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OZET

KORONER ARTER HASTALARINDA BYPASS GREFT ONCESI VE
SONRASINDA ISKEMI/REPERFUZYON ILE ILISKIiLi MIKRORNA
DUZEYLERININ ARASTIRILMASI

Erman KANDILLI
Doktora Tezi, Tibbi Farmakoloji Anabilim Dal1
Tez Danigmani: Prof.Dr. Muradiye NACAK
Kasim 2018, 102 sayfa

Koroner arter hastaligi, koroner damarlarin tikanmast ile karakterize kardiyovaskiiler bir
hastaliktir. Koroner damarlarin tikanmasina bagli olarak gelisen iskemik hasar kardiyak
remodelling adi verilen hiicresel ve molekiiler birtakim olaylarin baslamasina neden
olmaktadir. Pek¢ok organizmada post-transkripsiyonel olarak gen ifadesini diizenleyen
mikroRNA(miRNA)’lar bu siliregte 6nemli role sahiptir. MikroRNA'larin miyokard
enfarktiisii ve kalp hasarinin 6nlenmesinde kardiyak belirtec olarak degerlendirilebilecegi
bildirilmektedir. Bu ¢alismada koroner arter hastalarinda bypass greft cerrahisi dncesi ve
sonrasinda iskemi/reperfiizyon ile iliskili hsa-miR-21-5p, hsa-miR-199a-5p, hsa-miR-
199b-5p, hsa-miR-320a-5p ve hsa-miR-181a-5p miRNA diizeylerinin kontrol grubu ile
karsilastirilmast amaglanda.

Caligmaya 46 hasta ve 48 saglikli goniillii dahil edildi. Hastalardan koroner bypass greft
oncesinde ve bypass greftten 1 ve 24 saat sonra kan 6rnekleri alindi. MikroRNA diizeyleri
real-time PCR ile saptandi ve delta Ct metoduna gore hesaplandi.

Hasta grubundaki tiim miRNA diizeyleri kontrol grubuna gore anlamli olarak diisiik
bulundu (p<0.001). Hasta grubundaki miRNA diizeyleri zamana bagh olarak
degerlendirildiginde sadece 1. ve 24. saat sonra dl¢lilen miR-199a-5p diizeyleri arasinda
anlamlilik bulundu (p<0.044).

Sonug olarak, miR-199a koroner bypass cerahisi sonrasi iskemi/reperfiizyon ile iligkili
olabilir. Ayrica miR-199b-5p, miR-320a-5p ve miR-181a-5p’nin diisiik seviyelerde
bulunmasi, koroner arter hastalig1 patogenezinde inflamasyonla ilisikili yolaklarin aktive
edilmesinde rolii olabilir. Bu bulgularin gii¢clendirilmesi ic¢in yeni c¢aligsmalara ihtiyag
vardir.

Anahtar Kelimeler: Bypass greft cerrahi, Inflamasyon, Iskemi/Reperfiizyon,
MikroRNA, Koroner arter hastaligi,
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Coronary artery disease is a cardiovascular disease characterized by obstruction of
coronary vessels. [schemic damage caused by the obstruction of coronary vessels allows
the initiation of cellular and molecular events called cardiac remodeling. In many
organisms, microRNAs that regulate gene expression post-transcriptionally have an
important role in this process. It is reported that microRNAs can be evaluated as cardiac
markers in the prevention of myocardial infarction and heart damage. In this study, we
aimed to compare levels of microRNAs associated with ischemia / reperfusion (hsa-miR-
21-5p, hsa-miR-199a-5p, hsa-miR-199b-5p, hsa-miR-320a-5p, hsa-miR-181a-5p)
between control group and coronary artery patients undergoing bypass surgery.

46 patients and 48 healthy volunteers were included in this study. Blood samples were
taken from these patients before surgery, 1 and 24 hours after surgery. MicroRNA levels
in blood samples were detected by RT-PCR and calculated by delta Ct (ACT) method.
MicroRNA levels were significantly lower in the patients than the control group
(p<0.001). When the miRNA levels were evaluated as time-dependent in the patients,
there was a significant difference between 1st and 24th only in terms of miR-199a-5p
levels that measured after surgery (p<0.044).

In conclusion, miR-199a-5p can be associated with ischemia/reperfusion after coronary
bypass surgery. Furthermore low levels of miR-199b-5p, miR-320a-5p and miR-181a-5p
may play a role in activating inflammatory pathways involved in the pathogenesis of
coronary artery disease. Further studies are needed to support these findings.

Keywords: Bypass greft surgery, Coronary arter disease, Inflamation,

Ischemia/Reperfusion, MicroRNA



1. GIRiS VE AMAC

Gilinlimiizde kalp-damar hastaliklar1 orta ve ileri yas grubunda en 6nemli mortalite nedeni
olup kiiresel dliimlerin %31 ini teskil etmektedir. Diinya’da her y1l yaklagik 17.7 milyon
kisinin kardiyovaskiiler hastaliklardan 6ldiigi bildirilmektedir (1). Amerika’da hem
erkek hem de kadinlarda 6liim nedeni olarak ilk sirada yer almaktadir (2). 2030’a kadar
kalp hastaliginin diinyanin tamaminda 6liim nedeni olacagi tahmin edilmektedir (3).
2017 yilinin TEKHARF verilerine gore Tiirkiye’deki Oliimlerin %43’{i koroner kalp
hastaligindan kaynaklanmaktadir. Ulkemizde yaklasik 3.5 milyon koroner kalp hastasi
bulunmakta ve bu saymnin yilda %4 arttigi, yilda 210 bin kisinin de koroner kalp
hastaligindan 61diigli tahmin edilmektedir (4).

Koroner kalp hastaligina bagli gelisen iskemik hasar, kardiyak dokuda kalic1 hasara yol
acmakta ve kontraktilitedeki azalma kalp yetmezligine zemin hazirlamaktadir. Kalp
yetmezliginde hiicresel diizeyde miyositlerin hipertrofisi, inflamasyon, mitokondriyal
disfonksiyon, kardiyak fibrozis, aritmi, vaskiiler defektler ve ayn1 zamanda endotelyal
hiicre canliliginda ve kardiyomiyositlerde azalma gibi etkiler olugmaktadir. Molekiiler
diizeyde, etki eden faktdrler arasinda transkripsiyon faktorleri, ko-aktivatorler ve
baskilayicilar, hizlandirict DNA bolgeleri ve promoter unsurlari ve kromatin degistirici

enzimler de dahil olmak iizere, ¢esitli gen diizenleyici aglar yer almaktadir (5).

MikroRNA (miRNA)’lar gen ekspresyonunun molekiiler salteri olarak rol oynayan 20-
25 niikleotid uzunlugunda kodlanmayan kii¢iik RNA sinifidir. Proliferasyon, farklilagma,
hiicre metabolizmasi, apoptozis ve anjiogenezis gibi dnemli bir¢ok hiicresel siireclerde
yer almaktadirlar. Posttranskripsiyonel diizeyde mRNA’dan protein translasyonunu
inhibe ederek veya mRNA’min yikimmi saglayarak gen ekspresyonunu

diizenlemektedirler (5).

MikroRNA’lar diger hastaliklarda oldugu gibi kardiyovaskiiler hastaliklarda énemli rol
iistlenmektedir. Kalp durmadan ¢aligan ve viicuda kan pompalayan bir organ olmasindan
dolay1 neonatal donemden yagliliga kadar olan siireglerde hemoostazi devam ettirebilmek
icin diger organlar ile birlikte uyumlu bir sekilde ¢calismaktadir. Bu siirecin kontrollii bir
sekilde devam ettirilmesinde ve fonksiyonlarin yerine getirilmesinde miRNA’lar 6nemli
gorevler iistlenmektedir. Ornegin kardiyak progenitdr hiicrelerden salgilanan miR-133

gibi miRNA’lar kalbin yenilenmesinde rol oynarken, miR-1 gibi miRNA’lar pacemaker



aktiviteden sorumlu olmaktadir. Dolayistyla kardiyovaskiiler hastaliklarda miRNA’larin

diizeyleri degisebilmektedir (6).

Simdiye kadar wvaskiiler hastalik ile iligkili miRNA’lar1 inceleyen c¢alismalar
inceledigimizde, koroner arter bypass greft hastalarinda miRNA’larin degerlendirildigi
az sayida calisma oldugunu gordiik. Bundan dolay1 bu tez c¢alismasinda koroner arter
hastalarinda yeterince incelenmemis olan iskemi/reperfiizyonla iliskili olabilecek
miRNA’lar1 (miR-21, miR-199a, miR-199b, miR18la ve miR320a) sectik. Bu
miRNA’larin diizeylerini koroner arter hastalig1 nedeniyle bypass greft cerrahisi olacak
hastalarda koroner damarlarin yeterli oksijeni saglayamadigi cerrahi tedavi oncesi ve
reperfiizyonun saglandigi cerrahi tedavi sonrasi 6lgerek, hem saglikli kontrol grubu, hem
de kendi arasinda karsilagtirmay1 amacladik. Diger bir amacimiz da miRNA diizeyleri ile
kardiyak belirlecler (kardiyak troponin I ve kreatinin kinaz MB) arasinda bir korelasyon
olup olmadigin1 belirlemektir. Bu sayede kalbin reperfiizyonuna bagli olarak
degisebilecegini diisiindiiglimiiz miRNA diizeyleri hakkinda somut veriler elde
edilecegini diistinmekteyiz. Bu verilerin ileriki yillarda koroner arter hastalarinda
biyobelirte¢ olarak degerlendirilecegini ve koroner arter hastaliginin prognozu ile ilgili

ongoriileri bize sunacagini umut etmekteyiz.



2. GENEL BILGILER

2.1. Kardiyovaskiiler Hastaliklar
2.1.1. Epidemiyoloji

Diinya ¢apinda, kardiyovaskiiler hastaliklar her yil 17.7 milyon insanin hayatini
kaybetmesine neden olmaktadir. Bu rakam biitiin 6liimlerin %31’ini olugturmaktadir ve
%80’1 diisik ve orta gelirli Tllkelerde ger¢eklesmektedir (1). 2030’a kadar
kardiyovaskiiler hastaliklardaki iigte birin {izerinde bir artis ile her y1l 23 milyon insanin

yagsamini yitirmesi beklenmektedir (7).

Kardiyovaskiiler hastaliklar temel olarak koroner kalp hastaligi, serebrovaskiiler hastalik,
hipertansiyon, periferal arter hastaligi, romatizmal kalp hastalig1, konjenital kalp hastalig1

ve kalp yetmezligini kapsamaktadir (8).

Koroner kalp hastaligi (KKH, iskemik kalp hastalig1), en sik goriilen kardiyovaskiiler
hastaliktir. Erkeklerde kardiyovaskiiler hastaliklara bagl 6liimlerin % 46’sina, kadinlarda
ise %38’ine neden olan koroner kalp hastalig1 tek basina 1990’dan 2010 yilina kadar

yiizde 35 artarak diinya ¢apinda 7 milyon kisinin yasamini yitirmesine neden olmustur
9).

Onemli risk faktérlerinin insidansi ve prevelansi biiyiik 6lciide cografi bolge, cinsiyet ve
etnik altyapiya gore cesitlilik gostermektedir. Ornegin her 100.000 popiilasyonda
kardiyovaskiiler 6liim oran1 erkeklerde, Giiney Kore’de 35.0 iken, Ukrayna’da 733.0 (20
kat fazla; kadinlarda Fransa’da 11.0 iken Ukrayna’da 313.0 (30 kat fazla) olarak
bulunmustur (10). Tiirkiye Istatistik Kurumu (TUIK) nun &liim verileri toplam 6liimlerin
icinde kalp hastaliklarinin payinin gittikce artma egiliminde oldugunu gostermektedir.
Kalp hastaliklar1 1989°da %40, 1993’te %45, 2009°da %40 ve 2013°te %39.6, 2014
yilinda %40.4 ile tiim 6liim nedenleri arasinda ilk sirada yer almistir. Kardiyovaskiiler
sistem hastaliklar1 nedeniyle gerceklesen oliimlerin %39.6°s1 iskemik kalp hastaligi,
%24.7’s1 serebrovaskiiler hastalik, %18.8’1 diger kalp hastalig1 ve %11.6’s1 hipertansif
hastaliklardan kaynaklanmaktadir. Ayrica 6lim nedenleri yas gruplart itibariyle
incelendiginde kardiyovaskiiler sistem hastaliklarinin en fazla 75-84 yas grubunda
goriildiigii, 6lim nedenleri daimi ikametgaha gore incelendiginde ise kardiyovaskiiler
sistem hastaliklar1 kaynakli 6liimlerin oranmin en yiiksek oldugu ilk bes ilin sirasiyla

Denizli, Kirklareli, Yozgat, Samsun ve Artvin oldugu da tespit edilmistir (11).



2.2. Koroner Arter Hastahg:
2.2.1. Tanim

Koroner arter hastaligi, kalp kasin1 (miyokard) besleyen koroner arterlerin daralma veya
tikanmasi ile kan akiminin kismi yada tam kesilmesine bagli olarak ortaya ¢ikan bir
hastaliktir. Lipid dolu plaklarin damarlar1 tikamasina neden olan ateroskleroz sonucu
gelismektedir (12). Aterosklerozun baslamasina ve ilerlemesine neden olan faktorlerin
en Onemlisi dislipidemi olmasina ragmen inflamasyonunda 6nemli katkilar1 oldugu son
10 y1l da 6nem kazanmistir. Aterosklerozu olan hastalarda, bir inflamasyon belirteci olan
C-reaktif protein degerlerinin de yiiksek oldugu bulunmustur. Kronik enfeksiyon, obezite
ve yagl diyetin inflamasyona neden oldugu ve inflamasyona yol acan faktorlerin de

aterosklerozun gelismesine katkida bulundugu yapilan calismalar ile gosterilmistir (13).
2.2.2. Koroner arter hastalig: risk faktorleri

Koroner arter hastaliginin risk faktorleri degistirilebilen, degistirilemeyen ve digerleri

(yeni tanimlanan) olmak tizere 3 sinifa ayrilmistir:
L. Degistirilebilen risk faktorleri:

a. Yasam tarzinin kontroliiyle degistirilebilen risk faktorleri: Sigara igiciligi,

obezite ve fiziksel inaktivite.

b. Medikal tedavi ve diyet yardimiyla diizeltilebilecek risk faktorleri:
Hipertansiyon (kan basinc1 >140/90 mmHg veya antihipertansif tedavi goriiyor
olmak), lipit metabolizma bozukluklar1 (total kolesterol >200 mg/dl, LDL-
kolesterol >130 mg/dl, HDL-kolesterol <40 mg/dl), diabetes mellitus ve insiilin

rezistansi.

II. Degistirilemeyen risk faktorleri:
a. Yas (erkeklerde >45, kadinlarda >55 veya erken menopoz),
b. Erkek cinsiyeti,
c. Aile hikayesi (birinci derece akrabalardan erkekte 55, kadinda 65 yasindan

once koroner arter hastaligi bulunmasi)

III.  Diger (yeni tanimlanan) risk faktorleri: homosistein yiikseligi (14) , trombotik
risk faktorleri, lipoprotein (a) yiiksekligi (15) ve inflamatuar faktorlerdir (16,
17).



Viicutta bu risk faktorlerine yanit olarak bir taraftan sistemik akut faz reaktanlar1 aktive
olurken, diger taraftan endotel hasarmna bagli olarak adezyon molekiilleri, biiylime
faktorleri ve sitokinler salinmaya baslamaktadir (18). Sonugcta enflamasyon, trombosit
birikimi ve koroner arterlerde vazokonstriksiyon meydana gelmekte ve ateroskleroz
stireci baglamaktadir (19, 20). Bundan dolayr koroner arter hastalifindan korunma
stratejilerinin temelinde, hastaliga yol agan yasam tarzinin ve cevresel faktorlerin
degistirilmesi ve yiiksek riskli bireylerin belirlenerek bu bireylerde 6zel Onlemler

alinmas1 bulunmaktadir (17).

Epidemiyolojik caligmalar, koroner kalp hastaliginin gelisiminde ve prognozunda rol
alan risk faktorleri hakkinda ¢ok degerli bilgiler saglamaktadir. Ayn1 zamanda bu risk
faktorlerine yonelik primordial, primer ve sekonder 6nleme yontemlerini ortaya koymay1
amaglamaktadir. Primordial énleme, KKH’nin hipertansiyon, obezite, dislipidemi gibi
risk faktorlerini 6nlemeyi amaglamaktadir. Primer 6nleme yasam tarzinin degistirilmesi,
sigara gibi risk faktorlerinin azaltilmas: ve/veya diizeltilmesine odaklanmakta ve
KKH’1nin klinik bulgularin1 6nlemeyi amaglamaktadir. Sekonder 6nleme aterosiklerotik
stirecin sonuglarina ait hastaliklar ortaya ¢iktiktan sonra yeni olaylarin tekrarinin veya

hastaligin ilerlenmesinin 6nlenmesine yonelik girisimlere odaklanmaktadir (21).
2.3. Koroner Arter Histolojisi

Arterler endotelyal hiicreler, vaskiiler diiz kas hiicreler ve ekstraseliiler matriks adi verilen
iic ana bilesenden olusmaktadir. Ekstraseliiler matriks, kollajen, elastin ve
glikosaminoglikanlardan (GAGs) olusmaktadir. Bu komponentler i¢ i¢ce gecmis halkalar
ile bicimlenerek ii¢ belirgin tabaka ile siralanmaktadir. Damar liimenine bagl olan tabaka
tunica intimadir ve bazal membran iizerindeki tek endotelyal hiicrelerden olugmaktadir.
Endotel hiicreleri tip IV kollagen, laminin ve fibronektin sentezlemektedir. Bazal
membranin hemen altindaki tabaka internal elastik lamina olarak adlandirilan
ekstraseliiller matriks tabakasidir. Bu tabaka tunica media’nin en i¢ kismini
olusturmaktadir. Tunica media vaskiiler diiz kas hiicreleri ve elastik fiber katmanlarin
bilesiminden olusmustur. Damar duvarinin dis tabakasini tunica adventisya olusturur ve
tunica media’nin etrafim1 sarmaktadir. Tunica adventisya kiiciik kan damarlar1 ve sinir
fiberlerini igceren vaso vasorum olarak adlandirilan baglayici doku bilesenlerinden
olusmaktadir. Intima ve media’nin i¢ kismi difiizyon prosesi ile luminal kandan besinleri
alirken, vaso vasorum adventita ve media’nin dis kismina oksijen ve besin destegi

saglamaktadir. Koroner arterlerin adventisyalari daha kalindir. Kalbin sistol ve



diyastol’lerine bagl olarak tekrar tekrar kivrildiklar1 i¢in bu damarlarin adventisya ve
media’larinda dairesel kollagen lif demetleri ve longitudinal diiz kas demetleri bulunur.
Kollagen lif/elastik lif oraninin yiiksek olusuna bagli yiiksek gerilme giicii sayesinde
nispeten daha az gerilebilmektedirler (22).

Endotelyal hiicreler _J intima
internal elastik lamina
Cizgili kas hucreleri ¥ Media
Eksternal elastik lamina "} Adventisya

Sekil 2.1. Koroner arter tabakalar1 (22)

2.4. Aterosklerotik Plaklarin Patojenezi

Ateroskleroz koroner arter hastaligi, karotid arter hastalig1 ve periferik arter hastaliginin
en Oonemli nedenlerinden birisidir. Ateroskleroz tek basina 6liimciil degildir; riiptiire
olmus veya asinmis aterosklerotik plaga trombozun eklenmesiyle akut koroner sendrom
ve inme gibi yagsami tehdit eden klinik olaylarin ger¢eklesmesine zemin hazirlamaktadir
(23-25). Bundan dolay1 aterosklerozun gelisiminden ziyade tromboza meyilli plaklarin

olusumunu engellemek daha 6nem arzetmektedir (26).

Birgok kardiyovaskiiler risk faktorleri arasinda plazma kolesterol diizeyinin yiiksek
olmasi aterosklerozun gelismesi igin tek basina bile yeterli olmaktadir. Yetiskinlerdeki
plazma kolesterol diizeyinin 150 mg/dL’den diisiikse hastaligin semptomlarinin
goriilmesi nadirdir. Aterojenik diisiik dansiteli lipoprotein (LDL) diizeylerinin artmasina
neden olan risk faktorleri arasinda hipertansiyon, diyabet, sigara kullanimi, yas, cinsiyet,
C reaktif proteini, sitokinler gibi inflamatuar belirtecler bulunmaktadir. Bu risk faktorleri
hem LDL’nin aterojenisitesini (partikiil capi, say1 ve bilesimi) hem de arteryal duvarin

duyarliligini (permeabilite, glikasyon ve inflamasyon) arttirmaktadir (27).



Aterosklerozun gelismesinde yukarida belirtilen sistemik risk faktorleri yaninda endotel
kayma gerilimi (endothelial shear stress, ESS) de rol oynamaktadir (25). Endotel kayma
gerilimi kanin arter duvarinin endotel yiizeyi ilizerinde akimi sirasindaki siirtlinme
sirasinda olusan yiizeysel basing kuvvetidir. Laminar kan akisinin bozulmus oldugu
damar bolgelerinde (6rn, koroner arterde) diisiik endotel kayma gerilimi olusmakta ve

buna bagli aterosklerotik lezyon olusumu hizlanmaktadir (28).

Egzersiz ve yliksek dansiteli lipoprotein (HDL) ve onun major lipoproteini olan apoA-1,
ateroskleroz ve trombozisle iligkili hastaliklara karst koruyuculuk saglamaktadir.

HDL/apo-I, LDL’nin aterojenik modifikasyonunu 6nlemektedir (29).
2.4.1. Lezyon gelisimi

Ateroskleroz temel olarak genis ve orta biiyiikliikteki arterleri tutan kronik, inflamatuvar,
fibroproliferatif bir hastaliktir (27, 30). Ateroskleroz gelisiminde endotel hiicreleri,
l6kositler ve intimal diiz kas hiicreleri 6nemli rol oynamaktadir (14). Yapist bozulmus
endotel hiicrelerinin subendotelyal bosluguna plazma proteinleri ve lipoprotein
partikiilleri sizmaktadir. Burada potansiyel aterojenik lipoproteinler kalarak modifiye,
sitotoksik, proinflamatuar, kemotaktik ve proaterojenik hale gelmektedir. LDL, okside
hale geldigi ve ESS’nin bozuldugu durumlarda aterojenik hale gelmektedir (28, 31).
Oksidasyon mekanizmasina miyeloperoksidaz, 15-lipooksijenaz ve nitrik oksit sentaz
(NOS) aracilik etmektedir. Nitrik oksit, endotel hiicreleri ve makrofajlar tarafindan
iretilen, iiretim kaynagina bagli hem aterojenik hem de protektif etkilere sahip potent
oksidan bir molekiildiir. Endotelyal NOS tarafindan iiretilen nitrik oksit potansiyel olarak
ateroprotektifdir. Oysa makrofajlarda yiiksek derecede iiretilen indiiklenebilir NOS’un
drettigi nitrik oksit potent oksidatif oOzelliklere sahiptir ve potansiyel olarak

proaterojeniktir (32).

Aterojenik ve proinflamatuar uyari ile endotelin aktif hale gelmesi sonucunda primer
vaskiiler hiicre adezyon molekiilii-1 (vascular cell adhesion molecule-1, VCAM-1) aktif
hale gecerek, monosit ve T lenfositler go¢ etmeye baglamaktadir. Aterosklerotik lezyonun
gelismesine intraseliiler adezyon molekiilii-1 (intracellular adhesion molecule, [CAM-1),

E-selektin ve P-selektin gibi adezyon molekiilleri katkida bulunmaktadirlar (33).

Nitrik oksit aracili vazodilatasyonun bozulmus olmasinin sonucu olarak ger¢eklesen
endotelyal disfoksiyon, ateroprotektif mekanizmanin ortadan kalkmasina ve

aterotrombozun ilerlemesine yol agmaktadir. Bu nedenlerden dolay1 endotel tabakasinin



antiinflamatuar ve antitrombotik 6zellikleri, vazodilator 6zelliginden daha 6nemli hale

gelmektedir (34).

Endotel hiicrelerde lezyonun gerceklesebilmesi sadece adezyon molekiillerinin varligi
yeterli olmayip, kemotaktik sitokinlerin varligi da gereklidir. Bu siire¢ interlokin-1,
interlokin-6, timdr nekroz faktér-o ve monosit kemotaktik protein-1 (MCP-1) gibi
proinflamatuar sitokinlerin iiretilmesinde rol oynayan bir trankripsiyon faktorii olan
niikleer faktor kappa-B’nin (NF-kB) aktif hale gelmesiyle baslamaktadir (36). Deneysel
caligmalar okside LDL ve MCP-1’in 6nemli kemoatraktanlar oldugunu gostermektedir.
MCP-1 en giiglii kemokindir ve monosit/makrofajlarda baglandig1 reseptorler plak
gelisimi esnasinda asir1 derecede upregiile olmaktadir. MCP-1 potensiyel olarak hem
monosit hem de T hiicrelerini kendine ¢ekmektedir ve bu hiicrelerin gogiinde temel rol
oynamaktadir. Endotelyal hiicreler, diiz kas hiicreleri ve makrofajlar aterosklerozda

MCP-1"1n asir1 eksprese olmasina katki saglamaktadir (27).

TNFa

IL-1 IL-4
IL-8 IL-13
IL-12 IL-6
IL-15 IL-10
IFNy TGFB
M-CSF IL-18BP

MCP-1
IL-18

Sekil 2.2. Aterosikleroz gelisiminde rol oynayan proinflamatuar ve antiinflamatuar
sitokinler (18)

Intima igerisinde biriken monositler makrofajlara farklilasmakta ve ¢dpcii reseptorler
(scavenger receptors, SRs) sayesinde aterojenik lipoproteinlere internalize olmaktadirlar.
Kopiik hiicreleri olarak adlandirilan kolesterol esterlerini ok miktarda igeren lipid ytiklii
makrofajlar, hem erken ve hem de ge¢ aterosklerotik lezyonlarin ayirict 6zelligidir.
Makrofajlar aterosklerotik lipoproteinleri dlene kadar yerler. Apoptoz ve nekroz ile
makrofajlarin 6liimii, plak igerisinde stabilize olmayan lipitten zengin bir c¢ekirdek

olusumuna neden olmaktadir (37).
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Aterosklerozun gelisimi i¢in lenfositlere ihtiyag olmamasma ragmen immun sistem
aterosklerozun ilerlemesini modiile etmektedir. Immiin sistemin aktivasyonundan
sorumlu modifiye LDL, 1s1-sok proteinleri, beta->-glikoprotein I ve mikrobiyal antijenler
gibi aday antijenler bulunmaktadir. Bunlar icerisinde okside LDL’nin 6nemli oldugunu
ve aterosklerotik plaklar icerisinde yogun bir sekilde bulundugunu gosteren veriler
bulunmaktadir (38, 39). Aterosklerozun ilerlemesiyle intimal diis kas hiicreleri tarafindan
gelisen fibroproliferatif yanit immunoinflamatuar yanita katilmaktadir. intimal diiz kas
hiicreleri arteryal yaralanmadan sonra tamir ve iyilesmeden sorumlu olmaktadir.
Aterojenik uyar1 yillarca devam ederse bu hiicrelerin yapmis olduklart diizeltici yanit
fazla olmakta, liimendeki hakimiyet kaybolarak kan akisi azalmakta ve iskemi

baslamaktadir (39).
2.4.2. Aterosiklerotik plak gelisimi

Akut koroner sendromunun bir¢ogu trombozdan kaynaklanmaktadir. Trombozun ruptiir,
erozyon ve kalsifiye nodiil olmak {iizere ii¢ ayirict morfolojisi bulunmaktadir.
Trombozdan kaynaklanan ani koroner 6liimiin altindaki mekanizma en sik riiptiir (% 55-
56) takiben erozyon (% 30-35) ve en az siklikla kalsifiye nodiillerdendir (% 2-7). Plak
ruptiirleri, bir lezyon igerisinde biiyiik nekrotik ¢ekirdek ve bu ¢ekirdegin ilizerinde ince
fibroz baslik ile gelismekte ve bu bolgeye yiiksek miktarda makrofaj ve T-lenfositler
sizmaktadir. Erozyonlar luminal tromboz ile karakterizedir ve ¢ok az inflamatuar hiicre
icermektedir. Kalsifiye nodiil, koroner trombusun en az goriilen nedenidir ve liimene

penetre olmus kalsifiye tabaka igermektedir (40).
2.5. Aterosklerozun Siiflandirilmasi
2.5.1. Intimal kalinlasma ve yagh damarlar

En erken vaskiiler degisiklik mikroskobik olarak tanimlanan ekstraseliiler matriks ve diiz
kas hiicre tabakalarindaki intimal kalinlasmadir (Tip 1 lezyon). intimal kalinlagma,
ateroskleroza egilimli koroner, carotid, abdominal ve aort damarlarinin inen kismi ve iliak
arterlerde daha siklikla goriilmektedir. Diiz kas hiicrelerinin yasam boyunca ¢ok az
proliferatif aktivite gosterdigi bilindiginden beri bu degisikligin adaptif oldugu

aterosklerotik olmadig diistintilmektedir (41).

Intimal ksantoma veya yagl damar olarak adlandirilan Tip 2 lezyon, primer olarak
proteoglikan bakimindan zengin intima ve diiz kas hiicreleri igerisinde dagilmis yogun

kopiik hiicreleri bilesiminden meydana gelmektedir. Bu lezyon, Amerikan Kalp Dernegi
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simiflandirmasina gore aterosklerozun en erken lezyonudur. Yapilan hayvan ve insan

caligmalarinda tersine cevrilebilir bir slire¢ oldugu gosterilmistir (42).
2.5.2. Patolojik intimal kalinlasma

Patolojik intimal kalinlasma (Tip 3 lezyon) progresif lezyonlarin en erken donemidir.
Hiicre icermeyen bu lezyon, proteoglikan ve hiyaluronik asit acisindan zengin, lipit
havuzunun altinda ve proteoglikan kollajen matriks igerisindeki damar diiz kas hiicreleri
tabakasindan olugmaktadir. Lipit havuzundaki ekstraseliiler matriksin proteoglikanlari
diistik dansiteli lipoproteinlerin baglanmasi ve agrege olmasi acisindan bir ylizey
olusturmaktadir. Bununla birlikte proteoglikanlardaki glikozamin zincirlerinde
gerceklesen yapisal degisiklikler aterojenik lipoproteinlerin tutulmasini ve baglanmasini
kolaylastiran proaterojenik basamagi olusturmaktadir (43, 44). Plagin luminal ylizeyine
cesitli makrofajlarin birikmesi patolojik intimal kalinlasmanin 6nemli bir baska
ozelligidir ve biitiin lezyonlarda goriilmemektedir. Makrofajlarin biriktigi patolojik

intimal kalinlagsma plak gelisiminin en ileri asamasini olusturmaktadir (43).
2.5.3. Fibroaterom

Fibroaterom (tip 4 lezyon), matriksten yoksun hiicresel birikintilerden olusan nekrotik bir
cekirdekten meydana gelmektedir. Nekrotik ¢ekirdek proteoglikan-kollajen matriks
icerisindeki diiz kas hiicrelerini i¢eren kalin fibroz bir baglik ile ¢evrilidir. Fibroz baslik

lezyonun biitiinliigii i¢in kritik rol oynamaktadir (40).
2.5.4. Koroner arter hastaliginin klinik bulgular

Koroner arter hastaligi c¢esitli sekillerde ortaya ¢ikabilmektedir. Klasik bulgu
myokardiyal iskemiye bagli gogiis agrisidir (anjina pektoris). Anjina pektorisin temel
nedeni kalbin oksijen gereksinimi ile koroner damarlar ile kalbe saglanan oksijen
arasindaki dengesizliktir. Efor anjinasinda, ozellikle egzersiz sirasinda, miyokardiyal
oksijen gereksinimi arttiginda, koroner kan akimi ayn1 oranda artmamakta ve dengesizlik
olusmakta, boylelikle iskemi ve agriya neden olmaktadir. Bazi kisilerde iskemiye her
zaman agr1 eslik etmemekte ve bu durum “sessiz” veya ambulatuar iskemi olarak
adlandirilmaktadir. Varyant anjinada ise reversibl koroner vazospasm sonucu oksijen
sunumu azalmaktadir. Anjina epizodlar1 dinlenme halindeyken gelistiginde, dnceden
stabil anjinasi olan hastalarda gogiis agrisinin siddeti, siklig1 ve siiresinde artis oldugunda,
bir akut koroner sendrom olan, stabil olmayan anjina, ST elevasyonlu veya ST

elevasyonsuz miyokard infarktiisii gelismektedir. Stabil olmayan anjina; artmis koroner
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arter direnci veya aterosklerotik plak cevresinde olusan kiiclik trombosit pihtilar:

nedeniyle olugsmaktadir (45).
2.5.5. Koroner arter hastaliginin tedavisi

Miyokard iskemisi, miyokard oksijen sunumu ve ihtiyac1 arasindaki dengesizlik
neticesinde olustugundan, genel olarak tedavinin hedefi sunumu arttirmak ve/veya
ihtiyac1 azaltmaktir. Kalp hizt miyokard oksijen ihtiyacinin ana belirleyicisidir ve kontrol
altina alinmasi biiylik énem tasir. Kalp hizini arttiran herhangi bir tedavi miyokard
iskemisini onlemede genellikle yetersiz kalir. Bu nedenle, kan basincimi diigliren ve
refleks tasikardiye sebep olabilen hidralazin gibi gii¢lii vazodilator tedavileri kullanirken
dikkat edilmelidir. Ayrica, koroner kan akimmin ¢ogu diyastolde gerceklestiginden,
diyastol siiresi ne kadar uzunsa koroner kan akimi o kadar fazla olur; ve kalp hiz1 ne kadar
yiiksekse, diyastol siiresi o kadar kisalir. Diger taraftan koroner aterosklerozlu bir hasta
icin uzun vadedeki hedef hastalik gelisimine sebep olan risk faktorlerinin azaltilmasidir.
Hastalara egzersiz yapmalari, kilo vermeleri, sigaray1 birakmalari ve stressle miicadele
etmeleri konusunda tavsiyelerde bulunulur. Eger risk faktorleri ile diizelme

saglanamazsa, farmakolojik tedavilere gecilmektedir (47).
2.5.5.1. Farmakolojik Tedavi

Koroner arter hastalarinin hepsinde kontrendikasyon olmadik¢a rutin olarak 75-162
mg/giin aspirin kullanmasi Onerilmektedir. Aspirine alerjisi veya intoleransi olan ve
aspirin kullanamayan hastalara 75 mg/giin klopidogrel verilebilmektedir. Klopidogrel ve
aspirin kombinasyonunun kullanimi yiiksek riskli kararli koroner arter hastalarinda

onerilmektedir (48).

Nitratlar, anjina pektoris tedavisinde kullanilan en eski ilaglardir. Esas olarak vaskiiler
endotel ve arteryel diiz kasa daha fazla nitrik oksit saglayip vazodilatasyona yol acarak
etki ederler. Nitratlar venodilatasyon da yaparlar, bu da kalbin 6n yiikiinii azaltip sol
ventrikiil diyastol sonu hacmini diisiiriir. Diismiis sol ventrikiil hacmi duvar gerilimini ve
miyokard oksijen ihtiyacim1 azaltir. Akut atak tedavisinde ve anjina gelisiminin
onlenmesinde kullanilirlar. Bu ilaglar hastalifin karakteristigine uyacak sekilde birden
fazla formiilasyonda bulunmaktadir. Koroner ateroskleroz oldugu bilinen hemen her
hasta akut anjina pektoris ataklarint dindirmek icin hizli etkili nitrogliserin tagimalidir

(49).
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B-adrenerjik reseptor blokerleri, kalbin i reseptorlerini bloke ederek kalp tlizerindeki
sempatoadrenal tonusu azaltirlar. Bdylece kalbin kontraktilitesini, hizin1 ve debisini
azaltarak kalbin oksijen ihtiyacini azaltirlar. Kalbin atim sayisini diistirdiiklerinden
myokardin perfiizyonu da artar. Ozellikle stabil anjinanin kronik profilaksi tedavisinde

kullanilirlar (49).

Kalsiyum kanal antagonistleri, koroner damar diiz kast ve myokard hiicre membraninda
voltaja-bagimli kalsiyum kanallarin1 bloke ederek depolarizasyon sirasinda hiicre i¢ine
kalsiyum girisini engellerler. Damarlarin, 6zellikle arteriyollerin diiz kaslarini gevseterek
giiclii vazodilator etki yaparlar. Koroner arterlerin dilate olmasit miyokardiyal kan akimini

arttirir, boylece myokard oksijen tiiketimi azalmis olur (49).

Ranolazin, iskemik miyokard hiicresindeki ge¢ sodyum kanallarini selektif olarak inhibe
ederek etki gosteren yeni bir antianjinal ajandir. Boylelikle sitozol i¢ine sodyum bagimli
kalsiyum girisinde ve intraseliiler kalsiyum diizeylerinde azalmaya ve diyastolik sertlikte
azalmaya ve diyastolik kan akiminda iyilesmeye neden olur. Kalp hizi, kontraktilite ve
kan basinci tizerinde olumsuz etkisi yoktur. Kronik anjinali hastalarin tedavisinde, tek

basina veya diger antianjinal ilaglarla birlikte kullanilmaktadir (49).

Ivabradin, izole olarak kalp attm hizimi azaltan antianjinal bir ilagtir. S-A diigiimde
spontan diyastolik depolarizasyonu kontrol eden ve kalp atim hizim1 diizenleyen If
akimimin (i¢e yonelik sodyum akimi) selektif ve spesifik inhibisyonu yoluyla etkisini
gosterir. Kardiyak etki siniis diiglimiine 6zeldir. Boylece kalp atis hiz1 ve dolayisiyla
kalbin isi ve oksijen tiiketimi azalir. Anjinalilarda egzersize toleransi artirir. Normal siniis
ritmi olan ve [ bloker ve/veya kalsiyum kanal antagonist intoleransi veya
kontrendikasyonu olan hastalarda kronik stabil anjina pektorisin semptomatik tedavisinde

endikedir (48).
2.5.5.2. Revaskiilarizasyon

Revaskiilarizasyon tedavisi kateter temelli metodlar ve koroner arter bypass greftleme
cerrahisini kapsamaktadir. Kateter temelli metodlar, standart perkiitan koroner girisim
(PKG), balon dilatasyonu ve metal stent yerlestirilmesidir. Perkiitan koroner girisim bir
ya da iki damarinda, bir ya da daha fazla darlig1 (lezyon) olan semptomatik hastalar i¢in
idealdir. Daha fazla kompleks lezyonlar1 olanlar veya 3 ya da daha fazla damarinda
hastalig1 olanlarda c¢esitli nedenlerden dolay1 bypass cerrahisi oncelik kazanmaktadir.

Ornegin; PKG ile restenoz riski her lezyon igin aym oldugundan birka¢ damara PKG
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yapilirsa restenoz riski %100’e yaklasacak olmasi, %50 ve iizerinde sol ana koroner
darlig1 ve/veya 3 damar hastalif1 olan hastalarda iskemik kokenli oldugu diistiniilen

yasam tehdit edici aritmi olmasi gibi...

Yapilan kontrollii klinik ¢alismalar, koroner bypass greftleme cerrahisinin hastalarin

%80’inde anjina semptomlarin1 basarili bir sekilde giderdigini géstermistir (50).
2.5.6. Koroner arter hastaliginin tanisi

Koroner arter hastaliginda taniya giden ilk yol gerek hekimin gerekse hastanin hastaliktan
siiphe etmesidir. Oncelikli olarak hastanin tibbi hikayesi, semptomlari ve sahip oldugu
risk faktorleri degerlendirilmektedir. Bu degerlendirmelerden sonra koroner arter
hastaliginin varlig1 ve bigimi ile ilgili elektrokardiyogram (EKG) testleri, kan testleri ve
invasif testler uygulanmaktadir. Baslica kullanilan testler; efor testi, miyokard perfiizyon
sintigrafisi, stres ekokardiyografi ve koroner anjiyografidir. Mevcut tan1 yontemlerinin
en etkilisi koroner anjiyografidir. Biyokimyasal testler degerlendirilirken eger hastada
koroner arter hastalifina bagli varyant angina séz konusu ise kardiyak troponin gibi

“kardiyak belirtecler” mutlaka bakilmalidir (51).
2.5.6.1. Kardiyak belirtecler

Kalp kasi hiicresine oksijen temin edilememesi halinde bir dizi olaylar sonucu hiicre
icindeki iyonlar, metabolitler ve proteinler gibi daha biiyiik yapili molekiiller dolagima
geemektedir. Protein yapisindaki bazi molekiillerin dolasimdaki diizeyleri analiz edilerek
hastaya enfarktiis ekarte tanis1 konulmaya, enfaktiis ekarte edilmeye veya hastaligin
prognozu ile ilgili olarak bilgi edinilmeye calisiimaktadir. Iyonlarin ve diisiik molekiil
agirlikli metabolitlerin hiicreler arasi siviya oradan da dolasima gegisi hizli olmaktadir.
Ancak bunlar myosite spesifik olmadiklar1 i¢in nekroz belirteci olarak kabul
edilmemektedir. Diger taraftan, kiiciik molekiil agirlikli proteinler dontisiimlii hiicre
hasar1 kademesinde dolasima ge¢cmektedirler. Protein ve enzim gibi makromolekiiller
belli 6l¢iide kalbe spesifik olmalarina ragmen doniistimsiiz bir hiicre hasar1 olduktan
sonra dolasimda goriilmektedirler. Bunlarin kardiyak belirte¢ olabilme o6zellikleri
hipoksiden hemen sonra yiikselmeye baslamalarina, dolasimda belli siire kalmalarina ve

kalp kas1 hiicresine spesifik olmalarina bagli olmaktadir (52).

Kalp krizi sirasinda normalde kalp kas1 hiicresinin i¢inde bulunan proteinler hasar gérmiis
myositten ¢ikarak kan dolasimina gegmektedir. Dolasimdak bu proteinlerin diizeyleri

analiz edilerek hastaya enfarktiis tanis1 konulmaya calisilmaktadir. Bu sebeple “troponin
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I, troponin T, kreatinin kinaz ve izoformlar1 (CK-MB), laktat dehidrojenaz (LDH)
myoglobin, yag asidi baglayici protein (FABP)” gibi ¢esitli proteinler kardiyak belirteg

olarak tanimlanmistir (52).
Kardiyak markerlar dolasimda bulunma siireleri farkli olmaktadir:

I.  AMI’da plazmada erken donemde yiikselip erken diisenler: CK-MB, CK-MB

izoformlar1, Total CK.

II. AMI’da plazmada erken donemde yiikselip gec diisenler: Tnl, TnT, AST, Total
CK

III. AMI’da plazmada ge¢ donemde yiikselip ge¢ diisenler: Total CK, AST, Total
LDH,

Total CK, AST, LDH ve LDH-1 testlerinin tam1 degeri diisiik kabul edilerek son
zamanlarda Diinya Saglik Orgiiti (WHO) tarafindan secilmis kardiyak belirte¢ grubu
olarak CK-MB izoformlari, CK-MB, Tnl veTnT rapor edilmektedir. Troponin I’nin

kardiyak spesifikligi ve uzun serum yarilanma 6mrii nedeni ile gittik¢e birinci dereceden
tercih edilen bir belirte¢ oldugu, troponin T nin daha diisiik bir kardiyak spesifikligine
ragmen ikinci derecede bir belirte¢ olabilecegi, CK-MB’nin ise troponinlere ragmen
onemli kardiyak belirte¢ olmaya devam ettigi goriilmektedir. Kardiyak troponinlerle
karsilastirildiklarinda CK-MB diisiik kardiyak spesifiklik ve enfarktiis sonrasi serumda
uzun siire kalmama gibi dezavantajlar1 vardir. Yag asidi baglayicit protein (FABP)
iizerinde c¢aligmalar siirmektedir ve iyi bir belirte¢ olabilecegi sanilmaktadir. Biitiin

bunlara ragmen sonug olarak heniiz ideal bir belirte¢ ne yazik ki tanimlanamamastir (52).
2.6. RNA Yapasi, Tipleri ve Fonksiyonlar:

RNA’lar, DNA’nin niikleotit dizi bilgisini niikleustan sitoplazmaya tasiyan ve bu genetik
sifreye gore protein sentezini gergeklestiren biyomolekiillerdir, diger bir deyisle genin
ifade edilmesini saglarlar (53, 54). Temel yapisinda tek iplikli bir seker fosfat iskeleti ve
iskelet lizerinde yerlesmis olan Adenin, Guanin, Sitozin ve Urasil bazlar1 bulunmaktadir
(53, 55). Okaryotik DNA’larm %90’ m RNA’ya transkribe olmaktadir. Transkribe olan
RNA’nin ise sadece %2-3 kadar1 proteine cevrilmektedir. Proteine c¢evrilemeyen
RNA’lara kodlanmamig RNA (non-coding RNA, ncRNA) adi verilmektedir.
ncRNA’larin birgok biyolojik siire¢lerde 6nemli gorevleri bulunmakta (56) ve yasam igin
gerekli (housekeeping) ncRNA’lar ve diizenleyici ncRNA’ lar olarak iki ana smifa

ayrilmaktadirlar. Housekeeping RNA’lar canlilarin biitiin dokularinda bulunarak c¢ok
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sayida islevleri yerine getirirken, gen ifadesinin diizenlenmesinde islevleri olan
diizenleyici ncRNA’lar ise niikleotit (nt) sayilarina gore uzun ncRNA (>200nt) ve kisa

ncRNA(<200nt) olarak iki sinifa ayrilmaktadir (57, 58).

'Housekeeping |

Kodlanmayan | LL KodlKl : sai yidi
—_ Diizenleyici RNA
RNA

Sekil 2.3. RNA’larin siiflandirilmasi (57, 58)

2.6.1. Kodlanan haberci (messenger (mRNA)) RNA

DNA’daki genetik bilginin proteine c¢evrilmesinde aracilik eden RNA’dir. DNA
tizerindeki genetik bilginin, mRNA molekiiliine aktarilmasina transkripsiyon (yazilma),

mRNA’dan protein molekiilii sekline doniistiiriilmesine translasyon (ceviri) adi

verilmektedir (59).

2.6.2. Kodlanmayan RNA’lar

Housekeeping ve diizenleyici kodlanmayan RNA’lar olarak iki gruba ayrilirlar:
2.6.2.1. Housekeeping kodlanmayan RNA’lar

Canlinin tiim dokularinda bulunup ¢esitli islevleri vardir. Bu sinifa ait kodlanmayan

RNA’lar ve fonksiyonlar1 asagida 6zetlenmistir (57, 60) :

rRNA (ribozomal RNA): Ribozomun olusumunu saglar ve mRNA’larin ribozoma

baglanmasinda ve translasyonda 6nemli rol oynar.

tRNA (tasiyict RNA, transfer RNA): Translasyon sirasinda aktiflesmis aminoasitleri
mRNA’ daki kodon dizisine uygun olarak ribozom-mRNA kompleksine tasir.

snRNA (kiiciik niiklear RNA, small nuclear RNA): Yeni sentezlenen pre-mRNA’ larin

islenmesi sirasinda kesip-ekleme iglemlerini yapar
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snoRNA (kiiciik niikleolar RNA, small nucleolar RNA): Cekirdekcikte rRNA’nin

islenmesinde gorev alir.

sgRNA (rehber RNA, single guide RNA): RNA’nin iglevlerini yerine getirmesi i¢in

RNA’nin dogru hedefe yonlendirilmesinde gorev alir.
2.6.2.2. Diizenleyici kodlanmayan RNA’lar

Diizenleyici ncRNA’larin  fonksiyonu RNA’larin  ve proteinlerin  islevsel
modifikasyonunu gergeklestirmektir. Boyutlarina gore uzun ve kisa kodlanmayan RNA’

lar olarak iki ana grupta siiflandirilirlar.
A. Uzun kodlanmayan RNA’ lar

Niikleotit (nt) sayilar1 200° den fazladir. Bu sinifa ait RNA’lar ve fonksiyonlar1 agagida

Ozetlenmistir.
B. Kisa kodlanmayan RNA’ lar:
Niikleotit (nt) sayilar1 200’ den azdir.

Bu siniflara ait RNA’lar ve fonksiyonlar: Tablo 2.1°de 6zetlenmistir.
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Tablo 2.1. Diizenleyici kodlanmayan RNA’lar ve fonksiyonlar1

Adi Fonksiyonu
lincRNA Embriyonik pluripotent hiicrelerinin
(long intercoding  {ireme hiicrelerine farklilagmasinda ve
RNA) transkripsiyonunda gorev alir (57)
Uzun kodl RNA’I
aun Kodlanmayan ar (c(c)ilflzti‘; miRNA’larin hedeflerine
en dogen%)us R%\I A) baglanmalarini diizenler (61)
. . X kromozomunun inaktivasyonunda
Xist ve Tsix RNA gbrey alirlar (57)
Yaris1t mRNA’dan, yaris1 da tRNA’dan
olusan hibrit bir molekiildiir. Bazi
( trant?lrljllNAn . proteinlerin sinyallerinin azaltilmasinda
S I:N Ae)s enge islev goren tmRNA’lar ribozomlarin
kirikk mRNA’lardan arinmasini saglar
(57)
piRNA Germ hiicrelerinde transpozon
(Piwi-interacting  baskilanmasi ve DNA metilasyonunda
RNA) gorev alir (62)
siRNA Hedef genin mRNA’sina baglanarak,
(Kiigiik interferans mRNA’nin yikilmasina yol agar ve gen
Kisa kodlanmayan RNA’lar RNA) ekspresyonuna engel olur (59)
(Kﬁsglljg iﬁ(lear Primer genomik trankriptlerden
RNA gsmall nuclear intronlarin birlestirilmesinde 6nemli
’ RNA) roller oynamaktadir (59)
snoRNA

(Kiigiik niikleolar rRNA, tRNA ve snRNA’larin kimyasal
RNA, small modifikasyonlarinda gorevlidirler (63)

nucleolar RNA)
miRNA Cogalma, farklilagsma ve apoptoz
(mikro RNA) diizenlemesinde rol oynar (64)

2.6.3. MikroRNA’lar

MikroRNA’lar (miRNA) 20-25 niikleotid uzunlugunda protein kodlamayan ve gen
ifadesini transkripsiyon sonrasi kontrol eden kisa RNA’lardir (65, 66). Yaklasik olarak
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insanlarda protein kodlayan genomun yiizde 30’unun miRNA’lar tarafindan diizenlendigi
tahmin edilmektedir (66). Hedef mRNA’daki komplementine gore ya hedef mRNA’larin
3’ translayona ugramayan bolge (untranslated region, UTR)’lerine baglanarak protein
iretiminde (translasyonel) baskilama yaparlar ya da hedef mRNA’y1 keserek gen
ekspresyonunu azaltirlar (65-67). Bunun sonucu olarak miRNA’lar hiicre proliferasyonu,
gelisimi, farklilasmasi, kok hiicrenin yenilenmesi, hiicre stres yanitlari, apoptozis ve
metastaz gibi pekcok biyolojik siireglerde diizenleyici olarak islev géormektedir. Ayrica
bazi miRNA’larin onkogen ya da tiimor baskilayict olarak da islev gordiikleri

saptanmistir (65, 68).
2.6.4. MikroRNA’larin Kkesfi

IIk miRNA olan lin-4, 1993 yilinda toprak solucan1 Caenorhabditis elegans (C. Elegans)
ile yapilan caligmalarla kesfedilmistir (67). Lin-4 miRNA’ sinin, hedef geni olan Lin-14
ekspresyonunu azalttigi, ancak lin-14 mRNA seviyesinde bir degisiklik olmadigi
gozlenmistir. Lin-14 mRNA’s1 farkli tiirlerin embriyosunda ve Caenorhabditis elegans
(C. elegans) adli bir solucanin 1. larva asamasinda bulunan lin-14 proteinini
kodlamaktadir. Lin-4 miRNA’ s1 ile lin-14 proteininin baskilanmasi sonucunda 1. larva
asamasindan 2. Larva asamasina geg¢ise neden olan bir model ortaya ¢ikmistir (69, 70)
(M25, M26). Daha sonra gec larva doneminden yetigkin hiicre donemine gegcise izin
veren let-7 kesfedilmistir. Let-7 ise lin-41 geninin translasyonunu baskilayan 21
niikleotidlik diizenleyici bir RNA kodlamaktadir. Yapilan ¢aligmalarla let-7’nin insan ve
diger tiirlerde de varlig: tespit edilmistir (67). Daha sonra, gelisim agamalarindan ziyade
sadece belli hiicre tiplerinde ifade edilen, 21 niikleotidlik, kiigiik diizenleyici RNA’lar
Drosophila melanogaster (sirke sinegi) kesfedilmis ve bu kiiclik diizenleyici RNA’lar
mikroRNA’lar olarak isimlendirilmistir (71).

2.6.5. MikroRNA’larin biyogenezi

MikroRNA’lar, birbirini izleyen ii¢ adimlik iglem siireci sonunda meydana gelmektedir.
Ik asamada miRNA genlerinden primer miRNA (pri-miRNA)’larmn transkripsiyonu
gerceklesmektedir. Ikinci adimda, pri-miRNA’lar prekiirsor miRNA (pre-miRNA)’lara
doniistiiriilmektedir. Ugiincii ve son asamada ise, olgun miRNA olusmaktadir. Birinci ve
ikinci asama c¢ekirdek icerisinde olusurken, {giincii asama ise sitoplazmada
gerceklesmektedir. MikroRNA’lar, RNA polimeraz II enzimi tarafindan primer transkript
olarak genomik DNA’dan sentezlenmektedir. Pri-miRNA (500-3000 baz), ‘cap’ ve ‘poli
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A’ kuyruguna sahip sap-ilmik yapisindan olugsmaktadir. Cekirdekte pri-miRNA, Drosha
ve kofaktorii Pasha proteinleri (DGCRS8) tarafindan yaklasik olarak 60-110 niikleotid
uzunlugunda pre-miRNA’lara doniismektedir (72, 73).

Pre-miRNA molekiilii bir niikleer tagima reseptorii olan Exportin 5 ve niikleer bir protein
olan RNA-GTP’ye bagimli sekilde sitoplazmaya taginmaktadir (74, 75). Daha sonra
sitoplazmik riboniikleazz III enzimi Dicer ve ¢ift zincirli RNA baglanma proteini olan
TRBP (transactivation-responsive RNA-binding protein) tarafindan ilmek kismindan
kesilerek 18-24 niikleotid uzunlugunda cift zincirli olgun miRNA’ (miRNA dubleksi)’ya
cevrilmektedir. (76, 77). Bu islem sirasinda Dicer RNA, indiiklenmis susturma kompleksi
olan RISC (RNA-induced silencing complex) olusumunu baglatmaktadir. Daha sonra bir
helikaz ile miRNA sarmali ayristirilmakta argonaut ailesi protein iiyeleri yardimiyla
RISC kompleksine dahil edilmektedir. miRNA’lar RISC kompleksine dahil olduktan
sonra tamamlayicist olduklart mRNA ile baz eslesmesi yapmaktadir. Bu eslesmeden
sonra, kompleks icindeki argonaute proteinleri mRNA’nin yikimina ya da protein

translasyonunun baskilanmasina neden olmaktadir (78).

Pr&r:ilr;A ooy
Seakindel; \ ,7 EEIRERTRRTRNAYiay|
Pre-mIRNA e
Sitoplazma
RISC yiiklenme
‘ » RISC ‘ RISC
/ Tam olmayan eglesme

Tam eslesme T
mRNA hede! kesimi Translasyon baskilanmast

Sekil 2.4. MikroRNA yolag1 (79)
miRNA: mikroRNA, DGCR8: DiGeorge kritik sendrom bdélgesi 8, Drosha: RNAaz 111 enzimi,
GTP: guanozin trifosfat, RAN: RAs-iligkili Niikleer protein, RISC: RNA indiiklenmis susturma
kompleksi, pri-mikroRNA: primer mikroRNA, TRBP: RNA-baglanma proteini.
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2.6.6. MikroRNA'larin fonksiyonlari

MiRNA lar solucan, sinek ve memelilerin biitiin genlerinin yiizde 1-2’sini olustumaktadir
(80). Her bir miRNA’nin birden fazla mRNAnin ekspresyonunu etkileyebilmekte ve tam
tersi her bir mRNA da birden fazla miRNA tarafindan hedeflenebilmektedir. Bundan
dolay1 her biyolojik siire¢ miRNA bagimli diizenlemeyle karsi karsiya kalmaktadir. (81,
82).

MikroRNA’lar fonksiyonlarmi1 kendi niikleotid dizilerine komplementer hedef
mRNA’lar1 tanima 6zelligi sayesinde gerceklestirirler. miRNA’lar, hedef mRNA’larinin
3’ translasyona ugramayan bolgelerine (3’UTR) olan komplementerlik derecelerine bagh
olarak ya hedef mRNA’nin yikimina ya da protein translasyonunun baskilanmasina neden
olurlar (83). MiRNA’larin hedef mRNA ile komplemeterligi tam ise mRNA’nin
parcalanmasiyla, komplemeterlik daha az ise translasyonun baskilanmasiyla sonuglanir

(84).

MiRNA lar fizyolojik kosullar altinda gen ifadesinin diizenlenmesine orta diizeyde katki
saglamaktadir ve gelisme, farklilasma, sagkalim, apoptozis, yaslanma ve metabolizma
gibi cesitli biyolojik olaylarin kontroliinde gorev almaktadirlar (85-87). Hastalik, stres
gibi durumlarda miRNA’lar suprafizyolojik diizeylere c¢ikmakta ve etkileri fenotipe

yansimaktadir (88).
2.6.7. MikroRNA'larin isimlendirilmesi ve genomik yerlesimi

Prekiirsor miRNA’lar ‘mir’ 6n ekini alirken olgun miRNA sekanslari ‘miR’ 6n ekini
almaktadir. Benzer veya aymi sekanslara sahip olanlara ayni numara verilmektedir.
Ornegin miR-146a dizisi miR-146b dizileri benzer olduklar1 icin a ve b seklinde
ayrimislardir. Benzer sekanslardaki ayrim ise bir numara veya bir harf ile sonlanmaktadir.
Buna karsin iki ayr1 kromozomda kodlanan miR-16-1 ve miR-16-2 ayni sekanslara

sahiptir ve sirastyla 13. ve 3. kromozomda kodlanmaktadir (89).

miRNA’lar bir 6nciil diziden koken almaktadir. Yapilan ¢aligmalar transkripsiyon iinitesi
icinde yerlesik olduklarin1 gostermektedir. Genomik yerlesimlerine gére miRNA’lar gen
ici (intergenik), genler arasi (intragenik) ve polisitronik olmak {izere 3 smifa
ayrilmaktadir. Genler arast miRNA’lar; intronik, ekzonik, 3’-UTR miRNA’lar ve 5’-UTR
miRNA’lar olmak iizere siniflandirilmaktadir. Gen i¢ci miRNA genleri bulunduklar1 genin
ayni zinciri iizerinde yerlesirken bir kismi da karsi zincire yerlesmektedir. miRNA

genlerinin yaklasik yiizde 70’1 intronlarda yerlesmistir. miRNA’larin biiyiik bir kismi
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kiimelenmis halde bulunmakta ve bagimsiz bulunduklar1 genin promotirlarini kullanarak
ya da lizerindeki bulunduklar1 gen ile beraber ifade edilmektedir. Dolayisiyla miRNA’lar

yapist ve yerlesimlerine gore fonksiyonlar1 degismektedir (90).
2.6.8. Belirtec olarak miRNA'lar

MikroRNA’lar viicut sivilart ve dokularda yiiksek stabilite gosterdiginden dolay1
giinimiizde yeni nesil dizileme ve Real-Time PCR cihazlar1 ile kolaylikla analiz
edilebilmektedir. MikroRNA’larin stabilitesi, endojen RNAz aktivitelerinden
korunabilmesinden kaynaklanmaktadir. Bu sayede formalin ile fikse edilmis parafin
gomiilii dokularda dahi analiz edilebilmektedir. Dolayisiyla herhangi bir dokudaki
miRNA ifadeleri veya dokulardan dolagima salinan miRNA’lar herhangi bir hastalik ya
da patofizyolojik durumda belirteg olarak kullanilabilmektedir. 11k defa diffiiz biiyiik B
hiicreli lenfoma hastalarini tanimlamak icin dolasimdaki miRNA’lar kullanilmistir (91).
Bu calismadan sonra farkli hastaliklarda da miRNA diizeylerinin degistigi gosterilmistir.
miRNA’larin belirte¢ olarak degerlendirildigi hastaliklarin baginda kanser gelmektedir.
Giinlimiize kadar kanser ile iligkili olarak birgok miRNA ekspresyonlar1 degerlendirilmis
ve kanser tiplerini ayirmada, 6n gormede, teshisde ve hastaligin seyrini izlemede etkili
olan miRNA’lar belirlenmistir. MikroRNA ekspresyon degerlendirmeleri kanser diginda
kardiyavaskiiler hastaliklar, viral enfeksiyonlar ve sinir sisitemi hastaliklar1 gibi bir¢ok
hastalikta da calisilmis ve bazi miRNA’larin belirte¢ olarak degerlendirilebilecegi
gosterilmistir (92-99). Cesitli hastalik durumlarinda belirteg olarak degerlendirilen
miRNA’lar Tablo 2.1°de gosterilmistir.
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Tablo 2.1. Bazi hastaliklardaki miRNA belirte¢leri

MikroRNA Belirtec  Hastahk

miR-181 Akut Miyeloid Losemi (92)

Let-7 Kanser, Sizofreni ve Depresyon (93, 94)

miR-208 Miyokardial Hasar (95)

miR-21 Akciger, Karaciger, Pankreas Gibi Bir¢cok Kanser Tiirii (96)

miR-143, miR-145 Prostat Kanseri (97)
miR-455-3p Alzheimer Hastalig1 (98)

miR-155 Otoimmiin Hastaliklar (99)

2.7. Kardiyovaskiiler Hastaliklarda MikroRNA'lar

MikroRNA’lar kardiyovaskiiler hastaliklarda da incelenmis ve hastaligin patofizyolojisi
molekiiler diizeyde belirlenmeye ¢alisiimistir. Kardiyospesifik miRNA’lar (miR-1, miR-
133, miR-208 ve miR-499) belirlenmis ve ‘kardiyak remodelling’ siireglerine olan
katkilar1 gosterilmistir (6). Yapilan calismalardan en dikkat ¢ekeni kardiyak oOnciil
hiicrelerden salgilanan miR-133 diizeylerinin kalp yetmezligi durumlarinda azaldiginin
gosterildigi ¢alisma olmustur (100, 101). MiR-21’in  kardiyak fibrozise siirecinde rol
oynadigi (102) , miR-1’in kalbin ritmini olusturan ve pacemaker aktiviteyi diizenleyen
etkiye sahip oldugu (103) ve miR-208’in kalbin kasilip gevsemesini saglayan o ve 3
miyozin hafif zincirlerinin (MHC) arasindaki dengeyi sagladigi (104) tespit edilmistir.
Kardiyovaskiiler hastaliklarda rol oynayan miRNA’lar ve hedefledikleri genler Tablo
2.2°de gosterilmistir.
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Tablo 2.2. Kardiyovaskiiler hastaliklarda rol oynayan miRNA’lar ve hedefledikleri

genler
miRNA Hedef Genler
miRNA-1 MyoD, Hand2
Kardiyak Gelisim (105) miRNA-133 Mef2
miRNA-30c CTGF
miRNA-208 THRAPI1, Myostatin
miRNA-21 SPRY2
miRNA-199 Dyrkla, Hif-1a, Sirtl
Kardiyak Hipertrofi (106) miRNA-1 léi,sriﬁp’ MEF24,
miRNA-29 TGFB3
miRNA-143 ACE2
miRNA-133 Nelf-A/WHSC2, Rho
miRNA-21 Spryl, PTEN
Kardiyak Fibrozis (107) miRNA-133 CTGF
miRNA-29 COLA4AS
miRNA-1 KCNJ2, GJAI
miRNA-133 KCNQI1 ve SRF
miRNA-212 Kir2.1
Kardiyak Aritmi (5)
miRNA-17-92 Pitx2
miR-106b Pitx2
miRNA-150 ATIR
miRNA-15a Chek1
gz(l)lg)liyak Rejenerasyon MiRNA-17-92 PTEN
miRNA-208 BMHC

2.7.1. Kalp yetmezliginde miRNA’lar

Hiicresel diizeyde kalp yetmezligi, kardiyomiyosit disfonksiyonu ve ekstraselliiler

matriks (ECM) birikimine bagli gelisen fibrozis nedeniyle olugmaktadir. Bu siirecler
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standart kalp yetmezligi tedavi rejimleri tarafindan neredeyse tamamen tedavi

edilmemektedir (109).

miR-133 kardiyomiyositlerde yiiksek miktarda bulunmaktadir. Ancak, transvers aortik
daralma yontemi ile olusturulan hipertrofik hayvan modellerinde ve hipertrofik
kardiyomiyopatili hastalarda diizeylerinin azaldigi bulunmustur. In vivo ve in vitro
caligmalar ile miR-133{in inhibe edilmesinin hipertrofiyi arttirdigi, miR-133’{in asir1
ifadesinin ise kardiyak fonksiyonu iyilestirdigi goriilmiistir (101). miR-133a’nin
kardiyak asir1 ekspresyonunun  betal-adrenerjik reseptor (B1-AR) sinyalleme
yolagindaki birka¢ geni diizenleyerek apoptozu ve fibrozisi azalttigi bulunmus ve miR-
133 ekspresyon diizeylerinin de kardiyak aksiyon potansiyelini etkiledigi gosterilmistir

(110).

miR-1, kardiyospesifiktir ve miR-133 ile ayn1 kiimede bulunmaktadir. Kalp yetmezligi
hastalarinda diisiik ifade edildigi bulunmustur (111). Kalpte pacemaker aktivitesinden
sorumlu tutulmaktadir. Ifadesinin arttigi veya azaldigi durumlard elektrofizyolojik
anormaliklerin ortaya ¢iktig1 gosterilmistir (112). MikroRNA-1 insiilin benzeri biiylime
faktorii-1’1 hedeflerken, insiilin benzeri biiylime faktorii-1 pre-miR-1 trankriptinin
islenmesini baskilamaktadir (111). Insiilin benzeri biiyiime faktor-1 yolagi kardiyak
hipertrofiye ve aritmiye onemli katkilar saglamakla birlikte, artan miR-1 diizeylerinin

kardiyak fonksiyonu arttirdig1 gosterilmistir (113).

Kardiyomiyositlerde yiiksek miktarda bulunan miR-208, a- ve - MHC genlerinin
tizerinde kodlamaktadir. Kalbin enerji tiiketiminde, elektriksel iletide ve kardiyak
hipertrofinin diizenlenmesinde 6nemli role sahiptir (114). MikroRNA-208’in nakavt
edildigi farelerde ve anti-miR-208 ile sistemik olarak tedavi edilen siganlarda gesitli stres
kosullarinda kalpte hipertrofi ve fibrozis gelismedigi goriilmistiir (115). Kalp yetmezligi
olan hastalarda kontrol grubuna gore arttigi bulunmustur (116). miR-208 inhibisyonu
kalp yetmezliginde koruyucu tedavi olarak onerilmektedir. Bununla birlikte, miR-208
nakavt farelerinde, f-MHC ekspresyonunun degismedigi, bu da miRNA'larin etkilerinin
hastalik durumlarinda farklilagtigin1 gostermektedir (117). Ayrica, insan kalplerindeki
son derin sekans (deep sequence) verileri miR-208 ifadesinin miR-1 ve miR-133 gibi
diger kardiyak miRNA'lara kiyasla nispeten diisiik oldugunu gdstermektedir. Kalp
yetersizliginde miR-208 inhibisyonunu kullanan klinik 6ncesi ¢aligmalar 2011 yilinda

aciklanmis, ancak daha fazla ilerlememistir (104).
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2.7.2. Kardiyak fibrozisde miRNA’lar

Kardiyak fibrozis, fizyolojik doku mimarisinin ve progresif organ disfonksiyonunun
tahrip edilmesine bagli cesitli yaralanmalarin bir sonucudur (118). Histolojik olarak,
fibroblastlarin aktivasyonu/proliferasyonu ve kollajen dahil olmak iizere asir1 matriks
birikimi ile karakterize edilmektedir. Bu siirecte ¢esitli biiyiime faktorleri, proteolitik
enzimler, anjiyojenik faktorler ve fibrojenik sitokinler rol oynamaktadir. Fibroziste rol
oynayan genleri diizenleyen miRNA’lar son yillarda kesfedilmistir. MikroRNA-29’ un,
kollajen tip 1A1, kollajen tip 1A2, kollajen tip 3A1 ve fibrillin 1 gibi kollajen genlerini
hedefleyerek, MI sonrasi hiicre dig1 matris birikmesine neden oldugu gosterilmistir.
Spesifik olarak, MI'dan sonra miR-29 ailesi in vivo olarak downregiile edildiginde,

hedeflenen genlerin baskilanmasi engellenmis ve kardiyak fibrozis gelismistir (119).

Fibrozis ile iliskili miRNA’lardan biri de miR-21°dir. MikroRNA-21, kardiyak
fibroblastlarda yiiksek miktarda bulunmakta ve sprouty homolog 1 genini inhibe ederek
mitojenler tarafindan aktive edilen protein kinaz (MAPK) yolagimi diizenlemektedir.
Boylece fibroblastlarin hayatta kalmasini ve biiyiime faktorii sekresyonunun devam
etmesini saglamaktadir. MikroRNA-21, spesifik bir antagonist ile inhibe edildiginde,
MAPK sinyal aktivitesini azaltarak interstisyel fibrozisi azaltigt ve kardiyak

disfonksiyonu diizelttigi bulunmustur (102).

Fibrozis ile iliskili miRNA’lardan bir digeri de miR-133a’dir. Anjiyotensin II ile
indiiklenen kardiyak fibrozis ve hipertansiyonda miR-133a’nin downregiile oldugu ve

kollajen tip 1A1’in ifade diizeylerinin arttig1 tespit edilmistir (107).
2.7.3. Iskemik kalp hastahginda miRNA'lar

Akut MI” 1n en korkulan komplikasyonlarindan biri iskemi reperfiizyonu (I/R) hasaridir.
Vakalarin %30’ dan fazlasinda goriilmekte ve kotii prognozla iliskili oldugu
belirtilmektedir (120). Cesitli patolojik siirecler miyokardiyal I/R hasarma katkida
bulunmaktadir. Hipoksi ve sonucunda gelisen oksidatif stres, protein modifikasyonlarina,
lipit oksidasyonlarina ve DNA kirilmalarina neden olmakta ve hiicre i¢i ve hiicre i¢i doku
bilesenlerini etkileyen zararli yanitlar zincirini tetiklemektedir: endotelyal disfonksiyon,
endotele noétrofil yapismast ve transendotelyal migrasyon, inflamatuar mediatorlerin
salinimi, hiicresel kalsiyum asir1 yiiklenmesi ve sonucta hiicre 6liimii gergeklesmektedir
(121). Son zamanlardaki ilerlemelere ragmen, miyokardiyal I/R hasar ile iliskili altta

yatan molekiiler sinyaller tam olarak aydinlatilamamistir. Birka¢ calisma, anahtar
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sinyalleme elemanlarini degistirerek miRNA'larin I/R hasarina katkida bulundugunu ileri
sirmiistiir. Bunlarin arasinda miR-21, miR-320a, miR-181a-5p ve miR-199a/b

bulunmaktadir (122, 123).
2.7.3.1. miR-21

MikroRNA-21 geni kromozom 17q23.2’de ve transmembran protein 49 (TMEM49)’un
protein kodlayan bolgesinde lokalizedir. Bagimsiz olarak kendi intronik promoterinden
transkribe olmaktadir. Transmembran protein 49 geni vakuol membran proteini 1
(VMP1) olarak da bilinmekte olup stres kosullarinda otofajinin baslamasinda ve devam
etmesinde etkilidir (124). MikroRNA-21 kalp, dalak, ince bagirsak ve kolon gibi memeli
organ sistemlerinde eksprese olmaktadir. Bir onkogen gibi fonksiyon gosterdigi tespit
edilen ve oncomir sinifinda yer alan miR-21’in bir¢ok kanser tiiriinde yiiksek seviyede
eksprese oldugu tespit edilmistir (125, 126). miR-21 kanser hiicrelerine ek olarak
vaskiiler diiz kas hiicreleri, endotelyal hiicreler, kardiyomiyositler, kardiak fibroblastlar
ve angiojenik projenitdr hiicreler gibi kardiyovaskiiler hiicrelerin biitiin tiplerinde yogun
olarak eksprese edilmektedir (127). MikroRNA-21’in kardiyovaskiiler biyolojisi ve
hastaliklardaki rolii son 10 yilda 6nem kazanmustir (128). Kardiyovaskiiler hastaliklar
acisindan miR-21 degerlendirildiginde ekspresyon diizeyleri 4 ana baglik altinda
siiflandirilmaktadir: Proliferatif vaskiiler hastalik, kardiyak hipertrofi, kalp hasar1 ve
iskemik kalp hastaligi. MikroRNA-21’in roliiniin degerlendirildigi kanser ve
kardiyovaskiiler hastaliklarda miR-21’in ifade diizeylerinin artmasi ile es zamanli olarak
sprouty-1 (SPRY1) (129, 130), sprouty-2 (SPRY2) (131, 132), fosfataz ve tensin
homologu (Phosphatase and tensin homolog, PTEN) (133, 134), programlanmis hiicre
olim proteini 4 (Programmed cell death protein, PDCD4) (135, 136), peroksizom
proliferator-aktive reseptér oo (PPARa) (137, 138) ve tropomiyozin (TM) (139, 140)
genlerinin baskilandig1 goriilmektedir. Yapilan ¢aligmalar bahsedilen genlerin miR-21’in

fonksiyonel hedefi oldugunu gostermektedir.

MikroRNA-21’in neointimal lezyon olusumunun dahil oldugu proliferatif vaskiiler
hastaliklarin patojenezinde de 6nemli rol oynadigi gosterilmistir. Bu konuda yapilan
yapilan gesitli in vivo ve in vitro ¢alismalarda miR-21’in vaskiiler diiz kas hiicrelerinde
anti-apoptik ve proliferatif etkiye sahip oldugu ve bunun sonucu vaskiiler neointimal
biliylimeye neden oldugu gosterilmistir (141). Molekiiler mekanizmalara bakildiginda
miR-21’in vaskiiler diiz kas hiicrelerinde olusturdugu bu hiicresel etkilerden miR-21’in

fonksiyonel hedefi olan PTEN ve PDCD4 genleri sorumlu tutulmaktadir. PTEN geni
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vaskiiler diiz kas hiicreleri yaninda kardiyomiyositler, fibroblastlar ve endotel
hiicrelerinde eksprese edilerek hiicre canlilifi, apoptozis, hipertrofi, kontraktilite ve
metabolizmay1 modiile etmekte ve bir¢ok kardiyovaskiiler hastaligin gelisiminde kritik
bir rol oynamaktadir (142). PDCD4 geni ise bir tiimor supresér genidir ve son
donemlerde antikanser tedavi i¢in potansiyel hedef olarak tanimlanmistir.
Kardiyovaskiiler biyolojiyi kapsayan g¢alismalarda PDCD4 geninin vaskiiler diiz kas
hiicrelerinin ve kardiyak hiicrelerin apoptozisinin diizenlenmesinde rolii oldugu ortaya

konmustur (143).

MikroRNA’lar kardiyak hiicrelerin biiyltimesi ve farklilagsmasinda 6nemli diizenleyici
rollere sahiptir. Dolayisiyla kalp hasar1 ve kalp hipertrofisinde de 6nemli etkilere sahip
olabilmektedir (144, 145). Yapilan c¢alismalarda miR-21’in hipertrofik hayvan
kalplerinde 6nemli derecede wupregiile oldugu bulunmustur (146). MikroRNA-21’in
kardiyak miyositlerdeki ekspresyon diizeylerinin yenidoganlarda daha yiiksek oldugu
bulunmustur. Dolayisiyla miR-21’in ifadesi kardiyak miyositlerde gelisimle iliskili
diistiniilmektedir (147). Yapilan bir ¢caligmada anjiyotensin II ve fenilefrin ile uyarilan
neonatal hipertrofik kardiyomiyositlerde miR-21 diizeylerinin asir1 eksprese edildigi
gosterilmistir (148). Bagka bir calismada, B-aderenerjik reseptér (BAR) uyarilmasinin
indiikledigi kardiyomiyosit biiyiimesinin miR-21 inhibisyonu ile bloke oldugu ortaya
konmustur. Buna karsin miR-21’in asir1 ekspresyonu ile de kardiyomiyosit biiylimesi
onemli dl¢lide artmigtir. MikroRNA-21 aracili kardiyomiyosit biiyiimesi, hedef geni olan
“sprouty RTK (reseptdr tirozin kinaz) antagonist 2 (SPRY2)” ile gerceklesmektedir.
SPRY?2 geni sprouty gen ailesinden birisidir ve reseptor tirozin kinaz ile olusturulan
sinyali belirli kosullarda inhibe ederek hiicre biiylimesi ve go¢iinii engellemektedir (149).
SPRY2 geni ayn1 zamanda PTEN ifadesini arttirmaktadir (150). Fibroblast biiyiime
faktorii baglaminda SPRY?2 diger izoformlart ile karsilastirildiginda Ras/ERK yolaginin
en belirgin inhibitorii olmaktadir (151). Yetiskin farelerde antagomir yaklasimi ile miR-
21’in downregiile edilmesi hipertrofinin indiikledigi kosullar altinda kardiyomiyosit

capini ve kalp agirligini azaltmaktadir (152).

MikroRNA-21 kardiyomiyositlerden ziyade kardiyak fibroblastlarda daha fazla eksprese
edilmektedir. Hasarli kalp dokusunun fibroblastlarinda miR-21’in 6nemli o6l¢iide
eksprese edildigi bulunmustur. Kardiyak strese bagli yanitta miR-21’in upregiile
olmasinin ERK-MAP kinaz sinyalini arttirdig1, fibroblast proliferasyonuna ve fibrozise

yol actigr bulunmustur. Tersine kardiyak hipertrofisi ve hasarinin olusturuldugu fare
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modelinde, antagomir miR-21’in susturulmasinin kardiyak ERK-MAP kinaz aktivitesini
azaltarak intersitisyel fibrozisi inhibe etmis ve kardiyak disfonksiyonu azalttigi
bulunmustur. MikroRNA-21 inhibisyonu sadece kardiyak hipertrofiyi 6nlemekle beraber
stresin olusturdugu kardiyak etkiyi tersine ¢evirmektedir. Dolayisiyla SPRY1, hem
Ras/MEK/ERK yolaginin potent inhibitdrii hem de miR-21’in direk hedefi olarak
bulunmus ve kardiyak fibroblastlarda miR-21’in etkilerine aracilik etti§i sonucuna

ulagtlmistir (153).

Bir calismada AMI'nin ge¢ fazinda (AMI’dan 3 ve 14 giin sonra) 6nemli miRNA
eskpresyon diizeyleri incelenmis ve miR-21, miR-214 ve miR-223 ekspresyonlarinin
kalbin infarkth boélgesinin sinirlarinda arttigi bulunmustur (154). Yapilan bagka bir
calismada, AMI erken fazinda kardiyak miRNA ekspresyon diizeyleri belirlenmis ve
infarktli bolgede miR-21 ekspresyonunun 6nemli 6l¢iide azaldigi bulunmus, ancak
infaktli sican kalbinin sinir bolgelerinde AMI’dan 6 ve 24 saat sonra miR-21’in upregiile
oldugu goriilmiistiir. Calismada adenovirus gen transferi ile miR-21’in asir1 ifadesi
saglanmis ve AMI’dan 24 saat sonra miyokardiyal infarkt boyutunun azaldig:
gosterilmistir (155). Yin ve ark. tarafindan I/R’nin indiikledigi kalp hasarlarina karsi miR-

21’in koruyucu etkileri in vivo olarak tanimlanmistir (156).

MikroRNA-21’in insan kardiyovaskiiler hastaliklarindaki etkileri ortaya konulmustur.
Semptomatik kalp yetmezligi olan 61 hastada, hastaligin siddeti ile miRNA diizeyleri
degerlendirilmistir. NT-proBNP (pro-brain natriiiretik peptid, pro-beyin natriiiretik
peptid) ve galektin-3 konsantrasyonlarinin 6l¢iildiigii bu ¢aligmada miR-1 diizeylerinin
hastaligin siddeti ile azaldigi, buna karsin miR-21 diizeylerinin hastalifin siddetinden
bagimsiz olarak tiim hastalarda goriildiigii ve miR-21’in galektin-3 konsantrasyonu ile
korelasyon gosterdigi ortaya koyulmustur (157). Valviiler kalp hastaligindan dolay1 kalp
yetmezligi olan 60 hasta ve 60 saglikli goniilliiniin katildig1 bir ¢alismada miR-21 ve
miR-423-5p diizeyleri degerlendirilmistir. Yapilan analizler sonucunda valviiler kalp
hastalig1 olan hastalarda miR-21 ve miR-423-5p eksrepsyon diizeylerinin kontrol grubuna
gore onemli derecede arttig1 goriilmiistiir (158). Kronik kalp hasari olan hastalarda, akut
asir1 egzersizin serumdaki miRNA diizeylerine olan etkisinin incelendigi 28 hastanin
dahil oldugu bir ¢calismada, miR-21, miR-378 ve miR-940 diizeylerinin 6nemli 6l¢iide
artt1ig1, bu miRNA’daki degisimlerin egzersiz kapasitesi, kas hasar1 ve inflamasyonla
alakal1 6nemli bir korelasyon gostermedigi bulunmustur (159). Kardiyak cerrahiye giden

kalp hasar1 olan ve olmayan 34 Cinli hastadan alinan miyokard doku biyopsilerinde
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apoptozis, hipertrofi ve fibroziste rol oynayan miR-1,-21,-23,-29,-130,-195,-199
diizeylerinin kalp hasar1 grubunda 6nemli dlgiide arttigi bulunmustur (160). Bagka bir
caligmada ise, dilate kardiyomiyopatili hastalarda fibrozisin serumdaki belirtegleri ile
mikroRNA’lar arasindaki iliski incelenmistir. Bu c¢aligmada dilate kardiyomiyopatili
hastalar saglikli kontrol gurubu ile karsilastirildiginda miR-21, miR-26, miR-29, miR-
30 diizeyleri arasinda 6nemli derecede farklilik bulunmustur. Calismada dolasimdaki
kollajen-1’in miR-21 ve miR-29 ile MMP-2’nin miR-21, miR-26, miR-29, miR-30 ve
miR-133a ile gii¢lii bir sekilde ve TIMP-1’in miR-21 ve miR-133a ile iliskili oldugu
tespit edilmistir (161). Yapilan ¢calismalar degerlendirildiginde miR-21’in kalp hasarinda

ve kardiyak remodelling slirecinde 6nemli etkilere sahip oldugu goriilmektedir.
2.7.3.2. miR-320a

MikroRNA-320a 8. kromozomda kodlanan intergenik bir miRNA’dir. Kanser dahil
bir¢ok hastalikta diizeyleri ifade edilmektedir (162-164). Son yillarda miR-320a ile ilgili
caligmalar artmig olup kalp hastaliklarindaki 6nemi agisindan c¢aligmalar yapilmistir.
Kalp hasar1 gibi durumlarda diizeylerinin arttig1 ve kalbin kétiilesmesinde rolii oldugu
yapilan c¢alismalarla gosterilmistir. Akut gogiis agrisi ile acile bagvuran hastalarda
dolasimdaki miRNA diizeylerinin degerlendirildigi bir calismada 1155 hastada 6
miRNA’nin (miR-133a, miR-208b, miR-223, miR-320a, miR-451 ve miR-49) diizeyleri
Ol¢iilmiistiir. Bu hastalardan AMI geciren 224 hastada miR-208b, miR-499 ve miR-320a
diizeylerinin diger grup hastalardan 6nemli 6l¢giide yiiksek oldugu bulunmustur. Ancak
kardiyak troponin degerleri ile birlikte analiz edildiginde miR-320a akut miyokard
infarktiisiin 6ngoriilmesinde ve teshisinde anlamlilik gortermemistir (165). Aritmojenik
kardiyomiyopatide eksprese edilen miRNA’lar1 tanimlamak ic¢in aritmojenik
kardiyomiyopatili hastalar, saglikli goniilliller ve idiyopatik ventrikiiler tasikardili
hastalarda yaklasik 377 miRNA ekspresyonu degerlendirilmistir. Aritmojenik
kardiyomiyopatili hastalarda miR-320a diizeyleri, gerek saglikli goniilliiler, gerekse de
idiyopatik ventrikiiler tasikardisi olan hastalara gore daha diisiik diizeyde bulunmustur.
Yapilan bu ¢alisma ile miR-320a’nin hem aritmojenik kardiyomiyopati ile idiyopatik
ventrikiiler tasikardinin teshissel ayriminda etkili olabilecegi, hem de aritmojenik
kardiyomiyopatinin patojenezinde mekanistik rolii olabilecegi sonucuna varilmistir
(166). Konjesitif kalp yetmezligi hastalarinda arteryal ve koroner siniis  kan
orneklerindeki miRNA diizeylerinin 6l¢iildiigli ve kontrol grubu ile karsilastirildig: bir

calismada miR-320a’nin upregiile oldugu gozlenmistir (167). Baska bir calismada ise,
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miR-320a’nin bir kardiyak transkripsiyon faktorii olan serum yanit faktorii (SRF)’nii
downregiile ettigi ve aterojeneneze katkisinin oldugu sonucu elde edilmistir. Bu
caligmada, miR-320a diizeyleri saglikli goniilliilere kiyasla koroner arter hastalarinda
daha yiiksek bulunmustur. Calismada ApoE-/- farelerinde, miR-320a vektor ile tranfekte
edilerek asir1 eksprese edilmesi saglanmis plazma lipid diizeylerinde (total kolesterol,
LDL, trigliserid) O©nemli artiglar goriilmistiir. Yine bu farelerin miR-320a
eskrpesyonunun endotel hiicre fonksiyonunu azaltti§i ve aterojenezi ilerlettigi tespit
edilmistir. Biyoinformatik analizler sonucu miR-320a’nin SRF’nin potansiyel bir hedefi
oldugu tanimlanmis ve yapilan in vitro ve in vivo ¢aligmalar ile onaylanmistir. Bununla
birlikte miR-320a ekspresyonunun insan tiirevli endotel hiicre proliferasyonunu inhibe
ettigi ve apoptozu indiikledigi bulunmustur (168). Yapilan bir bagka ¢aligmada, miR-
320a’nin VEGF (mRNA) sinyal yolagint hedefleyerek doksorubisinin indiikledigi
kardiyotoksisiteye aracilik ettigi gosterilmektedir (169). Stabil kronik sistolik kalp
yetmezligi olan 30 hasta ve 30 kontrol grubunda 186 miRNA nin diizeyleri dl¢lilmiis ve
iki grup arasinda miRNA diizeylerindeki farkliliklar karakterize edilmistir. Kalp hasari
olan grupta miR-423-5p, miR-320a, miR-22 ve miR-92b diizeylerinde 6nemli artiglar
goriilmiistiir. Yapilan analizlerde hastalar kontrol grubundan yilizde 90 spesifite ve
duyarhilik ile ayrilmistir. Yapilan caligma ile yiikselen spesifik miRNA diizeylerinin
klinik prognotik parametrelerle korele oldugu ve sistolik kalp yetmezligi olan hastalarin

belirlenmesinde etkili oldugu gosterilmistir (170).
2.7.3.3. miR-181a

MikroRNA-181 ailesi miR-181a, 181b,-181c,-181d olmak {izere dort miRNA’dan
olusmaktadir. Bu aile farkl transkriptler ile kodlanmakta ve 3 ayr1 kromozomda lokalize
olmaktadir. MikroRNA-181 ailesi farklilagsma, hematopoez, immiin modiilasyon, kanser
gibi cesitli biyolojik olaylarda 6nemli role sahiptir olugmaktadir. MiR-181 ailesi farkli
transkriptler ile kodlanmakta ve 3 ayr1 kromozomda lokalize olmaktadir. MiR-181 ailesi
(171). MiR-181a ve miR-181b, miR-181 ailesinin en ¢ok calisilan miRNA’laridir (172).
Bir c¢alismada, miR-181a-5p’nin aterosklerotik plaklarda normal damarlar ile
karsilastirildiginda upregiile oldugu bulunmustur. Bu ¢alismada hidrojen peroksit (H20»)
ile tedavi edilen endotel hiicrelerinde miR-181a’nin indiiklendigi ve endotel hiicrelerinde
apoptoz hizini arttirdigr gosterilmistir. MikroRNA-181a’nin inhibe edilmesiyle de bir
antiapoptik protein olan bcl-2 diizeylerinin eski haline donmesi miR-181a ve bcl-2

arasinda ters bir korelasyon oldugu gostermistir (173). AMI hastalarinda miR-181a’nin
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dolasimdaki diizeyleri zamana bagli 6l¢iilmiis ve kontrol grubuna goére daha yiiksek
bulunmugtur. Bu ¢alismada hasta grubunda miR-181a diizeylerinin kreatinin kinaz-MB
ve kardiak troponin I ile pozitif, sol ventrikiil ejeksiyon fraksiyonu ile negatif korelasyon
gosterdigi  bulunmustur (123). Norojenik hipertansiyon modelinde miR-181a
mimiklerinin renin-anjiyotensin sistemini inhibe ettigi ve hipertansiyonu azalttig1

gosterilmistir (174).
2.7.3.4. miR-199 ailesi

MikroRNA-199 ailesi miR-199a ve 199b olmak iizere 2 iiyeden olugmaktadir. MiR-199a
ve miR-199b aile iiyeleri (miR-199a/b) dynamin (DNM) genlerinin intronlarinda
kodlanmaktadir. miR-199a/b ailesi sirasiyla DNM2, DNM3 ve DNMI1 genlerinde
lokalize olan miR-199al, miR-199a2 ve miR-199b iiyelerinin bilesiminden olusmakta ve
sirastyla kromozom 9, 1 ve 2 iizerindeki farkli bolgelerden transkribe olmaktadir.
MikroRNA-199a/b-5p gen sekanslari tiirler arasinda ve miR-199a/b-3p ile
karsilagtirildiginda daha yaygin oldugu goriilmektedir (175, 176).

2.7.3.5. miR-199a

Kalple iliskili miRNA’lardan birisidir. ~ Beyin, karaciger, mide, over, testis ve
kardiyovaskiiler sistemde, o6zellikle de kardiyomiyositlerde ve endotel hiicrelerde
eksprese olmaktadir. Ayni zamanda hem endotel hiicre hem de kardiyomiyositlerin
sagkalimlarinin kontroliinde kritik rol oynamaktadir (177). Fareler {izerinde yapilan bir
calismada, kardiyomiyositlerde kardiyak biitiinliigii, fonksiyonu ve reperfiizyonun
devamliligint saglayan “transkripsiyon aktivatdr 3” (STAT3) geni nakavt edilmis,
azalmig STAT3 protein diizeyleri ile patofizyolojik iligkinin kuruldugu, miR-199a-5p
diizeylerinin arttig1, miR-199a-5p’nin dogrudan iki hedefi olan ubikuitin konjugasyon
enzim (UBE2G1 ve UBE2I) diizeylerinin azaldigi ve bu enzimlerdeki azalmanin
kardiyomiyosit sarkomer yapisin1 ve fonksiyonunu bozdugu gosterilmistir (178). Bunun
disinda miR-199a-5p ile bir transkripsiyon aktivatdr proteini olan ‘hipoksiyle indiiklenen
faktor la (Hifla)’ arasindaki iliski {izerine yapilan ¢aligmalar mevcuttur. Hif-1o biitiin
hiicre tiplerinde hipoksik kosullar altinda indiiklenen bir transkripsiyon faktoriidiir ve
hipoksi esnasinda upregiile olan genlerin yiizde 89’unun transkripsiyonundan
sorumludur. Bu genler arasinda eritropoietin, VEGF, glukoz transpoter-1 (Glut-1),
glikolitik enzimler, hemoksijenaz-1 (HO-1) ve indiiklenebilir nitrik oksit bulunmaktadir.

Siddetli hipoksi durumlarinda Hif-1o ayn1 zamanda apoptozise aracilik etmektedir (179).
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Bir caligmada, hipoksiye veya iskemiye maruz kalan kardiyomiyositlerde miR-199a-
5p’nin dakikalar icerisinde analiz edilemez diizeyde azaldig1 gosterilmistir. Bu ¢aligmada
miR-199a5p’nin Hifla ve sirtuinl (Sirtl) genlerini dolayli olarak hedefledigi ve inhibe
ettigi, bununla beraber hipoksik kosullar altindaki miyositlerde miR-199a-5p
diizeylerinin azalmasi i¢in bu genlerin ekspresyonunun artmasmin gerekli oldugu da
gosterilmistir. Ayrica Hif-1a nin negatif diizenleyicisi olan prolil hidroksilaz-2’nin Sirtl
tarafindan proteozomal degredasyona ugradigi ve bu sayede Hif-1o’nin stabilize halde

kaldig1 bulunmustur (180).

MikroRNA-199a-5p’nin downregiilasyonu, hipoksinin neden oldugu hiicre 6liimlerinde
major role sahiptir. Kalp hasarinin oldugu c¢esitli modellerde miR-199a-5p’nin upregiile
oldugu goriilmektedir. Hipoksik hasardaki roliine ek olarak kardiyak miyositlere miR-
199a’nin transfeksiyonu hipertrofi ile sonu¢lanmaktadir (181). Yapilan bir bagka
calisgmada miR-199a-5p’nin intraseliiler trafigin kontroliine katkida bulundugu
gosterilmis ve endositozun 6nemli bir diizenleyicisi olarak tanimlanmistir. Bu ¢aligmada
miR-199a-5p’nin LDL reseptoriiniin internalizasyonunu engeleyerek hiicre i¢erisine LDL

girisini engelledigi gosterilmistir (175).

Diger formu olan miR-199a-3p tiimoérijenezis esnasinda kanserli dokularda hem

potansiyel bir tiimor supresdr hem de bir onkogen olarak rol oynamaktadir (182).
2.7.3.6. miR-199b

Insan ve fareler iizerinde yapilan bir ¢alismada, miR-199b’nin kalp yetmezliginde
diizeyleri artan kalsindrin—aktiflestirilmis T hiicrelerinin niikleer faktorii (nuclear factor
of activated T cells, NFAT) sinyal yolagi ile beraber c¢alistigi ve kalsindrin gen
ekspresyonuna katkida bulunan niiklear NFAT kinaz’in, dual-spesificity tirozin-Y-
fosforilasyon diizenleyici kinaz 1a’y1r (Dual-specificity tyrosine phosphorylation-
regulated kinase, DYRK) hedefledigi tespit edilmistir (183). Kalsinériin-NFAT sinyal
yolagi kalbin gelisiminde ve morfolojisinde 6nemli role sahiptir. Kalpte gelisen hipertrofi
gibi patolojik durumlarda gen ifadesi degiserek kardiyak remodeling siireclerine katkida

bulunmaktadir (184, 185).

Yapilan bir bagka caligmada, farelerde miyokard infarktiis sonrasi miR-199b
diizeylerinin asir1 ifade edildigi ve infarkt bolgesinin smirlarinda fibrozis gelistigi
gozlenmistir. MikroRNA-199b’nin farmakolojik olarak inhibe edilmesiyle de kalp
fonksiyonunun iyilestigi gosterilmistir (186).
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Insan pluripotent kok hiicre tiirevli kardiyomiyositlerde miRNA ifadeleri iizerinde
doksorubisinin erken ve geg etkilerinin degerlendirildigi bir ¢aligmada, miR-34a, miR-
34b, miR-187, miR-199a, miR-199b, miR-146a, miR-15, miR-130a, miR-214 ve miR-
424’lin doksorubisin tedavisinden Once ve sonra farkli ifade edildigi bulunmustur.
Calismada doksorubisin tedavisinden sonra kardiyomiyositte meydana gelen hasara ve
strese karst miR-34a, miR-34b diizeyleri artarak DNA hasarina kars1 koyarken miR-
199a/b diizeyleri azaldigi tespit edilmistir (187).
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3. GEREC VE YONTEM

Bu calisma Gaziantep Universitesi Tip Fakiiltesi Tibbi Etik Kurulu’nun 2016/276 sayili

karariyla tez ¢aligmasi olarak onay almistir.

Calisma 46 hasta ve 48 saglikli goniillii iizerinde yapildi. Goniilliilerin ¢aligmaya dahil
edilmesi, periferik kanlarimn alinmasi Sanko Universitesi Arastirma ve Uygulama
Hastanesi Kalp ve Damar Cerrahi Anabilim Dali’nda, plazma ayirma islemleri ve RNA
izolasyonu asamasina kadar saklanma siireci Sanko Universitesi Arastirma ve Uygulama
Hastanesi Biyokimya laboratuvarinda, miRNA izolasyonu ve analizleri Gaziantep

Universitesi Tip Fakiiltesi Tibbi Farmakoloji Anabilim Dali’nda gergeklestirildi.

Bu calisma Gaziantep Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri Birimi tarafindan

desteklenmistir (TF.DT.17.11).
3.1. Goniillii Secimi

Calisma Sanko Universitesi Arastirma ve Uygulama Hastanesi Kalp ve Damar Cerrahi

Anabilim Dali’na daha bagvurmus 46 hasta ve 48 saglikli goniilliiler iizerinde yapild.
Hasta grubundaki goniilliilerin ¢alismaya dahil edilme kriterleri;

e 18-65 yas arasi

e Koroner arter hastalig1 teshisi konulmus,

e Miyokart infarktiis Oykiisii olan,

e Koroner arter darlig1 %70 den fazla olan,

e Sol ventrikiil ejeksiyon fraksiyonu %30 ile %55 arasinda olan,
e Diabetes mellitiisii olmayan,

e Malign hastaliklar1 olmayan ve

e Kronik bobrek yetmezligi olmayan
Kontrol grubundaki saglikli goniilliilerin ¢alismaya dahil edilme kriterleri;

e 18-65 yas arasi

e Koroner arter hastalig1 ve ilgili miRNA’ lar1 etkileyebilecek rahatsizligi olmayan
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3.2. Plazma Orneklerinin Alinmasi ve Kodlanmasi

Caligma kapsaminda, hasta grubu dahil edilme kosullarin1 saglayan ve
kardiyopulmoner bypass ameliyati olmay1 kabul eden 46 hastadan operasyon
oncesi ve operasyon sonrasi 1. ve 24. saatte periferik kan 6rnekleri alindi. Ayni
klinikte hasta yakini olan, koroner arter hastaligi ve ilgili miRNA’lar1
etkileyebilecek rahatsizlig1 olmayan ve ¢aligmaya katilmayi kabul eden 48 saglikli
goniilliinlin perifik kanlar1 toplandi. Toplanan kanlardan elde edilen toplam 192
plazma ornegi RNA izolasyonu gerceklestirilmek iizere Sanko Universitesi
Aragtirma ve Uygulama Hastanesi Biyokimya Laboratuvari’nda -80 °C’de
saklandi. Ayrica hasta ve kontrol gruplarimin kan 6rneklerine ait biyokimyasal
parametreler (Idh, bun, glikoz, troponin I, ck, ve ck-mb) Sanko Universitesi
Arastirma ve Uygulama Hastanesi Biyokimya Laboratuarinda dl¢iildii.

Plazma ornekleri operasyon dncesi (pre-op), operasyondan 1 saat sonra (OP1),
operasyondan 24 saat sonra (OP24) ve kontrol grubu (K) olmak iizere 4 grup

olarak kodland:1 ve analiz edildi.

3.3. Geregler

3.3.1. Kullanilan araclar-gerecler, kimyasal ve sarf malzemeler

Calisma boyunca kullanilan arag-gerec, kimyasal ve saf malzemeler agagida siralanmastir.

3.3.1.1. Kullanmilan ara¢-gerecler

Santrifuj (Eppendorf 5810R)

-20 °C Derin Dondurucu (Argelik)

Real-Time PCR (Biomark Fluidigm System)

Fluidigm HX IFC Controller

Thermal Cycler (Bioer Genem Pro)

Vorteks (Isolab)

Mikropipet Seti (Viaflo Integra)

Buzdolab1 (Argelik)

Plate Karistiricist (PKT Smart Mixer, Multi Shaker, JSH-03, SN: JIMC-JSHO03-
1005, PhileKorea, Korea)

Plate Santrifiijii (PKT Mini Multi-well plate centrifuje, JCW48, SN:PKT-JCW48§-
1057, PhileKorea, Korea)
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3.3.1.2. Kullanilan kimyasallar ve sarf malzemeleri

Qiagen miRNeasy RNA isolation kit (Katalog no: 217204)

v

AN N N N NN

v

Rneasy UCP MinElute spin kolonlar1
Toplama tiipleri (1.5 mL)

Toplama tiipleri (2.0 mL)

Tampon RPL

Tampon RPP

Tampon RWT

Tampon RPE

Rnaz icermeyen su

Isopropanol (%100) (Merck)
Etanol %80 (Merck)
Qiagen miScript II Kit (Katalog no: 218161)

v
v
v
v

Qiagen miScript Microfluidics PreAmp Kit (Katalog no: 331455)

v
v
v
v
v

miScript Hispec buffer
miScript Nucleics mix
DNase-Rnase free su

miScript Revers Transkriptaz mix

MiScript Preamp buffer

Hot start tag DNA polimeraz
Preamp primer pool
DNase-Rnase free su

miScript Preamp Universal Primer

Qiagen miScript Primer Assay (Katalog no: 3312219)
Qiagen miScript MicroFluidic PCR kit (Katalog no: 331431)

v
v

qPCR Master Mix

Microfluidic Universal Primer

DNA Binding Dye (Fluidigm Katalog no:100-7609)

Assay Loading Reagent (Fluidigm Katalog no: 100-7611)
Piko Plate (Thermo Scientific, UK)

Pipet ucu 1-10 uL (Integra)

Pipet ucu 2-30 uL (Integra)

Pipet ucu 10-100 pL (Integra)
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e Pipet ucu 20-200 pL (Integra)

e Pipet ucu 100-1000 uL (integra)

e (0.2 mL Thermo-Strip (8’li strip tlip, Thermo Scientific, UK)

e 2 mL’lik mikrosantrifiij tiipii (DNAz, RNAZz’s1z) (Thermo Scientific, UK)
e PCR Plate Film (Applied Biosystems)

3.4. MikroRNA Analizi
3.4.1. Plazma eldesi

Calisma gruplarindan %7.5 EDTA’l tiiplere alinan 5 mL’lik kan oOrnekleri
yavasca alt-list edilerek karigtirildi ve oda sicakliginda 2 saat icinde laboratuvara

ulagtirilarak plazmalar1 ayrildi.
= Tiipler 2000 rpm’de 15 dakika santrifiij edildi.
= Santrifiij islemi sonunda tiipler dikkatlice santrifiijden ¢ikartildi.
= Plazmanin en iist kissmindan 1000 pL olacak sekilde plazma toplandi.

= Toplanan 1000 pL’lik plazma 2000 rpm’de 5 dakika santrifiij edildi ve plazmanin
en list kismindan alttaki supernatana dokunmadan pipet ile (DNase , RNase Free,
filtreli pipet uclar1 kullanilarak) 200 pL temiz bir mikrosantrifiij tiipiine konuldu.
Mikrosantrifiij tiipleri hastaya ait barkod etiketi ile etiketlendi.

Bu sekilde ayrilan plazma 6rnekleri -80 °C’de derin dondurucuda saklandi.
3.4.2. MikroRNA izolasyonu

MikroRNA’lar, plazmadan miRNA izolasyon kiti ile (Qiagen miRNeasy RNA Isolation
Kit) izole edildi. internal kontrol olarak cel-miR-39 kullanildi. MikroRNA izolasyonu kit

protokoliine uygun olarak gergeklestirildi. Uygulanan prosediir agagida gosterilmistir;
= Kiti kullanmaya baglamadan 6nce asagidaki sulandirmalar yapildi.

v" RWT ve RPE tamponlari kullanimdan 6nce, sise lizerinde yazan hacimde
%96-100 etanol eklendi.

v Cel-miR-39 spike internal kontrol kullanimindan 6nce tiipe 300 pL. RNaz
igermeyen su eklendi (2x10'° kopya/stok).

v" Sulandirilan bu tiip -80 °C’de porsiyonlanarak saklandu.
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v' 4 uL stok spike in kontrol tizerine 16 uL Rnase igermeyen su eklendi
(4x10° kopya/ pL).

v 2 uL 4x10°kopya/ puL spike in kontrol {izerine 48 uLL. RNase igermeyen su
eklenerek istenen hacimde gerekli kopya sayisina sahip hacimde spike in

kontrol elde edildi (1.6x10% kopya/ uL).
Plazma 6rnekleri ¢oziindiiriildii.
Mikrosantrifiij tiipiine 200 pL 6rnek eklendi.

Ornek iizerinde 60 pL tampon RPL eklendikten sonra 5 saniye vorteks ile

karigtirildi ve oda sicakliginda 3 dakika bekletildi.

Tiipe 3.5 uL daha 6nce sulandirdigimiz spike in kontrol (Cel-miR-39) eklendi ve

vorteks ile iyice karistirildi.

Tiipe 20 puL tampon RPP eklendikten sonra tiip 20 saniye vorteks ile iyice
karigtirildi ve oda sicakliginda 3 dakika bekletildi.

Tiip siire bitiminde 12000 rpm’de 3 dakika santrifiij edildi ve pelletin ¢okmesi

saglandi.

Stipernatant, yaklagik 230 pL yeni bir tiipe alindiktan sonra iizerine 1/1 hacimde

isopropanol eklendi ve vorteks ile iyice karistirildi.

Kolonlara, tiiplin tiim igerigi aktarildi ve >8.000 rpm’de 15 sn santrifiij edildi.

Tiipteki siiziintii atildi.

Kolona 700 pL tampon RWT eklendi ve >8.000 rpm'de 15 sn santrifiij edildi.

Tiipteki siiziintii atildi.

Kolona 500 pL tampon RPE eklendi ve >8.000 rpm'de 15 sn santrifiij edildi.

Tiipteki siiziintii atildi.

Kolona 500 pL %80'lik alkol eklenmis ve >8.000 rpm'de (>10.000 rpm) 2 dk

santrifiij edilmistir. Tiipteki siiziintii atild1.
Bu adimda, kolonu tiipten alirken siiziintii ile temas etmemesine dikkat edildi.

Kolon paket igerisinde olan yeni bir 2 mL'lik toplama tiipiine alindi, tiip agz1 agik

sekilde 5 dk maksimum hizda santrifiij edildi.

Kolondan ethanoliin tamamen uzaklagmasi saglandi.
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Kolonu paket icerisinde olan yeni bir 1.5 mL tiip igerisine alidi, membranin tam
ortasina gelecek sekilde 20 uL. RNase free sudan pipetlendi, tiip kapagi a¢ik halde
1 dk oda sicakliginda bekletildi.

Siire bitiminde, tiip maksimum hizda 1 dk santrifiij edildi ve RNA membrandan

stiztildii.

Bu islem sonrasinda protokolde yazildig iizere elde edilen RNA miktar1 yaklagik
18 uL oldu.

3.4.3. cDNA reaksiyonunun hazirlanmasi

Bu asamada izole edilen RNA’lar tamamlayict DNA (complementary DNA, cDNA)’ya

cevrildi. cDNA c¢evirme asamasinda Qiagen miScript II kiti kullanilarak cDNA

reaksiyonu hazirlandi. Hazirlanan karisim 69 6rnek +1 pozitif kontrol igindi. Olii

hacimler dahil edilmedi. cDNA reaksiyonun hazirlanmasinda kullanilan bilesenler ve

miktarlari Tablo 3.1°de verilmistir.

Tablo 3.1. cDNA Reaksiyonu i¢in gerekli karigim ve miktarlari

Icerik Miktar
5x miScript Hispec buffer 112 pL
10x miScript Nucleics mix 56 uL

DNase-RNase free su 56 uL
miScript Rev. Transcriptase mix 56 uL
Toplam 280 pL

Tablo 3.1°de belirtilen karigtm 8’11 strip tiiptin 6 kuyusuna 46 pL hacimde
dagitild1.

Piko plate igerisine izole edilen RNA o6rnekleri 3.5 puLL dagitildi ve 6rnek dagitilan
kuyular kontrol edildi.

Hazirlanan cDNA karigimi 3.5 pL olarak olarak RNA ornekleri tizerine dagitildi
ve karisim dagitilan kuyular kontrol edildi.

Piko plate, plate karistiricida 2000 rpm'de 3 dk karistirildi. Sonra, vorteks iizerinde
2 saniye karistirildi, 4-5 saniye kadar beklenmis ve bir kez daha karistirildi. Daha

sonra, plate santrifiijiinde 60 saniye santrifiij edildi.
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= Plate Thermal cycler’a alinmig ve Tablo 3.2’deki thermal programa gore cihaz

baslatildi.

Tablo 3.2. Thermal cycler’a ait program

Sicakhk Siire

37 °C 60 dk.
95 °C 5 dk.
4 °C o

= Thermal program sonunda plate, plate karistiricida 60 saniye santrifiij edildi.

= Protokol sonunda cDNA o6rnekleri 1/5 oraninda niikleaz free su ile dilie edildi.
3.4.4. Primer se¢imi

Calisma kapsaminda izolasyon agamasinda (internal kontrol) cel-miR-39, transkripsiyon
kontrolii asamasinda miRTC ve arastirma kapsamindaki genler (hsa-miR-21-5p, hsa-
miR-199a-5p, hsa-miR-199b-5p, hsa-miR-181a-5p ve hsa-miR-320a) ile ilgili primerler
secildi. miRNA primerleri giagen firmasindan temin edilmis olup kullanilan primer

dizilerinin katalog numaralar1 agagida Tablo 3.6’da verilmistir.

Tablo 3.3. Kullanilan primerler ve katalog numaralar1

Primer Katalog no
Cel-miR-39 MS00080247
miRTC 218161
hsa-miR-21-5P MS00009079
hsa-miR-199a-5p MS00006741
hsa-miR-199b-5p MS00006741
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hsa-miR-181a-5p MS00008827

hsa-miR-320a MS00014707

3.4.5. Preamplifikasyon reaksiyonunun hazirlanmasi

Bu agamada Qiagen miScript Microfluidics PreAMP kiti ve Qiagen miScript Primer
Assay kullanildi. Bu asama Fluidigm Biomark Sistem ile kullanilmak iizere 6zel olarak
tasarlanmistir. Kit, Fluidigm Biomark Sistem'de miRNA kantifikasyonunu saglamak ve
on amplifikasyon gergeklestirmek i¢in kullanilmaktadir. Bu asama Fluidigm BioMark
System {izerinde dogru ve kapsamli miRNA ifade analizi yapmay1 saglayan bir 6n
caligmadir. Bu asamada RNA analizinde kullanilan Cel-miR-39’a ek olarak kontrol
miRTC primeri kullanilmaktadir. Caligma protokolii asagidaki gibidir:

= Tiipte gelen primerler (Qiagen, miScript Primer Assay, Cat.No: 331221)
asagidaki gibi sulandirilarak 100 pM konsantrasyona getirildi.
v" Primer tiipii 10.000 rpm’de 1 dk santrifiij edildi.
v Tiip 27.5 uL nuclease free su pipetlendi.
v" Tiip kisa araliklarla bir siire vortekslendi.
v Spin down yapildi.
* PreAmp Primer Pool hazirlanmasi:
v' Calismada kullanilacak primerler ile Ctrl miRTC ve Cel-miR-39
toplamda 7 primer ile ¢alisildi.
v" Her primerden bir tiipe 1 pL alinmig ve bu durumda toplam hacim 7 uL
oldu.
v Primerler 500 kat sulandirilmis, bu durumda toplam hacim 500 pL'ye
tamamlandi.
v" Tiip vorteksle iyice karigtirilmig ve preamp primer pool olarak preamp

mixe eklendi.

Tablo 3.4’de miktarlar1 belirtilen karisim 69 6rnek+1 pozitif kontrol i¢in hazirlanmis ve

Olu hacimler dahil edilmedi.
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Tablo 3.4. Preamplifikasyon reaksiyonunu olusturan maddeler ve miktarlar1

Icerik Miktar

5x miScript Preamp buffer 160 pL
Hot start tag DNA poly (5U/ul) 25.6 uL
Preamp primer pool 160 pL
Dnase-RNAase free su 262.4 uL

miScript Preamp Univ. Pirmer 32 uL
Toplam 640 pL

Karigim 8'li strip tiipiin 6 kuyusuna 106 pL olacak sekilde dagitildi.

Piko plate sulandirilan cDNA 6rneklerinden 2 pL dagitilmis ve 6rnek dagitilan
kuyular kontrol edildi.

cDNA'lar iizerine hazirlanan preamp karigimi 8 pL olarak dagitilmis ve Mix
dagitilan kuyular kontrol edildi.

Piko plate, plate karistirict da 2000 rpm'de 3 dk karistirildi. Vorteks iizerinde 2 sn
karistirildi, 4-5 saniye beklendi ve bir kez daha karistirildi. Plate santrifiijiinde 60

sn santrifiij edildikten sonra asagidaki thermal programa alindi.

Tablo 3.5. cDNA reaksiyonunun gergeklestirilmesine ait program

Sicakhk Siire

95 °C 15 dk

94 °C 30 sn j

60 °C 3 dk 12 dongii
4°C )

Thermal program sonunda plate, plate karistiricida 60 saniye santrifiij edildi.
Daha sonra plate igerisine miScript Microfluidics PreAMP Kiti igerisinde bulunan
Side reaction reducer 1 pL eklendi.

Piko plate, plate karistirict da 2000 rpm'de 3 dk karistirildi. Vorteks iizerinde 2 sn
karigtirildiktan sonra 4-5 sn bekletilip ve bir kez daha karigtirildi. Plate

santrifiijiinde 60 sn santrifiij edildi ve asagidaki thermal programa alindu.
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Tablo 3.6. Thermal program

Sicakhk Siire

37 °C 15 dk
95 °C 5 dk
4 °C o

* Thermal program sonunda plate, plate karistiricida 60 saniye santrifiij edilmistir.
= Protokol sonunda preamplifikasyon ornekleri niikleaz free su ile 1/5 oraninda

diliie edildi.
3.4.6. Dynamic array hazirlanmasi

Dynamic Array hazirlanmasi asamasinda 6 ayr1 adim vardir;
v Dynamic Array’in PRIME edilmesi,

Assay Plate’in hazirlanmasi,

Orneklerin hazirlanmasi,

Dynamiic Array’e pipetlemelerin yapilmasi,

IFC Controller da Dynamic Array’in Load edilmesi,

AN N NN

Dynamic Array’in Biomark’ta ¢alisilmasi
3.4.6.1. Dynamic array’in prime edilmesi

Bir adet Dynamic Array’e kontrol sivilari enjekte edildi ve Dynamic Array IFC
Controller’da PRIME edildi. Bu islem tam 20 dakika siirmiis ve PRIME islemi devam
ederken asagidaki asamaya gegildi.

3.4.6.2. Assay plate’in hazirlanmasi

100 uM konsantrasyonda primerler, agsagidaki gibi hazirlanarak Biomark'a yiiklemeye

hazir hale getirildi.
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Tablo 3.7. Assay plate’i olusturan maddeler ve miktarlar

Icerik Miktar
100 uM primer 2.5 ul
nuclease free su 3.75 uL
microfluidic universal primer 6.25 uL
2x Assay Loading Reagent 12.50 pL
Toplam 25 pLL

= Bu karigim bir 8 li strip tiipiin tiim kuyularina 88 pL olarak transfer edildi.

= Assay plate paketinden ¢ikarilmis ve bir plate tastyici lizerine konuldu.

= 8 listrip tiipden 6 pL alinarak Assay Plate“in tiim kuyularina pipetlendi.

= Assay Plate film ile kaplandi. Plate karigtiricida 2000 rpm’de 3 dakika karistirildi.
= Plate santrifiijde 1 dakika santrifiij edildi.

* Hazirlanan bu karisim Dynamic Array’lere pipetlemeye hazir hale geldi.

3.4.6.3. Orneklerin hazirlanmasi

RT-PCR karisimi Tablo 3.7°de verilen hacimler 69 o6rnek +1 pozitif kontrol igin

hazirlandi (61l hacimler dahil edilmedi).

Tablo 3.8. RT-PCR karisim1 ve miktarlari

Icerik Miktar

qPCR Master Mix 255 uL
20x DNA Binding Dye 25.5 uL
Nuclease free su 59.5 uLL
Toplam 340 pL

=  Karigim 8'li strip tiipiin ilk 6 kuyusuna 56 pL dagitildi.
* Temiz bir piko plate alinarak, preamplifiye drneklerden 2 uL dagitildi. Ornek
dagitilan kuyular kontrol edildi.
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»  Ornekler {izerine 4 pL hazirlanan PCR karisimi dagitildi. Karisimin dagitildig
kuyular kontrol edildi.

= Piko plate, plate karigtirict da 2000 rpm'de 3 dakika karistirildi. Vorteks tizerinde
2 saniye karistirildiktan sonra 4-5 saniye beklendi ve bir kez daha karistirild1.

Daha sonra, plate santrifiijiinde 60 saniye santrifiij edildi.
3.4.6.4. Dynamic array’e pipetlemelerin yapilmasi

= Assay pipetlemeleri Viaflo Voyager (12.5 uL) kullanilarak yapildu.
* Hazirlanan primer ve PCR karigimi Flexsix chip kuyularma 3.5 pL olarak

pipetlendi.
3.4.6.5. IFC controller’da dynamic array’in load edilmesi

* Dynamic Array IFC Controller’a yerlestirildi ve LOAD Secenegi segilerek LOAD
islemi baglatildi.

= Bu islemi baslattiktan sonra BioMark Data Collection yazilimi baslatildi ve
“Double Click to Turn Lamp On” kismina ¢ift tiklanarak BioMark’in lambast

calistirildi. Lambanin 1sinmasi 20 dakika siirdii.
3.4.6.6. Dynamic array’in biomark’ta ¢alisiimasi

* Dynamic Array IFC Controller’den alindi. Dynamic Array altindaki mavi filmin
uzaklastirildigindan emin olundu. Chip yiizeyinin temiz olup olmadigi kontrol
edildi. Dynamic Array BioMark’a barcode kismi disar1 bakacak sekilde
yerlestirildi.

= BioMark Data Collection yazilimi yardimi ile Dynamic Array calistirildi.
Verilerin kaydedilecegi yer ve Dosya adi1 segildikten sonra diger sayfada “Gene
Expression” se¢ildi. Passive Reference Dye olarak “ROX” se¢ildi. “Probe Type”
kisminda “SybrGreen” secildi.

= Sonraki ekranda Protokoller arasindan “Exiqon miRNA Protokol” secildi ve
Program bagslatildi.

MikroRNA’larin analiz edilmesinde kullanilacak olan RT-PCR kosullar1 kisaca Tablo
3.9°de gosterilmistir.
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Tablo 3.9. MikroRNA’larin analiz edilmesinde kullanilacak olan RT-PCR kosullar1

Sicakhik/Siire
50 °C, 120 sn
Termal Karisim 70 °C, 1800 sn
25 °C, 600 sn
Baglama Sicakligi 95 °C, 600 sn
Denatiirasyon 94 °C, 15 sn
Baglanma 55 °C, 30 sn 30 Dongii
Uzama 70 °C, 30 sn
Erime Sicakligi 60-95 °C

3.5. Istatistiksel Analiz

Hasta ve kontrol grubundaki sayisal verilerin normal dagilima uygunlugu Shaphiro wilk
testi ile test edilmistir. Normal dagilima uyan degiskenlerin iki grupta karsilagtirilmasinda
Student t testi, normal dagilmayan degiskenlerin iki grupta karsilastirilmasinda Mann
Whitney U testi kullanilmigtir. Hasta grubunda operasyon oncesi ve sonrasindaki miRNA
ekspresyon diizeylerinin dl¢limlerinin karsilastirilmasi i¢in normal dagilan degiskenlerde
tekrarlanan Ol¢limlii varyans analizi ve LSD ¢oklu karsilastirma testleri, normal
dagilmayan degiskenlerde Friedman 2 yonlii varyans analizi ve all pairwise g¢oklu
kargilagtirma testleri kullanilmistir. MikroRNA’larin ekspresyon diizeyleri ile kardiyak
belirtecler arasindaki iliskiler spearman korelasyon katsayist ile test edilmistir. Operasyon
oncesi miRNA ekspresyon diizeylerinin degiskenleri i¢in yapilan ROC analizi sonucunda
cut off degerleri belirlenmistir. Analizlerde SPSS 22.0 paket programi kullanilmistir.
P<0.05 anlamli kabul edilmistir.

3.5.1. Ger¢ek zamanh polimeraz zincir reaksiyonu (Real Time-PCR) gen ifadesinin

hesaplanmasi

Real-time PCR’daki reaksiyonlar dongii sayisi ve her bir dongii esnasinda gerceklesen
floresan 1s1ma ile gergeklesmektedir. Her bir dongii Ct (cycle thersold) olarak

adlandirilmaktadir. Real-time PCR’da gen miktar1 ¢ok olan ilk reaksiyona giren gen
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olmaktadir. Dolasiyla erken Ct degerlerinde reaksiyona giren gen miktar olarak en ¢ok
bulunan gen olmaktadir. Real-time PCR’da calismalar1 standart hale getirmek ve pipet
hatalarin1 gidermek amaciyla housekeping genler veya referans genler (endojen kontrol)
kullanilir. Plate igerisinde hedef gen ve referans genler primerleriyle reaksiyona girerek
belirli bir Ct degerinde floresan 1s1ma verirler. Dolasiyla ¢aligmadaki gen miktarini
normalize etmek amaciyla hedef genden referans yada housekeeping genin Ct degerleri
cikartilir. Elde edilen degere delta Ct (ACt) degeri ad1 verilir. Calisma, tedavi 6ncesi ve
sonras1 veya hasta grubu ve saglikli grup ise her iki grubun ACt degerleri birbirlerinden
cikartilir. Elde edilen degere delta delta Ct (AACt) degeri ad1 verilir. Gen ifadesinde hasta
ve kontrol gruplarina ait ACt degerleri tek basina genin downregiile yada upregiile
oldugunu anlamamizda yeterli olurken hasta ve kontrol grubu arasindaki gen ifadesinin

kat degisiminin (fold change) hesaplanmasinda 24 hesabindan yararlanilir.
Delta Ct = Ct hedef gen — Ct endojen kontrol
Delta Delta Ct = ACt hasta — ACt saglikli

Delta Delta Ct = ACt hasta (Ct hedef gen — Ct endojen kontrol) — ACt saglikli (Ct hedef
gen — Ct endojen kontrol)

FC= Fold Change = 2-2A¢

Calismamizda endojen kontrol geni olarak cel-miR-39 kullanildi. Koroner arter hastalari
(Pre-Op, Saatl ve Saat24) ve saglikli goniillillerdeki miRNA’lara ait ACt degerleri
istatistiksel olarak hesaplandi ve ortalamalari alindi. Daha sonra 242t hesabina gore hasta
gruplar1 (Pre-Op, Saatl ve Saat24), hasta ve saglikli gruplar arasindaki kat degisimleri
hesaplandi.

3.5.2. ROC analizi

ROC analizi II. Diinya Savasi sirasinda Britanya’da radarda tespit edilen sinyallerin dogru
tanimlanmasi, dost ve diisman ayriminin saglanmasi i¢in gelistirilmistir. 1967 yilinda
Lusted, ROC analizinin tipta karar vermede kullanimini 6nererek, 1969 yilinda medikal
goriintiileme cihazlarinda kullanimini saglamistir. Sonraki yillarda tipta tani testlerinin
performansinin degerlendirilmesinde kullanimi ile giderek yayginlasmistir. ROC analizi
ile ortaya cikan geligsmeler, istatistiksel sonuclarin degerlendirilmesi ve kiyaslanmasina

duyulan gereksinimin dogal bir sonucu olmaktadir.
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ROC egrisi, duyarlilik ve secicilik arasindaki iligkinin grafiksel bir gosterimi olmaktadir.
Egriler yardimu ile bir tani testi igin en iyi esik deger saptanarak en uygun modele karar
verilebilmektedir. Ayrica farkli tan1 testlerinin dogru klinik tan1 koymadaki basarisinin
karsilagtirilmasina olanak saglamaktadir. ROC analizi; tani siirecinin uzun zaman alacagi,
maliyetin yiiksek, 6zel yontem-ekipman ve nitelikli insan giiciine gereksinim duyulacagi
durumlarda; kisa zamanda, diisiik maliyetle, kolay elde edilebilen belirtegler i¢in uygun
kesim noktalarin1 belirleyerek klinik karar verme siirecine dnemli katki saglayacak bir
analiz yontemi olmaktadir. ROC egrisinin altinda kalan alan, testin hastalar ile hasta
olmayan bireyleri ayirmadaki dogruluk oranini belirlemektedir. ROC egrisinin altinda
kalan alanin biiytikliigii lizerinde ¢alisilan tani testinin ayirma yeteneginin istatistiksel
olarak onemini gostermektedir. Uzerinde calisilan tani testinin hi¢ ayirma yetenegi
olmadig1 durumda ROC egrisi altindaki alanin beklenen degeri 0.50’dir. Miikemmel bir
test ise sifir yanlis pozitif ve sifir yanlis negatif ile alanin degeri 1.00 olacaktir. Test, bu
iki degerin arasinda bir alana sahip olmalidir (188). Egri altindaki alanlarin

yorumlanmasinda asagida verilen derecelendirmeler kullanilmaktdir:

e .90-1.00 = mitkkemmel
e .80-.90 =1yi

e .70-.80=orta

e .60-.70 = zayif

e .50-.60 = basarisiz

09 4 e
08 o

07 /

06 v

05 - o

0.4
034 — Degersiz
02 4 ¢ — lyi

01 1 Makemmel

Sensitivite

0 0102023040506 070809 1
1- Spesifite

Sekil 3.1. ROC Egrisi
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4. BULGULAR

Calisma kapsaminda, Sanko Universitesi Arastirma ve Uygulama Hastanesi Kalp ve

Damar Cerrahisi Anabilim Dali’nda kardiyopulmoner bypass yapilmasi i¢in gereken

klinik 6zelliklere sahip 46 hastadan operasyon dncesi ve operasyondan 1 ve 24 saat sonra

olmak tizere periferik kan 6rnekleri alindi. Ayni klinikte hasta yakini olan, koroner arter

hastalig1 ve ilgili miRNA’lar1 etkileyebilecek rahatsizligi olmayan 48 goniilliiniin de

periferal kanlar1 toplandi. Toplam 94 periferik kan 6rneginin serumlarinda incelemeler

yapildi.

4.1. Hasta ve Kontrol Grubuna Ait Demografik ve Klinik Bulgular

Hasta ve kontrol grubuna ait elde edilen demografik ve klinik bulgular Tablo 4.1°de

gosterilmistir.

Tablo 4.1. Hasta ve kontrol grubuna ait demografik ve klinik veriler

Hasta Grubu Kontrol Grubu
Demografik ve Klinik
i (E=20, K=26) (E=16, K=32) |Karsilastirmalar
Ozellikler
ORT+STD ORT+STD
Yas 62.630 £ 11.249 | 42.340 £ 11.249 p=0.001
LDH 228.159 £ 65.975]192.438 £ 23.828 p=0.001
BUN 18.620 £ 8.684 | 13.790 £ 9.908 p=0.001
Glukoz 100.304 £ 8.684 | 94.708 £ 9.908 p=0.002

Hasta ve kontrol grubu demografik 6zellikler agisindan karsilastirildiginda yas, LDH, kan

iire azotu degeri (BUN) (p<0.001) ve glukoz (p<0.002) degerleri arasinda anlamli

farkliliklar bulundu.
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4.2. Hasta Grubunun Operasyon Verilerine Ait Bulgular

Hasta grubunun operasyon verilerine ait bulgular Tablo 4.2’de gosterilmistir.

Tablo 4.2. Hasta grubunun operasyonuna ait veriler

Yogun Bakim (saat) 49.956 £8.817
Postop Hastanede Kalma Siiresi (giin) 5.544 £ 0.836
Agirhik (kg) 80.348 +7.218
Kardiyopulmoner Bypass Siiresi (dakika) 54.174 £ 9.481
Kross Klamp Siiresi (dakika) 37.696 £ 7.387
Bypass Sayis1 3.304 + 0.866

4.3. Hasta Grubu ile Kontrol Grubuna Ait Tanisal Degerler

Operasyon Oncesi hasta ve kontrol grubuna ait miRNA ve kardiyak belirte¢ degerlerine

ait bulgular Tablo 4.3 ve Tablo 4.4’te gosterilmistir.

Tablo 4.3. Operasyon Oncesi hasta grubu ve kontrol grubuna ait miRNA ACt

degerlerinin karsilastirilmasi

Grup N Ortalama ACt  Std.Sapma P
Kontrol 48 2.393 1.353
miR-21-5p 0.001*
Hasta 46 3.732 2.389
Kontrol 48 9.061 2.245
miR-181a-5p 0.001*
Hasta 46 11.580 3.533
Kontrol 48 7.639 2.499
miR-199a-5p 0.001*
Hasta 46 10.994 3.725
Kontrol 48 8.246 1.570
miR-199b-5p 0.001*
Hasta 46 10.560 3.496
Kontrol 48 2.016 1.587
miR-320a 0.004*
Hasta 46 3.555 3.113
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Tablo 4.4. Operasyon Oncesi hasta ve kontrol grubuna ait kardiyak belirte¢ degerleri

Grup N Ortalama Std. Sapma P
T i Kontrol 48 0.021 0.144 0.001*
roponin .
opont Hasta 46 0.862 2.800
Kontrol 48 79.125 40.256
CPK 0.812
Hasta 46 87.976 57.070
Kontrol 4 18.102 4,
CK-MB ontro 8 8.10 738 0.001*
Hasta 46 27.902 17.597

Operasyon oncesi hasta grubu ile kontrol grubunun miRNA degerleri arasinda anlamli
farkliliklar bulundu (p<0.001). Operasyon oncesi hasta grubu ile kontrol grubunun
kardiyak troponin, kreatinin fosfokinaz (CPK) ve kreatinin kinaz-MB (CK-MB) degerleri
karsilagtirildi ve CK-MB ile kardiyak troponin degerleri agasindan anlamli farkliliklar
bulundu (p<0.001).

4.3.1. Hasta grubundaki miR-21’e ait bulgular

Hasta grubundaki operasyon dncesi, operasyondan 1 saat ve 24 saat sonra miR-21e ait

ortalama ACT ve standart sapma degerleri Tablo 4.5’te verilmistir.

Tablo 4.5. Hasta grubundaki miR-21’e ait ortalama ACT ve standart sapma degerleri

N  Ortalama ACT Std.Sapma P
Preop-miR21 46 3.732 2.390 0.001*
Saat-1-miR21 46 3.850 2.662 0.001*
Saat-24-miR21 46 3.860 2.272 0.001*

Student-T testi kontrol ; pre-op, saatl ve saat24 p<0.05, *

Hasta grubunda operasyon dncesi ve sonrasindaki miR-21 degisimleri arasinda anlamli

farkliliklar bulunamadi.
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Tablo 4.6. Hasta grubundaki miR-21’e ait degisimlerin karsilastirilmasi

P
Preop-miR21 ; Saat-1-miR21 0.798
Preop-miR21 ; Saat-24-miR21 0.737
Saat-1-miR21 ; Saat-24-miR21 0.978

Normal dagilim, paired T testi; p<0.05

4.3.2. Hasta grubundaki miR-181a’ya ait bulgular

Hasta grubundaki operasyon Oncesi, operasyondan 1 saat ve 24 saat sonra miR-181a’ya

ait ortalama ACT ve standart sapma degerleri Tablo 4.7°de verilmistir.

Tablo 4.7. Hasta grubundaki miR-181a’ya ait ortalama ACT ve standart sapma

degerleri

N Ortalama ACT Std.Sapma P
Preop-miR181a 46 11.580 3.530 0.001*
Saat-1-miR181a 46 10.390 3.580 0.001*
Saat-24-miR181a 46 10.680 3.410 0.005*

Mann-whitney testi, kontrol ; pre-op, saatl ve saat24 p<0.05

Hasta grubunda operasyon 6ncesi ve sonrasindaki miR-181a degisimleri arasinda anlamli

farkliliklar bulunamadi.

Tablo 4.8. Hasta grubundaki miR-181a’ya ait degisimlerin karsilastirilmasi

P
Preop-miR181a ; Saat-1-miR181a 0.079
Preop-miR181a ; Saat-24-miR181a 0.183
Saat-1-miR181a ; Saat-24-miR181a 0.634

Normal dagilim, paired T testi; p<0.05
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4.3.3. Hasta grubundaki miR-199a’ya ait bulgular
Hasta grubundaki operasyon Oncesi, operasyondan 1 saat ve 24 saat sonra miR-199a’ya

ait ortalama ACT ve standart sapma degerleri Tablo 4.9°da verilmistir.

Tablo 4.9. Hasta grubundaki miR-199a’ya ait ortalama ACT ve standart sapma

degerleri

N Ortalama ACT  Std.Sapma P

Preop-miR199a 46 10.994 3.724 0.001
Saat-1-miR199a 46 10.480 3.778 0.001
Saat-24-miR199a 46 11.727 3.424 0.001

Mann-whitney testi, kontrol ; pre-op, saatl ve saat24 p<0.05

Tablo 4.10. Hasta grubundaki miR-199a’ya ait degisimlerin karsilastirilmasi

P
Preop-miR199a ; Saat-1-miR199a 0.452
Preop-miR199a ; Saat-24-miR199a 0.251
Saat-1-miR199a ; Saat-24-miR199a 0.044

Normal dagilim, paired T testi; p<0.05

Hasta grubunda operasyon oOncesi ve sonrasindaki miR-199a degisimleri
degerlendirildiginde sadece 1. Saat ve 24. Saat arasinda anlamli farkliliklar bulundu

(p=0.044).
4.3.4. Hasta grubundaki miR-199b’ye ait bulgular

Hasta grubundaki operasyon dncesi, operasyondan 1 saat ve 24 saat sonra miR-199b’ye

ait ortalama ACT ve standart sapma degerleri Tablo 4.11°de verilmistir.
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Tablo 4.11. Hasta grubundaki miR-199b’ye ait ortalama ACT ve std. sapma degerleri

N  Ortalama ACT Std.Sapma P

Preop-miR199b 46 10.560 3.500 0.001
Saat-1-miR199b 46 10.285 3.310 0.001
Saat-24-miR199b 46 10.810 3.170 0.001

Student-T testi kontrol ; pre-op, saatl ve saat24 p<0.05

Hasta grubunda operasyon Oncesi ve sonrasindaki miR-199b degisimleri arasinda anlamli

farkliliklar bulunamadi.

Tablo 4.12. Hasta grubundaki miR-199b’ye ait degisimlerin karsilastirilmasi

P
Preop-miR199b ; Saat-1-miR199b 0.980
Preop-miR199b ; Saat-24-miR199b 0.300
Saat-1-miR199b ; Saat-24-miR199b 0.300

Normal dagilim, paired T testi; p<0.05

4.3.5. Hasta grubundaki miR-320a’ya ait bulgular

Hasta grubundaki operasyon Oncesi, operasyondan 1 saat ve 24 saat sonra miR-320a’ya

ait ortalama ACT ve standart sapma degerleri Tablo 4.13’dt verilmistir.

Tablo 4.13. Hasta grubundaki miR-320a’ya ait ortalama ACT ve std. sapma degerleri

N  Ortalama ACT Std.Sapma P

Preop-miR320a 46 3.555 3.113 0.004
Saat-1-miR320a 46 3.901 3.606 0.002
Saat-24-miR320a 46 3.618 3.190 0.004

Mann-whitney testi kontrol ; pre-op, saatl ve saat24 p<0.05
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Hasta grubunda operasyon 6ncesi ve sonrasindaki miR-320a degisimleri arasinda anlamli

farkliliklar bulunamadi.

Tablo 4.14. Hasta grubundaki miR-320a’ya ait degisimlerin karsilastirilmasi

Preop-miR320a ; Saat-1-miR320a
Preop-miR320a ; Saat-24-miR320a

Saat-1-miR320a ; Saat-24-miR320a

0.567

0.908

0.521

Normal dagilim, paired T testi; p<0,05

4.3.6. Hasta ve kontrol grubundaki miRNA’lara ait kat degisim bulgular

Hasta grubundaki miRNAlara ait kat degisim degerlerinin (2"24¢T) kontrol grubuna gore

karsilastirilmast Tablo 4.15 ve Sekil 4.1°de verilmistir.

Tablo 4.15. Hasta grubundaki miRNA degerlerinin kontrol grubuna gore kat degisimleri

(2-AACT)

Preop 1. saat 24, saat
hsa-miR-21-5p -2.53 -2.74 -2.76
hsa-miR-181a-5p -5.71 -2.50 -3.06
hsa-miR-199a-5p -10.20 -7.19 -16.95
hsa-miR-199b-5p -4.95 -4.11 -5.91
hsa-miR-320a -2.90 -3.69 -3.03

57



EPRE-OP = 1.SAAT =24.SAAT

 BEE g EE

MG
A
Mg

e

Sekil 4.1. Hasta grubundaki miRNA kat degisimleri

Hasta grubundaki operasyon oncesi ve sonrast miRNA’lara ait 222Tlerin
karsilastirilmast Tablo 4.16 ve Sekil 4.2°de verilmistir.
Tablo 4.16. Operasyon Oncesi miRNA degerlerine gore operasyon sonrast miRNA

degerlerinin kat degisimleri (224¢T)

1. saat 24. saat
hsa-miR-21-5p -1.08 -1.09
hsa-miR-181a-5p 2.281 1.867
hsa-miR-199a-5p 1.428 -1.66
hsa-miR-199b-5p 1.206 -1.19
hsa-miR-320a -1.27 -1.04
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Sekil 4.2. Hasta grubundaki 1. ve 24. saatlerdeki miRNA kat degisimleri

4.4. Hasta Grubuna Ait Kardiyak Belirteclere Ait Bulgular
4.4.1. Troponin

Hasta grubundaki troponin degerlerine ait operasyon Oncesi ve sonrast ortalama ve std.
sapma degerleri Tablo 4.17°de, operasyon Oncesi ve sonrasi troponin verilerindeki

degisimler Tablo 4.18’de gosterilmistir.

Tablo 4.17. Hasta grubundaki troponin degerlerinin ortalama ve std. sapma degerleri

N Ortalama  Std.Sapma P
Preop-Troponin 46 0.862 2.800 0.001
Saat-1-Troponin 46 14.544 69.035
Saat-24-Troponin 46 4.573 7.735

59



Tablo 4.18. Hasta grubunda troponin verilerindeki degisimlerin karsilagtirilmasi

P
Preop-Troponin ; Saat-24-Troponin 0.001
Preop-Troponin ; Saat-1-Troponin 0.001
Saat-24-Troponin ; Saat-1-Troponin 0.348

Hasta grubunda operasyon Oncesi ve sonrasi troponin degerleri degerlendirildiginde
operasyon Oncesi ile operasyondan 1 saat ve 24 saat sonraki degerler arasinda anlamli

farkliliklar gortildii.
4.4.2. Ejeksiyon fraksiyonu

Hasta grubundaki ejeksiyon fraksiyonu (EF) degerlerine ait operasyon oncesi ve sonrasi
ortalama ve std. sapma degerleri Tablo 4.19°da, operasyon oncesi ve sonrasi ejeksiyon

fraksiyonu verilerindeki degisimler Tablo 4.20°de gosterilmistir.

Tablo 4.19. Hasta grubundaki ejeksiyon fraksiyonu degerlerinin ortalama ve std. sapma

degerleri

N Ortalama  Std.Sapma P
Preop-EF 46 55.630 9.509 0.056
Saat-1-EF 46 56.283 8.961
Saat-24-EF 46 56.370 9.034

Tablo 4.20. Hasta grubunda ejeksiyon fraksiyonu verilerindeki degisimlerin

karsilastirilmast
P
Preop-EF ; Saat-24-EF 0.041
Preop-EF ; Saat-1-EF 0.062
Saat-24-EF ; Saat-1-EF 0.477
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Hasta grubunda sadece operasyon oncesi ve 24. Saat sonrasindaki ejeksiyon fraksiyonu

degisimleri arasinda anlamli farklilik mevcuttur.
4.4.3. Kreatinin fosfokinaz

Hasta grubundaki kreatinin fosfokinaz (CPK) degerlerine ait operasyon dncesi ve sonrasi
ortalama ve std. sapma degerleri Tablo 4.21°de, operasyon Oncesi ve sonrasi kreatinin

fosfokinaz verilerindeki degisimler Tablo 4.22°de gosterilmistir.

Tablo 4.21. Hasta grubundaki kreatinin fosfokinaz degerlerinin ortalama ve std. sapma

degerleri

N Ortalama Std.Sapma P
Preop-CPK 46 87.976 57.070 0.001
Saat-1-CPK 46 429.130 335.212
Saat-24-CPK 46 451.109 253.716

Tablo 4.22. Hasta grubunda kreatinin fosfokinaz verilerindeki degisimlerin

karsilastirilmast
P
Preop-CPK ; Saat-24-CPK 0.001
Preop-CPK ; Saat-1-CPK 0.001
Saat-24-CPK ; Saat-1-CPK 0.835

Hasta grubunda operasyon Oncesi ve sonrast kreatinin fosfokinaz degerleri
degerlendirildiginde operasyon dncesi ile operasyondan 1 saat ve 24 saat sonraki degerler

arasinda anlamli farkliliklar goriildii.
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4.4.4. Kreatinin kinaz-mb

Hasta grubundaki kreatinin kinaz-MB (CK-MB) degerlerine ait operasyon oncesi ve
sonras1 ortalama ve std. sapma degerleri Tablo 4.23’te, operasyon Oncesi ve sonrast

kreatinin fosfokinaz verilerindeki degisimler Tablo 4.24’°te gosterilmistir.

Tablo 4.23. Hasta grubundaki kreatinin kinaz-MB degerlerinin ortalama ve std. sapma

degerleri

N Ortalama  Std.Sapma P
Preop-CK-MB 46 27.902 17.597 0.001
Saat-1-CK-MB 46 63.394 64.474
Saat-24-CK-MB 46 55.491 52.029

Tablo 4.24. Hasta grubunda kreatinin kinaz-MB verilerindeki degisimlerin

karsilastirilmast

P
Preop-CK-MB ; Saat-24-CK-MB 0.001
Preop-CK-MB; Saat-1-CK-MB 0.001
Saat-24-CK-MB ; Saat-1-CK-MB 0.002

Hasta grubunda operasyon oOncesi ve sonrasindaki kreatinin kinaz-MB degerleri
degerlendirildiginde operasyon dncesi ile operasyondan 1 saat ve 24 saat sonraki degerler

ve operasyondan 1 saat ve 24 saat sonraki degerler arasinda anlamli farkliliklar goriildii.
4.5. Hasta Grubundaki Tanisal Degerlerin Birbiriyle Olan Korelasyonlar
4.5.1. MikroRNA-21

Hasta grubundaki miR-21 ile kardiyak troponin ve CK-MB degerleri arasindaki

korelasyonlara ait bulgular Tablo 4.25°te gosterilmistir.
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Tablo 4.25. Hasta grubunda miR-21 ile kardiyak troponin ve CK-MB degerleri

arasindaki korelasyonlar

Troponin CK-MB
Preop 1. Saat 24. Saat Preop 1. Saat  24. Saat
r 0.344 0.072 0.062 0.252 0.008 20.160
Preop
0.019 0.636 0.681 0.091 0.956 0.288
miR21
N 46 46 46 46 46 46
r  0.146 -0.181 -0.085 0.231 0.047  -0.265
Saat-1- 0.333 0.229 0.572 0.123 0.757 0.075
miR21
N 46 46 46 46 46 46
r 0106 -0.380 -0.082 0.095 0.080 0.032
Saat-24- 0.485 0.009 0.589 0.528 0.598 0.832
miR21
N 46 46 46 46 46 46

r: korelasyon degeri, p: anlamlilik, N: kisi sayisi,

Hasta grubunda operasyon oncesi miR-21 ile operasyon oOncesi kardiyak troponin
degerleri arasinda pozitif yonde zayif bir iliski bulunmaktadir (r=0.344, p=0.019).
Operasyondan 24. saatten sonraki miR-21 degerleri ile 1. Saatte 6lciilen kardiyak
troponin degerleri arasinda negatif yonde zayif bir iligki bulunmaktadir (r=-0.380,
p=0.009). Ancak miR-21 ile CK-MB degerleri arasinda herhangi bir korelasyon

bulunamadi.
4.5.2. MikroRNA-181a

Hasta grubundaki miR-181a ile kardiyak troponin ve CK-MB degerleri arasindaki
korelasyonlara ait bulgular Tablo 4.26’da gosterilmistir.
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Tablo 4.26. Hasta grubunda miR-181a ile kardiyak troponin ve CK-MB degerleri

arasindaki korelasyonlar

Troponin CK-MB
Preop 1. Saat 24. Saat Preop 1. Saat  24. Saat
r 0.191 -0.054 0.062 0.056 0.002 -0.054
Preop

p 0.203 0.720 0.680 0.713 0.991 0.722
miR181a

N 46 46 46 46 46 46

r 0.143 -0.331 0.013 0.306 0.321 0.075
I:ﬁi‘;;l'a p 0342 0.025 0.934 0.039 0.030 0.623

N 46 46 46 46 46 46

r -0.015 -0.361 -0.059 0.011 0.180 -0.061
Saat-24-
miR181a P 0.921 0.014 0.696 0.944 0.232 0.688

N 46 46 46 46 46 46

r: korelasyon degeri, p: anlamlilik, N: kisi sayisi,

Hasta grubunda operasyondan 1 saat sonra olgiilen miR-181a degerleri ile 1 saat ve 24
saat sonra Olgiilen kardiyak troponin degerleri arasinda negatif yonde zay1f bir iliski (r=-
0.331, p=0.025 - r=-0.361, p=0.014) bulunmaktadir. Operasyondan 1 saat sonra 6l¢iilen
miR-181a degerleri ile operasyon oncesi ve 1 saaat sonrasi CK-MB degerleri arasinda

pozitif yonde zayif bir iliski bulundu (r=0.306, p=0.039 — r=0.321, p=0.030).
4.5.3. MikroRNA-199a

Hasta grubundaki miR-199a ile kardiyak troponin ve CK-MB degerleri arasindaki
korelasyonlara ait bulgular Tablo 4.27°de gosterilmistir.
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Tablo 4.27. Hasta grubunda miR-199a ile kardiyak troponin ve CK-MB degerleri

arasindaki korelasyonlar

Troponin CK-MB
Preop 1. Saat 24. Saat Preop 1. Saat  24. Saat
r 0.214 0.073 0.125 -0.051 0.037 -0.133
Preop
P 0.153 0.628 0.409 0.736 0.807 0.377
miR199a
N 46 46 46 46 46 46
r 0.118 0.077 -0.035 -0.026 0.202 -0.037
Saat-1- ] 0.436 0.611 0.819 0.866 0.178 0.806
miR199a
N 46 46 46 46 46 46
r -0.099 -0.469 -0.214 -0.137 -0.050 -0.178
Saat-24- o4 0.001 0.153 0.364 0742 0.236
miR199a
N 46 46 46 46 46 46

r: korelasyon degeri, p: anlamlilik, N: kisi sayisi,

Hasta grubunda operasyondan 24 saat sonraki miR-199a degerleri ile operasyondan 1 saat
sonra Ol¢iilen kardiyak troponin degerleri arasinda negatif yonde orta siddette bir iliski
bulunmaktadir (r=-0.469, p=0.001). miR-199a degerleri ile CK-MB degerleri arasinda

anlaml1 bir iligki bulunmamaktadir.
4.5.4. MikroRNA-199b

Hasta grubundaki miR-199b ile kardiyak troponin ve CK-MB degerleri arasindaki
korelasyonlara ait bulgular Tablo 4.28’de gdsterilmistir.
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Tablo 4.28. Hasta grubunda miR-199b ile kardiyak troponin ve CK-MB degerleri

arasindaki korelasyonlar

Troponin CK-MB
Preop 1. Saat 24. Saat Preop 1. Saat  24. Saat
r 0.135 0.016 0.049 -0.044 -0.059 -0.191
Preop
0.372 0.917 0.747 0.769 0.699 0.203
miR199b
N 46 46 46 46 46 46
r 0.235 0.003 0.085 0.014 0.225 -0.073
Saat-1-
miR199b 0.116 0.987 0.574 0.924 0.132 0.632
N 46 46 46 46 46 46
r 0.044 -0.313 -0.066 -0.033 0.129 -0.026
Saat-24-
miR199b 0.769 0.034 0.664 0.826 0.393 0.864
N 46 46 46 46 46 46

1: korelasyon degeri, p: anlamlilik, N: kisi sayisi,

Hasta grubunda operasyon dncesi ve sonrast miR-199b ile kardiyak troponin ve CK-MB

degerleri arasinda anlamli bir iligki bulunmamaktadir.

4.5.5. MikroRNA-320a

Hasta grubundaki miR-320a ile kardiyak troponin ve CK-MB degerleri arasindaki

korelasyonlara ait bulgular Tablo 4.29’da gdsterilmistir.

66



Tablo 4.29. Hasta grubunda miR-320a ile kardiyak troponin ve CK-MB degerleri

arasindaki korelasyonlar

Troponin CK-MB
Preop 1. Saat 24. Saat Preop 1. Saat  24. Saat
r 0.318 0.001 0.033 0.189 0.006 -0.155
Preop

p 0.031 0.992 0.826 0.209 0.970 0.304
miR320a

N 46 46 46 46 46 46

r 0.195 -0.244 -0.109 0.198 0.210 -0.084
1:33;21021 p 0.194 0.102 0.472 0.188 0.162 0.577

N 46 46 46 46 46 46

r 0.034 -0.215 0.016 -0.036 0.226 -0.029
Saat-24-
miR320a P 0.823 0.152 0.913 0.814 0.131 0.846

N 46 46 46 46 46 46

r: korelasyon degeri, p: anlamlilik, N: kisi sayisi,

Hasta grubunda operasyon Oncesi miR-320a ile operasyon oncesi kardiyak troponin
degerleri arasinda pozitif yonde zayif bir iliski bulunmaktadir (r=0.318, p=0.031). Ancak

miR-320a degerleri ile CK-MB degerleri arasinda anlamli bir iligki bulunmamaktadir.
4.6. miRNA’larin Duyarhlik ve Ozgiinliik Analizi (ROC)

MiRNA’larin belirte¢ olarak degerlendirildigi ¢aligmalarda ROC (Recover Operation

Curve) analizinden yararlanilmaktadir.
4.6.1. MikroRNA-21

Operasyon oncesi miR-21 degerlerinin ROC analizi yapildiginda ROC egrisi altindaki
alan (AUC) %95 dogruluk araliginda (0.680-0.857) 0.777 bulundu. Operasyon Oncesi
miR-21 degerlerinin duyarlilifi %65 ve 6zgiilliigii %87.50 bulundu. miR-21’e ait ROC
degerleri Sekil 4.4’te gosterilmistir.
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Sekil 4.3. miR-21’e ait ROC degerleri

4.6.2. MikroRNA-181a

Operasyon oncesi miR-181a degerlerinin ROC analizi yapildiginda ROC egrisi altindaki

alan (AUC) %95 dogruluk araliginda (0.687-0.862) 0.784 bulundu. Operasyon Oncesi

miR-181a degerlerinin duyarlilig1 %63.04 ve ozgilligii %85.42 bulundu. miR-181a’ya

ait ROC degerleri Sekil 4.5°te gosterilmistir.
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Sekil 4.4. miR-181a’ya ait ROC degerleri

4.6.3. MikroRNA-199a

Operasyon oncesi miR-199a degerlerinin ROC analizi yapildiginda ROC egrisi altindaki

alan (AUC) %95 dogruluk araliginda (0.716-0.883) 0.810 bulundu. Operasyon Oncesi
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miR-199a degerlerinin duyarliligi %86.96 ve 6zgiilliigi %68.75 bulundu. miR-199a’ya

ait ROC degerleri Sekil 4.6’da gosterilmistir.
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4.6.4. MikroRNA-199b

Operasyon oncesi miR-181a degerlerinin ROC analizi yapildiginda ROC egrisi altindaki
alan (AUC) %95 dogruluk araliginda (0.714-0.882) 0.808 bulundu. Operasyon Oncesi
miR-199b degerlerinin duyarlilig1 %82.61 ve 6zgiilliigli %72.92 bulundu. miR-199b’ye
ait ROC degerleri Sekil 4.7°de gosterilmistir.
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4.6.5. MikroRNA-320a

Operasyon oncesi miR-320a degerlerinin ROC analizi yapildiginda ROC egrisi altindaki
alan (AUC) %95 dogruluk araliginda (0.688-0.863) 0.784 bulundu. Operasyon Oncesi
miR-320a degerlerinin duyarliligi %73.91 ve ozgilliigii %81.25 bulundu. miR-320a’ya

ait ROC degerleri Sekil 4.8’de gosterilmistir.
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5. TARTISMA VE SONUCLAR

Koroner kalp hastaligi (KKH), kardiyovaskiiler hastaliklar arasinda en sik goriilen olup
gelismis iilkelerde baslica 6liim nedenidir. Bu hastaliga bagli oliimler, bat1 iilkelerinde
son yillarda yavas yavas azalmakla birlikte, hala 35 yas tistiindeki tiim 6liimlerin yaklagik

1/3’ {in nedeni olmaya devam etmektedir (189).

Koroner arter hastaligi, genellikle ateroskleroz sonucu koroner arterlerin daralmasi veya
ttkanmas1 nedeniyle olugsmaktadir. Koroner damarlardaki akisin laminer olmayip
titresimli olmasi, burada endotelyal basinca neden olmaktadir. Damar duvarindaki
basincin degismesine bagli olarak gecirgenlik degismekte ve damar duvari tabakalari
arasinda lipid tabakasi olugmaktadir. Koroner damarlarin morfolojisi ile iligkili olan bu
durum koroner arter hastalifinin gelismesinde temel bir risk faktorii olarak kabul
edilmektedir (190). Damar duvarini kapsayan tabakalar arasinda lipid tabakasinin
olusmasina ve koétiillesmesine neden olan bagka durumlar da s6z konusudur. Bunlar genel
olarak koroner arter hastaligi risk faktorleri olan sigara, egzersiz yetersizligi, obezite,
kolesterolden zengin diyet ve yiiksek kan basincidir. Dolayisiyla koroner arter hastaligi,
risk faktorleri azaltilarak yonetilebilecek ve kontrol altina alinabilecek bir hastaliktir
(191). Ancak damar duvarinda lipidlerin birikmesi, okside olmasi ve burada inflamatuar
yanitlarin gelismesine bagli olarak plaklarin olustugu ve prognozun kotii seyrettigi
durumlar da s6z konusu olmaktadir (192, 193). Bu durumda koroner kan akisi bozulmakta
ve kalbe istenilen diizeyde oksijen saglanamamaktadir. Ila¢ tedavisi veya risk
faktorlerinin azaltilmasi gibi gerekli onlemler alinmadiginda hasta akut miyokard
infarktiisii (AMI, kalp krizi) gecirebilmektedir. Bu kriz sonucunda miyokardiyal hasar
meydana gelmektedir. Tiim bu siireglerde miyokardiyal hasar dncesi ve sonrasinda kalp,
molekiiler ve hiicresel diizeyde fibrozis gibi bir takim yanitlar gelistirmekte ve yeniden
kendini kosullara adapte (remodelling) etmektedir (194). Akut miyokard infarktiisii
sirasinda kalp dokusundan ¢esitli proteinler, enzimler, metabolitler ve RNA’lar dolasima
salinmaktadir. Su ana kadar elde edilen veriler kalp dokusundan salinan kardiyak troponin
ve CK-MB gibi enzimleri miyokard infaktiisti tanisinda kullanmamiza olanak saglamistir.
Bu proteinler yaklagik 24 saat ile 48 saat arasinda kan dolagiminda kalmakta ve miyokard
infarktiisiniin erken ve gec fazlarmi degerlendirmede yeterli olmamaktadir (195).

Bundan dolay1 miyokard infarktiisiine baglh 6liimler dnlenememektedir.
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Gen diizenleyici etkilere sahip olan miRNA’lar normal kosullarda, hiicrelerdeki
fizyolojik etkilere katkida bulunurken ani ya da siirekli degisen kosullarda suprafizyolojik
diizeylere ulagmakta ve etkileri fenotipe yansimaktadir (88). Kanser basta olmak iizere
alzheimer, parkinson ve kalp yetmezligi gibi bircok hastalikta miRNA’larin etkileri
incelenmistir (196). Ornegin, kanser gibi siirekli farklilasan dokularda miR-21 diizeyleri,
normal dokulara gore yiiksek bulunmustur (197). Akut miyokard infarktiisii geciren
hastalarda miR-1 ve miR-133a serum diizeyleri kontrol grubuna gére 6nemli Olciide
yiiksek bulunmusgtur (198, 199). MikroRNA’larin kalp ile ilgili ¢alismalar1 daha ¢ok
kardiyak remodelling siirecleri tizerindeki etkilerine odaklanmistir. Yapilan ¢aligmalarda
miRNA’larin kardiyak hasar1 6n gormede, rejenerasyonda, ritmin diizenlenmesinde, kalp
bliylimesinde ve miyokard infarktiisiin erken ve ge¢ fazlarinin degerlendirilmesinde (kalp
krizinin erken teshisinde) dnemli potansiyellere sahip oldugu bildirilmistir (200-202). Bu
kapsamda miRNA’larin kardiyak belirte¢ olarak degerlendirilebilecegi 6n goriilmektedir.
Yapilan ¢alismalar ile kalp ile iliskili birgok durumda etkisi oldugu gosterilen basta miR-
1, miR-133 ve miR-208 olmak {izere ¢esitli miRNA’lar belirlenmis ve “kardiyospesifik
miRNA”lar olarak adlandirilmiglardir. Bu miRNA’larin hiicresel ve molekiiler diizeydeki

etkileri kismende olsa da anlasilmistir (6).

Biz calismamizda kardiyospesifik miRNA’lardan ziyade, daha once yapilan in vivo ve
in vitro caligmalarda iskemi/reperfiizyonuyla iligkisi oldugu gosterilen miR-21-5p, miR-
199a-5p, miR-199b-5p, miR-181a-5p ve miR-320a-5p miRNA’lar1 sectik (122, 123).
Boylelikle hem iskemik kosullarda degisen miRNA diizeylerini degerlendirdik, hem de
bu miRNA’larin koroner arter hastalarinda iskemik kosullarda belirte¢ olarak

degerlendirilebilecegine dair veriler elde ettik.

MikroRNA-21, kanser hiicrelerinde proliferatif ve antiapoptik etkisi nedeniyle onkojenik
kabul edilen ve son 10 yilda kardiyovaskiiler hastaliklarda da ¢alisilmis miRNA’lardan
birisidir (146, 203). Kardiyovaskiiler hastaliklarda en 6nemli etkisi hipertrofi ve fibrozis
iizerine olan etkileridir. Kiiltiire edilen kardiyomiyositlerde miR-21 inhibisyonunun
kardiyomiyosit hipertrofisinde negatif etkiye sahip oldugu goriilmustiir (148). Antagomir
yaklasimi1 ile miR-21 inhibisyonunun kardiyak hipertrofiyi ve fibrozisi azaltigi
bulunmustur (149). MikroRNA-21’in hipertrofi ve fibrozise olan katkilar1 myokardiyal
iskemi ve kalp yetmezligi gibi kardiyak remodelling siire¢lerinin dahil oldugu durumlarda
belirgin olmaktadir. Yin ve ark. tarafindan I/R’nin indiikledigi kalp hasarina kars1t miR-

21’in koruyucu etkileri in vivo olarak gosterilmistir (204). Baglangigta kardiyak hasari
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onlemede faydali olan bu etki hasara neden olan etkiler devam ettiginde veya
yinelediginde zararli hale gelmektedir. Ren ve ark.’nin yapmis oldugu bir ¢alismada
unstabil anjinal1 hastalar ile kontrol grubunda miRNA diizeyleri karsilastirilmis ve miR-
21 diizeylerinin 6nemli Olciide yiiksek oldugu bulunmustur (205). Han ve ark., apo E
proteinin nakavt edildigi ateroskleroz modeli farelerde (Apo E-/-) miR-21 diizeylerini
yiiksek bulmuslardir. Ayni ¢calismada 32 koroner arter hastasi ve 20 kontrol bireyin miR-
21 diizeyleri de 6l¢iilmiis ve koroner arter hastalarinda kontrol grubuna gore yiiksek
bulunmustur (206). Kalp yetmezligi olan hasta ve kontrol grubunun karsilastirlidigt bir
calismada hem periferal venden, hem de koroner siniisden toplanan serum orneklerinde
miR-21 ile beyin natriliretik peptid diizeyleri Ol¢lilmiis ve her iki yerde de miR-21
diizeyleri kontrol grubuna gore yiiksek bulunmustur. Ayrica miR-21 diizeylerinin,
ejeksiyon fraksiyonu ve beyin natriiiretik peptid diizeyleri ile de korele oldugu
goriilmiistiir (207). Zhang ve ark. akut miyokard infarktus gegiren hasta grubunda yapmis
oldugu bir ¢aligmada miR-21 ile kardiyak troponin (r=0.962, p<0.001), CK (r=0.958,
p<0.001) ve CK-MB (r=0.938, p<0.001) gibi kardiyak belirtecler arasinda giiclii
korelasyonlar bulmuslardir (208).

Yaptigimiz ¢alismada hasta grubunda operasyon oncesi miR-21-5p ile operasyon dncesi
kardiyak troponin degerleri arasinda pozitif yonde zayif bir iliski bulundu (r=0.344,
p=0.019). Operasyon sonrasi 24. saat miR-21-5p degerleri ile 1. saatte dl¢iilen kardiyak
troponin degerleri arasinda negatif yonde zayif bir iliski bulundu (r=-0.380, p=0.009).
Ancak miR-21-5p ile CK-MB degerleri arasinda herhangi bir korelasyon bulunmadi.
Bilindigi iizere kardiyak belirtegler akut myokard infarktiisii sirasinda yilikselmektedir.
Bizim hasta grubumuz akut olmay1p myokart infarktiisti 0ykiisii olanlar arasindan se¢ildi.
MikroRNA-21-5p diizeyleri ile kardiyak belirtecler arasinda giiglii korelasyon
bulunamamasinin nedenin bu oldugunu diisiinmekteyiz. Diger taraftan calismamizda
miR-21-5p diizeyleri koroner arter hastalarinda kontrol grubuna gore diisiik bulundu
(p<0.001). Ayrica koroner arter hastalarinda operasyon oncesi ve sonrast miR-21-5p
diizeyleri kendi arasinda karsilastirildiginda da anlamli bir fark bulunmadi (p>0.05). Bu
sonuglar, daha Once caligmalarda koroner arter hastalarinda ve kalp yetmezligi olan
hastalarda miR-21-5p diizeylerinin kontrol grubuna gore yiiksek oldugu yoniindeki
sonuglarla uyumsuzdur. Bunun nedeninin miR-21-5p diizeylerinin kardiyak belirteclerle

korele olarak degismesine bagli oldugunu diisiinmekteyiz.
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Operasyon 6ncesi miR-21-5p degerlerinin ROC analizi yapildiginda ROC egrisi altindaki
alan (AUC) %95 dogruluk araliginda (0.680-0.857) 0.777, duyarlilik %65 ve 6zgiilliikk
%87.50 bulundu. Caligmamizdaki hasta grubundaki miR-21’in tanisal degerliligi orta
olarak degerlendirilebilir. Zhang ve ark. akut myokard infarktus geciren hasta grubunda
miR-21’in ROC egrisi altindaki alanm1 (AUC) %95 dogruluk araliginda (0.823-0.961)
0.892 bulmusglardir (208). Unstabil anjinali hastalar ile kontrol grubunun karsilastirildig:
bir ¢aligmada miR-21 diizeyleri kontrol grubuna gore yiiksek bulunmus (p<0.001) olup
ROC egrisi altindaki alanin (AUC) %95 dogruluk araliginda (0.666-0.822) 0.744 oldugu
goriilmiistiir (209).

MikroRNA-199a-5p dinamin genlerinin intronlarinda lokalize, kanser, beyin, karaciger
ve kardiyovaskiiler sistemde ozellikle kardiyomiyositlerde ve endotel hiicrelerinde
eksprese edilmektedir. Kanser basta olmak iizere kardiyovaskiiler hastaliklarla olan
iligkisi iizerine ¢esitli caligmalar yapilmistir. Kanser ¢alismalarinda miR-199a-5p ile hif-
la arasinda zit bir iligki bulunmugstur. Ding ve ark. yaptig1 ¢alismada miR-199a-5p’nin
Hifl-a’y1 hedeflemesi ile hipoksinin indiikledigi kii¢iik hiicreli olmayan akciger kanserini
baskiladig1 gosterilmistir (210). Yang ve ark. melanoma hastalarindan alinan 6rneklerde
miR-199a-5p’nin diisiik eskprese edildigini bulmuslardir. Ayni ¢calismada kanser hiicre
hatlarinda miR-199a-5p  ekspresyonu indiiklenerek hiicre proliferasyonunun

baskilandigin1 gosterilmistir (211).

Hiposik kosullar ile miR-199a-5p’nin iligkisinin kuruldugu bir bagka ¢aligmada Rane ve
ark., hipoksiye maruz kalan kardiyomiyositlerde miR-199a-5p’nin dakikalar icerisinde
analiz edilemez diizeyde azaldigini gostermislerdir. MikroRNA-199a-5p’nin Hifla ve
sirtuinl (Sirtl) genlerini dolayli olarak hedefledigi ve inhibe ettigi, bununla beraber
hipoksik kosullar altindaki miyositlerde miR-199a-5p diizeylerinin azalmasi i¢in bu
genlerin ekspresyonunun artmasinin gerekli oldugunu da gostermislerdir. Ayrica Hif-
la’nin negatif diizenleyicisi olan prolil hidroksilaz-2’nin Sirt] tarafindan proteozomal
yikima ugradigi ve bu sayede Hif-lo’nin stabilize halde kaldigi bulunmustur (180).
Hipoksik hasardaki roliine ek olarak kardiyak miyositlere miR-199a’nin transfeksiyonu
hipertrofi ile sonu¢lanmaktadir (181). Jansen ve ark. yapmis oldugu prospektif
caligmada, dolasimda bulunan mikrovezikiillerdeki miR-199a diizeylerinin yiiksekliginin
stabil koroner arter hastalarindaki kardiyovaskiiler olay riskinin azalmasi ile iliskili

oldugu bulunmustur (212). Yapilan c¢aligmalar géz Oniinii alindiginda kanser ve
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kardiyomiyositlerde Hif-1a ile miR-199a-5p arasinda iliskinin oldugu ve miR-199a-
5p’nin kardiyak hipertrofide rol oynadig goriilmektedir. Yaptigimiz ¢aligmada daha dnce
yapilan ¢aligmalar ile uyumlu olarak, miR-199a-5p diizeyleri koroner arter hastalarinda
kontrol grubuna gore diisiikk bulundu (p<0.001). Hasta grubunda operasyon oncesi ve
sonrasindaki miR-199a-5p degisimleri degerlendirildiginde sadece 1. ve 24. saatler
arasinda anlamli farkliliklar bulundu (p<0.044). Operasyondan 1 saat sonra diizeyleri
artan miR-199a’nin ortamdaki Hif-1a’y1 pargalayarak doygunluga ulastigi, daha sonra

diizeylerinin azaldigini diistinmekteyiz.

Hasta grubunda operasyondan 24 saat sonraki miR-199a-5p degerleri ile operasyondan 1
saat sonra Olciilen kardiyak troponin degerleri arasinda negatif yonde orta siddette bir
iliski bulundu (r=-0.469, p=0.001). MikroRNA-199a-5p degerleri ile CK-MB degerleri
arasinda anlamli bir iliski bulunamadi. Yaptigimiz ¢alisma miR-199a-5p ile kardiyak
belirteglerin birlikte degerlendirildigi ilk ¢aligma olmaktadir. Operasyon Oncesi miR-
199a-5p degerlerinin ROC analizi yapildiginda ROC egrisi altindaki alan (AUC) %95
dogruluk araliginda (0.716-0.883) 0.810 bulundu. Operasyon oOncesi miR-199a-5p
degerlerinin duyarliligt %86.96 ve ozgiilligii %68.75 bulundu. Elde edilen verileri
degerlendirdigimizde miR-199a-5p diizeyleri koroner arter hastalari i¢in 6nemli bir
belirte¢ olabilir. Farkli koroner arter hastaligina sahip hastalarda miR-199a-5p diizeyleri
degerlendirilerek hastaligin siddeti ile iliskiler kurulabilir.

Kardiyak hipertrofide rol oynayan miRNA’lardan birisi de miR-199b-5p’dir.
MikroRNA-199b-5p’nin  hiicresel diizeydeki etkileri miR-199a-5p’den farklidir.
MikroRNA-199b, kalsindrin geni ve aktive edilmis T hiicrelerinin niikleer faktorii
(NFAT) ile birlikte kalp gibi ¢esitli organlarin gelisiminde 6nemli roller iistlenmektedir
(183, 184). MikroRNA-199b'nin, ¢ift-6zgiilliikte tirozin fosforilasyonu diizenleyici kinaz
1A (DYRKI1A)’y1 hedefleyerek kalsinérin/NFAT sinyal yolagint aktive ettigi
gosterilmistir (183). DYRKI1A, normalde NFAT'!n negatif bir diizenleyicisidir (213).
Dolayisiyla miR-199b-5p kardiyak gelisim ve hipertrofinin gelismesinde rol
oynamaktadir. Farelerde yapilan bir ¢aligmada miyokard infarktlis sonrast miR-199b
diizeylerinin asir1 eksprese edildigi ve infarkt bolgesinin sinirlarinda fibrozis gelistigi
gozlenmistir. MikroRNA-199b’nin farmakolojik olarak inhibe edilmesiyle de kalp
fonksiyonunun iyilestigi gosterilmistir (186). MikroRNA-199b’nin kalp ile iligkisinin
degerlendirildigi c¢alismalar sinirli olup yapilan c¢aligmalar incelendiginde kardiyak

hipertrofiye katki sagladig1 goriilmiistiir. Kalple ilgili yapilan ¢aligmalalarin diginda sinir
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sisteminin inflamatuar yanitinda miR-199b-5p’nin niikleer faktdr kappa-f (NF-xB)
sinyal yolagin1 diizenledigi ve norodejeneratif hastalig1 baskiladig rapor edilmistir (214).
Yapilan bir bagka calismada lipopolisakkarit ile muamele edilen monositlerde miR-199b-
5p diizeylerinde 6nemli azalmanin goriildiigii NF-xB yolaginin aktivasyonu ile GSK3f3
ekspresyonunun arttidi tespit edilmistir. Calismada miR-199b-5p’nin  GSK3f’y1
hedefledigi ve NF-kB aktivasyonunu inhibe ettigi bundan dolayr miR-199b-5p’nin
antiinflamatuar etkisinin oldugu ifade edilmistir (215). Yaptigimiz ¢alismada miR-199b-
5p diizeyleri koroner arter hastalarinda kontrol grubuna gore diisiik bulundu (p<0.001).
MikroRNA-199b-5p’nin  diistik  olmasi, NF-xB inhibisyonunu engelleyerek
inflamasyonun artmasina neden olarak koroner arter hastaliginin patogenezine katiliyor
olabilir. Diger taraftan koroner arter hastalarinda operasyon dncesi ve sonrast miR-199b-
5p diizeyleri karsilagtirildiginda anlamli bir fark bulunmadi (p>0.05). Calismamizda miR-
199b-5p ile kardiyak troponin ve CK-MB degerleri arasindaki korelasyonlar
incelendiginde hasta grubunda operasyon oncesi ve sonrast miR-199b-5p ile kardiyak
troponin ve CK-MB degerleri arasinda anlamli bir iliski bulunmadi. Operasyon 6ncesi
miR-199b-5p degerlerinin ROC analizi yapildiginda ROC egrisi altindaki alan (AUC)
%95 dogruluk araliginda (0.714-0.882) 0.808 bulundu. Operasyon 6ncesi miR-199b-5p
degerlerinin duyarliligi %82.61 ve ozgilligl %72.92 bulundu. Bu verilere gore miR-
199b-5p diizeyleri koroner arter hastalari i¢in 6nemli bir belirte¢ olabilir. Literatiir
taramast  yaptigimizda miR-199b-5p diizeylerinin koroner arter hastalarinda
incelenmedigi goriildii. Bundan dolay1 calismamiz koroner arter hastalarinda bypass greft
oncesi ve sonrasinda miR-199b-5p diizeylerinin ve kardiyak belirtecler ile
korelasyonunun incelendigi ilk g¢alismadir. Koroner arter hastalarinda miR-199b-5p
diizeylerinin degerlendirilmesi ve buldugumuz sonucun desteklenmesi igin yeni

caligmalara ihtiya¢ vardir.

miR-320a kanser ve kalp hastaliklarinda ¢alisilan miRNA’lardan birisidir. Kalp
hastaliklarinda diizeylerinin degistigi gosterilmis, ancak sinirli sayida hasta gruplarinda
calistlmistir. Akut miyokard infarktiisiinde ve akut koroner sendromlu hastalarda kontrol
grubuna gore yiiksek oldugu bulunmustur (165, 216). Yapilan bir baska ¢aligmada
koroner arter hastalarinda ve riskli hastalarda miRNA profilleme yapilmis ve miR-
320a’nin kontrol grubuna gore yiiksek oldugu ve yine ayni ¢alisgmada miR320a’nin
aterojenezi tegvik ettigi, serum yanit faktor genini hedefledigi ve apoptozu indiikledigi

bulunmustur (168). Yapilan bir bagka calismada miR-320a’nin downregiilasyonunun
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kardiyomiyosit apoptozunu baskiladigi ve insiilin benzeri biiyiime faktorii 1’1 (IGF-1)
hedefleyerek miyokardiyal iskemi ve reperflizyon hasarina kars1 korudugu gosterilmistir
(217). Yapilan bir baska calismada insan umbilikal ven endotelyal hiicreleri osilator
gerim stresine maruz birakilmis ve gelisen inflamasyon sonucunda miR-320a’nin da
dahil oldugu 10 miRNA’nin ekspresyon diizeylerinin degistigi ve miR-320a’nin
downregiile oldugu bulunmustur (218). Cheng ve ark. yaptigi bir ¢aligmada
proinflamatuar sitokinlerin asir1 ifade edildigi myastenia gravis hastalarinda miR-
320a’nin downregiile oldugu ve miR-320a’nin downregiilasyonunun siklooksijenaz-2
(COX-2) ekspresyonunu arttirarak proinflamatuar sitokinlerin asir1 ekspresyonunu
indiikledigini bulmuslardir (219). Yapmis oldugumuz c¢aligmada miR-320a diizeyleri
koroner arter hastalarinda kontrol grubuna gore diisiik bulundu (p<0.004). Koroner arter
hastalarinda miR-320a diizeylerinin diisiik ¢ikmasi proinflamatuar sitokinlerin yiiksek
olmasindan ve iskemik siirecin devam etmesinden dolay1 olabilir. Koroner bypass greft
tedavisi Oncesi ve sonrasindaki miR-320a degisimleri arasinda anlamli farklilik
bulunmadi (p>0.05). Bu sonuca gore iskemi/reperflizyon hasarina karst koruyucu etkinin
devam ettigini diistinmekteyiz. Diger taraftan ¢alisimamizin hasta grubunda operasyon
oncesi miR-320a diizeyleri ile operasyon Oncesi kardiyak troponin degerleri arasinda
pozitif yonde zayif bir iliski bulundu (r=0.318, p=0.031). MikroRNA-320a degerleri ile
CK-MB degerleri arasinda anlamli bir iligki bulunmadi. Kardiyojenik soklu hastalarda
miR-320a’nin da degerlendirildigi bir ¢aligmada kardiyak troponin T ile ilgili herhangi
bir korelasyon bulunamazken, laktat diizeyleri arasinda zayif bir korelasyon bulunmustur
(216). Operasyon oncesi miR-320a degerlerinin ROC analizi yapildiginda egri altinda
kalan alan (AUC) %95 dogruluk araliginda (0.688-0.863) 0.784, duyarlilik %73.91 ve
ozgiillik %81.25 bulundu. Bu sonu¢ miR-320a i¢in koroner arter hastalarinda yapilan ilk
ROC analizidir ve elde ettigimiz verilere gore koroner arter hastalarinda diagnostik

degere sahip olabilecegini dngormekteyiz.

MikroRNA-181a, memeli beyninde yiiksek diizeyde ifade edilen miR-181 ailesinin
iyesidir (220). MikroRNA-181 ailesi immiin modiilasyon ve inflamasyon gibi ¢esitli
biyolojik olaylarda 6nemli rollere sahiptir (172). Moon ve ark. yapmis oldugu bir
calisgmada miR-181a inhibisyonunun 6nbeyinde iskeminin indiikledigi ndronal kaybi
azalttig1, antiapoptik protein olan bcl-2 diizeylerini arttirdigi bulunmustur (221). Yapilan
bir bagka calismada miR-181a-5p’nin aterosiklerotik damarlarda normal damarlara goére

upregiile oldugu bulunmustur (173). Norojenik hipertansiyon modeli Schlager BHP/2J

71



farelerinde, miR-181a diizeylerinin diisiik, renin mRNA diizeylerinin yiiksek oldugu
goriilmiistiir (222). Zhu ve ark. yaptig1 bir calismada akut miyokard infarktiisii geciren,
unstabil anginali ve kontrol grubunda dolasimdaki miR-181a diizeyleri degerlendirilmis
ve miR-181a diizeyleri miyokard infarktiis geciren grupta diger gruplara gore yiiksek
bulunmustur. Bu calismada AMI gegiren grupta miR-181a diizeylerinin kardiyak
troponin I (r=0.514, p<0.05) ve kreatinin kinaz MB (r=0.432, p<0.05) degerleri ile pozitif,
sol ventrikiil ejeksiyon fraksiyonu ile negatif korelasyon gosterdigini bulmuglardir.
Calismada miR-181a diizeylerinin ROC analizi yapilmis ve ROC egrisi altindaki alan
(AUC) %95 dogruluk araliginda (0.756-0.912) 0.834 bulunarak akut myokard
infarktiisiiniin teshisinde biyobelirte¢ olarak degerlendirilebilecegi One siirtilmistiir
(123). Bizim g¢alismamizda miR-181a diizeyleri kontrol grubuna gore diisikk bulundu
(p<0.001). Bypass greft ile saglanan reperfiizyon sonucunda miR-181a diizeyleri
arasinda operasyon oncesine gore bir degisiklik goriilmedi (p>0.05) Yani miR-181a-5p
oksijenlenme durumlarma gore farkli bir adaptasyon gostermedi. Koroner arter
hastalarinda operasyondan sonra dlgiilen miR-181a-5p degerleri ile kardiyak troponin
degerleri arasinda negatif yonde zayif bir iliski (r=-0.331, p=0.025 - r=-0.361, p=0.014)
bulundu. Operasyondan sonra dl¢iilen miR-181a-5p degerleri ile operasyon Oncesi ve
sonrast CK-MB degerleri arasinda pozitif yonde zayif bir iliski bulundu (r=0.306,
p=0.039—r=0.321, p=0.030). Operasyon oncesi miR-181a-5p degerlerinin ROC analizi
yapildiginda ROC egrisi altindaki alan (AUC) %95 dogruluk araliginda (0.687-0.862)
0.784 bulundu. Operasyon dncesi miR-181a degerlerinin duyarliligi %63.04 ve 6zgiilliigi
%85.42 bulundu. Bu sonuglarla koroner arter hastalarinda miR-181a-5p’nin diagnostik
degerleri anlamlilik ifade etmektedir. Dolayisiyla yeni calismalar ile desteklenirse
koroner arter hastalarinda belirte¢ olarak degerlendirilebilir. Yapilan ¢aligsmalarla miR-
181a’nin oksidatif stres ve inflamatuar siireclerde rol oynadigi goriilmiistiir (223).
MikroRNA-181a-5p ekspresyonu diisiik oldugunda antiinflamatuar sitokinler olan TGF-
B ve IL-10 diizeylerinin diisiik oldugu proinflamatuar sitokinler olan IL-6 ve TNF-a
diizeylerinin ise yiiksek oldugu tespit edilmistir (224). Calismamizda miR-181a-5p’nin
diisiik bulunmasinin olas1 sebebi koroner arter hastaliginin patogenezinde rol oynayan bu
proinflamatuar ve antinflamatuar sitokinler diizeylerinin degismis olmasi olabilir.
Koroner arter hastaliginda proinflamatuar sitokinlerin eslik etmesinden dolay1 miR-181a-

5p diizeylerinin kontrol grubuna gére diisiik ¢iktig1 diistinmekteyiz. MikroRNA-181a’nin
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kardiyovaskiiler hastaliklardaki rolii yeterince aydinlatilmamis olup yeni calismalara

ihtiyag vardir.
Sonug olarak:

» miR-21-5p, miR-320a, miR-199a-5p, miR-199b-5p ve miR-181a-5p diizeyleri
koroner arter hastalarinda kontrol grubuna gore anlamli bir sekilde diisiik

bulundu.

» miR-21-5p diizeylerinin kardiyak belirteclerle korele olarak degisebilecegi

sonucuna varildi.

» miR-320a, miR-199b-5p ve miR-181a-5p diizeylerinin koroner arter hastaliginin
patojenezine katilan inflamasyon ile iliskili yolaklarin aktive olmasinda rolii

olabilecegi sonucuna varildi.

» miR-199b-5p koroner arter hastalarinda ilk kez degerlendirilmis olup, diizeyi

kontrol grubuna gore diisiik bulundu.

» Operasyon oncesindeki ve sonrasindaki miR-21-5p, miR-320a, miR181a-5p ve
miR199b-5p diizeyleri arasinda anlamli fark bulunmadi. Bu miRNA’larin

reperfiizyona bagl olarak diizeylerinin degismedigi sonucuna varildu.

» miR-199a-5p’nin  24. saatte 1. saate gore anlamli olarak azaldigi bulundu
(p<0.044). Operasyondan 1 saat sonra diizeyleri artan miR-199a-5p’nin ortamdaki
Hif-1a’y1 pargalayarak doygunluga ulastigi daha sonra diizeylerinin azaldigini

diistinmekteyiz.

» (Calismamizdaki miR-199a-5p diizeyleri hasta grubunda kontrol grubuna gore
diistik bulundu. MikroRNA-199a-5p’nin iskemi/reperfiizyon ile giicli iliskileri

oldugunu sonucuna varildi.

» Yapilan ROC analizlerinde, miR-199a-5p’nin koroner arter hastalarindaki tanisal
degeri 0.810 bulundu. Elde edilen sonuca gore miR-199a-5p’nin koroner arter
hastaliginin  siddetinin belirlenmesinde belirte¢ olarak degerlendirilebilicegi

sonucuna varildi.

» Koroner arter hastalarinda kardiyak belirtegler ile miRNA’lar arasindaki
korelasyonun zayif oldugu goriildii. Calismamizdaki miRNA’lar ile kardiyak

belirtegler arasinda iliski olmadiginin sonucuna varildi.
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