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ABSTRACT

Aim: AMP-activated protein kinase (AMPK) is a signal molecule that phosphorylates and inactivates
3-hydroxy-3-methylglutaryl coenzyme A reductase, the key enzyme controlling cholesterol biosynthesis.
We aimed to test whether AMPK signaling pathway is effective in human macrophages which play crucial
role in atherosclerosis. In addition, to identify novel modulators of AMPK pathway while exploring the ef-
fect of statins on plasma microRNA (miRNA) profile of individuals without coronary artery disease (CAD).

Medhod: We measured the expressions of selected genes involved in AMPK pathway in THP-1 macro-
phages treated with simvastatin to assess dependence of their expression on cholesterol level. The Agi-
lent’s miRNA Microarray analyses were performed to compare plasma miRNA profile of individuals (=30%
coronary stenosis) treated with and without statin. MiRDB target prediction tool was utilized to identify
miRNA target genes involved in AMPK pathway for differently expressed miRNAs. Expressions of target
genes were analyzed by using real-time PCR.

Results: Significantly decreased expression of 5 miRNAs (miR-625-5p, miR-550a-3-5p, miR-550b-2-5p,
miR-550a-5p, miR-let-7d-5p) were observed in individuals receiving statins compared to non-statin group
(fold change>1.5, p<0.05). In addition, simvastatin increased the expression of AMPK a1, AMPK a2, AMPK
B1, AMPK 2 and SREBFZ2 in THP-1 macrophages. Using miRDB target prediction tool, we identifed AMPK
al is a strong candidate (target score=95) for miR-625-5p.

Conclusion: Our results suggests that statin may downregulate the expression of miR-625-5p and in-
duce AMPKa1 expression which in turn may activates cholesterol syntesis pathway. Apoptosis-associated
miR-625 may be used as a novel biomarker for effectiveness of statins therapy in patients with atheroscle-
rosis.

Key words: AMPK, miR-625-5p, atherosclerosis, statin, cholesterol.

OZET

Amac: AMP-aktive protein kinaz (AMPK) 3-hidroksi-3-metilglutaril koenzim A’yt fosforilleyen ve aynt
zamanda Kolesterol biyosentezinin kontroliinde rol alan bir rediiktazdir. Calismamizda, AMPK sinyal yolu-
nun aterosklerozdaki rollinii ve insan makrofaj hiicrelerinde etkili olup olmadigint test etmeyi amagladik. Bu
amagla, koroner arter hastaligt (KAH) olmayan bireylerin plazma microRNA (miRNA) profillerinde statin var-
liginda ekspresyon degisimlerini géstermek ve AMPK yolunun yeni moddilatérlerini tanimlamayt hedefledik.

Yontemler: Kolesterol diizeyine bagli ekspresyon degisimini degerlendirmek icin simvastatin ile uyart-
lan THP-1 makrofajlarinda, AMPK yoluna katilan segilmis genlerin ekspresyon diizeylerindeki degisiklikler
belirlendi. Agilent’in miRNA Mikroarray platformu, Koroner anjiografi sonucunda Koroner damarlarindaki
tikaniklik orant belirlenen statin kullanan ve kullanmayan bireylerin (<30 koroner darlik) plazma miRNA pro-
filini karslastirmak icin kullanddi. MiRDB veritabani, farkli ekprese olan miRNA’larin AMPK sinyal yolunda
rol oynayan hedef genlerini belirlemek icin kullanildi.. Hedef genlerin ekspresyon degisimleri real-time PCR
kullandarak analiz edildi.

Bulgular: Statin ile tedavi olan bireylerde, 5 miRNA’nin ekspresyon diizeylerinin anlamli derecede azal-
digt saptand: (miR-625-5p, miR-550a-3-5p, miR-550b-2-5p, miR-550a-5p, miR-let-7d-5p) (kat degisikligi >
1.5, p <0.05). Buna ek olarak, simvastatinin THP-1 makrofajlarinda AMPK a1, AMPK a2, AMPK 31, AMPK B2
ve SREBF2 ekspresyonlarinin artisina neden oldugu gézlendi. MIRDB kullanilarak, AMPK al,’nin miR-625-
5p icin glclii bir aday hedef oldugu gésterildi (Hedef Skor =95) .

Sonug: Elde ettigimiz sonuglar gére, statinin miR-625-5p ekspresyonunu azaltmast AMPK a1’in indiik-
lenmesi yolu ile kolesterol mekanizmalarinin sentez yolunu aktive edebilir. Apoptoz ile iliskili miR-625,
ateroskleroz hastalarinda statinlerin tedavi etkinligi icin yeni bir belirtec olarak da kullaniabilir.

Anahtar Kelimeler: AMPK, miR-625-5p, ateroskleroz, statin, kolesterol.
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1. Genel Bilgiler:

microRNA (miRNA) yaklasik 22 nikleotid uzun-
lujunda protein kodlamayan tek zincirli RNA
molekdilleridir. Bunlar, protein sentezi esnasinda
mRNA degredasyonu veya translasyonel inhibis-
yon ile mRNA’larin 3’-translasyon yapilmayan
dizileri Gzerinden gen ekspresyonun post-trans-
kripsiyonel diizenleyicileridir. insanlarda, yak-
lasik 700 miRNA Klonlanip dizilenmistir. Ancak,
insan genomundaki genlerin %30’unun duzen-
leyicisi olarak binlerce miRNA oldugu tahmin
edilmektedir (Haver VG, 2010). Pek cok miRNA,
cesitli fizyolojik fonksiyonlarin ve gelisimin re-
gulasyonunda rol aldiklarindan doku-spesifik
olarak eksprese olmaktadir. Ayrica, miRNA’lar
kanser, otoimmun hastaliklar, norodejeneratif ve
kardiovaskuler hastaliklar gibi pek cok patolojik
olaylar ile de iliskilendirilmistir (Fazi F, 2008).

Deneysel hayvan calismalarinda, Kalp gelisimi
ve miyokard infarktiisiin (MI) dahil oldugu bazi
kardiyovaskuler hastaliklarda kas- ve Kalp-spe-
sifik miRNA’lardan miR-1, miR-133a, miR-133b
ve miR-208’in rollleri oldugu gosterilmistir (Yang
B, 2007, van Rooij E, 2008, Yin C, 2008, Roy S,
2009). Post-mortem infaktli Kalp dokularinda
miR-208’in up-regile, miR-1 ve miR-133a’nin
down-regiile oldugu belirlenmistir (BoStjancic E,
2010). Ayrica aortik, karotid ve femoral arterler-
deki aterosklerotik plaklarda yapilmis bir baska
calismada 866 miRNA icerisinden miR-21, miR-
34a, miR-146a, miR-146b, ve miR-210’un up-re-
gule olduklari bulunmustur (Raitoharju E, 2011).

Ateroskleroz, cesitli tipte hcreleri iceren im-
mun sistemin ve anjiogenetik faktorlerinde dahil
oldugu kompleks bir hastalik oldugundan plak
formasyonun gelisiminin her asamasinda regu-
lasyondan sorumlu cesitli miRNA’larin rol aldig
bilinmektedir (Haver VG, 2010). Gelecekte, miR-
NA temelli inhibisyon ile tedavilerin mumkin
olabilecegi ongortlmektedir (Nouraee N ve Mow-
la SJ, 2015)

Yakin zamanda yapilan calismalara gore, serum-
dan izole edilen miRNA’larin ekspresyon ana-
lizlerinde pre-aterosklerotik ve aterosklerotik
bireylerde farkli eksprese olan miRNA’lar be-
lirlenmistir. Jiang ve arkadaslari, miR-21, miR-
122, miR-130a ve miR-211°de anlamli derecede

artis olurken, miR-92a, miR-126 ve miR-122’nin
azaldigini belirlemislerdir (Jiang Y, 2014). Ayrica
miR-21’in serumdaki bazi paremetreler ile pozi-
tif ve negatif korelasyonuda gosterilmistir. Bir
diger calismada ise, plazma miR-21-5p ve miR-
361-5p’nin akut MI hastalarinda anlamli dere-
cede arttidi belirlenmistir. Ayni calismada, miR-
519e-5p’nin serumdaki ekspresyonunun azaldig
gozlenmistir. ilging olarak, miR-519e-5p’nin se-
rumdaki ekspresyon duzeyi ve Kardiak troponin
| konsantrasyonu korele bulunmustur (Wang F,
2014). ApoE-/- farelerinde, serumdaki miRNA’lar
icin microarray analizi yapilmistir. miR-34a, miR-
21, miR-23a, miR-130a ve miR-1066’nin bu fare-
lerde farkli ekspresyonu gozlenmistir. Daha son-
ra Koroner arter hastaligi (KAH) olan bireylerin
ve saglikli kontrollerin plazmalarinda bahsedilen
miRNA’lar kontrol edilmis ve KAH’larda anlamli
derecede artis oldugu gozlenmistir (Han H, 2015).
Bu sonuglar, serumdaki miRNA’larin KAH’in geli-
sim ve ilerleyisinde ciddi bir biyobelirtec olabile-
cegini distindurmektedir.

Ateroskleroz tedavisinde Kullanilan statinler,
3-Hidroksi-3-Metilglutaril Koenzim A (HMG-KoA)
rediktaz inhibitord olarak kolestrol biyosentezi
basta olmakla birlikte bundan bagimsiz anti-inf-
lamator etkisi gibi bir cok yolakta rol oynamakta-
dir (Strandberg TE, 1999, Elrod JW ve Lefer DJ,
2005). Son yillarda yapilan calismalarda, let-7i,
miR-221/222, miR-34 ve miR-33 gibi miRNA’larin
statin etKisi ile ekspresyonlarindaki degisimlerin
ateroskleroz olusumunda onem teskil eden gen-
lerin (TLR4, ABCA1, NO, SIRTT1) regulasyonlarin-
da farkliliklara yol actigi gozlenmistir (Satoh M,
2012, Niesor EJ, 2015, Cerda A, 2015, Tabuchi T,
2012, Chen WM,. 2012).

AMPK, tiim okaryotik hiicrelerde bulunan metabo-
lik sensor protein kinaz ailesinden olan bir serine/
threonine protein kinazdir (Hardie DG, 1998, Mo-
toshima H, 2006). AMPK aktivasyonu HMG-KoA
rediktaz etkinligini fosforilleyip inhibe ederek ko-
lesterol diizeylerinde diistise sebep olmasi yonin-
den ateroskleroz icin onemli bir teropatik hedef
olabilecegdi dusuniulmektedir (Motoshima H, 2006).

Bu calismada, anjiografi ile belirlenmis olan KAH
tasimayan (<30 koroner darlik) bireylerin plazma
miRNA profillerinde statin varliginda ekspresyon
degisimlerini belirlemeyi ve AMPK yolunun yeni
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modulatdrlerini tanimlamayi hedefledik. Bu amag
dogrultusunda, miRNA array sistemi kullanilarak
statin kullanim durumunun hangi miRNA’larda
ne derece farkli ekspresyon degisimine neden
olduklar belirlenecektir. Kompleks ve uzun bir
slire¢ sonucunda olusan aterosklerotik KAH’la-
rin tedavisinde kullanilan statinin miRNA’larin
anlatim profillerine etkisi ilk defa bu calisma ile
toplumumuz icin belirlenmis olacaktir.

2. Materyal-Metod:
1.1. KAH ve Kontrol Secimi:

Calismaya dahil edilen, klinik bulgulara ve non-in-
vaziv iskemi testlerinin sonuglarina gore kardiyo-
loji uzmani klinisyen tarafindan konulan endikas-
yon geregince yapilan koroner anjiografiye gore
KAH saptanan 50 hasta ve 50 kontrol (anjiografik
olarak normal Kkoroner arterlere sahip bireyler)
olmak Uzere toplam 100 bireyden RNA eldesi
icin kan drnekleri alindi. Aterosklerotik KAH va-
kalarinin kan ornekleri ile normal kontrollere ait
kan ornekleri T.C. Ufuk Universitesi Tip Fakdiltesi
Kardiyoloji Anabilim Dali’dan saglanmistir. Ate-
rosklerotik KAH’larinin Gensini ve SYNTAX skor-
lari hesaplanarak derecelendirilen anjiografik
yayginlik ve ciddiyeti belirlendi. Calismaya dahil
edilen hireylerin seciminde, koroner damar dar-
lik skorunun yani sira koroner arter hastalarinda
aile hikayesinin varligi, sigara iciciligi, diyabet
ve bazi biyokimyasal parametrelerin dizeyle-
ri de dikkate alindi. Kontrollerde stenoz < %30
olmasinin yaninda, aile hikayesinin dislanmasi,
serebrovaskuler/periferal arter hastaligina sahip
olanlarin dislanmasi ve ileri yasta olmasi duru-
munda secim yapildi. Bu hastalardan elde edilen
RNA bankasindan 24 tane secilerek (12 hasta ve
12 kontrol olmak lizere) miRNA ekspresyon ana-
lizleri yapildi. miRNA array analizleri sonucunda
statin kullanan ve kullanmayan gruplar arasin-
daki kiyaslama sonucunda farkli ekspresyonu
olan miRNA’lar belirlendi.

1.2. Kandan miRNA iceren total RNA izolas-
yonu:

Periferal kan dokusundan miRNA iceren total
RNA izole etmek amaci ile “ PAXgene blood miR-
NA” Kiti (Qiagen, Almanya) kullanildi. Bu kit ile
ayni tipde hem total RNA hemde miRNA elde
edilebilmektedir. Bu kit, PAXgene tlplerinde peri-

feral kanin homojenizasyon asamasindan sonra,
lizatin spin kolona aktarilarak etanol ile yikanma
asmalarindan sonra miRNA iceren total RNA’nin
filtreden ellisyonuna dayanmaktadir.

1.3. RNA safligi ve miktarinin él¢iimii:

izole edilen RNA'nin konsantrasyonunun, protein
ve Kimyasal kontaminasyonu olup olmadiginin
belirlenmesinde nanodrop cihazi kullanildi. RNA
kalitesinin 6lcimu ve RIN degerleri Agilent Biyo-
analizer cihazinda RNA Nano Kiti (Agilent) kulla-
nilarak belirlendi. miRNA array analizinin anlamli
sonug vermesi icin RIN degeri = 7 olan RNA or-
nekleri secildi.

1.4. Hiicre Kiiltiira:

Huicre Kiltlrd calismalari icin THP-1 (ATCC No:
TIB-202) hiicrelerine PMA (phorbol 12-myristate
13-acetate) eklenilerek makrofajlara farklilas-
mas! saglandi. 200nM PMA (Sigma, ABD) mua-
melesi sonucunda THP-1 hicre dizisinden elde
edilen makrofaj hicreleri %10 FBS iceren RPMI
1640 icerisinde 1x105 hicre/ml olacak sekilde
sispanse edilerek, 60x20 mm2 petrilerde cogal-
tildi. Uyarilmamis hicreler petri ylizeyine yapi-
sarak uretildiler. Deneyde calisilan her 6rnek icin
10 pM simvastatin (Sigma, ABD) iceren ve icer-
meyen bir grup olusturuldu. Daha sonra hiicreler,
CO, inkubatérinde 37 °C’de 24 saat inkube edildi.
Uyaranlar eklendikten 24 saat sonra makrofajlar
RNA degredasyonu olmayacak sekilde uygun or-
tamda kazinarak toplandi. Her kosul icin calisilan
hiicreler RNA izolasyonu igin Kaldirildi. Her kon-
santrasyon ve kontrol icin U¢ ornek calisildi. Her
bir kosul icin ¢ ayri deney dizayni yapilarak de-
neylerin triplike olarak kontrolu saglandi. Makro-
faj hiicrelerinden RNA izolasyonu kit (Roche, High
Pure RNA Isolation Kit) kullanilarak yapildi.

1.5. cDNA Sentezi:

Makrofaj hiicrelerinden ve paxgene kullanila-
rak mononuklear hicrelerden izole edilen total
RNA’lardan komplementer DNA (cDNA) sentezi
kit (Roche, Tanscriptor First Std cDNA Syn. Kit)
kullanilarak yapildi. Tum islemlerde RNaz icer-
meyen malzemeler kullanildi. PCR’da Kkullani-
lacak olan ¢cDNA dilusyonu, primer konsantras-
yonlari ve amplifikasyon isilarinin belirlenmesi
icin on analizler yapildi. Elde ettigimiz sonuclara
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gore en uygun cDNA dilusyon oraninin 1:10 oldu-
guna Karar verildi ve sonraki deneylerde bu oran
kullanildi. En uygun primer konsantrasyonu 5 pM
olarak belirlendi.

1.6. microRNA Mikroarray Analizi:

MiRNA ekspresyonlarindaki degdisiklikleri olgmek
icin 1.5 pg total RNA miRNA Microarray System
ile miRNA Complete Labeling and hybridization
Kit (Agilent Technologies) kullanilarak ve Ure-
ticinin protokolline uygun olarak isaretlendi ve
hibridize edildi. MiRNA profillenmesi icin Agilent
SurePrint G3 miRNA Human 8X60K Microarrays,
V21 (Agilent) ve sinyaller Agilent Technologies
G4Y00DA SureScann Kullanilarak saptandi. is-
lenmemis ham data (raw data) Agilent Feature
Extraction Software (v11.0.1.1) ile elde edildi.
Microarray sonuclari GeneSpring GX 7.3 software
(Agilent) ile analiz edildi. Tum istatiksel analizler
icin “’R Istatistik Pogrami v3.1.2"”" (www.r-proje-
ct.org) kullanildi.

1.7. Biyoinformatik Analizler:

Mikroarray analiz sonucuna gore iki calisma gru-
bumuz arasinda istatiksel anlamli farklilik gos-
teren miRNA’lar icin hedef gen predikte etmek
amacli miRDB veritabani kullanildi http://mirdb.
org/miRDB/ (Wong N, 2015). MiRDB veritabanin-
da arastirilan miRNA’lar icin predikte edilen he-
def genlerden skorlari 95 ve Uzeri olanlar gliclu
aday olarak degerlendirildi (Gopalan V. 2014).
Ardindan, literatlr arastirmasi ile gugli aday
olarak belirlenen hedef genlerin AMPK sinyal yo-
lundaki rolleri incelendi.

1.8. Kantitatif Real-Time Polimeraz Zincir Re-
aksiyonu:

THP-1 makrofaj hiicre hatlarindan total RNA’lar
kit kullanilarak izole edildi ve cDNA sentezi-
nin ardindan AMPK al, AMPK (1, AMPK (2 ve
SREBF?2 transkriptlerine 6zgl primerler ile Sy-
berGreen es-zamanli kantitatif PCR teknigi ile
gen ekspresyonu analizleri yapildi. Kiyaslama
sonucundaki degisim, GAPDH (endojen Kontrol)
transkript seviyelerine gore normalize edildikten
sonra hesaplandi.

Huicre kiltlrinden elde edilen RNA'lar icin Kul-
lanilan Q-RT-PCR yontemi niikleik asitlerin mik-

tarinin belirlenmesinde siklikla kullanilan bir
metottur. EKkspresyon dizeyini rdlatif olarak he-
saplamak icin Delta Delta Ct metodu kullanildi.
Hedef gen anlatim diizeyini ifade eden Ct deger-
lerinden referans olarak secilen ‘housekeeping’
Ct degderi cikartilarak Delta Ct degeri elde edil-
di. Delta Ct degerlerinden calismada kullanilan
ve elde edilen Ct degerlerinin normalizasyonu-
nu saglamak icin bir kalibrator olusturuldu. Bu
kalibrator degeri elde edilen Ct degeri delta Ct
degerinden cikarilarak delta delta Ct degeri elde
edildi.

3. Bulgular:
3.1. Farkli Eksprese olan miRNA’lar:

Tamamladigimiz miRNA array calismamizda an-
jiografi sonucunda koroner damar darligi < %30
KAH olmayan statin kullanan (n=3) ve saglikli
kontrol (n=4) gruplar arasindaki anlamli derece
ekspresyon farkliligi gosteren miRNA’lar belir-
lendi (Sekil 1 ve Tablo 1). miR-625-5p, miR-550a-
3-5p, miR-550b-2-5p, miR-550a-5p, miR-let-7d-
5p’nin statin kullanan grupta daha az eksprese
oldugunu belirledi (Sekil 1 ve Tablo 1). Bu so-
nuclardan yola cikarak belirlenen miRNA’larin
hedef skoru =95 olan hedef genleri miRDB’den
guclu aday olarak belirlendi. Skoru ylksek hedef
genlerden, statin metabolizmasi ile iliskili olarak
olarak sadece miR-625-5p hedefinde olan AMPK
a1 geni belirlendi (Hedef Skoru=95).

3.2. THP-1 Mdkrofajlarda Simvastatinin Hedef
Gen Ekspresyon Diizeyi Uzerine Etkisi:

Makrofaj hiicreleri icin uygun konsantrasyon olan
10 uM simvastatin eklendikten 24 saat sonraki
canlilik seviyelerinin, negatif kontrol hicrelerin-
deki canlilik oranlari ile kiyaslanmasi sonucunda
elde edilen bulgular statinin hiicre sayisi ve can-
Lligini azalttigini gosterdi. Daha sonraki analiz-
lerde bu hiicrelerden RNA izolasyonu yapilarak
hedef genlerin ekspresyon seviyelerindeki degi-
simler incelendi.

Statin metabolizmasinda yer olan AMPK al,
AMPK B1, AMPK B2 ve SREBFZ2 genlerinin simvas-
tatin varligindaki etkilenme durumu incelendigin-
de AMPK a1, AMPK 31, AMPK B2 ve SREBF2 gen
ekspresyonlarinda artis oldugu gozlendi (Sekil 2).



16 Deneysel Tip Arastirma Enstitiisi dergisidir

Color Key

S5ig Hierarchical clustering (L_vs_M)
I-score

-1.5 -8.5 8.5 1 1.5

hss-miR-558z-3-5p

hsa-miR-625-5p

hsa-let-7d-5p

hzz-miR-5358k-2-5p

hsz-miR-358z-5p

Sekil 1. Farkli olarak ifade edilen micoRNA’lar icin kiimeleme analizi. Yatay eksen ornekleri (mavi cubuk:
statin ile tedavi edilen grubu, yesil cubuk: statin ile tedavi edilmeyen grubu), sol dikey eksen ise miRNA’yI temsil
etmektedir. Kirmizi ve yesil renkler, ekspresyon artisini (up-regulation) ve ekspresyon azalisini (down-regulati-
on) gostermektedir.

miRNA Kat Degisimi (Fc) p

hsa-let-7d-5p 1.61 0.04
hsa-miR-550a-3-5p 1.72 0.02
hsa-miR-625-5p 1.76 0.01
hsa-miR-550b-2-5p 1.85 0.01
hsa-miR-550a-5p 2.14 0.01

Tablo 1: miRNA array sonucunda farkli eksprese olan miRNA’larin statin tedavisi olmayan grupta statin tedavisi
olan gruba gore ekspresyon kat degisimi (Fold change)(p <0.05).
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Sekil 2. THP-1 Makrofajlarda simvasitatin varliginda SREBF2 ve AMPK genlerinin ekspresyon diizeyleri.
THP-1 Makrofajlarda simvastatinin hedef gen ekspresyon diizeyi Uzerine etkisi. Arastirilan kosullarda AMPK
al, AMPK B1, AMPK 2 ve SREBFZ2 genlerinin ekspresyon degisimleri gosterilmistir. Kontrol gen olarak GAPDH

kullanilmistir.

4. Tartisma:

Son yillarda, genlerin  ekspresyonunun
post-transkripsiyonel diizenlenmesinde onemli
rol oynayan miRNA’lar arastirilarak ateroskleroz
patogenezindeki etkileri incelenmektedir. insan-
larda, yaklasik 2000 miRNA Klonlanip dizilenmis-
tir. Ancak, insan genomundaki genlerin %30’unun
diizenleyicisi olarak binlerce miRNA oldugu tah-
min edilmektedir (Haver VG, 2010; Scalbert e ve
Bril A, 2008). Pek cok miRNA, cesitli fizyolojik
fonksiyonlarin ve gelisimin regllasyonunda rol
aldiklarindan dolay1 doku-spesifik olarak eks-
prese olmaktadir ve kan dolasiminda saptanabil-
mektedirler (Fazi F ve Nervi C, 2008).

miRNA’lar, aterosklerozun gelisiminde hem peri-
feral doku hem de damar dokusunda olmak tzere
her asamada rol almaktadirlar (Haver VG, 2010).
Serum ve plazmadan elde edilen miRNA banka-
sl ile yapilan calismalarda KAH icin biyobelirteg
olarak belirlenen veya ongorilen miRNA’lar sap-
tanmistir (Jiang Y, 2014, Wang F, 2014,).

Bizim calismamizda, miRNA array calismasi ile

KAH olmayan ve statin kullanan Kisiler (n=3) ve
statin kullanmayan saglikli Kontrol (n=4) grupla-
ri arasindaki anlamli derece ekspresyon farklilig
gosteren miRNA’lardan kolesterol metabolizma-
sinda da iliskili olabilecegini ongordimuz miR-
NA'’lar secildi. Kolesterol metabolizmasi ile ilis-
Kili olarak olarak sadece miR-625-5p hedefinde
olan AMPK a1 geni belirlendi (Hedef Skoru=95).
Bunun uzerine AMPK genleri ve iliskili oldu-
gu SREBF2 geninin in vitro calismalar ile THP-
1 hicrelerinde statin varliginda ve yoklugunda
ekspresyon diizeyleri incelendi. in vitro calisma
sonuglarina gore, statin AMPK a1 ve diger cali-
silan genlerin ekspresyonunu arttirmaktadir. Bu
sonuglara gore miR-625-5p’nin statin kullanimi
ile ekspresyonunun azalmasi AMPK al geninin
ekspresyonun artmasina neden olarak koruyucu
rol aldigini disunulebilir. AMPK a1 geninin ayni
hasta ve kontrol grubunda taranarak ekspresyon
sonuclarina gore daha net bilgiler elde edilebi-
lecektir. Elde ettigimiz sonuclara gore, statinin
miR-625-5p ekspresyonunu azaltmasi AMPK
al’in induklenmesi ile kolesterol mekanizmalari-
nin sentez yolunu aktive edebhilir (Sekil 3).
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Sekil 3: Kolesterol metabolizmasinda etkili olan
genlerin ve miR-625-5p ile olasi iligkilerinin gos-
terimi. SREBP-2 (SREBF?2), intraseliler Kolesterol
metabolizmasinin pozitif dengelerini diizenlemekte-
dir. Statin ilaglari veya dusik hicre ici Kolesterol ko-
sullari, SREBP-2’yi indlikleyerek sterollerin sentezi-
ni ve alimini azaltmaktadir. Ayni zamanda, statinler
miR-625-5p ekspresyonunu inhibe ederek, AMPK al
yolundaki artisla sterol kaybini en aza indirebilir.

Yakin zamanda yapilan bir ¢alismada, miR-625-
5p’ninde igcinde bulundudu bazi miRNA’lar aortik
stenoz ile iliskili bulunmustur (Coffey S, 2016).
Baska bir grup tarafindan yapilan calismada ise,
miR-625-5p’nin hedefinde olan genler aracalig
ile sitokin yolaklarinin diizenlenmesinde etkili
olabilecedi belirtilmektedir (Dong X, 2016). Bu
calismlara ek olarak, STS hicre dizisi ile hipok-
si kosulunda yapilan ekspresyon calismalarinda
miR-625-5p’nin ekspresyonunun azaldigi goste-
rilmistir (Gits CM, 2014).

Arastirmamizda statin ile tedavi edilen bireyler-
de miR-625-5p’nin down regule oldugu gozlen-
mistir. Bu miRNA daha onceki calismalarda da
hipertansiyonla iliskilendirilmis ve hasta gru-
bunda down regulasyonuna rastlanmistir (Syed
Salman A, 2016). MiRDB veritabaninda sorgulan-
diginda miR-625-5p’nin 17 tane kardiyovaskuler
hastaliklarla iliskili aday geni (Hedef Skor =60)
hedef alabilecedi predikte edilebilir. Bunlardan
yedi tanesinin prediksiyon degerleri yiksektir
(Hedef skor =80). Bunlar skor iyiligine gore sira-
siyla; PAPPA, COL1A1, MFN2, ATP6AP2, SUMOA4,
APLN, ve FAS genleridir.

Sonug: Bu sonuglar daha detayli bir sekilde ince-
lenip baska gruplar tarafindan konfirme edildigi
taktirde, miR-625-5p’ln ateroskleroz patogene-
zinde ve statin metabolizmasinda onemli rol alan
bir miRNA olabilecegdi ispatlanabilecektir. Boyle-

sine 6nemli bir olusuma neden olan bilinmeyen
yeni biyobelirteclerin aydinlatilmasi Glkemizde ve
tim dinyada en onemli 6lum sebeplerinden biri
olan kalp-damar bozukluklarina karsi koruyucu
tip yontemleri ve ilac gelistirmede buylk umut
vaad etmektedir. ileride, aterosklerotik KAH geli-
siminin takibinde bu biobelirteglerin test edilmesi
ve bulunacak aday genlere 6zgl tedavi stratejile-
rinin gelistirilmesi mimkun olabilecektir.
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