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OZET

STEROID KAYNAKLI FEMUR BASI AVASKULER NEKROZLU HASTALARDA
miRNA’LARIN BELIRLENMESI

Didem HIZARBAS

Amasya Universitesi, Saglik Bilimleri Enstitiisii
Molekiiler Tip Anabilim Dali, Yiiksek Lisans, Haziran/2024
Danisman: Prof. Dr. Tuba YILDIRIM

Avaskiiler nekroz; hiicre 6liimiiniin, kirllmanin ve etkilenen bolgenin ¢dkmesinin goriildigii
zamanla ilerleyen bir hastaliktir. Ayrica list ekstremite, dizler, omuzlar ve ayak bilekleri gibi pek ¢ok
kemikte gelisebilir ve farkli zamanlarda birden fazla kemikte ortaya gikabilir. Olusumuna travmatik
ve atravmatik faktdrler dogrudan katkida bulunabilir. Steroid kullanimi atravmatik faktorlerden
birisidir. Osteoblast farklilagmasi, osteoblast ve osteoklast apoptozu, lipid metabolizmasi, pithtilagma
yollar1 ve kalsiyum metabolizmas1 iizerindeki etkilerinden dolay1 steroidlerin neden oldugu
avaskiiler nekroz anlagilmasi en zor olanidir.

Steroid hormonlari, gonadlar, adrenal bezler ve plasentadaki ¢oklu enzimler tarafindan,
steroidogenez yoluyla kolesterolden sentezlenen énemli biyomolekiil siifidir. Steroidler pek ¢ok
hastaligin tedavisinde kullanilmasina ragmen osteoblast ve osteoklastlarin {iretimini azalttigi,
osteoklastlarin dmriinii uzattig1 ve osteoblastlarin apoptozunu arttirdig1 bilinmektedir.

miRNA’lar; hayvanlarda ve bitkilerde ¢ok sayida hedef gen ile etkilesime girerek temel
biyolojik siireglerin ve gen ekspresyonunun diizenlenmesinde rol oynayan, tiirler arasinda korunan
kodlamayan RNA'lardir. miRNA’larin degisen ekspresyon seviyeleri ¢esitli hastaliklarin teshisinde
kullanilmaktadir. SANFH’nda miRNA’larin ekspresyon seviyelerinin degistigi ve osteoblast
farklilasmasinda rol oynadiklar1 gosterilmistir. Bu nedenle kemik homeostazisinde diizenleyici rol
oynamalar pratikte de biyobelirte¢ olarak kullanilabileceklerini gdstermektedir.

Tez calismasi sonucunda; in siliko yontemleri kullanarak SANFH ile ilgili RIPK1 ve MAPK
genlerine ait miRNA dizileri belirlenerek aralarindaki iliski incelendikten sonra RIPK1 geni icin
miR-6891 ve MAPK geni i¢in miR-5699 RT-qPZR analizlerinde kullanilmak tizere segildi. Amasya
Sabuncuoglu Serefeddin Egitim ve Arastirma Hastanesi, Ortopedi ve Travmatoloji Anabilim Dali’na
bagvuran SANFH tanist koyulmus 15 ve SANFH tanis1 almamis 15 hastadan periferik kan drnekleri
toplanarak tam kandan miRNA izolasyonu yapildi. RT-qPZR sonuglart SANFH’li bireylerin kaninda
hsa-miR-6891° in ekspresyonunun azaldigmi, hsa-miR-5699 seviyesinin SANFH’li bireylerde
yiksek oldugunu gosterdi. Elde edilen bulgular dogrultusunda, hsa-miR-6891 ve hsa-miR5699’un
steroid kaynakli femur bas1 avaskiiler nekrozu hastaligi ile iliskilendirilebilecegi, hastaligin tani ve
teshisinde biyobelirteg olarak kullanilabilecegi diigiiniilmektedir.

Anahtar Kelimeler: /n siliko analizler, MAPK, miRNA, Osteonekroz, RIPK1, SANFH,
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Avascular necrosis (AVN) is a progressive bone disorder characterized by cell death, structural
collapse, and eventual functional impairment of the affected area. Notably, AVN can develop in
various bones, including the upper extremities, knees, shoulders, and ankles. It can even affect
multiple bones at different times. Both traumatic and atraumatic factors contribute to AVN
formation, with steroid use being a prominent atraumatic contributor. Steroid-induced AVN
(SANFH) presents a particularly complex challenge due to its multifaceted effects on bone
physiology. These effects encompass osteoblast differentiation, osteoblast and osteoclast apoptosis,
lipid metabolism, coagulation pathways, and calcium homeostasis.

Steroid hormones are essential biomolecules synthesized from cholesterol through a process
called steroidogenesis. While corticosteroids are invaluable in treating various diseases, they are
known to disrupt bone homeostasis by reducing the production of osteoblasts and osteoclasts while
simultaneously prolonging osteoclast lifespan and promoting osteoblast apoptosis.

MicroRNAs (miRNAs) are short, non-coding RNAs that act as powerful gene regulators
across diverse biological processes in animals and plants. They achieve this by interacting with a
vast array of target genes. Notably, miRNAs are highly conserved across species, and their altered
expression levels serve as diagnostic tools for various diseases. Recent research suggests that miRNA
expression levels are dysregulated in SANFH, particularly those involved in osteoblast
differentiation. This observation highlights their potential as biomarkers for clinical practice.

In the present study, we employed in silico methods to identify miRNA sequences associated
with SANFH-related genes RIPK1 and MAPK. We then evaluated the relationship between these
sequences and selected hsa-miR-6891 for the RIPK1 gene and hsa-miR-5699 for the MAPK gene
for further analysis using RT-qPCR. Peripheral blood samples were collected from 15 patients
diagnosed with SANFH and 15 patients without a diagnosis of SANFH who applied to Amasya
Sabuncuoglu Serefeddin Training and Research Hospital, Department of Orthopedics and
Traumatology, and total RNA was isolated for miRNA analysis. Our RT-gPCR results revealed a
significant downregulation of hsa-miR-6891 expression in the blood of individuals with SANFH.
While hsa-miR-5699 levels exhibited an upward trend in the SANFH group, this increase did not
reach statistical significance. Based on these findings, we hypothesize that hsa-miR-6891 and hsa-
miR-5699 may be associated with SANFH and hold promise as potential biomarkers for disease
diagnosis and prognosis.

Key Words: In silico analyses, MAPK, miRNA. Osteonecrosis, RIPK1, SANFH



1. GIRIS

Osteonekroz (ON), kemige yeterli kan akisinin olmamasi veya kemige oksijen
tasinmasinin bozulmasit sonucunda hiicre Oliimiine, kirilmaya ve etkilenen bdlgenin
¢okmesine yol acan zamanla ilerleyen bir hastaliktir [1]. Avaskiiler nekroz, aseptik nekroz,
osteokondritis dissekans veya iskemik kemik nekrozu olarak da adlandirilan ON; st
ekstremite, dizler, omuzlar ve ayak bilekleri gibi pek cok kemikte gelisebilir ve farkll
zamanlarda birden fazla kemikte ortaya ¢ikabilir [2-4]. Osseous Dolasim Arastirma
Dernegi'nin (ARCO) Adlandirma ve Evreleme Komitesi, 1992 yilinda, femur basindaki
nekrotik lezyonlar i¢in “Osteonekroz” adinin kullanilmasini kabul etti [5]. ON'lerin %701
iki tarafli ve hatta ¢cok odaklidir, ayn1 anda iskeletin birden fazla bolgesini etkiler [6]. En
yaygin olarak kal¢a ekleminde femur basinda goriiliir, femur basi avaskiiler nekrozu (ANFH)
femurun proksimal ucuna kan akisinin bozulmasi sonucunda osteosit 6liimiine yol agan, tipik
olarak femur bas1 ¢okmesi ve kalca ekleminde fonksiyon bozuklugu ile sonug¢lanan bir tiir
aseptik osteonekrozdur [3, 4, 7, 8]. 20-65 yaslar1 arasindaki fiziksel olarak aktif, geng
yetigkin insanlarda daha sik gorilmektedir [3, 7, 9]. Erken evre ANFH genellikle
asemptomatiktir ve yogun steroid kullanimindan birkag¢ yil sonra gelisir [10]. Bu nedenle
erken tani ile total kalga protezi uygulamasi disinda secenekler sunmak, femur basi
cokmesinden Once kalca ekleminin biitlinligiinii korumaya ydnelik etkili tedaviler
gelistirmek kritik oneme sahiptir [7, 8]. ANFH nin spesifik olmayan semptomlar1 hastalarin
cerrahi olmayan tedavi alma sansin1 kaybetmesine neden olur, hastalifin erken evrelerde
tespit edilmesi ile ¢cok ¢esitli eklem koruyucu tedavi yontemlerinden yararlanilabilir [11, 12].

Steroidler, romatoid artrit ve sistemik lupus eritematozus (SLE) gibi otoimmiin
hastaliklarin tedavisinde kullanilmaktadir ancak bu tedavi steroid kaynakli femur basi
avaskiiler nekrozu (SANFH) gibi ciddi komplikasyonlara neden olabilir [13]. Steroid
kullanim1 avaskiiler nekroz ile iliskili olmasina ragmen her zaman direkt ve nedensel bir
iliski bulunmamaktadir [14]. Harvey Cushing, yiiksek steroid kullaniminin kemik dokusu
tizerinde olumsuz etkisi oldugunu ilk defa 1930'larin basinda fark etmistir [15]. Yiiksek
miktarlarda steroid kullanimi kemik miktarindan c¢ok kemik kalitesini olumsuz
etkilemektedir [16]. Kemik olusumunda 6nemli gorevleri olan osteoblastlar steroidlerin
hedefleri arasindadir [17]. miRNA’lar ise osteoblast ve osteoklastin yeniden dengelenmesi,

kemik iligi mezenkimal kok hiicrelerinin farklilasmasi, kemik mikrovaskiiler endotel



hiicrelerinin aktivasyonu ile bagisiklik hiicrelerinin aktivasyonu gibi bir¢ok siirecte yer
almaktadirlar [18].

MikroRNA’lar (miRNA) hiicre proliferasyonu, farklilasmasi ve 6liimii gibi c¢esitli
stireclerde rol alan, hedef mRNA'larin ekspresyonunu diizenlemek i¢in mRNA’larin 3'-
cevrilmemis bolgelerine (3'-UTR) baglanarak hedef genlerin susturulmasini diizenleyen, 19-
25 niikleotit boyutunda, tek sarmalli, yiiksek oranda tiirler arasinda korundugu bilinen
sncRNA (kiiclik kodlamayan RNA) sinifidir [19-22]. miRNA’larin yaklasik olarak %30u
protein kodlayan genlerin intronlarindan, geri kalani ise 6zel miRNA gen lokuslarindan
sentezlenir [23]. Tek bir miRNA, yiizlerce mRNA'y1 hedefleyebilir ve genellikle islevsel bir
etkilesim yolunda yer alan bir¢ok genin ifadesini etkileyebilir ve tiim protein aglarim
diizenleyebilir [19, 20]. Son yillarda yapilan arastirmalarla miRNA'larin insan hastaliklarina
isaret ettigi kanitlanmistir ve RNA susturma isleminde Onemli bir rol oynadig
gosterilmistir [12].

Dolasimdaki miRNA'lar; yiiksek ozgiilliik, kolay erisilebilirlik ve hassasiyet dahil
olmak tizere pek cok kriterleri karsilamalart ve c¢oklu kanser olusumu ve gelisiminin
diizenlemesi, Alzheimer, romatoid artrit, obezite gibi insana ait ¢esitli hastaliklarda goérev
almalar1 nedeniyle tanisal biyobelirtegler haline gelmektedirler [21, 24, 25]. Ayn1 zamanda
osteogenez, osteoklastogenez ve adipogenezin diizenlenmesinde rol almasi nedeniyle iskelet
hastaliklarinin tedavisi i¢in yeni bir hedef olarak gosterilmektedir [26, 27]. Yapilan
caligmalar sonucu elde edilen veriler kemik iligi kaynakli mezenkimal kok hiicrelerinin de
(MSC) (Bone Morrow Stem Cell-BMSC) farklilagmasini yonlendirerek kemigin yeniden
sekillenmesini etkileyebildiklerini gostermektedir. Bu nedenle miRNA’lar SANFH
stirecinde rol alan kritik bir ara¢ olarak kabul edilmektedir [12, 28]. Arastirmacilar
SANFH’nin mekanizmasini incelediklerinde miRNA’larin gen diizenleyicileri olarak rol
aldiklar1 dogrulanmistir. Bu nedenle miRNA’larin SANFH gelisim hizin1 yavaslatabildikleri
bilinmektedir [12, 18].

Bu tez g¢alismasinin; steroid kaynakli femur basi avaskiiler nekrozu hastaliginin
gelisiminin agiklanmasina, biyobelirte¢ olarak kullanilabilecek miRNA’larin belirlenmesine
ve yeni terapdtik yan iirlinlerin aragtirilmasina katki saglamasi amaglanmistir. Bu nedenle in
siliko yontemler kullanilarak insana ait miRNA dizilerinin elde edilmesinde miRBase,
SANFH hastaligi ile iligkili olan RIPK1 ve MAPK genlerinin kullanimmna karar
verilmesinde NCBI sitesindeki BLASTn, hedef genlerin tanimlanmasinda RNAhybrid,
miRNA’larin ikincil yapilarinin olusturulmasinda RNAfold ve miRNA’lar arasindaki iligkiyi



gosteren filogenetik agaclarin ¢izilmesinde MEGA programi kullanildi. Hedef genlerin rol
aldig1 yolaklarin belirlenmesi icin KEGG ve GO analizleri GeneMANIA ve miRTargetLink
2.0 web programu ile yapildi. SANFH ile ilgili RIPK1 geni i¢in hsa-miR-6891 ve MAPK
geni icin hsa-miR-5699 secilerek primer dizisi tasarlandi. Amasya Sabuncuoglu Serefeddin
Egitim ve Arastirma Hastanesi Ortopedi ve Travmatoloji servisine bagvuran hastalardan bir
tip periferik kan Ornegi alindi ve tam kandan miRNA izolasyonu yapildi. Elde edilen
miRNA’larda ¢cDNA sentezi yapildi ve MAPK i¢in hsa-miR-5699 ve RIPK1 igin hsa-
miR6891 seviyeleri RT-qPZR yontemi kullanilarak 6lgiildii. Son olarak RT-qPZR
sonuglarinin istatistiksel degerlendirmesi yapildi. Elde edilen bulgular dogrultusunda, hsa-
miR-6891 ve hsa-miR5699’un SANFH hastaligi ile iligkilendirilebilecegi, hastaligin tan1 ve
teshisinde biyobelirteg olarak kullanilabilecegi diistiniilmektedir.



2. GENEL BIiLGILER

2.1 Femur Basi Avaskiiler Nekrozu (ANFH)
2.1.1 Epidemiyolojisi

Bazi iilkeler kendi osteonekroz popiilasyonlarini taramis olsa da ANFH’nin kesin
insidansi, az-semptomatik veya asemptomatik olmasi nedeniyle ¢ok az bilinmektedir ve
diinya capinda ANFH hakkinda epidemiyolojik bir rapor bulunmamaktadir ancak yillik
insidans1 iyi bilinmektedir [6, 29]. 1989-2003 yillar1 arasinda tiim osteonekroz tiirlerinin
yillik insidans1 iki katina ¢ikmistir ve prevalansi da giderek artmaktadir. Bunun artan
farkindaliktan m1 yoksa Manyetik Rezonans Goriintillemenin (Magnetic Resonance
Imaging-MRI) daha sik kullanilmasina bagli olarak tanisal ilerlemelerden mi kaynaklandigi
bilinmedigi i¢in gergek bir artis olup olmadigi belli degildir [4, 9].

Amerika Birlesik Devletleri'nde (ABD) her yi1l 10 000-20 000 arasinda yeni ANFH
vakasi teshis edilmektedir, toplam total kal¢a protezi uygulamalarinin yaklasik %10unun
sebebini bu hastalik olusturmaktadir. Birlesik Krallik'ta ise yilda 100 000 kisi basina 1,4-3,0
kisiyi etkilemektedir ve 50 yasin altindaki hastalarda total kal¢a protezi uygulamasinin en
yaygin li¢lincii nedenidir [6, 7, 9]. Giiney Kore'de ANFH nin yillik goriilme siklig1 2002'de
9 870'den 2006'da 18 691'e ¢ikmistir [5]. Japonya'da yillik goriilme oranin 2010'dan 2013'e
kadar olan arastirmalarda 2 400'den fazla oldugu tahmin edilmektedir [5]. Cin'de ANFH
hastalarinin kiimiilatif sayis1 2013 yilinda 8,12 milyona ulagsmistir [5].

2.1.2 Etyolojisi

1830’larda Fransiz anatomist ve patolog Jean Cruveilhier, femur basi nekrozunu,
etiyolojisi damar hasari olan kalga travmasinin geg bir komplikasyonu olarak tanimlamigtir
[5]. ANFH’nin ¢ogunlukla genetik yatkinlik, metabolik faktorler ve damar hasari, artan
intraosse0z basing ve mekanik stresler dahil olmak iizere kan akisini etkileyen lokal
faktorlerin birlesik etkilerinden kaynaklandigina inanilmaktadir ancak gelisimine neden olan
mekanizmalar belirsizligini korumaktadir [3]. ON'ye yol acan en yaygin iic genel
mekanizma; mekanik kan damar1 kesintisi, trombotik intravaskiiler okliizyon ve
ekstravaskiiler kompresyondur [30]. Vakalarin yaklasik %70'inde etiyoloji bulunabilirken
%15-30’unda tanimlanabilir bir etiyolojik faktor yoktur ve idiyopatik olarak

adlandirilmustir [30, 31]. ANFH olusumuna sik olarak travma, steroidler, alkolizm, orak



hiicre hastalig1, radyasyon, Gaucher hastalig1 ve Caisson hastaligi (dekompresyon hastaligi)
gibi travmatik ve atravmatik faktorler dogrudan katkida bulunabilir [3, 4, 31] (Tablo 2.1).
Hormon kullanimindan kaynaklanan ANFH, travmatik degildir ve temel belirtileri gézden
kagirilabilen kalga ve kasik agrisidir. Bu nedenle tedavi i¢in en uygun zaman bilinemeyebilir

[32].

2.1.2.1 Travmatik nedenleri

Travma, ON'nin en yaygin nedenidir; kan akisini bozar ve osteosit dliimiine yol agar
[1]. ON'nin travmatik nedenleri arasinda femur boynu kiriklar1 veya ¢ikiklarinin yani sira
kemik iligi elemanlarinin radyasyon, disbarizm veya Caisson hastaligina bagli olarak

dogrudan yaralanmasi yer alir [3].

2.1.2.2 Atravmatik nedenleri

ON ile iliskili travmatik olmayan pek ¢ok durum bulunmaktadir. Kabul edilen ve
yaygin goriilen iliskilerden bazilar1 arasinda; uzun siireli ve yliksek dozda steroid kullanima,
alkol kullanimi, SLE, orak hiicreli anemi, Legg-Calve-Perthes sendromu gibi konjenital
defektlerden, radyasyona veya sitotoksik ajanlara maruz kalmaya kadar ¢esitli dogal ve
iatrojenik durumlar bulunmaktadir [2, 3, 30] (Tablo 2.1). Gaucher hastalig1, disbarizm, Insan
Bagisiklik Yetmezligi Virtisi (Human Immunodeficiency Virus — HIV), hiperlipidemi,

pankreatit ve gut hastalig1 daha az yaygin olarak iliskilendirilmektedir [30].

Tablo 2. 1 ANFH nin ortaya ¢ikmasina neden olan bazi etkenlerin populasyonlarda goriilme

oranlari.
ANFH nedenleri Goriilme oram
Kalca ¢ikig1 goriilen hastalarda %20 [3]
Steroid kullanan hastalarda 9%0,6- %40 [3, 6, 15]
Alkol kullanan hastalarda %20-%30 [3, 6, 7]
Steroid ve alkol kullanim1 birlikte olan hastalarda >%80[3, 9, 31]
Orak hiicre hastalarinda %50 [3]
SLE hastalarinda %3-%35 [3]
Gaucher hastalarinda %060 [3]
Organ nakli yapilan hastalarinda %2-%37 [6]

Bilinmeyen %20 [3]



https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC9076447/#R4

2.1.3 Patogenezi

Osteonekroz, kemige yeterli kan akisinin olmamasi veya kemige oksijen tasinmasinin
bozulmas1 sonucunda hiicre 6liimiine ve etkilenen bolgenin ¢okmesine yol acan zamanla
ilerleyen bir hastaliktir. Osteonekrozda, osteoblastlardan kemik olusumu ile osteoklastlarin
kemik emilimi esit miktarda ger¢eklesmez bu nedenle nekrotik kemigin yeri doldurulamaz

ve yapisal olarak saglam olmayan kemik dokusu bulunan bir bolge olusur (Sekil 1.1 ve 1.2)

[1].

Subsinovyal intrakapstiler
arter halkasi

Obturator

arterin dali

Medial femoral

sirkumfleks arter

Profunda femoris
Lateral femoral

sirkumfleks arter

Sekil 1. 1 Femur basini besleyen kan damarlari [33]

Sekil 1. 2 Osteonekrozun erken radyografik belirtisi [33]



ON patogenezi ¢ocuklarda ve yetigkinlerde ¢ok benzerdir, yas gruplar1 arasinda
gorulen farkliik kikirdak olgunlugudur. Cocuklarda epifiz biiylime kikirdagi
bulundugundan femur basinda meydana gelen kayiplar onarilabilir; ancak olgun hastalardaki
ince epifiz kikirdaginin biiyiime yetenegi olmadig i¢in telafi edemez [34]. Trombosit Ureten
femur basina ve kemik iligine kan akiginin olmamasi hiicre dliimlerine neden olur, ilk 6len
hiicre grubu kemik iligi hiicreleridir, bunu osteoblastlar ve osteositler takip eder [3, 34].
ANFH lezyonlar1; toplam kemik hacminde azalma, artan kemik kirilganligi ve siki kemik
doku hiicresi nekrozu ile birlikte kemik mikroyapi hasari ile karakterize edilir ve 1s1k
mikroskobu altinda 6lii kemik hiicrelerinin gézlemlenmesi nekrozun en 6nemli isaretidir.
[34, 35]. ON’nin gelisimi birbirini takip eden iskemi ve rejenerasyon olmak Uzere iki
asamaya ayrilabilir. Sadece iskemik donem erken dénem olarak kabul edilebileceginden,
erken donemde rontgen goriintiilerinde hastalik belirtilerinin olmadigi sdylenebilir [34].

Travmatik olmayan osteonekrozun patogenezi travmatik osteonekrozdan daha
karmagiktir. Steroidlerin, ¢ogunlukla birbiriyle iligkili olan osteoblast farklilagmasi,
osteoblast ve osteoklast apoptozu, lipid metabolizmasi, pihtilasma yollar1 ve kalsiyum
metabolizmasi tizerindeki etkilerinden dolay1r neden oldugu osteonekrozun anlasilmasi en
zor olanidir [36]. ANFH olusumuna sik olarak alkol, orak hiicre hastaligi, genetik, kirik ve
cikik, Caisson hastaligi, Gaucher hastaligt ve steroidler gibi travmatik ve atravmatik
faktorler etkilidir [3, 4, 31].

Alkol: Alkol tiiketimi, fosfolipid ve sitokin metabolizmasi lizerinde etkilidir. Asir1 lipid
olusumu, artan hiicre i¢i lipid birikimleri, kemik olusumunun azalmasi sonucunda osteosit
Olimiine ve ON'a yol agmaktadir [2, 3, 34].

Orak hiicre: Orak hiicre damar tikanikligina ve ON'ye neden olabilir [3].

Genetik: ON'un iligkili risk faktorlerinin altinda yatan genetik bir temele sahip
olabilecegine dair bazi1 kanitlar vardir [3]. Damar sisteminde trombiis olusumu, pithtilagma
yolu, iskemi, anjiyogenez, apoptoz, lipid biyosentezi ve kemigin yeniden sekillenmesinde
rol oynayan proteinleri kodlayan genlerin farkli ekspresyonunun ANFH’nin son asamaya
ilerlemesinden sorumlu oldugu diisiiniilmektedir. Yapilan genotipleme calismalar1 da gen
kodlayan protein polimorfizmlerinin ANFH ile iliskisini gostermektedir [34].

Kk ve ¢ikik: Femur boynu kiriklart veya ¢ikiklari, kemikteki normal damar

desteginin hasar gérmesi sonucunda etkilenen bdlgede kan akisinin bozulmasina neden olur
[3, 14].



Caisson Hastaligi (Dekompresyon-Disbarizm): Arteriyollerin nitrojen kabarciklari

olusumu ile tikanmasina yol agar [3].

Gaucher Hastaligi: Lizozomal depo hastaligi olan Gaucher hastalifinda hiicreler

kemik iligine ilerleyerek intramediiller basinci artirir [6].

Kalp damar hastaliklari: Yapilan bir arastirmada, ON hastaligi goriilen kisilerde

hastaligin ortaya ¢ikmasindan sonraki ii¢ yillik siirede koroner kalp hastaliklarinin goriilme
riskinin daha fazla oldugu belirtilmistir [37].

Steroidler: Kan damarlarinda meydana gelen daralmaya bagli olarak arterlerde
mikroemboli, yag metabolizmasinda degisiklikler, induklenen kok hucre anormallikleri,
osteoblast ve osteoklast Uretiminin azaltilmasi, osteoblastlarin apoptozunun artirilmasi,
pihtilasma gibi gesitli mekanizmalarda degisikliklere sebep olur [1, 3, 4]. Yiksek doz ve
uzun siireli steroid kullaniminda risk 10-20 kat artmaktadir [1, 30].

Glinlimiizde pek ¢ok hastaligin tedavisinde hormonlar kullanilmaktadir. Uzun siireli
hormon tedavisi kemik olugumunun azalmasina, kirik pargalarinin birikmesiyle kemik

yapisinin seyreklesmesine ve sonucunda da SANFH’ye neden olmaktadir [32, 34].

2.2 Steroid Hormonlar

Steroid hormonlari, gonadlar, adrenal bezler ve plasentadaki c¢oklu enzimler
tarafindan, steroidogenez yoluyla kolesterolden sentezlenen 6nemli biyomolekiil sinifidir
[38-40] ve beyinde de norosteroidler iiretilmektedir [41]. Steroid hormonlari, su ve tuz
dengesinin diizenlenmesi, metabolizma ve stres tepkisi, eseysel olgunlagsma ile liremenin
baslatilmas1 ve siirdiiriilmesi gibi pek ¢ok Onemli role sahip, dort halkali organik
molekiillerdir [39, 41]. Islevlerine gore kortikosteroidler, {ireme steroidleri ve norosteroidler
olmak tizere ii¢ ana gruba ayrilirlar [38] (Tablo 2.2).

Steroidler, diisiik konsantrasyonlarda bulunmasina ragmen endokrin, parakrin ve
intrakrin diizenlemede kritik rol oynamaktadir [40, 42]. Bu nedenle steroid bazl
antiinflamatuarlar, antialerjik ajanlar vb. kanser, obezite, diyabet, romatoid artrit gibi ciddi
hastaliklarin 6nlenmesinde ve tedavisinde kullanilmaktadir [43]. Steroidler; romatizmal,
otoimmiin ve alerjik hastaliklarin tedavisinde kullanilmaktadir ancak osteoblast ve
osteoklastlarin tiretimini azaltir, osteoklastlarin dmriinii uzatir ve osteoblastlarin apoptozunu

arttirir.



Tablo 2. 2 Steroid cgesitleri, tiretildikleri yerler ve gorevleri

Steroid grubu Uretildi ~ Steroid cesidi Gorevi
gi yer
Kortikosteroid Adrenal Stres tepkisi, glikoz metabolizmasi,
hormonlar korteks bagisiklik  tepkisi, iltihaplanma,
elektrolit seviyelerinin diizenlenmesi
[38, 42]

Mineralokortikoidler Sodyumun  emilimi, potasyumun
atilimi, su alimim artirir. Béylece siv1
homeostazisini diizenleyerek sistemik
kan basincini korunmasi [39]

Glukokortikoidler Hepatik glukoneogenezde kullanilmak
lizere protein ile glikojenin
parcalanmasimin ve yag asitlerinin
viicuttan salinmasinin uyarilmasi [39]

Eseysel steroid Gonadlar Ikincil cinsiyet ozellikleri, {ireme
hormonlar fonksiyonlari

Progestojenler Hamileligin devami, menstrual
dongiiniin diizenlenmesi [38]

Ostrojenler Kadinlarda ikincil disi karakterlerin
belirlenmesi, iiremenin diizenlenmesi
[39]

Androjenler Erkeklerde ikincil erkek karakterlerin
belirlenmesi, iiremenin diizenlenmesi
[39]

Norosteroid Beyin Beyinde aktiftir [38]

hormonlar Feromonlar Ayni tiirlin bireyleri arasinda ¢esitli
davranis veya fizyolojik tepkileri
ortaya ¢ikarilmasi [38]

Yiiksek dozlarda ve uzun siireli steroid tedavisi SANFH riskini artirir [4, 44].
SANFH’de femur basi kesitlerinde bol miktarda apoptotik osteosit tespit edilmistir.
Apoptotik kemik hiicreleri, alkol nedenli ANFH’de nadir, travma sonrast ANFH’de ise
goriilmemektedir [4]. Yapilan ¢aligmalarda, SANFH hastalarinda bulunan mezenkimal kok

hiicrelerinin proliferasyon yeteneginin daha az oldugu gosterilmistir [30].

2.2.1 Steroid hormonlar: ve ON iliskisi

Steroidler ve ON arasindaki iligski nekroza neden olabilecek kesin doz bilinmedigi i¢in
tam olarak belirlenememistir [2]. 1998'de 3 000 atravmatik ON vakasi lizerinde yapilan bir
calismada vakalarin {igte birinden fazlasina steroidlerin yol ac¢tig1 ortaya ¢ikarilmistir (Tablo
2.3). Steroid kullanim stiresinin uzunlugu ve dozu ne kadar fazla ise ON goriilme olasilig1

o kadar fazla olmaktadir [2].
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Tablo 2. 3 Steroidlerin osteosit sagkalimini etkileme yollari

Lipid metabolizmasi

Kemik iligi mezenkimal kok hiicrelerinin
azalmig osteogenezi

Yetersiz kan iletimi

Steroidlerin osteosit sagkalimim etkileme | Hiicre apoptozu

yollari Gen polimorfizmi

Mikrobiyom

Immiinolojik

Coklu vurus hipotezi

Kodlanmayan RNA’lar

2.2.1.1 Lipit metabolizmasi

Steroidlerin kullanimi deri alt1 yag mobilizasyonu arttirir. Uygulama siiresi uzadikea,
kan lipit seviyeleri artar. Bu da karaciger yaglanmasina, adipositlerin biiylimesine,
osteositlerde lipit birikiminin artmasina, mikrodamarlarda yag embolisine, kemik iligi
stromal hiicrelerinin adipogenezine, mediiller boslukta yag birikmesine ve mediiller basincin
artmasina neden olmaktadir [2, 45]. Steroid kullanimi sonucu olusan hiperlipidemi, femur
basi intramediiller dokusunda yag birikmesine, intrakortikal basincin yilikselmesine, kan
akisinin kisitlanmasima ve bunun sonucunda da ON’ye neden olmaktadir [36]. Steroid
kaynakli lipit metabolizmast bozuklugunun; mikrovaskiiler yag embolizasyonu ve

osteositlerde yag birikmesi olmak {izere iki ana mekanizmasi vardir [45].

2.2.1.2 Kemik iligi kaynaklh mezenkimal kok hiicrelerinin osteogenezinin azalmasi
Kemik iligi kaynaklt mezenkimal kok hiicreleri, pluripotent kok hiicrelerdir [45].
Yapilan bir aragtirma SANFH’de kemik iligi kaynakli mezenkimal kok hiicrelerin osteojenik
kapasitesinde azalma oldugunu gostermektedir [2]. Femur boynu kirig1 olan hastalardan
alinan mezenkimal kok hiicreler, SANFH hastalarindan alinan hiicrelerle karsilastirildiginda
daha fazla hiicresel biiylime potansiyeli ve olgunlagmis kemige farklilagma yeteneginin

oldugu goriilmistiir [45].

2.2.1.3 Yetersiz kan iletimi

Chandler ve arkadaslari 1948'de; trombiis, plak veya emboliler ile damarlarin
tikanmasinin osteonekrozda rol oynayabilecegini ileri siiriilmiislerdir [2]. 1970'lerde ise
damar i¢i pthtilagmanin ANFH ile dogrudan ilgisi oldugu diisiiniilerek “kemik nekrozunun

yaygin damar i¢i pihtilasma teorisi” ileri siiriildii [45]. Steroidler, endotel hiicrelerine hasar
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vererek trombiis olusumuna yol acarlar ve asir1 pihtilasmay: arttirirlar. Steroidler, ayni
zamanda plazma plazminojen aktivatorii inhibisyonu ile doku plazminojen aktivasyonu
arasindaki dengeyi etkileyerek fibrinolizin azalmasina ve piht1 olusumuna yol agabilirler [2,

36].

2.2.1.4 Apoptoz

Apoptoz, programlanmis hiicre oliimiidiir. Bir hiicre o6ldiikten sonra geride kalan
kalintilarin organize sekilde temizlemesini saglar. Osteoklastlarin ve osteoblastlarin
apoptozunun artmast kemik olusumunu etkileyerek siingerimsi kemik olusumunun
artmasina neden olabilir. Steroidlerin inflamatuar etkilerinden birisi de apoptotik yollardir
ve yapilan aragtirmalarda steroid verilen farelerde ve insanlarda osteoblast ve osteosit
apoptozunda bir artis oldugu goriilmiistiir. Steroid iliskili osteonekroz gelisen hastalarin
femur bagindaki "kirik hilal" yapisinin yakinlarinda apoptotik osteositler bulunmustur [2,

45].

2.2.1.5 Gen polimorfizmi
Birg¢ok bilim insani, lipit tasima proteinlerindeki genetik polimorfizmlerin, insanlarda

osteonekroz gelisme riski gosterebilecegini ileri stirmiistiir [36].

2.2.1.6 Mikrobiyom
Baz1 calismalar bagirsak mikrobiyotasinin kemigin yeniden sekillenmesinde,
biliylimesinde, gelismesinde ve kemigin mekanik dayanikliliginda rol oynadigini ileri

stirmiistir [2, 45].

2.2.1.7 Immiinolojik
Steroidlerin; kikirdak, osteoblast, osteoklast ve osteositlerde bulunan steroid
reseptorlerine baglanmasinin, immiinojenik hiicreler igindeki apoptotik yollar ile

antiinflamatuar yanit1 indiikledigi diistiniilmektedir [36].

2.2.1.8 Cok vuruslu hipotez
Kenzora’nin 1983 yilinda ortaya attig1 “Kiimiilatif Stres Teorisi”’nde sistemik hastalig1
olan insanlarda steroit kaynakli avaskiiler nekroz oraninin daha yiiksek oldugunu,

steroidlerin ON’yi hizlandirdigini ileri siirmektedir. Farkli birgok arastirmaci da SANFH’de
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tek bir mekanizmanin hastaliga yol agmak i¢in yeterli olmadigini, ¢esitli faktorlerin ayni

anda ortaya ¢ikmasi gerektigini ileri stirmiistiir [2, 36].

2.2.1.9 Kodlamayan RNA’lar

Son yillarda gelisen molekiiler biyoloji ile yapilan calismalarda miRNA’larin da dahil
oldugu kodlamayan RNA’larin insana ait pek ¢ok hastalikta oldugu gibi SANFH
patogenezinde de giiclii diizenleyiciler oldugu gosterilmistir [12, 46]. Kemik
metabolizmasinda gorulen transkript seviyelerindeki veya miRNA salgi seviyelerindeki
degisiklikler, iskelet hastaliklarinin gelisimi ve ilerlemesi ile iligkilidir [47].

Yapilan arastirmalar sonucu elde edilen bulgularda normal ve hastalikli ortamlarda
genomun protein kodlamayan kisminin gen ekspresyonunun diizenlenmesi i¢in ¢ok énemli
oldugu gosterilmistir. Bu durum o6zellikle kodlamayan kiiciik RNA'larin bir sinifi olan

miRNA'lar icin belirgindir [48]. SANFH’de miRNA’larin ekspresyon seviyelerinin

e

degistigi ve osteoblast farklilagsmasinda rol oynadiklar gosterilmistir [12, 46]. miRNA'lar
kemik homeostazisinde diizenleyici rol oynamalar1 nedeniyle pratikte biyobelirte¢ olarak
kullanilmaktadir [47].

2.3 MikroRNA (miRNA)

miRNA’lar; hayvanlarda ve bitkilerde ¢ok sayida hedef gen ile etkilesime girerek
temel biyolojik sireclerin genetik diizenleyicisi olan, gen ekspresyonunun diizenlenmesinde
rol oynayan ve tiirler arasinda korunan kodlamayan RNA'lardir [19, 24, 49, 50]. Degisen
miRNA ekspresyon seviyeleri cesitli hastaliklarin teshisinde kullanilmaktadir [49]. Insana
ait genlerin tigte birinden fazlasinin miRNA'lar tarafindan diizenlendigi diisiiniilmektedir, bu
da miRNA’larin gen ifadelerini diizenlemede 6énemli roller oynadigini gostermektedir [51].

miRNA’lar hedef mRNA'lara baglanarak mRNA bozulmasina yol acar ve translasyonu
durdururlar [23].

1993 yilinda Caenorhabditis elegans (C. elegans) larvalarinda bulunan ilk miRNA
Lin-4 olarak isimlendirildi ve 2000 yilinda ise ilk insan miRNA’st Let-7 bulundu.
Gunumuizde insana ait 2 675 olgun miRNA kesfedilmis olup “miRBase” veri tabanindan
(http://mwww.mirbase.org) indirilebilir [24, 52]. Genel olarak miRNA kodlayan genlerin ¢cogu
intergenik veya intragenik bolgelerde bulunur, genellikle kodlama ekzonlart iginde yer

almaz [53, 54]. Hiicrelerin toplam RNA igeriginin %0,02'sinden azim olusturur [55].
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miRNA'lar eksozomlara veya mikropartikiillere paketlenebilir ve hiicre disi ortama
salgilanabilir. Bu nedenle hiicre ve dokulardan izole edilebildigi gibi serum, plazma, gozyasi
ve idrar gibi viicut sivilarindan da izole edilebilir ve uzun mesafeli hiicre-hiicre iletisimini

gerceklestirebilir [24].

2.3.1 miRNA biyogenezi

Yapilan bazi ¢aligmalar, olgun miRNA’larin biyogenezinin en az %40'min 5 dakika
icinde tretilebildigi ve diger transkriptlere oranla daha hizli gergeklestigini ortaya
koymustur [56]. miRNA'nin biyogenezi ¢gekirdekte baslayarak sitoplazmada devam eden iki
asamali bir siirectir. Cekirdekte gerceklesen asamalar miRNA transkripsiyonu, Drosha
tarafindan niikleer isleme ve niikleositoplazmik disa aktarma; sitoplazmada gerceklesen
asamalar ise Dicer tarafindan sitoplazmik isleme ve Argonaute (Ago) proteinleri ile RNA

kaynakl1 susturma kompleksinin (RISC) olusumundan meydana gelmektedir [57, 58].

2.3.1.1 Kanonik miRNA biyogenezi

A) Hiicre cekirdeginde gerceklesen tepkimeler

1) miRNA transkripsiyonu

miRNA genleri, genom boyunca yer alan ve tek transkripsiyonel triini miRNA olan
kodlamayan genlerdir. miRNA genlerinin tanimlayici 6zelligi, olgun miRNA'nin kok-ilmek
yapisinda olmasidir [54]. Bilinen iki RNA polimeraz enzimi (Pol II ve Pol III) arasindan
miRNA’larin ¢ogunlugu Pol II tarafindan biiylik monosistronik veya polisistronik primer
miRNA (pri-miRNA) olarak sentezlenir [52, 53, 58]. Tim pri-miRNA'lar 5' cap (baslik) ve
3' UTR’de (¢evrilmemis bolge) bir poli A kuyrugu igerir [53]. Pri-miRNA tipik olarak
protein kodlayan mRNA'lara benzer bir sekilde eklenir, kapatilir ve poliadenile edilir [54].

1I) Drosha tarafindan niikleer islem

Pri-miRNA’lar, RNA baglayici protein (RBP) olan DiGeorge Sendromu Kritik Bolge
Geni 8 (DGCRS8) (Pasha) ve endoribontkleaz Il (RNase Il1l) enzim ailesine Gye olan
Drosha’nin goérev almasi ile 70 nikleotid uzunlugunda kok ilmek yapisina boéliinerek
precursor miRNA (pre-miRNA)’lar1 olusturur [52, 58]. Genellikle insanlarda tretilen pri-
miRNA'lar 33 baz ciftinden olusan bir hairpin (sa¢ tokasi), bir terminal halkasi ve
yukarisinda ve asagisinda iki tane tek sarmalli yan bolge igerir. Cift iplikli gévde ve

eslestirilmemis yan bolgeler, DGCRS8 baglanmasi ve Drosha boliinmesi i¢in dnemlidir [59].
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Drosha pri-miRNA kesimi sirasinda diiz bir hat izlenmedigi i¢in pre-miRNA’larin 3" ucunda
yaklagik iki niikleotid uzunlugunda ¢ikintili bir yap1 (overhang) bulunur [58]. Cekirdek
bilesenleri olan DROSHA ve DGCRS&’in hiicredeki hemen hemen tiim miRNA'larin
biyogenezi i¢in gerekli olmasina ragmen, ¢ok sayida yardimci faktoriin rol oynadigi

bilinmektedir [23].

11l) Niikleositoplazmik disa aktarma

Pre-miRNA’lar GTP baglayici protein olan Ras ile iligkili niikleer protein (Ran) (Ran
GTP) ve Exportin 5 (XPOS5) kullanilarak sitoplazmaya tasinir [52, 58]. Cift sarmalli
govdenin belirli bir uzunlukta olmasi ve 3' ucunda bulunan iki niikleotidlik ¢ikintilar
Exportin-5'in baglanmasi i¢in 6nemlidir ve yalnizca dogru islenmis pre-miRNA'larin disa

aktarilmasini saglar [59].

B) Sitoplazmada gerceklesen tepkimeler

1) Dicer tarafindan sitoplazmik isleme

Pre-miRNA’lar sitoplazmaya tasindiktan sonra transaktive edici yanit (TAR) RNA
baglayici protein (Trans-activation response (TAR) RNA binding protein - TRBP) veya
interferon kaynakli protein kinaz PKR'nin bir protein aktivatorii (Protein activator of PKR -
PACT) ve RNase III enzim ailesinde yer alan Dicer’in rol aldigi islemler ile miRNA dubleksi
Olusturulur [52, 58]. Dicer aracili bolinmeden sonra, Dicer ve etkilesimleri TRBP veya

PACT, miRNA dupleksinden ayrilir [59].

1) Argonaute proteinleri ile RISC olusturma

Olgun miRNA Argonaute 2 (Ago2) proteinine baglanir ve Ago2 Dicer’in serbest
kalmasina yardimeci olur. Ago2 proteininin baglandigi iplik kilavuz iplik diger iplik ise onun
antisens tamamlayicisidir (miRNA*). Ago2 baglanmasindan sonra tamamlayict iplik yok
edilir kilavuz iplik proteinin sentezlenecegi mRNA’nin tamamlayicisidir. Ago ve kilavuz
ipligin olusturdugu niikleoprotein kompleksi RISC (RNA-induced silencing protein) adin
alir [52, 54, 58, 60]. RISC, miRNA yolunun sitoplazmik efektor aracidir ve onu hedef
mRNA'larina yonlendiren tek sarmalli bir miRNA igerir. Sitoplazmik miRNA isleme ve
RISC montajina RISC yiikleme kompleksi (RLC) aracilik eder [59]. Olgun miRNA'larin 5'
ucundaki 2-8 nikleotidlik cekirdek bolgeleri hedef mRNA'larin 3’ UTR'sindeki Watson-
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Crick baglanma bdlgelerini tanir ve baz ¢ifti olusturur, bu da dogrudan mRNA bozulmasi
veya gen susturma ile sonuglanir [19, 53] (Sekil 2.1).

miRNA'lar, mRNA hedefleriyle biitiin olarak tamamlayic1 oldugunda, hedeflenen
mRNA’y1 dogrudan pargalar, mRNA'larin sadece 6-7 niikleotid uzunlugundaki bir ¢ekirdek
eslesmesini igeren kismen tamamlayicist oldugunda genellikle transkripsiyonun
durdurulmasina yol agar [53]. Baz1t miRNA'lar i¢in her iki dizide de benzer frekanslarda
RISC'ye yuklenebilir. Bu durumda, kok ilmek 5'ucundan gelen iplik "5p" olarak adlandirilir
ve 3' ucundan gelen iplik "3p" olarak adlandirilir [54].
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Sekil 2. 1 Kanonik ve kanonik olmayan miRNA sentezinin ¢ekirdek ve sitoplazmada
gecirdigi islemler [52].

2.3.1.2 Kanonik olmayan miRNA biyogenezi

Tanimlanmis miRNA'larin ¢ogu kanonik yol tarafindan iretilirken, alternatif
biyogenez yollar1 da vardir. En yaygin varyasyon kanonik olmayan (mirtron) miRNA
biyogenezidir [54]. Kanonik olmayan biyogenezde Drosha’dan ve Dicer’dan bagimsiz farkli
yollart bulunmaktadir [52, 58]. Drosha’dan bagimsiz yolda mirtronlar, intronlar gibi
cekirdekte islenir ve kanonik pri-miRNA'lara kiyasla daha kisa kok-ilmek yapis1 olustururlar
ve DROSHA/DGCRS tarafindan islenemezler. Bu nedenle Drosha yolunu atlarlar [56]. Elde

edilen oncll kok ilmek XPO5 ve Ran-GTP ile sitoplazmaya tasinir. Dicer tarafindan
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islenerek RISC'ye yiiklenir. Dicer’dan bagimsiz yolda mirtronlar Dicer yerine dogrudan
Ago2'ye baglanir ve Ago2 passenger zincirini parcalar. Kalan dizi olgun miRNA’y1 elde
etmek i¢in geri kirpilir (Sekil 2.1). Kanonik olmayan yollar, 6zellikle Dicer veya

Drosha/DGCRS susturma g¢alismalarindan elde edilen verileri yorumlarken 6nemlidir [54].

2.3.2 miRNA’larin tanimlanmasi

Yeni nesil dizileme (Next-Generation Sequencing, NGS) son 15 yildir hizla gelisen,
yiiksek verimli DNA dizileme teknigidir [61, 62]. DNA dizilemesinde ilk olarak Sanger’in
dideoksi sentezi ve Maxam-Gilbert’in kimyasal bolinme yontemleri kullanilmistir [62].
NGS, Sanger dizilimine gore; DNA varyasyon spektrumu, kii¢iik baz degisiklikleri, DNA'nin
eklenmesi ve c¢ikarilmasi, ekzonlarin veya genlerin delesyonlari, inversiyonlart ve
translokasyonlar1, yeniden diizenlemeleri gibi daha genis mutasyon cesitliligini tespit
eder [63]. NGS, hem gen dizilerinin analizinde hem de RNA'larin ekspresyon seviyelerinin
Olciilmesi i¢in kabul edilen bir yaklasim olmustur [64]. miRNA'lar, insan gen
diizenlemesinin merkezinde biiyiik bir role sahiptir, bu nedenle arastirmalarin ana hedefleri
arasinda yer almaktadir [65]. miRNA’larin NGS veri analizindeki temel amag, kisa dizileri
genomla hizalamaktir [24]. 1993'ten beri biyolojik ve biyoinformatik yaklasimlar Homo
sapiens ve diger tiirlere ait binlerce miRNA kesfedilmis ve bunlar miRBase veri tabanina
depolanmustir [24, 65]. NGS veri analizlerinde teknolojinin kullanimu ile birlikte yeni
miRNA dizilerinin gonderiminde hizli bir artig olmustur [24]. 2007 itibariyle miRBase veri
tabanindaki toplam miRNA girisi 5 071 olarak bildirilmistir [66].

miRNA larin  tamimlanmas1  icin  gerceklestirilen analizlerde kullanilan ortak

yontemler:
i. miRBase veri tabanindan insana ait miRNA dizilerinin korunmus bélgelerinin secilerek

indirilmesi,

Ii. Elde edilen listeden tekrar dizilerinin silinmesi (singletone yapilmasti),

iii. NCBI veri tabanindan, ¢alisilacak genlerin FASTA ’larinin indirilmesi,

iv. NCBI Blast programi kullanilarak gene 6zgii miRNA’larin tespitinin yapilmasi ve
mMiRNA referans dizilerinin alinmasi,

v. Referansdizileriile gen bolgesi arasindaki yanlis eslesmelere bakilarak en fazla 7 yanlis

eslesme yapan miRNA dizilerinin alinmasi,
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vi. RNAhybrid programi ile miRNA ve gen bdlgesi arasindaki en uygun hibridizasyonu
bulunan miRNA’larin belirlenmesi,
vii. RNAfold programi ile belirlenen miRNA’larin ikincil yapilarinin olusturulmas,
viii. MEGA programi kullanilarak miRNA’lar arasindaki iliskiyi gosteren agaglarin
cizilmesi,
ix. Genlerin hiicre i¢i metabolik yolaklardan hangilerinde rol oynadiginin belirlenmesi ile

sonu¢lanmaktadir.

2.4 SANFH Hastalig1 ve miRNA’lar

Cok sayida arastirma sonucunda elde edilen bulgular ile miRNA'larin SANFH
gelisiminde 6nemli rol oynayabilecegi, tanisal belirtecler ve terap6tik hedefler olarak hizmet
edebilecegi gosterilmektedir [67]. Yapilan bir ¢alisma miR-206’nin asir1 ekspresyonunun,
osteoblastlarin ve osteositlerin fonksiyonunda merkezi rol oynayan ve kemik hiicrelerinde
bol miktarda bulunan protein olan Cx43'i hedef alarak kemik olusumunu baskiladigini
kanitlamistir. Bu olay kemik kiitlesi artisin1 ve iskelet homeostazisini etkilemektedir [26].
Ayrica yapilan farkli bir ¢alismada miR-206’nin apoptozu indiikledigi, osteoblastlarin
cogalmasimi ve farklilasmasini bastirdigi, SANFH'nin zararli etkisini hafifletmek igin
kullanilabilecek yeni bir yontem olabilecegi belirtilmistir [68]. Baska bir ¢aligmada ise miR-
34a’nin Tgif2'yi (Transforming biiylime factorii beta’nin indiikledigi faktér homeobox 2)
hedefleyerek kemik rezorpsiyonunu ve kemik metastatik nigini diizenledigi,
OPG/RANK/RANKL sinyal yolagini diizenleyerek SANFH'yi hafifletebildigi gosterilmistir
[27]. 2019 yilinda yapilan bir ¢alisma, SANFH’nin kemik dokularinda miR-20b'nin
ekspresyon seviyesini onemli 6l¢iide artirarak kemik morfogenetik protein (BMP) sinyal
yolunu aktive ettigini bu sayede inflamatuar faktorlerin salinmasini tesvik ettigini ve osteosit
apoptozuna yol agtigim belirtmistir [69]. Baska bir c¢alismada miR-145'in
OPG/RANK/RANKL sinyal yolunu hedef alarak SANFH'de osteoblast proliferasyonunu ve
rejenerasyonunu diizenledigini gosteren kanitlar bulunmustur [70]. Fu ve arkadaslari
yaptiklar1 ~ bir  calismada =~ SANFH  hastalarinda  kemik  iliginde miR-
596 ekspresyonunun yukari regiile edildigini, bunun da osteonekrotik kemigin ¢ogalmasini,
osteogenik olusumunu ve onarimini engelleyebilecegini gostermislerdir. Yapilan bagka
calismalar ise miR-17-5p ve miR-210'un SANFH patogenezi ile iliskili oldugunu bulmustur
[71]. Farkli calismalar miR-146a'nin SANFH ilerlemesinde rol oynadigini kanitlarken [72],
MiR-206'nin normal kemik dokusuyla karsilastirildiginda SANFH’li kemik dokularinda
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belirgin sekilde yiikseldigini gostermistir [73]. Baska bir ¢alisma BMSC'lerdeki miR-122-
3p’nin SANFH'nin ilerlemesi ile iliskili olabilecegini belirtmistir [74]. Yeni Zelanda beyaz
tavsanlart iizerinde yapilan bir ¢alisma sonucunda miR-145'in susturulmasinin kemik
hicrelerinin apoptozunu inhibe ederek SANFH'nin kemik onarimini destekledigi
gosterilmistir [75]. Son yillarda miRNA’larin kok hiicrelerde gen ekspresyonunun
diizenleyicisi olarak rol oynadiklari ortaya ¢ikmistir. miR-21, miR-26a ve miR-196 gibi pek
cok miRNA’nin osteoblastik farklilasma siirecinde rol oynadigr gosterilmistir. Bazi
calismalar miR-188 ve miR-194'n BMSC'lerin  osteoblast ve  adiposit
farklilagsmas1 sirasinda diizenleyici olarak rol aldiklarini gostermistir. Elde edilen bulgular;
miR-708'in  osteogenik farklilagmay:r inhibe ettigini, miR-708 sinyallemesinin
modiilasyonunun steroid tedavisinin kemik kiitlesi {izerindeki zararh etkisini hafifletmek

icin kullanilabilecegini gostermektedir [76].

Tablo 2. 4 miRNA’lar ve SANFH tizerindeki etkileri

Baz1 miRNA’larin SANFH metabolizmasi iizerine etkileri
Anjiyogenezi bloke etmek [69, 77]

Osteosit apoptozunu tesvik etmek [68, 69]

Osteoblast 6liimiinii tesvik etmek [78]

Hiicre ¢cogalmasi ve osteojenik farklilasmayi tesvik etmek [68, 79-81]
Adipogenezi baskilamak [82, 83]

Osteogenezi artirmak [77, 82, 83]

Femur basi1 ON olusumunu ve gelisimini engellemek [21, 27]
Osteoblast farklilagsmasini engellemek [26, 76, 81, 84-86]
Osteoblastlari steroidten korumak [87, 88]

Steroid kaynakli osteoklast farklilagmasini baskilamak [89]

Yapilan tiim bu ¢alismalar ve daha fazlast SANFH nin gelismesi ve ilerlemesinde
kodlamayan RNA’larin 6nemli roller oynadigini1 gostermektedir (Tablo 2.4). miRNA gibi
kodlamayan RNA’larin degisen ifadelerinin SANFH’de etkiledigi mekanizmalar ile ilgili

verilerin artmasi durumunda, tani ve tedavi verimliliginin de artmasi beklenmektedir [22].

2.5 SANFH ile Baglantih Genler

Apoptoz, hasarl1 veya enfekte hiicreleri ortadan kaldirarak hiicre sayisini diizenleyen
ve organizmanin homeostazisini kontrol eden temel bir siiregtir [90]. Ancak apoptoz,
hastaliklarin patolojisine katkida bulunan tek faktor degildir, liziz ve nekroz gibi

diizenlenmis hiicre 6liimiiniin diger bigimleri de bu siiregte 6nemli rol oynar [90]. Yapilan
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bazi aragtirmalar sonucunda nekroptozun, apoptozun yetersiz oldugu kosullar altinda aktive
edilen, diizenlenmis nekrotik hiicre 6liimiiniin bir sekli oldugu bulunmustur [91].

Tez calismamda; SANFH ile ilgili olan OPG (Osteoprotogerin), RANK (Receptor
Activator of Nuclear Factor Kappa-B = Nikleer Faktor Kappa-B'nin Reseptor Aktivatori)
RANKL (Receptor Activator of Nuclear Factor Kappa-B Ligand = Nukleer Faktor
Kappa- B Ligandinin Reseptor Aktivatori), EGFR (Epidermal Growth Factor Receptor =
Epidermal Bilyiime Faktorii Reseptori), RIPK1 (Receptor-interacting Serine/Threonine-
Protein Kinase 1 = Reseptorle Etkilesime Giren Serin/Treonin Protein Kinaz 1), MAPK
(Mitogen-Activated Protein Kinase = Mitojenle Aktiflesen Protein Kinaz), AKT (Protein
Kinase B = Protein Kinaz B) (PKB) genleri iizerine arastirmalar yapildi. SANFH ile iligkili
genlerin se¢iminde asagida belirtilen kriterler dikkate alinarak RIPK1 ve MAPK genleri ile
arastirmalara devam edildi.

I.  RIPKI1 geninin apoptoz ve nekroptoz iizerinde etkili olmasi,
ii.  MAPK geninin MSC’lerin osteogenezinde dneli rol oynamast,
iii. RIPK1 ve MAPK genleri ile SANFH arasindaki iliskiyi inceleyen az sayida
¢alismanin bulunmasi,
Iv.  Steroid uygulamalarinin bu genlerin etkiledigi yolaklar iizerinde etkili olmast,

nedeniyle genlerin SANFH ile iligkisini belirlemek i¢in miRNA dizileri kullanildz.

2.5.1 RIPK1 (Reseptorle etkilesime giren serin/treonin protein kinaz 1)

RIPK1, ¢ok ¢esitli ndrodejeneratif, otoimmiin ve inflamatuar hastaliklarin tedavisi i¢in
umut verici terapotik bir hedeftir, apoptotik ve nekrotik hiicre Oliimiiniin yani sira
inflamatuar yollarda 6nemli oldugu yapilan ¢aligmalarla desteklenmigstir [90]. Ichiseki ve
ark. tavsan modeli tizerinde yaptiklar1 bir arastirmada steroid uygulamasinin, RIPK1 ve
RIPK3'in aktivasyonu yoluyla nekroptoz programini etkiledigini gostermistir [91]. RIPK1
aktivasyonunun inhibisyonu iskemik hasara karsi korumada oldukea etkilidir [92]. RIPK1,
kaspaz aktivasyonunu tetikleyerek RIPK1'e bagimli apoptoza yol agarken kaspaz
aktivitesinin yetersiz oldugu durumlarda RIPK1 nekroptoza yol agmaktadir [93].

2.5.2 MAPK (Mitojenle aktiflesen protein kinaz)
MAPK sinyal yolu elemanlari, 6karyotik hicrelerde sik karsilagilan bilesenlerdir ve

hiicre dis1 sinyallerini ¢ok ¢esitli hiicresel tepkilere doniistiiren protein Ser/Thr

kinazlardir [94, 95]. Embriyogenezde, hiicre farklilagsmasinda, hticre proliferasyonunda, gen
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ifadesinde, hiicresel tepkilerin kontrol edilmesinde ve apoptozun duzenlenmesinde gorev
alan bir diizineden fazla MAPK enzimi vardir [95, 96]. Bu nedenle bir¢ok hastalikla ilgili
aragtirmalarda incelenmektedirler [97]. Yapilan c¢alismalar, MAPK sinyal yolunun,
MSC'lerin osteogenezinde 6nemli rol oynayabilecegini gostermistir [94].

Yaptigim tez calismasinda; in siliko yontemler kullanilarak SANFH ile ilgili RIPK1
ve MAPK genlerine ait miRNA dizilerini belirledikten ve bu diziler arasindaki iligki
incelendikten sonra RIPK1 geni i¢in miR-6891 ve MAPK geni icin miR-5699 RT-gPZR

analizlerinde kullanilmak {izere se¢ilmistir.
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3. GEREC VE YONTEM

3.1 Biyoinformatik (In siliko) Cahsmalar

Molekiiler tip alaninda son donemlerde bilisim teknolojilerinin etkisiyle meydana
gelen gelismeler bilgiyi daha kolay ulagilabilir hale getirmektedir. Bu sayede biyolojik
parametreler ve genetik hastaliklar genetik materyalin  dizilenmesi  yoluyla
incelenebilmektedir. Yapilan genomik caligsmalar, cesitli genetik hastaliklarin molekiiler
mekanizmalarini anlamamiza olanak saglamaktadir [98].

Bu caligsmada in siliko yontemler kullanilarak SANFH ile iliskili olan miRNA dizileri
tanimlandi. SANFH hastalarindaki miRNA profillerini tespit etmek ve aday biyobelirtegleri
tanimlamak i¢in kiiclik RNA dizilimi kullanildi [99]. miRNA'larin ¢ogu olgun dizide yiiksek
koruma gosterir [60] bu nedenle miRBase (http://mirbase.org) veri tabanindan insana ait
olgun miRNA’lar alindiktan sonra NCBI sitesindeki (https://www.ncbi.nlm.nih.gov)
BLAST (Basic Local Alignment Search Tool) programi ile SANFH ile iligkili olan RIPK1
ve MAPK genlerinin kullanimina karar verildi. RNAhybrid programi ile hedef genleri
tanimland1 ve RNAfold programi ile pre-miRNA’larin ikincil yapist olusturuldu. MEGA
(Molekiiler Evrimsel Genetik Analiz - Molecular Evolutionary Genetics Analysis) programi
ile miRNA’lar arasindaki iligkiyi gosteren filogenetik agaclar cizildi ve miR-6891 ile miR-
5699’nin kullanimina karar verildi. Sonrasinda GeneMANIA ve miRTargetLink 2.0 web
programi ile KEGG (Kyoto Genler ve Genomlar Ansiklopedisi) ve GO (Gen Ontolojisi)
analizleri yapildi. miRNA dizilemesinin sonuglart RT-qPZR (Ger¢ek Zamanli Kantitatif
Polimeraz Zincir Reaksiyonu - Real-Time Quantitative Polymerase Chain Reaction)

yontemi kullanilarak degerlendirildi.

3.1.1 Olgun miRNA’larin miRBase’den alinmasi

miRBase, olgun miRNA’larin alinabilmesi, isimlendirilmesi, dizi verilerinin elde
edilmesi, aciklama ve hedef tahmini yapilmasi i¢in ilk sirada basvurulabilecek, merkezi
cevrimigi veri taban kaynagidir [100]. Bu nedenle miRBase ¢evrimigi veri tabani sayfasi
acilarak buradan insana ait olgun miRNA’lar alind1 ve listede yer alan tekrarlayan diziler

bulunarak silindi. Boylece singleton miRNA dizileri elde edildi.
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3.1.2 miRNA’lar ile gen dizilerinin karsilastirilmasi

Olgun miRNA'larin RIPK1 ve MAPK genleri ile olan dizi benzerligini (homoloji)
aramak i¢cin NCBI sitesindeki BLASTn programi kullanildi [101]. Bu ¢alismada aday
miRNA'lar1 belirlemek i¢in kullanilan parametrelerin pek ¢ogu programda belirtildigi gibi
kullanildi, baz1 kriterler ise agagidaki gibi degistirilerek Blast yapildi.
Program secenegi (Program selections): Somewhat similar sequences (blastn)
Maksimum hedef dizi (Max target sequences) :1000
Beklenen esik deger (Expect threshold): 1000
Kelimelerin biiyiikliigii (Word size): 7

E degeri (Expect volue) < 1 ve eslesme degeri (identities) > 12 olan miRNA dizileri
secildi. Daha sonra literatiire uygun olarak, bu olgun miRNA dizileri ile genler arasinda en

fazla 7 yanlis eslesme olanlari listelendi.

3.1.3 miRNA i¢in hedef dizilerin belirlenmesi
RNAhybrid; miRNA ve hedef dizilerin yiiklenebildigi, kullanimi kolay bir web
arayliiziidiir ayn1 zamanda enerji agisindan kendi iizerine katlanan tek bir dizi yerine, iki dizi
arasindaki en uygun hibridizasyon bolgesini belirler [102]. RNAhybrid programi sonucu
elde edilen dizilerden se¢im yapilirken:
i. mfe (minimum folding energy — minimum katlama enerjisi) < -20 kcal/mol olmasi
ii. pre-miRNA niikleotitleri karsisinda, mRNAdizisi lizerinde bosluk bulunmamasi
(dogru veya yanlis herhangi bir eslesme mutlaka olmali),
ili.  pre-miRNA ile mRNA arasinda en fazla 4 nt’lik yanlis eslesme olmasi,
iv.  pre-miRNA’nin 5' ucundan baglayarak 1. ve 9. nt’ler arasinda en azla Int’lik yanls
eslesme olmasi,
v. pre-miRNA’nin 5' ucundan baglayarak 10. ve 11. nt’lerde yanlis eslesme
bulunmamasi,
vi.  Herhangi bir bolgede yan yana en fazla 2nt’lik yanlis eslesme olmasi,
kriterleri aranmistir. Eger bu kriterden herhangi biri uygun degilse diger kriterlere dikkat
edilmeden miRNA dizisi elendi [102].

3.1.4 miRNA ikincil yapilarin olusturulmasi
Minimum serbest enerjiye dayali varsayilan ikincil yapiy1 elde etmek icin RNAfold

gibi ¢esitli algoritmalar kullanilmaktadir [103]. Calismamizda bir 6nceki basamakta yapilan



23

islemlerden sonra elde edilen miRNA dizilerinin ikincil yapilart RNAfold
(http://rna.tbi.univie.ac.at//cgi-bin/RNAWebSuite/RNAfold.cgi) programi  kullanilarak
belirlendi.
Bu asamada, daha onceki agamalarda elde ettigimiz miRNA dizilerini igeren gen bolgesi
alind1 ve kriterlere uygun olarak RNAfold programinda ikincil yapisi ¢izildi. Tkincil yapinin
¢izimi sirasinda asagidaki kriterler arand1 [104].
i.  MFE (minimum free energy — minimum serbest enerji) < -18 kcal/mol olmasi
ii.  Olgun miRNA’nin ikincil yapinin sadece bir kolunda bulunmasi
iii. Olgun miRNA’nin bulundugu bdlgede en az 12 Watson-Crick eslesmesinin

bulunmasi

3.1.5 miRNA’lar arasindaki iliskinin gosterilmesi

MEGA; en uygun yer degistirme modelini segmek, evrimsel mesafeleri ve farklilasma
stirelerini tahmin etmek, filogenileri yeniden yapilandirmak, ata dizilerini tahmin etmek,
secilimi test etmek ve hastalik mutasyonlarini teshis etmek i¢in gerekli yontemleri iceren
cok yonlii bir filogeni goriintiileyicisidir [105]. Bu ¢alismada, MEGA programi kullanilarak
onceki asamalar sonucunda elde edilen miRNA’lar arasindaki iliskiyi gosteren filogenetik
agaclar cizildi. Bu agamada parametrelerin ¢ogu programda belirtildigi gibi kullanilmis olup
bazilar1 da asagidaki gibi degistirildi.
Filogeni Testi (Phlogeny Test)
Filogeni Testi (Test of phlogeny): Bootstrap method
Bootstrap Cogaltma Sayisit (No. Of Bootstrap Replications): 10 000
Yer Degistirme Modeli (Substitution Model)
Model/Yontem (Model/Method): p-distance
Dahil Edilecek Degisiklikler (Substitutions to Include): d: Transitions + Transversions

3.1.6 Genlerin KEGG ve GO analizleri
KEGG, gen fonksiyonlarin1 analiz eden, bilgisayar lizerinde hiicresel siireclerle ilgili
mevcut genomik bilgiyi fonksiyonel bilgilerle baglayan, molekiillerin etkilesim ve reaksiyon
aglari cinsinden temsil edildigi bir siniflandirma modeli olusturan veri tabanidir [106-108].
SANFH hastalig1 genlerine ait (MAPK ve RIPK1) pre-miRNA dizilerinin biyolojik
yollarini, hiicresel bilesenlerini ve molekiiler fonksiyonlarini siniflandirmak i¢in GO ve

KEGG analizleri yapildi. GeneMANIA programi kullanilarak GO ve KEGG analizleri Song
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ve arkadaslari, 2024 yilinda yaymlanan makalesi kullanilarak belirlendi [109]. Ayrica
miRTargetLink 2.0 web programi kullanilarak SANFH hastalig ile iliskili miRNA hedef
genlerin analizlerinde Litwiniuk-Kosmala ve arkadaslarinin 2024 yilinda yayinlanan

makalesinden faydalanildi [110].

3.2 Periferik Kan Orneklerinin Toplanmasi

Eyliil 2023-Ocak 2024 tarihleri arasinda Amasya Sabuncuoglu Serefeddin Egitim ve
Arastirma Hastanesi Ortopedi ve Travmatoloji Klinigi tarafindan, miRNA seviyelerini
belirlemek {izere periferik tam kan Ornekleri mor kapakli EDTA’l1 tiiplerde toplanarak,
kontrol grubu (saglikli, S1-S15) ve SANFH (hasta, H1-H15) deney gruplar1 hazirlandi
(Tablo 3.1). Calisma kapsaminda, 15 SANFH hastas1 (9 erkek ve 6 kadin) ve 15 saglikli
olmak tizere (7 erkek ve 8 kadin) (Tablo 3.2) 30 yetiskin bireyden birer tiip kan 6rnegi alindi.
Calismanin etik olarak uygunlugu Amasya Universitesi Girisimsel Olmayan Klinik
Arastirmalar Etik Kurulu tarafindan incelendi, 04.05.2023 tarihinde ve 2023/39 onay

numarasi ile onaylandi. Her katilimci bilgilendirilmis onam belgelerini imzalad.

Tablo 3. 1 Deney i¢in belirlenen gruplar

DENEY GRUBU OZELLIK

Kontrol grubu (saglikli) SANFH tanist almamisg 15 kisiden kan 6rnekleri alinmigtir.
SANFH grubu (hasta) SANFH tanis1 almis 15 kisiden kan 6rnekleri alinmistir.

Tablo 3. 2 Kan 6rnekleri toplanan bireylere ait baz1 bilgiler

SAGLIKLI SANFH HASTASI
ORNEK NO CINSIYET YAS ORNEK NO CINSIYET YAS
S1 Kadin 72 H1 Erkek 74
S2 Erkek 66 H2 Erkek 62
S3 Kadin 51 H3 Kadin 59
S4 Erkek 26 H4 Erkek 49
S5 Erkek 52 H5 Erkek 39
S6 Erkek 80 H6 Erkek 59
S7 Erkek 51 H7 Erkek 60
S8 Erkek 85 H8 Erkek 72
S9 Erkek 68 H9 Erkek 43
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S10 Kadin 38 H10 Erkek 50
S11 Kadm 33 HI11 Kadin 50
S12 Kadm 66 H12 Kadm 62
S13 Kadm 67 H13 Kadm 42
S14 Kadm 67 H14 Kadm 71
S15 Kadm 39 H15 Kadm 53

3.3 miRNA izolasyonu

MAPK ve RIPKI1 genlerine ait miRNA’larin anlatimlarinin belirlenebilmesi igin

miRNA izolasyonu, “NucleoGene” firmasina ait kit kullanilarak ve protokole uygun olarak

yapildi (Tablo 3.3). miRNA’larin saflig1 ve konsantrasyonu nanodrop cihazi (Thermo Fisher

Scientific) ile dlgiildiikten sonra uygun oranlarda (ng/uL) seyreltilerek tiim 6rneklerin esit

konsantrasyona sahip olmasi saglandi. A260 / A280 = 1.8-3.0 arasinda olan miRNA

ornekleri ¢calismaya dahil edildi.

Tablo 3. 3 miRNA izolasyon kiti uygulama basamaklari

miRNA Izolasyonu

1. Basamak 150 pl tam kan, 400 pl Lysis tamponu ve 4pul arttirict ¢ozelti (Enhanser)
karistirilarak oda sicakliginda inkiibe edildi.
14000xg’de 2 dk. stire ile santrifiij edildi.
Siipernatant alinarak yeni mikrosantrifiij tiipiine aktarildi.

2. Basamak 250ul Lysis tamponu ile parcalanmis numune alinarak esit hacimde
etanol ile karistirild (vorteks ile 1 dk. veya pipetleme)

3.Basamak Karigim toplama tiiptindeki spin (dondiirme) kolonuna aktarildi.

11000xg’de 30 saniye siire ile santrifiij edildi.

Toplama tiipii i¢inde biriken siv1 bosaltildi.

4. Basamak (DNaz I

RNaz free tiipe, Sul DNaz I ve 45ul DNaz I Buffer karistirildi.

uygulamas1  istege | Karisim kolon matrikse eklendi.

bagh yapilan bir | Oda sicakliginda 15 dk. inkiibe edildi.

basamaktir)

5. Basamak (Bu | 400ul yikama tamponu I (WBI — Wash Buffer I) spin kolonuna eklendi.
basamak iki kere | 11000xg’de 30 saniye siire ile santrifiij edildi.

uygulandi) Toplama tiipii i¢inde biriken siv1 bosaltildi.
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6. Basamak 700ul yikama tamponu II (WBII — Wash Buffer II) spin kolonuna
eklendi.
14000xg’de 1 dk. siire ile santrifiij edildi.

Spin kolonu yeni bir mikrosantrifiij tiiptine yerlestirildi.

7. Basamak RNA’y1 aynistirmak i¢in dondiirme kolonunun merkezine 50pul Eliisyon
tamponu eklenerek 2 dk. inkiibe edildi.
11000xg’de 2 dk. siire ile santrifiij edildi.

8. Basamak Elde edilen RNA’lar -20°C’ sakland:.

A

B Kok ilmek
RT primer

C

D

E forward primer
>

G ™

aMGB <

Hidroliz pl'Obll reverse prlmer

H

r T
Sekil 3. 1 cDNA sentezi ve RTqPZR uygulamalarindaki basamaklar [111]
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3.4 cDNA (Komplementer DNA) Sentezi

[zolasyonu yapilan tek zincirli miRNA’lar kullanilarak “NucleoGene microRNA
cDNA Sentez Kiti” ile kit protokoliine uygun olarak (Thermo Fisher Veriti PCR Thermal
Cycler) sentezlendi (Tablo 3.4 ve Tablo 3.5).

Tablo 3. 4 cDNA sentez prosediirii

BILESEN HACIM
MicroRNA Oul
2xReaksiyon Mix 10ul
microRNA Enzim Mix Tl
Toplam Hacim 20pul

Tablo 3. 5 cDNA sentezi i¢in reaksiyon protokolii

SICAKLIK SURE
37°C 30 dk
50°C 30 dk
70°C 15 dk
4°C o0

3.5 RT-qPZR

RT-gqPZR analizleri Roche LightCycler ile yapildi ve karigimlar Tablo 3.6’da
belirtildigi sekilde hazirlandi. miRNA primerlerinin dizayninda forward ve steem loop (kok
ilmek) RT primer tasariminda Kramer’in (2011) makalesinde belirtilen yontem kullanildi
[111]. Calismamizda MAPK ve RIPK1 genlerinin Standart Reverse primer dizisi olarak
Mahmoudivar ve arkadaslarina ait (2024) makaledeki universal primer dizisi kullanildi
[112]. Olgun miRNA dizisine ait kok ilmek ve qPZR forward primerler Adhikari ve
arkadaglan tarafindan 2013 yilinda kullanilan Excel elektronik tablosu ile tasarlandi
(miRNAgP-primerdesigntool.xlsx) (Tablo 3.7) [113]. 5S, RIPK1 ve MAPK genlerine ait
miRNA ekspresyon diizeylerinin belirlenmesinde Tablo 3.8’de ki RT-qPZR amplifikasyon
programi uygulandi [114].
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Tablo 3. 6 RT-qPZR’de kullanilan karigimlar

RIPK1 ve MAPK HOUSEKEEPING (5S)
KARISIM HACIM KARISIM HACIM
Syber Green Master Mix (2x) Sul Syber Green Master Mix (2x) Sul
Forward primer ve Stem-Loop | 1,5 ul Forward ve Reverse primer 2ul
(SL) RT primer
Standart Reverse primer 1,5 ul cDNA 2ul
cDNA 2l dSu Lul

Tablo 3. 7 RT-qPZR analizlerinde kullanilan primerler

RIPK 1 (miR-6891)

ACCTCGGCCTTGCCTCCTTTA

Primer Name

Sequence (5°-3’)

RIPK 1 (miR-6891)

GTCGTATCCAGTGCAGGGTCCGAGGTATTCGCACTG

Stem-Loop (SL) RT primer GATACGACtaaagg
RIPK 1 (miR-6891) F TCGCTacctcggecettgect
Standart Reverse CCAGTGCAGGGTCCGAGGTA

MAPK (miR-5699)

GGCCCCACCCAGGAAGGGCATT

Primer Name

Sequence (5°-3°)

MAPK (miR-5699)
Stem-Loop (SL) RT primer

GTCGTATCCAGTGCAGGGTCCGAGGTATTCGCACTG
GATACGAC Caatgcc

MAPK
(miR-5699) F

TCGCTggccccacccaggaag

Standart Reverse CCAGTGCAGGGTCCGAGGTA
5S (HOUSEKEEPING)

5S-F (forward primer) GCCATACCACCCTGAACGC
5S-R (reverse primer) CGGTATTCCCAGGCGGTCT
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Tablo 3. 8 Amplifikasyon programi

Baslangic denatiirasyonu  95°C 10 dakika
Denatiirasyon 95°C 15 saniye
Baglanma X°C 30 saniye 40 dongii
Uzama 72°C 30 saniye
Final uzama 72°C 10 dakika

RT-qPZR niikleik asitlerin bagil miktar tayininin degerlendirilmesini saglar [115]. RT-
qPZR verilerini dogru sekilde analiz etmek i¢in belirli denklemlerin olusturulmasi,

2748C; yontemi

varsayimlarin kurulmasi ve bu varsayimlarin test edilmesi gerekir [116].
yaygin olarak RT-qPZR deneylerinden belirlenen genlerin ifadesindeki goreceli
degisimlerin Ol¢timii i¢in kullanilir [115, 116]. Ct (Cycle Threshold) degerinin diisiik
olmasi, baslangi¢ hedef dizisinin yiiksek miktarda bulundugu numuneleri gosterir. Diisiik Ct
degerine sahip numunelerden en diisiik degeri (esik degeri) gecenler tespit edilir, boylece

. 2788C yénteminde

floresans tiretmek i¢in daha az sayida RT-qPZR dongiisii gerektirir [117]
hesaplamalar asagida belirtilen islem basamaklar ile gerceklestirildi [114, 116, 118]
Hedef ve referans gen arasindaki dongii esigindeki (Cr) farkinin hesaplanmasi:

A Cr (Test) = Ct (hedef gen) — Cr (referans gen)

A Cr (Kontrol) = Cr (hedef gen) — Cr (referans gen)

Hedef ve referans 6rnekleri arasindaki A Cr farkinin hesaplanmas:
AA Ct = A Cr (Test)—A Ct (Kontrol)
Bu yontemin sonucu, 2 “2¢r referans numunesine gore hedef numunedeki gen

ekspresyonunun kat degisimi (Fold change - FC) olarak sunulur [114, 118].

3.6 Istatistik

Excell programi ile 2724%r degerinin hesaplanmasindan sonra GraphPad Prism 9
programinda kullanilarak Ortalama + standart sapma (Standart Deviation) ve p degeri (p
Value) hesaplandi. GraphPad Prism 9’da Mann Whitney U testi uygulanarak yapilan
calismada p<0,05 olan degerler anlamli olarak kabul edildi. BOylece miRNA’larin referansa

gore asag1 veya yukari diizenlendigi gosterildi.
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4. BULGULAR

4.1 Biyoinformatik (In siliko) Calismalar

Bu tez calismasinda, in siliko yontemler kullanilarak insanda SANFH ile iliskili
miRNA dizileri ve hedef genleri belirlendi. Olgun miRNA dizileri ile RIPK1 ve MAPK
genlerinin dizilerinin karsilagtirllmasinda NCBI sitesindeki BLAST programi, hedef
genlerinin belirlenmesinde RNAhybrid programi, pre-miRNA“larin ikincil yapilarinin
belirlenmesinde RNAfold programi, miRNA’lar arasindaki iliskiyi gosteren agaclarin
cizilmesinde MEGA programi, KEGG ve GO analizlerinin yapilmasinda GeneMANIA ve
miRTargetLink 2.0 web progranmu kullanildi.

4.1.1 Olgun miRNA’larin miRBase’den alinmasi
miRBASE veri tabanindan, olgun miRNA dizileri indirildi ve yapilacak analizlerin
dogrulugunu etkilememek i¢in ayni dizilerin farkli isimler ile olanlar silindi. Singleton

isleminden sonra 2630 olgun miRNA dizisi elde edildi.

4.1.2 miRNA’lar ile gen dizilerinin karsilastirilmasi

Bu asamada olgun miRNA'larin RIPK1 ve MAPK genleri ile olan dizi benzerligini
bulmak i¢in NCBI sitesindeki BLASTn programi kullanildi. E degeri (Expect volue) <1 ve
eslesme degeri (identities) > 12 olan miRNA dizileri secildi. Sec¢ilen miRNA dizileri ile
genler arasinda en fazla 7 yanlis eslesme olanlar1 “Base Maching” yazilimi1 kullanilarak
listelendi. Yapilan bu ¢alismanin sonucunda RIPK1 geni i¢in yirmi altt miRNA (hsa-miR-
329, hsa-miR-30a, hsa-miR-6823, hsa-miR-5700, hsa-miR-624, hsa-miR-3180, hsa-miR-
8087, hsa-miR-6891, hsa-miR-519¢, hsa-miR-6736, hsa-miR-7156, hsa-miR-1253, hsa-
miR-30e, hsa-miR-9900, hsa-miR-4776, hsa-miR-6728, hsa-miR-6765, hsa-miR-7155, hsa-
miR-769, hsa-miR-3646, hsa-miR-501, hsa-miR-485, hsa-miR-1285, hsa-miR-23b, hsa-
miR-619, hsa-miR-933) (Tablo 4.1), MAPK geni i¢in elli dokuz miRNA (hsa-miR-665, hsa-
miR-4763, hsa-miR-766, hsa-miR-4525, hsa-miR-3162, hsa-miR-1207, hsa-miR-6880, hsa-
miR-6778, hsa-miR-5699, hsa-miR-4312, hsa-miR-4484, hsa-miR-2277, hsa-miR-328, hsa-
miR-1296, hsa-miR-4323, hsa-miR-7106, hsa-miR-6775, hsa-miR-6858, hsa-miR-4498,
hsa-miR-6511b, hsa-miR-4514, hsa-miR-7107, hsa-miR-4296, hsa-miR-4640, hsa-let-7e,
hsa-miR-6894, hsa-miR-689, hsa-miR-11181, hsa-miR-6735, hsa-miR-6762, hsa-miR-
6830, hsa-miR-4749, hsa-miR-6827, hsa-miR-4486 , hsa-miR-6730, hsa-miR-3194, hsa-
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miR-4316, hsa-miR-1202, hsa-miR-4632, hsa-miR-378a, hsa-miR-7843, hsa-miR-1237,
hsa-miR-10398, hsa-miR-4321, hsa-miR-4436b, hsa-miR-4428, hsa-miR-6787, hsa-miR-
3620, hsa-miR-4723, hsa-miR-1203, hsa-miR-5787, hsa-miR-4433a, hsa-miR-4290, hsa-
miR-6777, hsa-miR-328, hsa-miR-4653, hsa-miR-6749, hsa-miR-4266, hsa-miR-1976)

(Tablo 4.2) bir sonraki agsamada kullanilmak {izere se¢ildi.

Tablo 4. 1 RIPK1 geni ve miRNA eslestirilmesi sonuglari

miRNA YANLIS ESLESME E ESLESME
DEGER | DEGERI
i

hsa-miR-329 GAGGAGTCCTGGTTTGCTCCTTC 0,69 14/16(88%)
hsa-miR-30a AGAGAAGTCGGATGTGTACAGC 0,19 15/17(88%)
hsa-miR-6823 TGGTTTGCTCCTTCCCTGGAG 0,66 14/16(88%)
hsa-miR-5700 TAATTTTGGAAATCATTGAAGG 0,68 13/14(93%)
hsa-miR-624 TGCAAGGAATTGGTACTAACC 0,67 14/16(88%)
hsa-miR-3180 CGGTCCTGCGCCTCGGGAG 0,19 14/15(93%)
hsa-miR-8087 |  AGAGACTTCGTGGATCACAGCTG 0,055 | 16/18(89%)
hsa-miR-6891 ACCTCGGCCTTGCCTCCTTTA 0,19 14/15(93%)
hsa-miR-519¢ AAGTGGTACCATTTTGGGCGTT 0,65 13/14(93%)
hsa-miR-6736 TCAGCTCCTTGCCACCAACAG 0,65 17/21(81%)
hsa-miR-7156 | TGATGGTCAATCTGGCTGTCGGA 0,19 15/17(88%)
hsa-miR-1253 AGAGAATGAGCCCAGCCTGCA 0,66 17/21(81%)
hsa-miR-30e AGAGAAGTCGGATGTGTACAGC 0,016 | 16/17(94%)
hsa-miR-9900 GCAGTTGTGAAGAGAATGCAG 0,19 | 12/12(100%)
hsa-miR-4776 |  CAGAACAGCCTGGTTCACTGCAC 0,19 15/17(88%)
hsa-miR-6728 CAGGGGCACTGTTCTCCCCAG 0,19 15/17(88%)
hsa-miR-6765 | CAGAGGGAGGGCGAGAAGGGTGTGG | 0,19 18/22(82%)
hsa-miR-7155 TCTGGTGTCTTGGGCTGAT 0,19 14/15(93%)
hsa-miR-769 AGAGACTTCGTGGATCACAGCT 0,68 16/18(89%)
hsa-miR-3646 AGAAGAGAATGAGCCCAGCCTG 0,055 | 13/13(100%)
hsa-miR-501 TGATCTCTACCCCTGGGTGAGA 0,19 | 12/12(100%)
hsa-miR-485 ATGAGCCTCGGCTCTCCTGTCT 0,66 13/14(93%)
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hsa-miR-1285 GGTCTCACTCTGTTGCCAGGC 0,19 14/15(93%)
hsa-miR-23b TTATTTCCTGGCATTCTGGTAC 0,66 13/14(93%)
hsa-miR-619 GCTGGGATATCAGGCACTGAGC 0,053 20/23(87%)
hsa-miR-933 CGTAAGCAGGAAGACCTCTTAA 0,69 13/14(93%)

Tablo 4. 2 MAPK geni ve miRNA eslestirilmesi sonuglari
miRNA YANLIS ESLESME E ESLESME
DEGERI | DEGERI
hsa-miR-665 ACTCCGGGGCTGCGGCGCCG 0,61 16/19(84%)
hsa-miR-4763 CGCCTGCCCAGCGTTGCTGTT 0,16 12/12(100%)
hsa-miR-766 CTCCCGCTCCCACAGCCTCAGT 0,014 19/21(90%)
hsa-miR-4525 GGGGGGATGTGCTGGCCCCGG 0,17 12/12(100%)
hsa-miR-3162 ACCAAGCCCCTCCTCTCCCCC 0,59 13/14(93%)
hsa-miR-1207 GGGAAGGCAGTCCGGCAGGGA 0,004 18/20(90%)
hsa-miR-6880 TGTGGGTGCCAGAGGCCAGCTC 0,18 12/12(100%)
hsa-miR-6778 ACCACCAGGCCAGGAGGCAGCT 0,61 13/14(93%)
hsa-miR-5699 GGCCCCACCCAGGAAGGGCATT 0,58 16/19(84%)
hsa-miR-4312 GCCTGTGTTCCTGATGACA 0,58 13/14(93%)
hsa-miR-4484 ACAAGGCCGCTGTGCCCCCA 0,05 15/16(94%)
hsa-miR-2277 GGCCACACCTCTGCCTGCCTC 0,17 19/22(86%)
hsa-miR-328 CTGGCCCTCTACGCCCTCTTCC 0,17 15/17(88%)
hsa-miR-1296 TTTGACTCCTGGCTCAGCCTCC 0,61 13/14(93%)
hsa-miR-4323 CTGCCGCGCATCGTCCGC 0,047 13/13(100%)
hsa-miR-7106 TGTGTGGAGATGTTCTTTGC 0,17 12/12(100%)
hsa-miR-6775 GGGCCTGGTGTTCTACCCCAT 0,17 12/12(100%)
hsa-miR-6858 CACCCGGGAGCTGCTCAGCCCC 0,6 14/16(88%)
hsa-miR-4498 TGCACTGCCCGGGCGAGGGCAG 0,57 14/16(88%)
hsa-miR-6511b | CTCCAGGCCAAAGTGCTGCTGATT 0,17 15/17(88%)
hsa-miR-4514 GCGGGCTGCAGTGGCGGA 0,58 13/14(93%)
hsa-miR-7107 GCGGGCTGCAGTGGCGGAAGTG 0,17 15/17(88%)
hsa-miR-4296 CTCCTGGCTCAGCCTCC 0,6 13/14(93%)
hsa-miR-4640 TGGGCCCGGGACGCGCCGGCGAGC 0,17 15/17(88%)
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hsa-let-7e CTTCCTGGCCTCCTTCCTTTCC 0,59 14/16(88%)
hsa-miR-6894 AGGCCAGCTCTCCCCCTCCAT 0,16 12/12(100%)
hsa-miR-6891 CCCTCTTCCTCTTCTACTTCG 0,16 15/17(88%)

hsa-miR-11181 AGGAGGAGAAAGTTCCAT 0,17 12/12(100%)
hsa-miR-6735 ACGCCTTTGACTCCTGGCTCAG 0,58 13/14(93%)
hsa-miR-6762 CACTGCCATGGAGCAGCCTGTGT | 3,00E-05 | 19/19(100%)
hsa-miR-6830 GCAAGGCATGCTCCTGGCCATC 0,17 12/12(100%)
hsa-miR-4749 CGCCCGCCCCGCCCGCAGAG 0,58 16/19(84%)
hsa-miR-6827 CCCATCTCTTCTGTGCCTTAG 0,58 14/16(88%)
hsa-miR-4486 GGTGGGCGAGGGCACCG 0,013 14/14(100%)
hsa-miR-6730 CCTGGCTCCCCATCTGTCCCAC 0,59 16/19(84%)
hsa-miR-3194 AGCCAGACACCAGGAGTCACA 0,18 14/15(93%)
hsa-miR-4316 CCTGAGGCTAGCTTGTC 0,61 13/14(93%)
hsa-miR-1202 GTGCGGGCTGCAGTGGCGGAA 0,17 17/20(85%)
hsa-miR-4632 GAGGGCACCGTGGCTGCCGGCTA 0,59 14/16(88%)
hsa-miR-378a CTCCTGACCCAGGCCTCTGTGG 0,59 14/16(88%)
hsa-miR-7843 TGGGGCCCAGCCGTCTTCCTGG 0,17 18/21(86%)
hsa-miR-1237 TACTTCGGCACCGTCCGCGAC 0,58 13/14(93%)

hsa-miR-10398 GTGAGGAGAGTTGGGGCCCAG 0,17 14/15(93%)
hsa-miR-4321 CTTCGTGTGGACGGCCCTGCT 0,6 13/14(93%)

hsa-miR-4436b TGCCCCTTCCCCCTGGCCTACC 0,59 13/14(93%)
hsa-miR-4428 CGTGGGGACGGGAACATGTGCC 0,17 14/15(93%)
hsa-miR-6787 TGAGGGGGGATGTGCTGGCCCC 0,17 17/19(89%)
hsa-miR-3620 CCACCCTGGAGCCTGGGCCCAC 0,17 15/17(88%)
hsa-miR-4723 CCCCATCTGGCCCCTGGCCCAT 0,59 13/14(93%)
hsa-miR-1203 CGCAGAGTCCGGCTGCCGCGC 0,61 13/14(93%)
hsa-miR-5787 GGGCTGCGGCGLCCGCCCElC 0,61 14/16(88%)

hsa-miR-4433a GCAGGAGTGGGGATGTGGGCG 0,56 13/14(93%)
hsa-miR-4290 CCGTCTTCTTTCTTTCCTT 0,6 16/19(84%)
hsa-miR-6777 | GCAGGGAGACCGGGAGGGGTGGC 0,6 14/16(88%)

hsa-miR-328 TGGAGGGTGGGGGGAGCTCAGTG 0,17 15/17(88%)
hsa-miR-4653 ACTGGGAGCAAGGCTTATGCCC 0,17 12/12(100%)
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hsa-miR-6749 GACCGCAGCAGCCTCGCCCAG 0,048 18/20(90%)
hsa-miR-4266 CTATGAGGCCTTGGTC 0,58 13/14(93%)
hsa-miR-1976 GCCCCTGCTGCCCGTCCTGT 0,37 14/16(88%)

*miRNA dizisindeki yanlis eslesmeler kirmizi renk ile gosterilmistir.

4.1.3 miRNA icin hedef dizilerin belirlenmesi

SANFH hastaligina ait pre-miRNA dizilerinin tanimlanmasindan sonra hedef genlerin

belirlenmesi icin RNAhybrid programlar1 kullanildi. Bu program sonucunda genler ile

miRNA’lar arasindaki uygun hibridizasyon bolgeleri belirlendi. Sonugta RIPK1 geni i¢in {i¢
miRNA (hsa-miR-6891, hsa-miR-7156, hsa-miR-6728) (Tablo 4.3) ve MAPK geni i¢in
yirmi alti miRNA (hsa-miR-3162, hsa-miR-5699, hsa-miR-328, hsa-miR-4323, hsa-miR-
7106, hsa-miR-6775, hsa-miR-6858, hsa-miR-4514, hsa-miR-4296, hsa-let-7¢, hsa-miR-
6894, hsa-miR-4749, hsa-miR-4486, hsa-miR-6730, hsa-miR-3194, hsa-miR-4316, hsa-
miR-1202, hsa-miR-1237, hsa-miR-4436b, hsa-miR-3620, hsa-miR-1203, hsa-miR-5787,
hsa-miR-4433a, hsa-miR-4290, hsa-miR-4266, hsa-miR-1976) (Tablo 4.4) secildi, digerleri

literatiirde verilen kriterlere uygun olmadigi i¢in elendi.

Tablo 4. 3 RIPK1 geni ve miRNA’lar arasindaki hibridizasyon bolgeleri

miRNA | MFEI Hedef genler (RIPK1)
. target 5' G ucc UUGCUG G 3!
hsa-miR- g
33 4 GAGGGAGGC  AGGCU GAGG
6891 ) UUUCCUCCG  UCCGG cucc
miRNA 3' A U A 5"
. target 5' A GAACA GUG  GA c 3
hsa-miR-
291 UCUGG GGCCAGAU  GAU CAUCA
7156 ) AGGCU UCGGUCUA  CUG GUAGU
miRNA 3! G A 5!
hsa-miR- target 5' G U CCGCU A G 3'
311 CUGGG AGG CAGUGUCC CUG
6728 ) GACCC UCU GUCACGGG GAC
miRNA 3! cC U 5!
ablo 4. eni ve mi ’lar arasindaki hibridizasyon bolgeleri
Tablo 4. 4 MAPK RNA’] daki hibridizasyon bdolgel
miRNA | MFEI Hedef genler (MAPK)
‘ target 5' G G CCACAC U CU A 3"
hsa-miR- 328 GGAGG GUGG AG GGGGAG GGG
) UCUCC CACC UC CCCCUuC UcCC
3162 miRNA 3 A 5
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hsa-miR target 5' C U  GGCCA AGAAGU A3
e Y AUGC CCU UCCUGG GUGGGGCC
5699 UACG GGA AGGACC CACCCCGG
miRNA 3' U 51
hsa-miR target 5' G CU  AG ARUGGUC A 3
e GGGAG GGG GUGGGGGG CCAG
328 CCUUC CCC  CAUCUCCC GGUC
miRNA 3 U G 50
. target 5' C CG AGG A U 3'
hsa-miR- 180 CC GGC  AGUGGGG UG
4323 GG CCG  UCACCCC AC
miRNA 3' A UA G 5
h iR target 5' U UCA U GC G 3'
ST 208 CCC GGGAGCC CCUGCU  CAG
7106 GGG  UCUUCGG GGACGA GUU
miRNA 3 A 50
. target 5' U GGGC G A 3"
hsa-miR- 351 UGGGG ~ GGAGCA UUGGGCCC
6775 ACCCC  UCUUGU GGUCCGGG
miRNA 3' U A 50
hsa-miR target 5' U AR UCCGGCAGGGAGACC G 3’
e GGGGG GGCAG GGGAGGGGUG
6358 UUUCC  CUGUC CCCUCCCUAC
miRNA 3" AC 50
hsa-miR target 5' C UGGUUU G G 3
e ucccu UCGCCU CCCAGC
4514 AGGGG GGUGGA GGGUCG
miRNA 3' A 50
. target 5' G A G U 3
hsa-miR- 332 GGGG AUGGUCCCA AC
4996 CCCC UACCGGGGU UG
miRNA 3' A G 5
hsa-let target 5' G CAGUCCGGC A G 3
S 343 GGGAAGG AGGGAG CCGGGAGG
7o ccuuucc UUCCUC GGUCCUUC
miRNA 3 c 50
h iR target 5' C ACC UGGCCACACA A 3"
SN 245 AGGGAG  GGGAGGGG GUGGGG
6394 UUCCUC  UCCUCCCC UACCUC
miRNA 3 c 50
hsa-miR target 5' U CCCU  ACCGCUUCUGUUGA U3
e CAGGGC ~ GGGC AGCAGGGGC
4749 GUCCUG ~ CCCG UCGUCCCCG
miRNA 3" U5
hsa-miR target 5' A CUCGCCCA uc A 3
S 16 GCCAGG UGGGCCU  AGG
4486 CGGUCC ACCCGGG  UCC
miRNA 3' G 50
h iR target 5' G ucc A AGAC A 3"
S 319 GAAGGCAG ~ GGC GGG  CGGG
6730 CUUUCGUC ~ CCG CCC  GUCC
miRNA 3' A uA C 50
hsa-miR target 5' C  AUGG AGCU & 3°
SR 155 GCC  GCUCCUGAGGCU — UGUC
3194 UGG UGAGGACUCCGG  ACAG
miRNA 3' C G5
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hsa-miR- target 5' C UG CC G 3'
974 C A CAGGCCUCUGU
4316 ' G U GUCCGGAGACG
miRNA 3' UG AC 5
. target 5' C GG G c G 3"
hsa-miR- 348 UCCG  GCUGCGGC CCGC C
1202 ' AGGC UGACGUCG GGCG G
miRNA 3' A GG u 5
hsamiR target 5' G AGACC GGCCACACA A 3"
SAIB 245 CAGGG GGGAGGGGU GUGGGG
1237 ' gucce CCUUCCCCG UACUCC
miRNA 3" G 5"
. target 5' G A  AGUCCGG AGACC G 3"
hsa-miR- 347 GG AGGC CAGGG GGGAGGGGU
4436 ' CC UCCG gucce CCUUCCCCG
miRNA 3" A U5
. target 5' U A G CGGG G 3'
hsa-miR- | . o UGGGCCCA GCU CC  AGGGUGG
3620 : ACCCGGGU CGA GG UCCCACC
miRNA 3' C C 5
. target 5' G U A GC A 3!
hsa-miR- 136.9 CAG UGGGCCCA GCU CCGGG
1203 ' GUC ACCCGGGU CGA  GGUCC
miRNA 3" C C 5
hsamiR. target 5' C AGACUCCGGGGCU cc  c 3"
435 GGCGG GCGGCGCCGC  GCCC
5787 ' cceee CGCCGCGGCG  CGGG
miRNA 3" U 5
hsa-miR target 5' G GCC U CACA C 3!
36.8 CGCCCACG  UC CCCGCUCC  GC
44334 ' GCGGGUGU  AG GGGUGAGG  CG
miRNA 3" A 5
. target 5' G GG UuG G 3
hsa-miR- | 5, - GUGGG GAGCUCAG G CA
' CGCCC  CUCGGGUC C GU
4290 miRNA 3" uU A 5
. A\l A\l
hsa-miR- target 5' U c U Cc 3
959 GACC AGGCCUC GUGG
4266 ) CUGG UCCGGAG UAUC
miRNA 3" U 5
. ' v
hsa-miR- target 5' U CCCU  ACCGCUUCUGUUGA U 3
375 CAGGGC  GGGC AGCAGGGGC
1976 ' GUCCUG  CCCG UCGUCCCCG
miRNA 3' U 5

4.1.4 miRNA ikincil yapilarin olusturulmasi

miRNA’larin ikincil yapilarinin olusturulmas:t agsamasinda RNAfold programi

kullanildi. Bu asamada da kriterlere uygun olmayan miRNA’lar elendikten sonra RIPK1
geni ile homoloji gosteren iki adet [hsa-miR-6728 (Sekil 4.1), hsa-miR-6891 Sekil 4.2)] ve
MAPK geni ile homoloji gosteren yirmi bir adet [hsa-miR-1202 (Sekil 4.3), hsa-miR-let-7e



37

(Sekil 4.4), hsa-miR-1203 (Sekil 4.5), hsa-miR-1237 (Sekil 4.6), hsa-miR-1976 (Sekil 4.7),
hsa-miR-3194 (Sekil 4.8), hsa-miR-4323 (Sekil 4.9), hsa-miR-4266 (Sekil 4.10), hsa-miR-
4290 (Sekil 4.11), hsa-miR-3620 (Sekil 4.12), hsa-miR-4433 (Sekil 4.13), hsa-miR-4436b
(Sekil 4.14), hsa-miR-4486 (Sekil 4.15), hsa-miR-4514 (Sekil 4.16), hsa-miR-4749 (Sekil
4.17), hsa-miR-6858 (Sekil 4.18), hsa-miR-5787 (Sekil 4.19), hsa-miR-7106 (Sekil 4.20),
hsa-miR-6894 (Sekil 4.21), hsa-miR-6730 (Sekil 4.22), hsa-miR-5699 (Sekil 4.23)]
miRNA’nin ikincil yapilar1 olusturuldu.

4.1.4.1 RIPK1 geni ile homoloji gosteren miRNA’lar
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Sekil 4. 2 hsa-miR-6891’in ikincil yapisi
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Sekil 4. 8 hsa-miR-3194’1in ikincil yapisi
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Sekil 4. 11 hsa-miR-4290’1n ikincil yapisi




41

90
G & C a U g
G110
g u
G-
u u
§-C100 g
80 4V v, °
€A _C
O € v
¢ ¢
G
50 C.G v e
AL 60 ¢ € @ 130
70 € 6 G
¥ sew o tphety W Ca s @ g CGA- eRNE e
@ ¢ 66 &SUGE CC S0C 5 e ¢ G-U-C-c ° g
[ u 6-@ c-aA-C 10 c oS
c-G i 4 CL40
G.¢ \ i f
G-¢c Y
€ & hsa-miR-3620
40
Sekil 4. 12 hsa-miR-3620’nin ikincil yapis1
hsa-miR-4433a o o
c o be .
A ‘G " CU p ¢ A
G ¥ = . C G~
::ic -CCGAGAP""G .Ccs:c
c A 20 CU A
1w00h ¢ & © Ay GA

Sekil 4. 13 hsa-miR-4433"1in ikincil yapist

Sekil 4. 14 hsa-miR-4436b’nin ikincil yapist
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Sekil 4. 18 hsa-miR-6858’in ikincil yapisi
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Sekil 4. 20 hsa-miR-7106’nin ikincil yapisi
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Sekil 4. 21 hsa-miR-6894’1in ikincil yapis1
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Sekil 4. 23 hsa-miR-5699 un ikincil yapis1
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4.1.5 miRNA’lara ait filogenetik agaclarin olusturulmasi

Calismamizin bu asamasinda MEGA programlar1 kullanilarak onceki asamalar
sonucunda elde edilen miRNA’lar arasindaki iliskiyi gosteren filogenetik agaclar ¢izildi.
RIPK1 geni ile homoloji gosteren iki miRNA elde edildigi icin filogenetik agac
olusturulamadi. Sadece MAPK geni i¢in elde edilen yirmi bir miRNA arasindaki iliskiyi
gosteren filogenetik agac ¢izildi (Sekil 4.24).

100% hsa-miR-3620
91% hsa-miR-4436b
100% hsa-miR-328
hsa-miR-6894
95% hsa-miR-6858
95% hsa-miR-1237

W hsa-miR-7106
77% L hsa-miR-5787

86% hsa-miR-6775

hsa-miR-4290

91% hsa-miR-1876

5% hsa-miR-1202

hsa-miR-5699

100% L hsamiR-6730
82% hsa-miR-4514

hsa-miR-1203
77% hsa-miR-4433a

Sekil 4. 24 MAPK geni ile miRNA’lar arasindaki iligkinin gdésterimi

MAPK genine ait filogenetik agac ilk olarak kendi igerisinde iki ana dala ayrilmistir.
Birinci ana dal kendi icinde iki dala ayrilmistir. Bu dallardan birincisinde bulunan
miRNA’larin; hsa-miR-1976, hsa-let-7¢, hsa-miR-4290, hsa-miR-6775, hsa-miR-5787, hsa-
miR-7106, hsa-miR-4266, hsa-miR-4296 oldugu ve dallardan ikincisinde bulunan
miRNA’larin ise; hsa-miR-1237, hsa-miR-6858, hsa-miR-6894, hsa-miR-3162, hsa-miR-
328, hsa-miR-4436b, hsa-miR-4749, hsa-miR-3620, hsa-miR-4323 oldugu gériildii. Ikinci
ana dalda ise; hsa-miR-3194, hsa-miR-1202, hsa-miR-5699, hsa-miR-4486, hsa-miR-6730,
hsa-miR-4514, hsa-miR-1203, hsa-miR-4316, hsa-miR-4433a miRNA’larin oldugu goriildii.
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MAPK genine ait filogenetik agacta bulunan miRNA’lar arasindaki benzerlik oranlart Tablo

4.5’te gosterildigi gibidir.

Tablo 4. 5 MAPK geninin filogenetik agacindaki miRNA’larin benzerlik oranlari

miRNA’lar Benzerlik
Oranlari (%)
hsa-miR-4323, hsa-miR-3620 82
hsa-miR-4749, hsa-miR-4436b 91
(hsa-miR-4323, hsa-miR-3620; hsa-miR-4749, 100
hsa-miR-4436b), hsa-miR-328

hsa-miR-3162, hsa-miR-6894 95
hsa-miR-6858, hsa-miR-1237 95
hsa-miR-4296, hsa-miR-4266 73
hsa-miR-7106, hsa-miR-5787 91
hsa-miR-6775, hsa-miR-4290 86
hsa-let-7¢, hsa-miR-1976 91
hsa-miR-3194, hsa-miR-1202 95
(hsa-miR-3194, hsa-miR-1202), hsa-miR-5699 95
hsa-miR-4486, hsa-miR-6730 77
hsa-miR-4514, hsa-miR-1203 82
hsa-miR-4316, 4433a 77

MAPK geni i¢in elde ettigimiz filogenetik agaci kullanarak miRNA’lar arasindaki

benzerligin en az oldugu hsa-miR-5699 RT-qPZR analizlerinde kullanilmak tizere primeri

tasarlandi. RIPK1 geni i¢in ise elde edilen iki miRNA’dan birisi olan hsa-miR-6891 RT-

qPZR analizlerinde kullanilmak {izere primerleri tasarlandi.

4.1.6 Genlerin KEGG ve GO analizleri

SANFH hastalig1 genlerine ait (MAPK ve RIPK1) pre-miRNA dizilerinin GO ve

KEGG analizleri GeneMANIA ve miRTargetLink web programlar1 kullanilarak yapildi.

RIPK1 ve MAPK genleri i¢gin GeneMANIA programmin KEGG ve GO analizleri

nekroptotik siliregler ve nekrotik hiicre 6liimii fonksiyonlarina gore yedi farkli kategoride
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incelendi. Bu kategoriler; fiziksel etkilesimler, ortak ifadeler, tahmin edilen iligkiler, genetik

etkilesimler, ortak lokalizasyonlar, yolaklar ve paylastiklar protein alanlaridir.

PLA2G1B!

"G o

o2

TRADD @
S g @

H N
=)
2

Sekil 4. 25 RIPK1 ve MAPK genlerinin fiziksel etkilesimleri (Physical interactions)

Fiziksel etkilesim kategorisinde RIPK1 ve MAPK genlerinin MAP2K2 (Mitogen
Activated Protein Kinase Kinase 2 = Mitojenle Aktiflesen Protein Kinaz Kinaz 2 ), RIPK3
(Receptor-Interacting Serine/Threonine-Protein Kinase 3 = Reseptorle Etkilesime Giren
Serin/Treonin Protein Kinaz 3), PTPRR (Protein Tyrosine Phosphatase Receptor-Type R =
Protein Tirozin Fosfataz Reseptdr Tipi R), CAMK2D (Calcium/Calmodulin-Dependent
Protein Kinase Type II Delta Chain = Kalsiyum/Kalmodulin Bagimli Protein Kinaz Tip 11
Delta Zinciri), CAPN2 (Calpain-2 Catalytic Subunit = Kalpain-2 Katalitik Alt Birimi),
TRIM38 (Tripartite Motif Containing 38 = Uglii Motif igeren38), ELK1 (ETS Transcription
Factor ELK1 = ETS Transkripsiyon Faktorii ELK 1), ETS1 (ETS Proto-Oncogene 1 = ETS
Proto-Onkogen 1), PLA2G4A (Phospholipase A2 Group IVA = Fosfolipaz A2 Grubu IVA),
TRADD (TNFRSF1A Associated Via Death Domain = Oliim Alan1 Araciligiyla iliskili
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TNFRSF1A), RPS6KAS5 (Ribosomal Protein S6 Kinase A5 = Ribozomal Protein S6 Kinaz
AS5), TNFRSF1A (TNF Receptor Superfamily Member 1A = TNF Reseptorii Ust Aile Uyesi
1A), PLA2GIB (Phospholipase A2 Group IB = Fosfolipaz A2 Grup IB), DUSP6 (Dual
Specificity Phosphatase 6 = Cift Ozgiilliiklii Fosfataz 6), TUB (TUB Bipartite Transcription
Factor = TUB Iki Parcali Transkripsiyon Faktorii), TNF (Tumor Necrosis Factor = Tiimér
Nekroz Faktorii) ve NEB (Nebulin) genleriyle iliskisi tespit edilmistir (Sekil 4.25).

wgr &

RPSEKAS, ﬁ@@

TRADD) @
S g @

Sekil 4. 26 RIPK1 ve MAPK genlerinin ortak ifadeleri (Co-Expression)

Ortak ifadeleri kategorisinde RIPK1 ve MAPK genlerinin RIPK3, PTPRR, CAMK2D,
HAL (Histidine Ammonia-Lyase = Histidin Amonyak-Liyaz), CAPN2, TRIM38, ELK]1,
ETS1, EARS2 (Glutamyl-tRNA Synthetase 2 = Glutamil-tRNA Sentetaz 2), PLA2G4A,
TRADD, RPS6KAS, TNFRSF1A, PLA2G1B, DUSP6, TNF ve NEB genleriyle iliskisi
tespit edildi (Sekil 4.26).
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Sekil 4. 27 RIPK1 ve MAPK genlerinin tahmin edilen iliskileri (Predicted)

Tahmin edilen iligkileri kategorisinde RIPK1 ve MAPK genlerinin MAP2K?2, RIPK3,
ESS2, PTPRR, CAMK2D, HAL, CAPN2, TRIM38, ELK1, EARS2, TRADD, TNFRSF1A,
DUSP6 ve TNF genleriyle iligkisi tespit edildi (Sekil 4.27).
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Sekil 4. 28 RIPK1 ve MAPK genlerinin genetik etkilesimleri (Genetic interactions)



50

Genetik etkilesimleri kategorisinde RIPK1 ve MAPK genlerinin PTPRR, CAMK2D,
CAPN2, TRIM38, PLA2G4A, RPS6KAS, TNFRSF1A, DUSP6, TUB ve NEB genleriyle
iliskisi tespit edildi (Sekil 4.28).
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Sekil 4. 29 RIPK1 ve MAPK genlerinin ortak lokalizasyonlar1 (Co Lokalization)

Ortak lokalizasyonlar1 kategorisinde RIPK1 ve MAPK genlerinin PTPRR, CAPN2,
ETS1, TNFRSF1A, DUSP6 ve TNF genleriyle iliskisi tespit edildi (Sekil 4.29).
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Sekil 4. 30 RIPK1 ve MAPK genlerinin yolaklari1 (Pathway)
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Yolaklar kategorisinde RIPK1 ve MAPK genlerinin; MAP2K2, PTPRR, CAMK2D,
CAPN2, ELK1, ETS1, PLA2G4A, TRADD, RPS6KAS5, TNFRSF1A, PLA2G1B, DUSP6
ve TNF genleriyle iligkisi tespit edildi (Sekil 4.30).

©
wr &
o
c.3
< ©
Sekil 4. 31 RIPK1 ve MAPK genlerinin paylastiklar1 protein alanlar1 (Shared Protein
Domains)

Paylastiklar1 protein alanlar1 kategorisinde RIPK1 ve MAPK genlerinin; MAP2K2,
RIPK3, CAMK2D, ELKI1, ETS1, TRADD, RPS6KA5 ve TNFRSFIA genleriyle iliskisi
tespit edildi (Sekil 4.31).

miRTargetLink web programi kullanilarak MAPK geni icin yapilan KEGG ve GO
analizleri sirasinda program kriterleri asagida verildigi sekilde degistirildi.
miRNA Hedefleri (miRNA Targets): Giiglii dogrulanmis (Strong validated)
Ag Diizeni (Network Layout): Fcose
Analiz sonucuna gore; hsa-miR-214-3p, hsa-miR-335-5p, hsa-miR-378a-3p, 129-5p, hsa-
miR-28-5p, hsa-miR-320a, hsa-miR-199a-3p, hsa-miR-329-3p, hsa-miR-181a-5p, hsa-miR-
9-3p, hsa-miR-132-3p, hsa-miR-451a, hsa-miR-550a-3p ve hsa-miR-197-3p genleri ile
iligkili oldugu tespit edildi (Sekil 4. 32).

Tez calismasi sirasinda yapilan biyoinformatik uygulamalar sonucunda MAPK

geninin hsa-miR-1202, hsa-miR-let-7e, hsa-miR-1203, hsa-miR-1237, hsa-miR-1976, hsa-
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miR-3194, hsa-miR-4323, hsa-miR-4266, hsa-miR-4290, hsa-miR-3620, hsa-miR-4433,
hsa-miR-4436b, hsa-miR-4486, hsa-miR-4514, hsa-miR-4749, hsa-miR-6858, hsa-miR-
5787, hsa-miR-7106, hsa-miR-6894, hsa-miR-6730, hsa-miR-5699 genleri ile iliskili oldugu
tespit edildi. miRTargetLink web programi ile elde edilen ve MAPK geni ile iligkili olan
miRNA’lar ve tez ¢alismasinda bulunan miRNA’lar arasinda benzerlik bulunmadigi goriildii.

Bu nedenle bulunan miRNA’lar MAPK geni i¢in 6zgiin degere sahiptir.

hsa miR-1295p

hsamiR-335:5p

hsa-miR-3203)

@

hsn-mR~1$1n—5p

Sekil 4. 32 MAPK geni ile baglantili olan miRNA’lar
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miRTargetLink web programi kullanilarak RIPK1 geni i¢in yapilan KEGG ve GO
analizleri sirasinda program kriterleri asagida verildigi sekilde degistirildi.
miRNA Hedefleri (miRNA Targets): Tahmin edilen (Predicted)

Ag Diizeni (Network Layout): Fcose

Analiz sonucuna gore; hsa-miR-29b-3p, hsa-miR-421, hsa-miR-27b-3p, hsa-miR-27a-3p,
hsa-miR-29c¢-3p, hsa-miR-488-3p ve hsa-miR-766-3p genleri ile iligkili oldugu tespit edildi
(Sekil 4. 33).

Tez calismasi sirasinda yapilan biyoinformatik uygulamalar sonucunda RIPK1 geninin
hsa-miR-6728 ve hsa-miR-6891 genleri ile iligkili oldugu tespit edildi. miRTargetLink web
programu ile elde edilen ve RIPK1 geni ile iligkili olan miRNA’lar ve tez ¢alismasinda
bulunan miRNA’lar arasinda benzerlik bulunmadigi goriildii. Bu nedenle bulunan

miRNA’lar RIPK1 geni i¢in 6zgiin degere sahiptir.

hsa:miR-29b-3p; *hsa-m R-421

@ hsatmiR-27a'3p

hsa'miR-29C.3p

hsa:miR-488_3p

Sekil 4. 33 RIPK1 geni ile baglantili olan miRNA’lar



4.2 Periferik Kan Ornekleri

Amasya Universitesi Sabuncuoglu Serefeddin Egitim ve Arastirma Hastanesi
Ortopedi ve Travmatoloji Anabilim Dali tarafindan toplanan periferik kan orneklerinin

alindig1 kontrol grubu bireylerinin yas ortalamasimin 57,4 ve SANFH tanis1 koyulmus

bireylerin yas ortalamasinin 56,3 oldugu goriilmiistiir (Sekil 4.34).

57,6
57,4
57,2

57
56,8
56,6
56,4
56,2

56
55,8

Yas Ortalamasi

KONTROL

SANFH

Sekil 4. 34 Kan 6rneklerinin alindig bireylerin yas ortalamalari

4.3 miRNA izolasyonu

Izole edilen miRNA’larin saflik oranlar1 (A260/A280) ve konsantrasyonlar1 (ng/pl)

nanodrop cihaz1 ile Ool¢iildii ve Tablo 4.6’da belirtildi.

konsantrasyonda seyreltilerek kullanildi.

Tablo 4. 6 miRNA izolasyonu sonuglari

Tiim miRNA’lar 45ng

Kontrol | Konsantrasyon 260/280 SANFH | Konsantrasyon | 260/280
S1 109,694 2,28 HI 140,996 2,04
S2 150,626 1,80 H2 112,414 1,85
S3 46,052 1,86 H3 121,508 1,85
S4 206,714 2,62 H4 103,178 2,65
S5 257,116 2,64 H5 51,778 2,31
S6 328,921 2,72 Ho6 53,055 1,95
S7 332,08 2,65 H7 97,342 2,07
S8 215,166 2,62 HS8 140,175 2,28
S9 261,494 2,43 H9 125,834 2,11
S10 200,477 2,44 HI10 119,054 2,19
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S11 284,518 2,60 HI1 184,941 2,13
S12 189,654 2,26 HI2 94,047 2,09
S13 213,427 2,13 H13 131,699 1,87
S14 202,104 2,27 H14 95,207 2,21
S15 352,168 2,61 HI5 62,252 2,20

*A260/A280 degeri 1.8- 3.0 olanlar ¢alismaya dahil edildi.

4.4 RT-qPZR

SANFH hastaligi ile iliskili RIPK1 ve MAPK genlerine ait RT-qPZR sonuglar1 Bélim
3.5’te aciklanan yontemler kullanilarak Excel programinda hesaplandi. GraphPad Prism 9
programi ve RT-qPZR analizleri sonucu elde edilen genlere ait Ct degerleri kullanilarak
Standart Sapma (Standart Deviation) ve p Degeri (p Value) hesaplandi. Bu veriler ve
hesaplanan kat degisimleri Sekil 4.35 ve 4.36°teki grafiklerde gosterildi.

hsa-miR-6891

*

2,5 |

o p— 2

E p degeri=0,0239
Z1,5

pl=1)]

2

- 1

<

M 0,5

. | —

KONTROL SANFH

Sekil 4. 35 SANFH hastaliginin hsa-miR-6891 diizeylerine etkisi. Kontrol grubu ve
SANFH grubu karsilastirildiginda p<0,05. Ortalama + standart sapma, n=15.
Mann Whitney U testi.

RIPK1 geni ile homoloji gosteren hsa-miR-6891’in gen ekspresyon sonucuna gore Cr
degerlerinin kat degisimlerinin kontrole gore 0.8 kat azaldig: belirlendi. Ayrica GraphPad
Prim 9 programinda p degeri 0.0239 olarak hesaplandi. Hasta ve kontrol Ct degerlerine gore
yapilan istatiksel verilerin anlamli oldugu tespit edildi (p<0.05). Sonug¢larimiz SANFH’li

bireylerin kaninda hsa-miR-6891’in ekspresyonunun anlamli bir sekilde azaldigini gosterdi.
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Sekil 4. 36 SANFH hastaliginin hsa-miR-5699 diizeylerine etkisi. Gruplar arasinda anlaml
bir fark bulunamamustir, ortalama + standart sapma, n:15. Mann Whitney U testi.

MAPK geni ile homoloji goésteren hsa-miR-5699’un gen ekspresyon sonucu

degerlendirildiginde; Cr degerlerinin kat degisiminin kontrol grubuna kiyasla 1.6 kat arttig

belirlendi. Ayrica GraphPad Prism 9 programinda p degeri 0.1033 olarak hesaplandi. Hasta

ve kontrol Cr degerlerine gore yapilan istatiksel verilerin anlamli olmadig: tespit edildi

(p>0.05). Sonuglarimiz hsa-miR-5699 seviyesinin SANFH’li bireylerde yiiksek ancak

istatistiksel olarak anlamli olmadigini gosterdi.

RT-gPZR sonucunda olusturulan ve RIPK1, MAPK ve 58S genlerine ait Amplifikasyon
Egrisi ve Erime Egrisi grafikleri Sekil 4.37, 4.38, 4.39, 4.40, 4.41, 4.42°de gosterildi.
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Sekil 4. 37 5S geni SANFH hastas1 Amplifikasyon Egrisi ve Erime Egrisi grafikleri
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Sekil 4. 38 5S geni kontrol grubu Amplifikasyon Egrisi ve Erime Egrisi grafikleri
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Sekil 4. 39 MAPK geni SANFH hastas1 Amplifikasyon Egrisi ve Erime Egrisi grafikleri
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Sekil 4. 40 MAPK geni kontrol grubu Amplifikasyon Egrisi ve Erime Egrisi grafikleri
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Sekil 4. 41 RIPK1 geni SANFH hastas1t Amplifikasyon Egrisi ve Erime Egrisi grafikleri
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Sekil 4. 42 RIPK1 geni kontrol grubu Amplifikasyon Egrisi ve Erime Egrisi grafikleri
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5. TARTISMA

Steroid kaynakli femur bas1 avaskiiler nekrozunda miRNA’larin; ekspresyon
seviyelerinin  degistigi, osteoblast farklilasmasinda rol oynadiklart ve kemik
homeostazisinde dizenleyici etkisinin  oldugunun bilinmesi biyobelirte¢ olarak
kullanilabilecegini gostermektedir [12, 46, 47].

Bu amagla gergeklestirdigimiz tez calismasinda; in siliko yontemler kullanilarak
SANFH ile ilgili RIPK1 ve MAPK genlerine ait miRNA dizileri belirlendi ve bu diziler
arasindaki iliski incelenerek RIPK1 geni i¢in miR-6891 ve MAPK geni i¢in miR-5699
secildi, bu genler ile miRNA’lar arasinda gen hizalamasi, filogenetik agaclar ve ikincil
yapilar olusturulduktan sonra KEGG-GO analizleri yapildi.

Amasya Sabuncuoglu Serefeddin Egitim ve Arastirma Hastanesi Ortopedi ve
Travmatoloji Polikliniginden temin edilen kan 6rneklerinden miRNA izolasyonu yapilarak
RT-gPZR yontemi ile ekspreyon seviyeleri belirlendi. Kontrol ve hastalar arasindaki MAPK
ve RIPK1 genlerine ait miRNA’larin Ct degerleri kullanilarak istatistiksel c¢aligmalar
yapildi.

SANFH hastaligi, MAPK ve RIPK1 genler ile miRNA’lara ait literatiir arastirmalari
sonucunda elde edilen veriler asagida detayl1 olarak sunulmustur.

Shi ve arkadaslar1 2022 yilinda yaptiklar1 calismada Gene Expression Omnibus veri
tabanindan elde edilen oksidatif stresle ilgili genler arastirildi. GO ve sinyal yollar1 analizi
DAVID, Metascape ve GSEA kullanilarak yapildi. Protein-protein etkilesimi (PPI) ag,
STRING veri tabani kullanilarak olusturuldu ve hub genlerini taramak i¢in Cytoscape
yaziliminin algoritmasi kullanildi. Son olarak, hub genlerinin transkripsiyonel faktorlerini
(TF'ler) bulmak icin NetworkAnalyst web araci kullanildi. Veritabaninda 440 oksidatif
stresle iligkili gen bulundu ve bu genlerden esas olarak MAPK, PI3K-AKT-mTOR ve FOXO
gibi ¢esitli sinyal yollarinin yer aldig1 goriildii. Ilk 10 hub geni JUN, FOXO3, CASP3, JAK?2,
RELA, EZH2, ABL1, PTGS2, FBXW7 ve MCLI1'dir. Ayrica TFAP2A, GATA2, SP1 ve
E2F1 hub genlerin anahtar diizenleyici faktorleri olabilecegi de bildirildi [119].

Lin ve arkadaslar1 2021 yilinda 30 SANFH hastasina ait, 10 SANFH tanis1 olmayan
hastanin kan serumu ayrica 4 SANFH hastasi ile 4 saglikli kontrolden alinan kalca kikirdak
ornekleri kullanildi ve mikrodizi veri setleri Gene Expression Omnibus veri tabanindan elde
edildi. KEGG ve GO yolu zenginlestirme analizi gergeklestirilerek GEO2R araciligiyla bir

protein-protein etkilesimi (PPI) ag1 olusturuldu ve PPI agin1 birden fazla alt aga bolmek igin
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sitoHubba'y1 kullanildi. PPI aginda CXCR1, FPR1, TYROBP, MAPK1, FOXO3, FPR2 ve
CXCR2 gibi yiiksek etkilesimli hub genleri tanimlandi. Genler ile ilgili biyoinformatik
calismalart ve RT-qPZR analizleri yapildi. Periferik serum orneklerinden toplam RNA,
Trizol LS ile izole edildi ve istatistiksel analiz gerceklestirmek i¢in ise GraphPad 8.0
kullanildi. SANFH hastalarinin periferik kaninda CXCR1, FPR1 ve TYROBP genlerinin
yukari regiile edildigi ve MAPK1 geninin ise asag1 regiile edildigi ortaya ¢ikarildi (P <0.05).
Iki grup arasinda periferik serum orneklerinde FOXO3, FPR2 ve CXCR2 ekspresyonu
acisindan anlamli bir fark bulunamadi (P>0,05). Calisma sonucu olarak SANFH'de yer alan
genler ve ilgili yolaklar hakkinda yeni bilgiler saglanmis olup CXCR1, FPR1, TYROBP ve
MAPKI1 genlerinin SANFH'nin tanist ve prognozu i¢in potansiyel ila¢ hedefleri ve
biyobelirtecler olarak hizmet edebilecegi belirtildi [120].

Fan ve arkadaslar1 2022 c¢alismalarinda ONFH hastalarinin kemik dokularindan
Hematoksilen, immiinohistokimya ve BMEC izolasyonu i¢in klinik drnekler topladi. Hiicre
canliligint Hiicre Saymm Kiti-8 ile degerlendirdi. Ayrica nekroptoz seviyesi TUNEL ve
Annexin V-FITC/PI boyamasiyla tespit edildi. Ek olarak TNF- o 'nin mRNA ekspresyon
seviyesi RT-qPZR ve RIP1/RIP3/MLKL protein seviyesi Western blotlama yontemleri ile
arastirildi. Calisma da ONFH hastalarinin kemik dokularinda TNF- o 'nin énemli 6l¢ilide
yukart regiilasyonu tespit edildi. Ayrica Western blot sonuglarmna  gore
RIP1/RIP3/MLKL'nin nekroptoz aktivasyonu gosterildi. Arastirmada ONFH gelisiminde
nekroptozun RIP1/RIP3/MLKL sinyal yoluyla aktive edildigi bildirildi [121].

Miao ve arkadaslar1 2015 yilinda yaptiklar1 ¢calismada total kalga artroplastisi yapilan
toplam 44 femur bas1t AVN hastasindan doku 6rnekleri toplandi. OPG, RANK ve RANKL
genlerinin ekspresyonu floresan qPZR teknigini ile, OPG, RANKL protein seviyeleri
Western blot analizi ile belirlendi. Calisma verilerine ait istatistiksel analizler SPSS 16.0
yaziliminda Wilcoxon rank-sum testi kullanilarak yapildi. Femur basi AVN dokularinda
OPG'nin mRNA seviyelerinde artis belirlendi ancak istatistiksel olarak anlamlilik goériilmedi
(P >0.05). RANK ve RANKL'in ekspresyonu nekrotik dokularda 6nemli Slgiide artti
(P <0.05). Western blot analizi sonucunda OPG ve RANKL protein seviyeleri agisindan
anlamli bir fark bulunmadi. OPG ve RANKL’nin floresan qPZR teknigi ile gen
ekspresyonunun kemik yikimi lizerindeki potansiyeli dikkate deger bulundu [122].

Tez calismamda NCBI veri tabanindan SANFH hastaligi ile iligskili MAPK ve RIPK1
gen dizileri Fasta formatinda elde edildi. miRBase veri tabanindan ise insanla iligkili tim

miRNA dizileri alindi. Yapilan biyoinformatik ¢alismalar sonucunda SANFH ile ilgili olan
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OPG, RANK, RANKL, EGFR, RIPK1, MAPK, AKT genleri iizerine arastirmalar yapildi
ancak i¢inden RIPK1 ve MAPK genleri secilerek arastirmalara devam edildi. SANFH ile
iliskili genler arasinda sec¢im yapilirken RIPK 1 geninin apoptoz ve nekroptoz iizerinde etkili
olmast ve MAPK geninin MSC’lerin osteogenezinde dnemli rol oynamasi: dikkate alindi.
MAPK ve RIPK1 genleri ile miRNA’lar arasinda Blast yapilarak E degeri < 1 ve eslesme
degeri > 12 olan miRNA dizileri secildi. Segilen miRNA dizileri ile genler arasinda en fazla
7 yanlis eslesme olanlar1 “Base Maching” yazilimi kullanilarak listelendi. Segilen
miRNA’lara ait filogenetik agaglar (MEGA), ikincil yapilar (RNAFold) olusturuldu ve
KEGG-GO analizleri (GeneMANIA, miRTargetLink) yapildi. SANFH hastalig ile iliskili
MAPK geni ile homoloji gosteren yirmi bir, RIPK1 geni ile homoloji gosteren iki miRNA
tespit edildi.

Calismanin devaminda Amasya Sabuncuoglu Serefeddin Egitim ve Arastirma
Hastanesi Ortopedi ve Travmatoloji servisinden temin edilen 15 SANFH hastas1 ve 15
SANFH tanis1 koyulmamis bireylerden alinan kan ornekleri toplandi. MAPK ve RIPKI
genlerine ait miRNA seviyeleri RT-qPZR yontemi kullanilarak 6lgiildii. GraphPad Prism 9
programi ile kontrol ve hastalar arasindaki MAPK ve RIPK1 genleri ile homoloji gosteren
hsa-miR-5699 ve hsa-miR-6891’¢ ait Ct degerlerine ait istatistiksel ¢alisma sonucunda elde
edilen verilere géore SANFH tanis1 koyulan bireylerde SANFH tanis1 koyulmamis bireylere
oranla RIPK1 geni ile homoloji gosteren hsa-miR-6891’in ifadesinde istatiksel olarak
anlamli bir azalmanin (p<0.05) oldugu, MAPK geni ile homoloji gosteren hsa-miR-5699’un
ifadesinde ise istatistiksel olarak anlamli olmayan bir artmanin (p>0.05) oldugu goriildii.

Yuan ve arkadagslarinin 2015 yilinda yaptig1 ¢aligmada, total kalca artroplastisi yapilan
ONFH'li 9 hasta ve kontrol grubu olarak da femur boyun kirig1r olan 6 hasta secilerek
degerlendirme yapildi. Trizol reaktifi kullanilarak kemik dokusundaki miRNA’lar izole
edildikten sonra RNA Orneklerinin  biitlinliigii ve konsantrasyonu NanoDrop
spektrofotometre kullanilarak olgiildii. Onemli miktarlarda ifade edilen miRNA'lar i¢in
biyoinformatik analiz yapildi. RT-qPZR analizlerinde U6 housekeeping gen olarak
kullanilirken, 6ngoriilen yollarda yer alan HIF-1 o, VEGF-A, Hes1, [ -katenin genleri test
edildi. Biyoinformatik ¢aligsmalar sonucunda tanimlanan 2578 miRNA arasinda 17'si tutarh
bir sekilde diferansiyel olarak eksprese edildi ve RT-qPZR analizlerinde on iki miRNA’nin
(miR-181c-3p, miR-34a-3p, miR-146a-5p, miR-187-3p, miR-181a-3p, miR-30c-1-3p, miR-
650, miR-3652, miR -4444, miR-1273e, miR-99a-3p, miR-3064-5p) dikkat ¢ekici Olgiide
yukari regiile edildigi (p<0.05), bes miRNA’nin (miR-212-3p, miR-212-5p, miR-132-3p,
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miR-629-3p, miR-6836-5p) belirgin sekilde asagi regiile edildigi (p<0,05) bulundu. Caligma
sonucunda ONFH'nin onarici arayiiziinde miRNA'nin diizensizligi ortaya ¢ikarildi [123].

Wei ve arkadaglar1 2018 yilinda yaptig1 calismada ONFH-N'li (Travmatik ve travmatik
olmayan ONFH) 43 hasta ve ONFH-N'siz 43 katilimcidan kan 6rnekleri toplayarak toplam
RNA izolasyonu, mikrodizi analizi, RT-qPZR analizi, biyoinformatik ve istatistiksel analiz
yapildi. miRNA izolasyonunu i¢in = TRIzol kullanildi, RNA safligt NanoDrop
spektrofotometre kullanarak olgiildi ve RNA biitiinliigii ise jel elektroforezi ile
degerlendirildi. Rastgele se¢ilen ii¢ hasta ve ii¢ kontrolden alinan 6rnekler ile mikrodiziler
kullanarak miRNA ekspresyon profili olusturuldu. Tanimlanan miRNA'larin TagMan
MicroRNA Test Kiti kullanarak RT-qPZR analizleri yapildi. miRNA'larin hedef genlerini
bulmak i¢in TargetScan ve miRanda veri tabanlar1 arandi, KEGG ve GO analizleri ile
miRNA'larin zenginlestirilmis yollar1 tanimlandi. Tiim istatistiksel analizler igin SPSS 18.0
programi kullanildi. ONFH hastalarinda kontrollerle karsilastirildiginda Serum leptin ve
ApoB seviyelerinin daha yiiksek, serum adiponektin ve ApoAl seviyelerinin daha diisiik
(P<0.001) oldugu goriildii. Diferansiyel olarak elde edilen 102 miRNA’dan 31’1 ONFH-N
ve kontroller arasinda onemli Ol¢iide farkli sekilde ifade edildigi goriildii. RT-gPZR
analizlerine gore ONFH-N'li hastalarda; dokuz miRNA nin (miR-335-5p, miR-413-5p, miR-
379-5p, miR-134-5p, miR-370-3p, miR-31-5p, miR-29b-3p) asag1 regiile edildigi, bes
miRNA’nin (miR-100-5p, miR-34a-5p, miR-30b-3p, miR-675-5p ve miR-125b-5p) ise
yukar1 regiile edildigi goriildii. Sonu¢ olarak ONFH-N'de farkli sekilde eksprese edilen
miRNA’larin bulundugu ve bu miRNA'larin ONFH patogenezindeki roliinlin tam olarak
belirlemesi i¢in ek arastirmalara ihtiya¢ oldugu vurgulandi [124].

Zang ve arkadaslar1 2020 yilinda yaptiklar1 ¢calismada SONFH'si olmayan 5 Sistemik
Lupus Eritematozus (SLE) hastasi, SONFH'si olan 5 SLE hastasi (SLE-SONFH) ve 5
saglikli kisinin kan serumundan elde edilen eksozom karakterleri belirlendi. Eksprese edilen
miRNA'larin profilini ¢ikarmak i¢in kapsamli eksozomal miRNA dizilimi yapildi, seg¢ilen
miRNA'larin ekspresyon seviyelerini RT-qPZR ile dogrulandi. Veriler hsa-miR-135b-5p,
hsa-miR-150-5p, hsa-miR-509-3-5p, hsa-miR-514a-3p ve hsa-miR-708-5p'min farkl
sekillerde ifade edildigi gosterildi. RT-qPZR sonuglari, hsa-miR-135b-5p ifadesinin SLE-
SONFH grubunda yukar regiile edildigi dogrulandi. /n siliko ¢calismalarda Wnt, MAPK ve
Hippo sinyal yolaklarinin farkli sekilde eksprese edilen miRNA'larin zenginlestirilmis
fonksiyon ve yollarmin oldugu gosterildi. Calismanin sonucunda hsa-miR-135b-5p’nin

SONFH i¢in tanisal biyobelirte¢ olarak kullanilabilecegi vurgulandi [125].
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Zang ve arkadaslar tarafindan 2018 yili ¢alismalarinda insan néral kok hiicre
miRNA’larina ait ekspresyon profilleri belirlendi. insan beyin dokusundan eksozomal
miRNA izolasyonu, sekans analizi ve Western blot analizi yapildi. Calismada ndéral kok
hiicre hastalig: ile iligkili miRNA’lar arasinda hsa-miR-5699-5p verildi. hsa-miR-214-3p
ifadesinin RT-qPZR analizi ile seviyesinin anlamli derecede yiiksek oldugu bulundu. Ayrica
yaptiklar1 calismada ndéral kok hiicre ile iliskili PI3K/Akt, Hippo, MAPK, mTOR, FoxO,
Rap1 ve cGMP-PKGsinyal yolaklarinin KEGG ve GO analizleri verildi [126].

Tez calismamda, Amasya Sabuncuoglu Serefeddin Egitim ve Arastirma Hastanesi
Ortopedi ve Travmatoloji Polikilinigi tarafindan, miRNA seviyelerini belirlemek iizere
toplanan birer tiip periferik kan orneklerinden kontrol (SANFH tanis1 olmayan) grubu ve
deney (SANFH tanisi olan) gruplar1 hazirlandi. Biyoinformatik caligmalar sonucunda
SANFH ile iligkili yolaklarda yer alan MAPK ve RIPK1 genleri ve bu genlerle iliskili hsa-
miR-5699 ve hsa-miR-6891 miRNA’larinin RT-qPZR analizlerinde kullanimina karar
verildi. miRNA’lar tam kandan “NucleoGene” firmasina ait kit kullanilarak izole edildikten
sonra konsantrasyonlarinin Slgiimii NanoDrop cihazi ile A260/A280nm dalga boyunda
yapildi. RT-qPZR analizleri ile elde edilen Ct degerleri kullanilarak yapilan istatistiksel
caligmalarda MAPK geni ile homoloji gosteren hsa-miR-5699’un ifadesinde Cr degerlerinin
kat degisiminde kontrole gore 1.6 kat artma, RIPK1 geni ile homoloji gosteren hsa-miR-
6891’in ifadesinde Cr degerlerinin kat degisiminde kontrole gore 0.8 kat azalma oldugu
tespit edildi. Ayrica miRTargetLink web yazilimi1 kullanilarak yapilan KEGG ve GO
analizlerinde MAPK geninin hsa-miR-214 ile iligkisi belirlendi.

ELhafeez ve arkadaslar1 2023 yilinda yaptiklari calismada meme kanseri olan 96 kadin
hasta, benign meme hastaliklar1 olan 30 hasta ve 25 kontrol gruplarini iceren 151 bireyden
topladiklar1 kan 6rneklerini kullanarak hsa-miR-1202 ve hsa-miR-146a-5p’nin ifadeleri RT-
qPZR kullanarak 6l¢iildii ve tanisal rolleri istatistiksel olarak test edildi. hsa-miR-1202’nin
meme kanseri ve benign meme hastaliklart olan bireylerde yukar1 dogru, hsa-miR-146a-
5p’nin meme kanseri olan bireylerde asag1 dogru diizenlendigi bulundu. [127].

Takashima ve arkadaslar1 2020 yilinda yaptiklar1 ¢alismada Primer Santral Sinir
Sistemi Lenfomasi bulunan 40 hastanin tiimor 6rneginden miRNA izole edilmistir. hsa-miR-
101, hsa-miR-548b, hsa-miR-554 ve hsa-miR-1202 dort miRNA'nin, kanser bagisiklig ile
ilgili genleri etkili bir sekilde kontrol ettigi goriilmiistiir [128].

Zhu ve arkadaglar1 2016 yilinda metastatik renal hiicreli karsinom hastaligi ile iligkili

miRNA-mRNA diizenleyici ag1 kurarak yaptigi calismada RT-qPZR ve ¢ift lusiferaz raportor
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gen tahlili ile mRNA'larin miRNA'lar tarafindan diizenlendigi gosterildi. Metastatik renal
hiicreli karsinomu olan hastalarda 31 miRNA’nin yukari regiile edildigi, 196 miRNA nin
asag1 regiile edildigi belirlendi. Asag1 regiile edilen miRNA’lardan birisinin de hsa-miR-
1203 oldugu ve ekspresyon profilinin miRNA gen ¢ipi analizinden elde edilen sonuglarla
tutarl oldugu belirtildi [129].

Yu ve arkadaslar1 2021 yilinda yaptig1r ¢alismada diyabetik nefropatiye sahip ii¢
hastadan ve {i¢ saglikli kontrolden periferik kan 6rnekleri topladi. RNA izolasyonu ve PZR
ve istatistiksel analiz yaparak elde ettikleri sonuglarda kontrollere karsi diyabette
diferansiyel olan hastalarda hsa-miR-1237-3p’nin yukar1 regiile oldugu belirtildi [130].

Lee ve arkadaslarinin 2023 yilinda miRNA izolasyonu ve qPZR kullanarak hepatoma
ve pankreas kanseri iizerine yaptig1 calismada hsa-miR-1976’nin hiicre i¢i seviyelerinin
kemosensitiviteyi belirledigi bulunmustur [131].

SANFH hastaliginda miRNA’larin biyobelirte¢ olarak kullanilmas: ile ilgili yapmis
oldugum tez ¢alismamda biyoinformatik uygulamalar ile MAPK geninin hsa-miR-1202,
hsa-miR-1203, hsa-miR-1237 ve hsa-miR-1976 ile iliskili oldugu belirlendi.
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6. SONUC

Son yillarda steroid bazli antiinflamatuarlar, antialerjik ajanlar kanser, obezite,
diyabet, romatoid artrit gibi ciddi hastaliklarin Onlenmesinde ve tedavisinde
kullanilmaktadir. Yiiksek dozlarda ve uzun siireli steroid tedavisi SANFH riskini
artirmaktadir. SANFH’nda miRNA’larin ekspresyon seviyelerinin degistigi ve osteoblast
farklilasmasinda rol oynadiklar1 gosterilmistir. miRNA’lar osteogenez, osteoklastogenez ve
adipogenezin diizenlenmesinde rol almasi nedeniyle iskelet hastaliklarinin tedavisi i¢in yeni
bir hedef olarak gosterilmektedir, cok sayida miRNA’nin gen modilatdrleri olarak rol

aldiklar1 dogrulanmistir ve miRNA seviyelerindeki degisiklikler tanisal biyobelirte¢ olarak
kullanilabilmektedir.

Bu calismada steroid kaynakli femur basi avaskiiler nekrozu hasta kanlarinda

potansiyel miRNA’larin belirlenmesi ve biyobelirte¢ olarak kullanimi amaglanmistir.

» miRBASE veri tabanindan 2630 olgun miRNA dizisi elde edildi,

» NCBI sitesindeki BLASTn programi kullanilarak RIPK1 geni i¢in yirmi alt1 ve
MAPK geni i¢in elli dokuz miRNA bulundu,

» RNAhybrid programlar1 kullanilarak RIPK1 geni i¢in iic ve MAPK geni igin yirmi
alt1 miRNA segildi,

» RNAfold programi kullanilarak RIPK1 geni ile homoloji gosteren iki adet ve MAPK
geni ile homoloji gosteren yirmi bir adet miRNA tespit edildi,

» MEGA programlar kullanilarak elde edilen miRNA’lar arasindaki iliskiyi gosteren
filogenetik agaglar ¢izildi,

» GeneMANIA programi ile RIPK1 ve MAPK genleri i¢in nekroptotik siiregler ve
nekrotik hiicre 6limi fonksiyonlar yedi farkli kategoride incelendi,

> Amasya Universitesi Sabuncuoglu Serefeddin Egitim ve Arastirma Hastanesi
Ortopedi ve Travmatoloji poliklinigi tarafindan periferik kan drnekleri toplandi,

» Tam kan orneklerinden RIPK1 ve MAPK genleri ile homoloji gosteren miRNA’lar

izole edilerek ve RT-qPZR yontemi kullanilarak ekspresyon seviyeleri belirlendi.

Sonug olarak; steroid kaynakli femur bas1 avaskiiler nekrozu ile iligkili MAPK geni ile
homoloji gosteren yirmi bir ve RIPK geni ile homoloji gosteren iki miRNA tanimlandi.
Hedef genlerin KEGG ve GO analizlerinde bu miRNA’larin 6nemli roller oynayabilecegi ve

pek cok biyolojik olay:r diizenleyebilecegi ortaya koyuldu. RT-qPZR sonuglar1 SANFH
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hastalariin periferik kaninda RIPK1 geni ile iligkili olan hsa-miR-6891’in asag1 regiile
edildigini, MAPK geni ile iliskili olan hsa-miR-5699’un yukan regiile edildigini gosterdi.
Elde edilen bilgiler dogrultusunda, hsa-miR-6891 ve hsa-miR5699’un steroid kaynakli
femur bas1 avaskiiler nekrozu hastaligi ile iligkilendirilebilecegi, 6zellikle nekroptozla iliskili
olan RIPK1 geni ile homoloji gosteren hsa-miR-6891’in SANFH hastaliginin tan1 ve
teshisinde biyobelirteg olarak kullanilabilecegi diistiniilmektedir.
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