala yaygin olarak kullanilan ve onaylanmis bir yontemi
olmasa da (Tekus E ve ark. 2018) STM (“skinfold thickness-based method”) teknigi ile
Ol¢iilerek gruplar arast 6nemli farklar ile yliksek yagli diyetle beslenen si¢anlarda deri
kalinliginin daha fazla oldugunu gostermislerdir. Bu teknikte, deri kumpasiyla 5 bolge
(sag skapular, sag karin, sag triseps ve sag bacak ve sag iliak) Olgiiliirken, bu tez
caligmasinda ise deri kalinliklar1 haftalik olarak sadece sirt bolgesinden deri kumpasi ile
olgtilerek degerlendirildi. Calismamizda daha 6nceki bu c¢alismadaki gibi farkli viicut
bolgelerinden 6l¢tim yapilmamis olsa da, haftalik 6l¢iimlerde MetS’da belirgin bir artis
bulunmus olup 15. hafta sonunda daha oOnceki calismadaki gibi gruplar arasinda

istatistiksel olarak anlamli farklilar tespit edildi.

Bu calismanin bir kisitliligi olarak, her bir siganin giinliik olarak yem ve su tiiketimi
metabolik kafeslerde biiyiitiilmedigi icin kalori alim1 hesaplanamamustir. Ozel diyet alan
gruplarin yem ve fruktozlu su tiikketimleri kontrol edilerek tiim deney siiresince genel

olarak toplamda yaklasik 153.373 kcal aldiklar1 hesaplanmistir. MetS grubu yaklagik
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16.735 gr 6zel yem ve 8.625 ml %20 fruktozlu su tiikketerek toplamda 74.679 kcal
alirken, MetSD grubu yaklagik 17.998 gr 6zel yem ve 7,250 ml %20 fruktozlu su
tiketimi ile 78.694 Kkcal aldiklar1 hesaplanmistir (Gancheva S ve ark. 2015
calismasinda, 100 gr 6zel yem 405 kcal, 100 ml %10 fruktozlu su 40 kcal oldugu
belirtilmektedir). VitD takviyesi alan grubun daha fazla kalori almasina ragmen deney
sonunda bel ¢evresi dl¢iimlerinin ve viicut agirliklarinin VitD almayan MetS grubuna

gore daha az oldugu goézlendi.

Bu tez calismasinda, literatiirdeki bilgilere gore secilen miR-21 ve miR146a’nin MetS
icin olusturulan sican gruplarinda aort Orneklerindeki ifade diizeylerinin VitD ile
degisimleri arastirildi. Ozellikle kanser caligmalarinda sik arastirilan miR-21, baz
caligmalara gore (Wang N ve ark. 2013; Zhang A ve ark. 2011) kanser hiicrelerinde
ifadesinin  azaldigi  bulunmustur. Ayrica, endotel hiicrelerinin  fonksiyonel
diizenlemesinde rol alan miRNA’larin arastirildigi bir ¢alismada miR-21’in katkisi
belirlenmis (Voellenkle C ve ark. 2012), bir baska ¢alismada (Hu J ve ark. 2016) ise
miR-21'in endotel hiicrelerinde yiiksek oranda ifade edildigi gosterilmistir. Feinberg
MW ve arkadaslarinin vaskiiler yaralanma ¢aligsmasina (2016) gore, diiz kas hiicresinin
diizenlenmesinde rol alan miR-21’in diiz kas hiicresi proliferasyonunu artirict role
sahip oldugu belirtilse de, aterosklerotik lezyon olusumundaki gérevinin net olmadigini
ve aterosklerotik ilerlemeyi azaltip azaltmadigini degerlendirebilmek i¢in daha fazla
calisilmast gerektigi belirtilmektedir. Ayrica, miR-21’in azalmig ifadesinin obezitede
artmig enflamatuar sitokin tliretimi ile iligkili oldugu belirlenmistir (Ramos-Lopez O ve
ark. 2020). Aortik, karotid ve femoral arterlerdeki aterosklerotik plaklarda yapilmis bir
baska caligmada 866 miRNA’dan miR-21, -34a, -146a, -146b, ve -210’un up-regiile
olduklart bulunmustur (Raitoharju E ve ark. 2011). Ayrica ateroskleroz gelisiminde
cesitli basamaklar ile baglantisi oldugu belirlenmis olan miR-21 (Weber 2008, Gabriely
2008, Schmeier 2009, Hashimi 2009, Cardellini 2009) ile iligkileri gosterilmistir.
Ancak, ¢alisma bulgularimiza gore, aort dokusunda miR-21 ifade diizeylerinde gruplar
arasinda anlamli bir fark tespit edilememistir. Deneysel olarak olusturulan MetS modeli
ile aterogenezin ilk asamasinda meydana gelen endotel hasari gelisiminde miR-21
diizeylerinin degismedigi bu ¢alismada gosterilmis olup daha 6nceki ¢alismalarda artan
miR-21 diizeylerinin ileri aterosklerotik plaklarda oldugu tespit edismistir (Raitoharju E

ve ark. 2011). Calismamizda gruplar arasinda demografik olgiimlerde ve aort doku
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morfolojisinde degisimlerin endotel hasarini destekleyecek bulgular gosterilse de
endotel hasarmin belirlenmesi i¢in daha ileri molekiiler c¢alismalarin yapilmasi
gerekmektedir.

Ramos-Lopez O ve arkadaslarinin ¢alismasinda (2020), anti-enflamatuar olan miR-146a
obezitede yag dokusunda ifadesinin azaldigi gozlenmistir. Diger yandan baska
caligmalarda, aort damarinda insan ve kemirgenlerde aterosklerotik plaklarinda artmig
ifadeye sahip oldugu gosterilmistir (Raitoharju E ve ark. 2011; Feinberg MW ve ark.
2016). Diyete bagli obez farelerde yapilan bir ¢alismada (Karkeni E ve ark. 2018), yag
dokusunda miR-146a ifadesinin arttigi, VitD uygulanmasi ile miR-146a ifadesinin
azaldig: tespit edilmistir. Bu ¢alismada ise, MetS grubu ve kontrol grubu arasinda miR-
146a ifade diizeyleri arasinda fark olmadigi, fakat VitD kullaniminin miR-146a
ifadesini arttirdig1 bulunmustur. Ileri aterosklerotik damarlarda ifadesi artan miR-
146a’nin (Raitoharju E ve ark. 2011; Feinberg MW ve ark. 2016) ¢alismamizda, MetS
grubunda ifade diizeyinde degisiklik olmadigi saptansada, miR-146a’nin VitD
uygulamasindan etkilenmesi, ateroskleroza bagli hastaliklarin 6nlenmesine katkisi

acisindan onem tasiyabilecegini diisiindiirmektedir.

Yiiksek yagl diyetli sigan modelinde yapilmis bir ¢calismada (Zhang H ve ark. 2020),
saglikli kontrol gruplarinda aortlarin tunika intimasi piiriizsiiz ve az sayida kollajen ve
diiz kas lifinin yan1 sira esit olarak dagilmis elastik lifler igerirken; yiiksek yagh
sicanlarda, MetS modelimize benzer olarak hiicre duvarmin kalinlasmasi, diiz kasin
belirgin hiperplazisi, hiicre aderans1 bozuklugu, kalsifikasyonlu fibroz dokunun
hiperplazisi, endotel hiicrelerinin pul pul dokiilmesi ve intimanin kalinlagmasi (intimal-
medial kalinlik) gibi klasik patogenetik morfoloji hematoksilen-eosin boyama ile de
gosterilmistir. Bu ¢alismada ise kontrol gruba ait damar kesitlerinde elastik lifler
kivrintili, epitel intakt, tunika mediadaki kas hiicreleri fusiform ig seklini korumus
saglikli gorlinlimde tespit edildi. MetS grubunda elastik liflerin ondiile 6zelliklerini
kaybedip belirgin sekilde diizlestigi, bunlarin aralarindaki diiz kas hiicrelerinin bazi
alanlarda vakuolize oldugu ve saglikli goriinlimiinden uzaklastigi saptandi. Bu grupta
ayrica yer yer epitel hiicrelerinin arasinda piknotik niiveler goriildii. Bu sebeple, yiiksek
yagh ve yiiksek fruktozlu diyet ile olusturulan modelimizde endotel hasar1 olugsmus
olabilecegi diisiiniildii. VitD uygulanan grupta ise yer yer diizlesmeler devam etse de

damar morfolojisinin kontrol grubuna benzer 6zellikler gosterdigi tespit edildi. Ayrica,
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dokularda kalsiyum birikimlerinin histolojik olarak gostermek i¢in tasarlanmig von
kossa boyama ile degerlendirilmesinde MetS grupta aort duvarinda aterosklerotik
alanlara isaret eden kalsifiye alanlar saptandi. Koroner arterlerdeki kalsifikasyonun
genellikle ateroskleroz sebebiyle olustugu bilinmektedir (Falk E 2006) ve hayvan
modelimizdeki histolojik bulgular, ateroskleroz siirecinin baglamig oldugunu

desteklemektedir.

Alfa diiz kas aktini, normalde vaskiiler diiz kas hiicreleri ile cksprese edilirler,
miyofibroblastlar ~ gibi baz1 kas dist hiicrelerde de eksprese edilirler.
ACTAZ2 geni tarafindan kodlanir ve fibrogenezde rol alir. Saglikli bir arterde de diiz kas
hiicreleri bulunur ve mediyadaki tek hiicrelerdir. Doku yeniden sekillenmesi ve
kasilmasinda yapisal bir proteindir ve aterogenez sirasinda diiz kas hiicreleri damar
duvarinda g¢ogalarak birikir (Wang J ve ark. 2006; Milutinovi¢ A ve ark. 2020). Bu
calismada, MetS grubunda diger gruplar ile kiyaslandiginda a-SMA immiin pozitif
hiicrelerin sayisinda artis oldugu goriildii. Fernandes CR ve arkadaslarinin (2017)
calismasinda bizim ¢alismamiza benzer olarak yiiksek yagl diyetle beslenmis siganlar
ve kontrol sicanlarin aortlarinda a-SMA pozitif hiicrelerinin oldugu ve yiiksek yagh

diyetle beslenenlerde immiin pozitif hiicrelerin daha fazla oldugu gosterilmistir.

p16, siklin-bagimli kinaz inhibitorii olan ve hiicre dongiisiiniin diizenlenmesinde gerekli
olan bir timor baskilayici proteindir. Vaskiiler yaglanma (senesens) ile iliskili olan p16,

CDKN2A geni tarafindan kodlanir, bu gendeki bir delesyon ile hiicre béliinmesi
hizlanarak bir¢ok kanser tiiriine neden olmaktadir (Nobori T ve ark. 1994; Stone S ve
ark. 1995). Bu sebeple daha ¢ok kanser ¢alismalarinda incelenmektedir. pl16’nin DNA
hasar1 veya senesens yoluyla aktivasyonu dokularda pl6 birikmesine yol acar ve
hiicrelerin yaslanmasina neden olur (Rayess H ve ark. 2012). Yaslanma MetS icin de bir
risk faktoriidiir (Bonomini F ve ark. 2015) ve bu bir MetS ¢alismasinda (Meng Y ve ark.
2018) p16 yolunun MetS kaynakli hiicre yaslanmasi oldugu gosterilmistir. Hiicresel
yaslanma, ¢evresel uyaranlardan veya yaslanma gibi hasarlardan kaynaklanmasi (Meng
Y ve ark. 2018) sebebiyle bir epigenetik faktor olarak yiiksek yagli-fruktozlu beslenme
hiicresel yaslanmaya yol agmistir. Obezite olusturulan baska bir hayvan modeli
calismasinda (Chen J ve ark. 2007) ZDF (zucker diyabetik yagli) siganlarin aort

damarlarinin pl6 ile boyanmasiyla endotel hiicrelerinin erken yaslanmasinin ortaya


https://en.wikipedia.org/wiki/Gene
https://www.sciencedirect.com/topics/medicine-and-dentistry/tumor-suppressor-protein
https://en.wikipedia.org/wiki/CDKN2A
https://en.wikipedia.org/wiki/Gene

79

ciktigr dogrulanmigtir. Ayni ¢alismada ayrica, fruktoz ile muamele edilen sicanlarin,
ZDF’ye benzer endotel hiicrelerin erken yaslanmasini gelistirdigini gosterilmistir (Chen
J ve ark. 2007). Bu ¢alismada ise, MetS grubunda diger gruplar ile kiyaslandiginda p16
immiin pozitif hiicrelerin sayisinda artis oldugu goriildii ve bu sonug¢lar mevcut literatiir

bilgilerine gore hiicresel yasliligin meydana geldigini desteklemektedir.

AMPK, hiicresel biliyiime ve proliferasyon, mitokondriyal fonksiyon ve biyogenez ve
inflamasyon, oksidatif ve ER stresi ve otofaji dahil olmak iizere insiilin direnci (IR) ile
baglantili faktorler dahil olmak lizere ¢ok c¢esitli diger fizyolojik olaylar1 diizenler
(Ruderman NB ve ark. 2013). AMPK obezite, enflamasyon, diyabet gibi metabolik
hastaliklarda diizensiz olarak calisir (Kismiroglu C ve ark. 2020). Asir1 beslenme ve
obezite; insiilin direnci, diyabet ve kanser gibi kronik hastaliklar i¢in risk
faktorlerindendir. Ana besin kaynaklarindan olan glikoz, yag asitleri ve amino asitlerin
birikmesiyle AMPK baskilanir sonucunda insiilin direncine neden olur (Coughlan KA
ve ark. 2013; Kismiroglu C ve ark. 2020). AMPK aktivasyonunun aterosklerozun ana
nedenlerinden biri olan enflamasyonu azalttigin1 ve ateroskleroz gelisimini belirgin
sekilde azalttigin1 gdsteren ¢aligmalar mevcuttur (Ou H ve ark. 2018; Ma A ve ark.
2017; Weng SY ve Schuppan D. 2013; Mounier R ve ark. 2013). Bunun yaninda, yagda
eriyen vitaminlerden VitD’nin AMPK’yi aktive ettigi bir ¢alismada (Manna P ve ark.
2017), diyabetik farelerde 25 (OH)2 D3 ve kolekalsiferol takviyesinin oksidatif stresi
azalttig1 ve SIRT1’in ekspresyonunun artigina bagli olarak AMPK nin fosforilasyonunu
arttirdigr goriilmiistiir. AMPK’nin aktivasyonunun artirilmasinda, VitD’nin 6nemli bir
etkisi oldugu bildirilmis olsa da (Kismiroglu C ve ark. 2020), ¢alismamizda saglikli
sicanlara VitD uygulamast AMPK’nin aktive olan alfa altiinitesi pozitif immiin hiicre
sayis1 arasinda fark olmadigi belirlendi. Ancak, MetS ve MetSD gruplarinda aortu
cevreleyen yag dokularinda AMPK immiin pozitif hiicrelerde artis goriildi. Kontrol
gruplarina gére VitD uygulanan ve uygulanmayan MetS grubunda (MetSD) AMPK
ekspresyonu yiiksek bulunsada, MetS grubuna kiyasla MetSD grubunda AMPK
ekspresyonunun daha az oldugu saptandi. Immiinhistokimyasal olarak yapilan bu
degerlendirmelerin, endotel hasar1 olan damar dokusunda hiicresel AMPK
aktivasyonunu gostermek i¢in yeterli olmasa da ileride yapilabilecek ¢aligmalar i¢in 6n

bilgiler saglamaktadir.
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Metalloproteinaz doku inhibitorii olan TIMP3 (Tissue inhibitors of Metalloproteinases
3), matriks metalloproteinazlari (MMP) inhibe etme yeteneklerine gore siniflandirilan
bir protein ailesinin dort iiyesinden biridir (TIMP1,2,3,4) (Qi J ve ark. 2003). TIMP3,
gliclii bir anjiyogenez inhibitoriinii kodlar ve TIMP3'liin vaskiiler endotel faktorii
(VEGF) aracili anjiyogenezi inhibe ettigini gosteren caligmalar (Qi J ve ark. 2003)
mevcuttur. TIMP3, bu tezde ¢alisilan miR21’in de hedeflerinden biridir (Nagao Y ve
ark. 2012; Hu J ve ark. 2016). miRNA’lar TIMP3’e baglanir ve ekspresyonunu azaltir.
Cesitli kardiyovaskiiler hastaliklarda TIMP3 diizeylerinin azaldig: ve TIMP3 artisinin
hastalig1 iyilestirmesi ve kardiyovaskiiler hastaliklarda TIMP3 igin terapotik bir
potansiyel aday olabilecegi ¢alismalarda gosterilmistir (Fan D ve ark. 2020; Takawale
A ve ark. 2017). TIMP3’in, T2DM’li hastalarin karotis aterosklerotik plaklarinda
azaldig1 gosterilmistir (Cardellini M ve ark. 2009). TIMP3 eksikligi, ApoE-nakavt
farelerinde enflamasyonu arttirmakta ve aterosklerozu agirlastirmaktadir (Stohr R ve
ark. 2014), TIMP3’in makrofajlarda asir1 ifadesinde aterosklerozun azaldig
belirlenmistir (Casagrande V ve ark. 2012). Ayrica, baska bir ¢caligmada (Son D ve ark.
2017) TIMP3, endotel iltihabi, diiz kas hiicresi aktivasyonu ve ateroskleroz gelisimi
tizerindeki inhibitor etkilerine aracilik ettigi bildirilmistir. Bu da, kronik enflamatuar bir
durum olarak tanimlanan aterosklerozda TIMP3’iin  anti-aterojenik etkiler
gosterebilecegini diisiindiirmektedir. Bu durumda, TIMP3 seviyelerinin aterosklerozu
olan hastalarda azalmasi beklenir. Bu g¢alismada da, MetS grubunda TIMP3 immiin
pozitif hiicrelerin diger gruplara oranla azaldigi immiinohistokimya ydntemi ile
gosterildi. Ayrica, hamster aortlarinda yapilan bir ¢alismada (Faia KL ve ark. 2002)
TIMP3 pozitif immiinoreaktivitenin hem saglikli hem aterosklerotik plaklarda
gozlenmesi, bu bulgular1 ¢caligmamizdaki hayvan modeli de desteklemektedir. Faia ve
arkadaglarmmin ¢alismasinda, TIMP3 immiin pozitifligin bdlgesi aterosklerotik
damarlarda agirlikli olarak endotel hiicreler, kopiik hiicreleri ve tunika media ile ve
TIMP2 ve TIMP4 tunika adventisya ile iligkilendirilirken (Faia KL ve ark. 2002), bu tez
calismasinda aort damarlarinda ileri aterom plaklar1 saptanmamis olsa da TIMP3,
endotel hiicreler ve adventisyada pozitiflik saptandi. Yapilan ¢alismalardaki TIMP3’iin

ifade diizeylerindeki farkliliklar, aterosklerozun gelisim siirecine bagli olabilir.

Sonug olarak, bu calismada diyete bagli olusturulan sican MetS modelinde aort

dokusuna etkisi ve VitD uygulamasina verdigi yanit arastirildi. MetS modeli basarili bir
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sekilde 10-12 haftalik erkek Sprague Dawley siganlarda olusturularak 12 hafta boyunca
oral VitD uygulandi. IDF’nin tanimina gére MetS tanis1 i¢in zorunlu olan bel g¢evresi
Ol¢timii sonuglariyla santral obezite bu ¢alismada gosterilmistir. Trigliserit, kolesterol,
hipertansiyon gibi diger MetS bulgulari, bu modelde 6l¢iilememis olsa da bel gevresi ve
kan glukoz degerleriyle basarili bir model oldugu varsayilmaktadir. Bu c¢alismada,
metabolik sendromun aortun damar yapisint bozdugu, VitD uygulamasinin olusan bu
hasarin diizeltilmesine olumlu yonde etki ettigi, molekiiler ve immiinohistokimyasal
olarak aday miRNA’larin ve hedef proteinlerin ifade diizeylerindeki degisimler ile

gosterildi.



82

KAYNAKLAR

Abbasi F, Brown BW Jr, Lamendola C, McLaughlin T, Reaven GM. Relationship
between obesity, insulin resistance, and coronary heart disease risk. J Am Coll Cardiol.
2002 Sep 4;40(5):937-43. doi: 10.1016/s0735-1097(02)02051-x.

Ai J, Wang N, Yang M, Du ZM, Zhang YC, Yang BF. Development of Wistar rat
model of insulin resistance. World J Gastroenterol. 2005 Jun 28;11(24):3675-9. doi:
10.3748/wjg.v11.i24.3675. PMID: 15968719; PMCID: PMC4316015.

Alberti KG, Eckel RH, Grundy SM, Zimmet PZ, Cleeman JI, Donato KA, Fruchart JC,
James WP, Loria CM, Smith SC Jr; International Diabetes Federation Task Force on
Epidemiology and Prevention; Hational Heart, Lung, and Blood Institute; American
Heart Association; World Heart Federation; International Atherosclerosis Society;
International Association for the Study of Obesity. Harmonizing the metabolic
syndrome: a joint interim statement of the International Diabetes Federation Task Force
on Epidemiology and Prevention; National Heart, Lung, and Blood Institute; American
Heart Association; World Heart Federation; International Atherosclerosis Society; and
International Association for the Study of Obesity. Circulation. 2009 Oct
20;120(16):1640-5. doi: 10.1161/CIRCULATIONAHA.109.192644.

Alberti KG, Zimmet P, Shaw J. Metabolic syndrome--a new world-wide definition. A
Consensus Statement from the International Diabetes Federation. Diabet Med. 2006
May;23(5):469-80. doi: 10.1111/j.1464-5491.2006.01858.x.

Altinel R, Nizamoglu E, Tung-ata M ve Kiigiikatay V. Yiiksek fruktoz diyeti metabolik

sendrom modelinde artmis kan glikozuna neuromedin U yanitinin arastirilmasi. Pam

Tip Derg. 2021; 14 (2), 482-493. DOI: 10.31362/patd.813095.

Arner P ve Kulyt¢ A. MicroRNA regulatory networks in human adipose tissue and
obesity. Nat Rev Endocrinol. 2015 May;11(5):276-88. doi: 10.1038/nrendo.2015.25.



83

Aydemir, S. (2019). Atatiirk Universitesi Tip Fakiiltesi Kardiyoloji Anabilim Dali.

Uzmanlik Tezi. Erzurum.

Balkau B, Valensi P, Eschwége E, Slama G. A review of the metabolic syndrome.
Diabetes Metab. 2007 Dec;33(6):405-13. doi: 10.1016/j.diabet.2007.08.001.

Bartel DP. MicroRNAS: genomics, biogenesis, mechanism, and function. Cell. 2004 Jan
23;116(2):281-97. doi: 10.1016/s0092-8674(04)00045-5.

Base de Datos, SA. Kardiyovaskiiler Sistemin Patolojisi. Miniatlas- Kardiyoloji.
1.Baski. 2001; ss: 116-136.

Bayoglu B, Arslan C, Gode S, Dagistanli FK, Arapi B, Deser SB, Dirican A, Cengiz M.
The severity of Internal Carotid Artery Stenosis is Associated with the Cyclin-
Dependent Kinase Inhibitor 2A Gene Expression. Journal Atheroscler Thromb, 2014;
21:659-671.

Bee YT Jr, Haresh KK, Rajibans S. Prevalence of Metabolic Syndrome among
Malaysians using the International Diabetes Federation, National Cholesterol Education
Program and Modified World Health Organization Definitions. Malays J Nutr. 2008
Mar;14(1):65-77.

Bonomini F, Rodella LF, Rezzani R. Metabolic syndrome, aging and involvement of
oxidative stress. Aging Dis. 2015 Mar 10;6(2):109-20. doi: 10.14336/AD.2014.0305.

Buettner R, Parhofer KG, Woenckhaus M, Wrede CE, Kunz-Schughart LA,
Scholmerich J, Bollheimer LC. Defining high-fat-diet rat models: metabolic and
molecular effects of different fat types. J Mol Endocrinol. 2006 Jun;36(3):485-501. doi:
10.1677/jme.1.019009.

Buettner R, Scholmerich J, Bollheimer LC. High-fat diets: modeling the metabolic
disorders of human obesity in rodents. Obesity (Silver Spring). 2007 Apr;15(4):798-
808. doi: 10.1038/0by.2007.608.



84

Bullon-Vela V, Abete I, Tur JA, Pintdé X, Corbella E, Martinez-Gonzalez MA, Toledo
E, Corella D, Macias M, Tinahones F, Fito6 M, Estruch R, Ros E, Salas-Salvado J,
Daimiel L, Zulet MA, Martinez JA; PREDIMED Plus investigators. Influence of
lifestyle factors and staple foods from the Mediterranean diet on non-alcoholic fatty
liver disease among older individuals with metabolic syndrome features. Nutrition.
2020 Mar;71:110620. doi: 10.1016/j.nut.2019.110620.

Cardellini M, Menghini R, Martelli E, Casagrande V, Marino A, Rizza S, Porzio O,
Mauriello A, Solini A, Ippoliti A, Lauro R, Folli F, Federici M. TIMP3 is reduced in
atherosclerotic plaques from subjects with type 2 diabetes and increased by SirT1.
Diabetes. 2009 Oct;58(10):2396-401. doi: 10.2337/db09-0280.

Casagrande V, Menghini R, Menini S, Marino A, Marchetti V, Cavalera M, Fabrizi M,
Hribal ML, Pugliese G, Gentileschi P, Schillaci O, Porzio O, Lauro D, Sbraccia P,
Lauro R, Federici M. Overexpression of tissue inhibitor of metalloproteinase 3 in
macrophages reduces atherosclerosis in low-density lipoprotein receptor knockout mice.
Arterioscler Thromb Vasc Biol. 2012 Jan;32(1):74-81. doi:
10.1161/ATVBAHA.111.238402.

Castro MC, Massa ML, Del Zotto H, Gagliardino JJ, Francini F. Rat liver uncoupling
protein 2: changes induced by a fructose-rich diet. Life Sci. 2011 Oct 24;89(17-18):609-
14. doi: 10.1016/j.1fs.2011.07.024.

Celebi G, Anapali M, Dagistanli FK, Akdemir AS, Aydemir D, Ulusu NN, Ulutin T,
Komurcu-Bayrak E. Effect of vitamin D supplementation on OPG/RANKL signalling
activities in endothelial tissue damage in diet-induced diabetic rat model.
Pharmacological reports: PR, 2022;74(1), 124-134. https://doi.org/10.1007/s43440-
021-00332-1

Chen J, Park Hc, Patschan S, Brodsky Sv, Gealikman O, Kuo Mc, Li H, Addabbo F,
Zhang F, Nasjletti A, Gross Ss, Goligorsky Ms. Premature Vascular Senescence In

Metabolic Syndrome: Could It Be Prevented And Reversed By A Selenorganic


https://doi.org/10.1007/s43440-021-00332-1
https://doi.org/10.1007/s43440-021-00332-1

85

Antioxidant And Peroxynitrite Scavenger Ebselen? Drug Discov Today Ther Strateg.
2007;4(1):93-99. Doi: 10.1016/J.Ddstr.2007.10.006.

Cheng S, Massaro JM, Fox CS, Larson MG, Keyes MJ, McCabe EL, Robins SJ,
O'Donnell CJ, Hoffmann U, Jacques PF, Booth SL, Vasan RS, Wolf M, Wang TJ.
Adiposity, cardiometabolic risk, and vitamin D status: the Framingham Heart Study.
Diabetes. 2010 Jan;59(1):242-8. doi: 10.2337/db09-1011. Epub 2009 Oct 15.

Chow WS, Cheung BM, Tso AW, Xu A, Wat NM, Fong CH, Ong LH, Tam S, Tan KC,
Janus ED, Lam TH, Lam KS. Hypoadiponectinemia as a predictor for the development
of hypertension: a 5-year prospective study. Hypertension. 2007 Jun;49(6):1455-61.
doi: 10.1161/HYPERTENSIONAHA.107.086835.

Considine RV, Sinha MK, Heiman ML, Kriauciunas A, Stephens TW, Nyce MR,
Ohannesian JP, Marco CC, McKee LJ, Bauer TL, et al. Serum immunoreactive-leptin
concentrations in normal-weight and obese humans. N Engl J Med. 1996 Feb
1;334(5):292-5. doi: 10.1056/NEJM199602013340503.

Coughlan KA, Valentine RJ, Ruderman NB, Saha AK. Nutrient Excess in AMPK
Downregulation and Insulin Resistance. J Endocrinol Diabetes Obes. 2013 Jul-
Sep;1(1):1008.

Couturier K, Batandier C, Awada M, Hininger-Favier I, Canini F, Anderson RA,
Leverve X, Roussel AM. Cinnamon improves insulin sensitivity and alters the body
composition in an animal model of the metabolic syndrome. Arch Biochem Biophys.
2010 Sep 1;501(1):158-61. doi: 10.1016/j.abb.2010.05.032.

De Castro UG, dos Santos RA, Silva ME, de Lima WG, Campagnole-Santos MJ,
Alzamora AC. Age-dependent effect of high-fructose and high-fat diets on lipid
metabolism and lipid accumulation in liver and kidney of rats. Lipids Health Dis. 2013
Sep 18;12:136. doi: 10.1186/1476-511X-12-136.



86

Desroches S ve Lamarche B. The evolving definitions and increasing prevalence of the
metabolic syndrome. Appl Physiol Nutr Metab. 2007 Feb;32(1):23-32. doi:
10.1139/h06-095.

Di Rosa M, Malaguarnera L, Nicolosi A, Sanfilippo C, Mazzarino C, Pavone P, Berretta
M, Cosentino S, Cacopardo B, Pinzone MR, Nunnari G. Vitamin D3: an ever green
molecule. Front Biosci (Schol Ed). 2013 Jan 1;5(1):247-60. doi: 10.2741/s370.

El-naggar A ve El-Dawy K. Role of micro RNAs and its associated genes in prediction
of obesity and diabetes mellitus (type 1I). Zag Vet J.(2019)47:57-67. doi:
10.21608/zvjz.2019.6135.1010.

Elseweidy MM, Amin RS, Atteia HH, Ali MA. Vitamin D3 intake as regulator of
insulin degrading enzyme and insulin receptor phosphorylation in diabetic rats. Biomed
Pharmacother. 2017 Jan;85:155-159. doi: 10.1016/j.biopha.2016.11.116.

Fahed G, Aoun L, Bou Zerdan M, Allam S, Bou Zerdan M, Bouferraa Y, Assi HI.
Metabolic Syndrome: Updates on Pathophysiology and Management in 2021. Int J Mol
Sci. 2022 Jan 12;23(2):786. doi: 10.3390/ijms23020786.

Faia KL, Davis WP, Marone AJ, Foxall TL. Matrix metalloproteinases and tissue
inhibitors of metalloproteinases in hamster aortic atherosclerosis: correlation with in-
situ  zymography. Atherosclerosis. 2002 Feb;160(2):325-37. doi: 10.1016/s0021-
9150(01)00590-1.

Falk E. Pathogenesis of atherosclerosis. J Am Coll Cardiol. 2006 Apr 18;47(8
Suppl):C7-12. doi: 10.1016/j.jacc.2005.09.068.

Fan D, Kassiri Z. Biology of Tissue Inhibitor of Metalloproteinase 3 (TIMP3), and Its
Therapeutic Implications in Cardiovascular Pathology. Front Physiol. 2020 Jun
16;11:661. doi: 10.3389/fphys.2020.00661.

Feinberg MW, Moore KJ. MicroRNA Regulation of Atherosclerosis. Circ Res. 2016
Feb 19;118(4):703-20. doi: 10.1161/CIRCRESAHA.115.306300.



87

Fernandes CR, Kannen V, Mata KM, Frajacomo FT, Jordao Junior AA, Gasparotto B,
Sakita JY, Elias Junior J, Leonardi DS, Mauad FM, Ramos SG, Uyemura SA, Garcia
SB. High-Fat and Fat-Enriched Diets Impair the Benefits of Moderate Physical Training
in the Aorta and the Heart in Rats. Front Nutr. 2017 May 18;4:21. doi:
10.3389/fnut.2017.00021.

Fryer LG, Parbu-Patel A, Carling D. The Anti-diabetic drugs rosiglitazone and
metformin stimulate AMP-activated protein kinase through distinct signaling pathways.
J Biol Chem. 2002 Jul 12;277(28):25226-32. doi: 10.1074/jbc.M202489200.

Gabriely G, Wurdinger T, Kesari S, Esau CC, Burchard J, Linsley PS, Krichevsky AM.
MicroRNA 21 promotes glioma invasion by targeting matrix metalloproteinase
regulators. Mol Cell Biol. 2008 Sep;28(17):5369-80. doi: 10.1128/MCB.00479-08.

Gancheva S, Zhelyazkova-Savova M, Galunska B et al. Experimental Models of
Metabolic Syndrome in Rats. Scr. Sci. Med. Vol. 47, No 2, 2015, Pp. 14-21.

Garcia ME, Marra CA, Rebolledo OR. Glycoxidative stress-induced damage on lipid
profile in a fructose-enriched diet model of insulin resistance in rats. Arch Physiol
Biochem. 2010 Feb;116(1):42-9. doi: 10.3109/13813450903527713.

Gelmez MY, Kasapoglu P, Adas CU, Tahrali I, Gazioglu SB., Cevik A., Deniz G.
Metabolik Sendromda Deneysel Hayvan Modelleri. DETAE Derg. 2013; 2 (4), 15-21.

Geovanini GR ve Libby P. Atherosclerosis and inflammation: overview and updates.
Clin Sci (Lond). 2018 Jun 21;132(12):1243-1252. doi: 10.1042/CS20180306.

Goldberg RB ve Mather K. Targeting the consequences of the metabolic syndrome in
the Diabetes Prevention Program. Arterioscler Thromb Vasc Biol. 2012
Sep;32(9):2077-90. doi: 10.1161/ATVBAHA.111.241893.



88

Grundy SM. Metabolic syndrome update. Trends Cardiovasc Med. 2016
May;26(4):364-73. doi: 10.1016/j.tcm.2015.10.004.

Grundy SM. Adipose tissue and metabolic syndrome: too much, too little or neither. Eur
J Clin Invest. 2015 Nov;45(11):1209-17. doi: 10.1111/eci.12519.

Ha M ve Kim VN. Regulation of microRNA biogenesis. Nat Rev Mol Cell Biol. 2014
Aug;15(8):509-24. doi: 10.1038/nrm3838.

Han H. RNA Interference to Knock Down Gene Expression. Methods Mol Biol.
2018;1706:293-302. doi: 10.1007/978-1-4939-7471-9 16.

Hashimi ST, Fulcher JA, Chang MH, Gov L, Wang S, Lee B. MicroRNA profiling
identifies miR-34a and miR-21 and their target genes JAG1 and WNTL1 in the
coordinate regulation of dendritic cell differentiation. Blood. 2009 Jul 9;114(2):404-14.
doi: 10.1182/blood-2008-09-179150.

Hitit M, Kurar E, Guzeloglu A. MikroRNA Biyogenezi. Atatiirk Universitesi Vet. Bil.
Derg. 2015; 10(3): 211-218.

Hotta K, Funahashi T, Arita Y, Takahashi M, Matsuda M, Okamoto Y, Iwahashi H,
Kuriyama H, Ouchi N, Maeda K, et al. Plasma concentrations of a novel, adipose-
specific protein, adiponectin, in type 2 diabetic patients. Arter. Thromb. Vasc.
Biol. 2000;20:1595-1599. doi: 10.1161/01.ATV.20.6.1595.

Hu J, Ni S, Cao Y, Zhang T, Wu T, Yin X, Lang Y, Lu H. The Angiogenic Effect of
microRNA-21 Targeting TIMP3 through the Regulation of MMP2 and MMP9. PL0S
One. 2016 Feb 12;11(2):e0149537. doi: 10.1371/journal.pone.0149537.

Huang BW, Chiang MT, Yao HT, Chiang W. The effect of high-fat and high-fructose
diets on glucose tolerance and plasma lipid and leptin levels in rats. Diabetes Obes
Metab. 2004 Mar;6(2):120-6. doi: 10.1111/].1462-8902.2004.00323.x.



89

Isomaa B, Almgren P, Tuomi T, Forsén B, Lahti K, Nissén M, Taskinen MR, Groop L.
Cardiovascular morbidity and mortality associated with the metabolic syndrome.
Diabetes Care. 2001 Apr;24(4):683-9. doi: 10.2337/diacare.24.4.683.

Johnson RJ, Segal MS, Sautin Y, Nakagawa T, Feig DI, Kang DH, Gersch MS, Benner
S, Sanchez-Lozada LG. Potential role of sugar (fructose) in the epidemic of
hypertension, obesity and the metabolic syndrome, diabetes, kidney disease, and
cardiovascular disease. Am J Clin  Nutr. 2007 Oct;86(4):899-906. doi:
10.1093/ajcn/86.4.899.

Jungpueira LC ve Carneiro J. Boliim11. Temel Histoloji. Nobel Tip Kitabevleri. 2006.
ss: 215-224.

Jirgens H, Haass W, Castafieda TR, Schiirmann A, Koebnick C, Dombrowski F, Otto
B, Nawrocki AR, Scherer PE, Spranger J, Ristow M, Joost HG, Havel PJ, Tschop MH.
Consuming fructose-sweetened beverages increases body adiposity in mice. Obes Res.
2005 Jul;13(7):1146-56. doi: 10.1038/0by.2005.136.

Karabulut S, Korkmaz Bayramov K, Golgeli A. Bellegin Epigenetik Diizenlenmesi:
Mikrorna’larin Rolii. The Epigenetic Regulation Of Memory: The Role Of Micrornas.
JOHS. 2018 ; 27: 87-94.

Karkeni E, Bonnet L, Marcotorchino J, Tourniaire F, Astier J, Ye J, Landrier JF.
Vitamin D limits inflammation-linked microRNA expression in adipocytes in vitro and
in vivo: A new mechanism for the regulation of inflammation by vitamin D.
Epigenetics. 2018;13(2):156-162. doi: 10.1080/15592294.2016.1276681.

Kassi E, Pervanidou P, Kaltsas G, Chrousos G. Metabolic syndrome: definitions and
controversies. BMC Med. 2011 May 5;9:48. doi: 10.1186/1741-7015-9-48.

Kaur JA. comprehensive review on metabolic syndrome. Cardiol Res Pract.
2014;2014:943162. doi: 10.1155/2014/943162.



90

Kismiroglu C, Cengiz S ve Yaman M. AMPK'nin Biyokimyasi: Etki Mekanizmalari ve
Diyabetin Tedavisindeki Onemi. Avr. Bilim ve Tekn. Derg. 2020;(18), 162-170.

Khan Y, Lalchandani A, Gupta AC, Khadanga S, Kumar S. Prevalence of metabolic
syndrome crossing 40% in Northern India: Time to act fast before it runs out of
proportions. J Family Med Prim Care. 2018 Jan-Feb;7(1):118-123. doi:
10.4103/jfmpc.jfmpc_10_17.

Kulda V. Metabolizmus vitaminu D [Vitamin D metabolism]. Vnitr Lek. 2012
May;58(5):400-4. Czech.

Laird E, Ward M, McSorley E, Strain JJ, Wallace J. Vitamin D and bone health:
potential mechanisms. Nutrients. 2010 Jul;2(7):693-724. doi: 10.3390/nu2070693.

Lakka HM, Laaksonen DE, Lakka TA, Niskanen LK, Kumpusalo E, Tuomilehto J,
Salonen JT. The metabolic syndrome and total and cardiovascular disease mortality in
middle-aged men. JAMA. 2002 Dec 4;288(21):2709-16. doi:
10.1001/jama.288.21.27009.

LeBrasseur NK, Kelly M, Tsao TS, Farmer SR, Saha AK, Ruderman NB, Tomas E.
Thiazolidinediones can rapidly activate AMP-activated protein kinase in mammalian
tissues. Am J Physiol Endocrinol Metab. 2006 Jul;291(1):E175-81. doi:
10.1152/ajpendo.00453.2005.

Lewis SJ. Cardiovascular disease in postmenopausal women: myths and reality. Am J
Cardiol. 2002 Jun 20;89(12A):5E-10E; discussion 10E-11E. doi: 10.1016/s0002-
9149(02)02403-7.

LiL, Liao G, Yang G, Lu Y, Du X, LiuJ, Li L, Wang C, Li L, Ren Y, Zhong Z, Cheng
J, Chen Y. High-fat diet combined with low-dose streptozotocin injections induces
metabolic syndrome in Macaca mulatta. Endocrine. 2015 Aug;49(3):659-68. doi:
10.1007/s12020-015-0542-9.



91

Li Y, Xiao L, Li J, Sun P, Shang L, Zhang J, Zhao Q, Ouyang Y, Li L, Gong K.
MicroRNA profiling of diabetic atherosclerosis in a rat model. Eur J Med Res. 2018;
3;23(1):55.

Libby P. Inflammation in atherosclerosis. Nature. 2002;420, 868-874,
https://doi.org/10.1038/nature01323.

Libby P, Ridker PM and Hansson GK. Inflammation in atherosclerosis: from
pathophysiology to practice. J. Am. Coll. Cardiol. 2009; 54, 2129-2138, Review,
https://doi.org/10.1016/j.jacc.2009.09.009.

Libby P. History of discovery: inflammation in atherosclerosis. Arterioscler. Thromb.
Vasc. Biol. 2012;32, 2045-2051, https://doi.org/10.1161/ATVBAHA.108.179705.

Libby P, Buring JE, Badimon L. et al. Atherosclerosis. Nat Rev Dis Primers 5, 56
(2019).

Ma A, Wang J, Yang L, An Y, Zhu H. AMPK activation enhances the anti-atherogenic
effects of high density lipoproteins in apoE”" mice. J Lipid Res. 2017 Aug;58(8):1536-
1547. doi: 10.1194/jIr.M073270.

Maiztegui B, Borelli MI, Raschia MA, Del Zotto H, Gagliardino JJ. Islet adaptive
changes to fructose-induced insulin resistance: beta-cell mass, glucokinase, glucose
metabolism, and insulin secretion. J Endocrinol. 2009 Feb;200(2):139-49. doi:
10.1677/JOE-08-0386.

Manna P, Achari AE, Jain SK. Vitamin D supplementation inhibits oxidative stress and
upregulate SIRTI/AMPK/GLUT4 cascade in high glucose-treated 3T3L1 adipocytes
and in adipose tissue of high fat diet-fed diabetic mice. Arch Biochem Biophys. 2017
Feb 1;615:22-34. doi: 10.1016/j.abb.2017.01.002.

Mansouri M, Miri A, Varmaghani M, Abbasi R, Taha P, Ramezani S, Rahmani E,

Armaghan R, Sadeghi O. Vitamin D deficiency in relation to general and abdominal


about:blank
about:blank
about:blank

92

obesity among high educated adults. Eat Weight Disord. 2019 Feb;24(1):83-90. doi:
10.1007/s40519-018-0511-4.

Marcotorchino J, Tourniaire F, Astier J, Karkeni E, Canault M, Amiot MJ, Bendahan D,
Bernard M, Martin JC, Giannesini B, Landrier JF. Vitamin D protects against diet-
induced obesity by enhancing fatty acid oxidation. J Nutr Biochem. 2014
Oct;25(10):1077-83. doi: 10.1016/j.jnutbio.2014.05.010.

Marshall MW, Smith BP, Munson AW, Lehmann RP. Prediction of carcass fat from
body measurements made on live rats differing in age, sex and strain. Br J Nutr. 1969
Jun;23(2):353-69. doi: 10.1079/bjn19690042.

Meng Y, Eirin A, Zhu XY, Tang H, Hickson LJ, Lerman A, van Wijnen AJ, Lerman
LO. Micro-RNAS Regulate Metabolic Syndrome-induced Senescence in Porcine
Adipose Tissue-derived Mesenchymal Stem Cells through the P16/MAPK Pathway.
Cell Transplant. 2018 Oct;27(10):1495-1503.

Milutinovié A, guput D, Zorc-Pleskovi¢ R. Pathogenesis of atherosclerosis in the tunica
intima, media, and adventitia of coronary arteries: An updated review. Bosn J Basic
Med Sci. 2020 Feb 5;20(1):21-30. doi: 10.17305/bjbms.2019.4320.

Mounier R, Théret M, Arnold L, Cuvellier S, Bultot L, Goransson O, Sanz N, Ferry A,
Sakamoto K, Foretz M, Viollet B, Chazaud B. AMPKal regulates macrophage skewing
at the time of resolution of inflammation during skeletal muscle regeneration. Cell
Metab. 2013 Aug 6;18(2):251-64. doi: 10.1016/j.cmet.2013.06.017.

Nagai Y, Yonemitsu S, Erion DM, Iwasaki T, Stark R, Weismann D, et al. The Role of
Peroxisome Proliferator-activated Receptor Gamma Coactivator 1 beta (PGC-1p) in the
Pathogenesis of Fructose-Induced Insulin Resistance. Cell Metab. 2009; 9(3): 252—-264.

Nagao Y, Hisaoka M, Matsuyama A. et al. Association of microRNA-21 expression
with its targets, PDCD4 and TIMP3, in pancreatic ductal adenocarcinoma. Mod
Pathol 25, 112-121 (2012). https://doi.org/10.1038/modpathol.2011.142.


https://doi.org/10.1038/modpathol.2011.142

93

Nobori T, Miura K, Wu DJ, Lois A, Takabayashi K, Carson DA. Deletions of the
cyclin-dependent kinase-4 inhibitor gene in multiple human
cancers. Nature. 1994;368 (6473): 753-6.

O'Brien J, Hayder H, Zayed Y, Peng C. Overview of MicroRNA Biogenesis,
Mechanisms of Actions, and Circulation. Front Endocrinol (Lausanne). 2018 Aug
3;9:402. doi: 10.3389/fend0.2018.00402.

Orchard TJ, Temprosa M, Goldberg R, Haffner S, Ratner R, Marcovina S, et al. The
effect of metformin and intensive lifestyle intervention on the metabolic syndrome: the
Diabetes Prevention Program randomized trial. Ann Intern Med 2005;142:611-9.

Ortega FJ, Mercader JM, Catalan V, Moreno-Navarrete JM, Pueyo N, Sabater M,
Gomez-Ambrosi J, Anglada R, Fernandez-Formoso JA, Ricart W, Frithbeck G,
Fernandez-Real JM. Targeting the circulating microRNA signature of obesity. Clin
Chem. 2013 May;59(5):781-92. doi: 10.1373/clinchem.2012.195776.

Ou H, Liu C, Feng W, Xiao X, Tang S, Mo Z. Role of AMPK in atherosclerosis via
autophagy regulation. Sci China Life Sci. 2018 Oct;61(10):1212-1221. doi:
10.1007/s11427-017-9240-2.

Ouchi N, Kihara S, Arita Y, Maeda K, Kuriyama H, Okamoto Y, Hotta K, Nishida M,
Takahashi M, Nakamura T, Yamashita S, Funahashi T, Matsuzawa Y. Novel modulator
for endothelial adhesion molecules: adipocyte-derived plasma protein adiponectin.
Circulation. 1999 Dec 21-28;100(25):2473-6. doi: 10.1161/01.cir.100.25.2473.

Palomer X, Gonzalez-Clemente JM, Blanco-Vaca F, Mauricio D. Role of vitamin D in
the pathogenesis of type 2 diabetes mellitus. Diabetes Obes Metab. 2008
Mar;10(3):185-97. doi: 10.1111/j.1463-1326.2007.00710.x.

Panchal SK ve Brown L. Rodent models for metabolic syndrome research. J Biomed
Biotechnol. 2011;2011:351982. doi: 10.1155/2011/351982.



94

Panchal SK, Poudyal H, lyer A, Nazer R, Alam A, Diwan V, et al. High-carbohydrate
high-fat diet-induced metabolic syndrome and cardiovascular remodeling in rats. J
Cardiovasc Pharmacol. 2011a;57(5):611-624. doi:10.1097/fjc.0b013e3181feb90a

Panchal SK, Poudyal H, Arumugam TV, Brown L. Rutin attenuates metabolic changes,
nonalcoholic steatohepatitis, and cardiovascular remodeling in high-carbohydrate, high-
fat diet-fed rats. J Nutr. 2011 Jun;141(6):1062-9. doi: 10.3945/jn.111.137877.

Pischon T, Girman CJ, Hotamisligil GS, Rifai N, Hu FB, Rimm EB. Plasma adiponectin
levels and risk of myocardial infarction in men. JAMA. 2004 Apr 14;291(14):1730-7.
doi: 10.1001/jama.291.14.1730.

Qi J, Ebrahem Q, Moore N.et al. A novel function for tissue inhibitor of
metalloproteinases-3 (TIMP3): inhibition of angiogenesis by blockage of VEGF binding
to VEGF receptor-2. Nat Med 9, 407-415 (2003). https://doi.org/10.1038/nm846

Raitoharju E, Lyytikdinen LP, Levula M, Oksala N, Mennander A, Tarkka M, Klopp N,
Illig T, Kdhonen M, Karhunen PJ, Laaksonen R, Lehtiméaki T. miR-21, miR-210, miR-
34a, and miR-146a/b are up-regulated in human atherosclerotic plaques in the Tampere
Vascular Study. Atherosclerosis. 2011 Nov;219(1):211-7. doi:
10.1016/j.atherosclerosis.2011.07.020.

Ramos-Lopez O, Milagro FI, Riezu-Boj JI, Martinez JA. Epigenetic signatures
underlying inflammation: An interplay of nutrition, physical activity, metabolic

diseases, and environmental factors for personalized nutrition. Inflamm. Res. 2020;1:1.

Ramzan F, Vickers MH, Mithen RF. Epigenetics, microRNA and Metabolic Syndrome:
A Comprehensive Review. Int J Mol Sci. 2021 May 10;22(9):5047. doi:
10.3390/ijms22095047.


https://doi.org/10.1038/nm846

95

Rayess H, Wang MB, Srivatsan ES. Cellular senescence and tumor suppressor gene
pl6. Int J Cancer. 2012 Apr 15;130(8):1715-25. doi: 10.1002/ijc.27316.

Reaven GM. Banting lecture 1988. Role of insulin resistance in human disease.
Diabetes. 1988 Dec;37(12):1595-607. doi: 10.2337/diab.37.12.1595.

Ritchie SA ve Connell JM. The link between abdominal obesity, metabolic syndrome
and cardiovascular disease. Nutr Metab Cardiovasc Dis. 2007 May;17(4):319-26. doi:
10.1016/j.numecd.2006.07.005.

Ross MH ve Pawlina W. Bolim 13. Histoloji Konu Anlatimi ve Atlas. Palme
Yayincilik. 2014. ss:400-417.

Ruderman NB, Carling D, Prentki M, Cacicedo JM. AMPK, insulin resistance, and the
metabolic syndrome. J Clin Invest. 2013 Jul;123(7):2764-72. doi: 10.1172/JCI167227.

Saha AK, Avilucea PR, Ye JM, Assifi MM, Kraegen EW, Ruderman NB. Pioglitazone
treatment activates AMP-activated protein kinase in rat liver and adipose tissue in vivo.
Biochem  Biophys Res Commun. 2004 Feb  6;314(2):580-5. doi:
10.1016/j.bbrc.2003.12.120.

Savas Bayar, L. (2020). Ankara Universitesi Fen Bilimleri Enstitiisii. Yiiksek Lisans

Tezi. Ankara.

Schmeier S, MacPherson CR, Essack M, Kaur M, Schaefer U, Suzuki H, Hayashizaki
Y, Bajic VB. Deciphering the transcriptional circuitry of microRNA genes expressed
during human monocytic differentiation. BMC Genomics. 2009 Dec 10;10:595. doi:
10.1186/1471-2164-10-595.

Schober A, Maleki SS, Nazari-Jahantigh M. Regulatory Non-coding RNAs in
Atherosclerosis. Handb Exp Pharmacol. 2022;270:463-492. doi:
10.1007/164_2020_423.



96

Sherling DH, Perumareddi P, Hennekens CH. Metabolic Syndrome. J Cardiovasc
Pharmacol Ther. 2017 Jul;22(4):365-367. doi: 10.1177/1074248416686187.

Silveira A, Gomes J, Roque F, Fernandes T, de Oliveira EM. MicroRNAs in Obesity-
Associated Disorders: The Role of Exercise Training. Obes Facts. 2022;15(2):105-117.
doi: 10.1159/000517849.

Son DJ, Jung YY, Seo YS, Park H, Lee DH, Kim S, Roh YS, Han SB, Yoon DY, Hong
JT. Interleukin-32a Inhibits Endothelial Inflammation, Vascular Smooth Muscle Cell
Activation, and Atherosclerosis by Upregulating Timp3 and Reck through suppressing
microRNA-205 Biogenesis. Theranostics. 2017 Jun 1;7(8):2186-2203. doi:
10.7150/thno.18407.

Sperling LS, Mechanick JI, Neeland 1J, Herrick CJ, Després JP, Ndumele CE,
Vijayaraghavan K, Handelsman Y, Puckrein GA, Araneta MR, Blum QK, Collins KK,
Cook S, Dhurandhar NV, Dixon DL, Egan BM, Ferdinand DP, Herman LM, Hessen
SE, Jacobson TA, Pate RR, Ratner RE, Brinton EA, Forker AD, Ritzenthaler LL,
Grundy SM. The CardioMetabolic Health Alliance: Working Toward a New Care
Model for the Metabolic Syndrome. J Am Coll Cardiol. 2015 Sep 1;66(9):1050-67. doi:
10.1016/j.jacc.2015.06.1328.

Stary HC, Chandler AB, Dinsmore RE, Fuster V, Glagov S, Insull W Jr, Rosenfeld ME,
Schwartz CJ, Wagner WD, Wissler RW. A definition of advanced types of
atherosclerotic lesions and a histological classification of atherosclerosis. A report from
the Committee on Vascular Lesions of the Council on Arteriosclerosis, American Heart
Association. Circulation. 1995 Sep 1;92(5):1355-74. doi: 10.1161/01.cir.92.5.1355.

Stohr R, Cavalera M, Menini S, Mavilio M, Casagrande V, Rossi C, Urbani A,
Cardellini M, Pugliese G, Menghini R, Federici M. Loss of TIMP3 exacerbates
atherosclerosis in ApoE null mice. Atherosclerosis. 2014 Aug;235(2):438-43. doi:
10.1016/j.atherosclerosis.2014.05.946.



97

Stone S, Jiang P, Dayananth P, Tavtigian SV, Katcher H, Parry D, Peters G, Kamb A.
Complex structure and regulation of the P16 (MTS1) locus. Cancer Res. 1995 Jul
15;55(14):2988-94.

Takawale A, Zhang P, Azad A, Wang W, Wang X, Murray AG, Kassiri Z. Myocardial
overexpression of TIMP3 after myocardial infarction exerts beneficial effects by
promoting angiogenesis and suppressing early proteolysis. Am J Physiol Heart Circ
Physiol. 2017 Aug 1;313(2):H224-H236. doi: 10.1152/ajpheart.00108.2017.

Tanriverdi B, Savas Tetik S. Aterosklerozun Patofizyolojisi ve Risk Faktorleri.

Marmara Pharm J 21: 1-9, 2017. DOI: 10.12991/marupj.259875.

Tekus E, Miko A, Furedi N, Rostas I, Tenk J, Kiss T, Szitter I, Balasko M, Helyes Z,
Wilhelm M, and Petervari E. Body fat of rats of different age groups and nutritional
states: assessment by micro-CT and skinfold thickness. J Appl Physiol.124: 268-275,
2018. doi:10.1152/japplphysiol.00884.2016.

Tokgozoglu L. Dislipidemi, ateroskleroz ve hassas plaklar: Atorvastatinin ateroskleroz
ve plak yapisina etkisi. Tiirk Kardiyol Dern Ars - Arch Turk Soc Cardiol 2009;37 Suppl
2:11-16.

Tune JD, Goodwill AG, Sassoon DJ, Mather KJ. Cardiovascular consequences of
metabolic syndrome. Transl Res. 2017 May;183:57-70. doi: 10.1016/j.trsl.2017.01.001.

Uchendu NO, Nkwocha CC, Anaduaka EG ve Ezeanyika LU. Metabolic syndrome in
adult male rats induced by feeding beef tallow-enriched homemade diet with fructose-
containing drinking water. Comp Clin Path. 2021;30, 541-547.

Ulusan Bager O ve Caner A. MikroRNA’larin Parazitolojideki Yeri. Turkiye Parazitol
Derg. 2020;44(2):102-8.



98

Van der Wal AC, Becker AE. Atherosclerotic plaque rupture--pathologic basis of
plaque stability and instability. Cardiovasc Res. 1999 Feb;41(2):334-44. doi:
10.1016/s0008-6363(98)00276-4.

Vidigal JA, Ventura A. The biological functions of miRNAs: lessons from in vivo
studies. Trends Cell Biol. 2015 Mar;25(3):137-47. doi: 10.1016/j.tch.2014.11.004.

Voellenkle C, Rooij Jv, Guffanti A, Brini E, Fasanaro P, Isaia E, Croft L, David M,
Capogrossi MC, Moles A, Felsani A, Martelli F. Deep-sequencing of endothelial cells
exposed to hypoxia reveals the complexity of known and novel microRNAs. RNA.
2012 Mar;18(3):472-84. doi: 10.1261/rna.027615.111.

Wang D, Wang Z, Zhang L, Wang Y. Roles of Cells from the Arterial Vessel Wall in
Atherosclerosis. Mediators Inflamm. 2017;2017:8135934. doi:10.1155/2017/8135934.

Wang N, Zhang CQ, He JH, Duan XF, Wang YY, Ji X, Zang WQ, Li M, Ma YY, Wang
T, Zhao GQ. MiR-21 down-regulation suppresses cell growth, invasion and induces cell
apoptosis by targeting FASL, TIMP3, and RECK genes in esophageal carcinoma. Dig
Dis Sci. 2013 Jul;58(7):1863-70. doi: 10.1007/s10620-013-2612-2.

Wang J, Zohar R, McCulloch CA. Multiple roles of alpha-smooth muscle actin in
mechanotransduction. Exp Cell Res. 2006;1;312(3):205-14. doi:
10.1016/j.yexcr.2005.11.004.

Weber M, Baker MB, Moore JP, Searles CD. MiR-21 is induced in endothelial cells by
shear stress and modulates apoptosis and eNOS activity. Biochem Biophys Res
Commun. 2010 Mar 19;393(4):643-8. doi: 10.1016/j.bbrc.2010.02.045.

Weng SY ve Schuppan D. 2013. AMPK regulates macrophage polarization in adipose
tissue inflammation and NASH. J. Hepatol. 58: 619-621.

Wieder-Huszla S, Jurczak A, Szkup M, Barczak K, Dolegowska B, Schneider-Matyka

D, Owsianowska J, Grochans E. Relationships between Vitamin D3 and Metabolic



99

Syndrome. Int J Environ Res Public Health. 2019 Jan 9;16(2):175. doi:
10.3390/ijerph16020175.

Wong SK, Chin KY, Suhaimi FH, Fairus A, Ima-Nirwana S. Animal models of
metabolic syndrome: a review. Nutr Metab (Lond). 2016 Oct 4;13:65. doi:
10.1186/s12986-016-0123-9.

Wong SK, Chin KY, Suhaimi FH, Ahmad F, Ima-Nirwana S. The Effects of a Modified
High-carbohydrate High-fat Diet on Metabolic Syndrome Parameters in Male Rats. Exp
Clin Endocrinol Diabetes. 2018 Apr;126(4):205-212. doi: 10.1055/s-0043-119352.

Zainuddin LR, Isa N, Muda WM, Mohamed HJ. The prevalence of metabolic syndrome
according to various definitions and hypertriglyceridemic-waist in malaysian adults. Int
J Prev Med. 2011 Oct;2(4):229-37.

Zengin H. Pathogenesis of atherosclerosis. J. Exp. Clin. Med. 2012; 29:S101-S106. doi:
10.5835/jecm.omu.29.s3.002.

Zhang A, Liu Y, Shen Y, Xu Y, Li X. miR-21 modulates cell apoptosis by targeting
multiple genes in renal cell carcinoma. Urology. 2011;78(2):474 e13-9.
10.1016/j.urology.2011.03.030.

Zhang H, Wang L, Peng F, Wang X, Gong H. L-Arginine Ameliorates High-Fat Diet-
Induced Atherosclerosis by Downregulating miR-221. Biomed Res Int. 2020 Feb
7,2020:4291327. doi: 10.1155/2020/4291327.

Zhou X, Han D, Xu R, Li S, Wu H, Qu C, Wang F, Wang X, Zhao Y. A model of
metabolic syndrome and related diseases with intestinal endotoxemia in rats fed a high
fat and high sucrose diet. PLoS One. 2014 Dec 11;9(12):e115148. doi:
10.1371/journal.pone.0115148.

Zittermann A. Vitamin D in preventive medicine: are we ignoring the evidence? Br J
Nutr. 2003 May;89(5):552-72. doi: 10.1079/BJN2003837.



100

Zuk A, Fitzpatrick T, Rosella LC. Effect of Vitamin D3 Supplementation on
Inflammatory Markers and Glycemic Measures among Overweight or Obese Adults: A
Systematic Review of Randomized Controlled Trials. PLoS One. 2016 Apr
26;11(4):e0154215. doi: 10.1371/journal.pone.0154215.



101

HAM VERILER



102

FORMLAR



103

PATENT HAKKI iZNi



104

INTIHAL RAPORU iLK SAYFASI

METABOLIK SENDROMLU SICANLARDA VITAMIN D'NIN
ATEROGENEZLE ILISKILI ADAY GENLERIN IFADE DUZEYINE
ETKISI

ORIlINALLIK RAPORU

w9 %8 %2 %3

BENZERLIK ENDEKSI INTERMET KAYMAKLARl  YAYINLAR OGRENCI ODEVLERI

BIRIMCIL KAYMAKLAR

acikbilim.yok.gov.tr
YOK.B %3

internet Kaynag

nek.istanbul.edu.tr:4444 Y
- internet Kaynag %
Ml pdfs.semanticscholar.org 1
= Internet Kaynagl %

Submitted to Istanbul University Y

Ofrenci Odevi %

TUTAR, Esen, KOKSALAN, Elif and AKYOL, <%*‘

Ismail. "Gidalarda Bulunan Mikrobiyal Patoj
enlerin Karakterizasyonunda ",
Kahramanmaras Sitcti imam Universitesi,
2015.

Yayin

tel.archives-ouvertes.fr
<%1

internet Kaynag

El

fiadoc.
mafiadoc.com <%’|

internet Kaynag

o




