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OZET

KORONER ARTER HASTALIGI NEDENiYLE KORONER
BYPASS AMELIYATI OLAN HASTALARIN PERIKARDIYAL
SIVISINDAKI MiIKRORNA’LARIN ve ST2°NIN (GROWTH
STIMULATION EXPRESSED GENE 2) ARASTIRILMASI

Resat DIKME
Doktora Tezi, Tibbi Biyoloji Anabilim Dah
Tez Danismant: Prof. Dr. Sibel OGUZKAN BALCI, Doc. Dr. Feridun AKKAFA
08.06.2018, 115 Sayfa

Koroner arter hastalifiyla (KAH) iliskili bir ¢ok biyobelirte¢ perikard sivisina (PS) ve
plazmaya gecmektedir. KAH’1n etiyopatogenez degerlendirilmesinde diagnostik olarak
miRNA’lar, prognostik olarak soluble ST2 (sST2) kullanilabilmektedir. sST2
kardiyovaskiiler hastali1 olan bireylerde kotiilesen prognozun bir biyobelirteci olarak
kabul edilmektedir. Bir¢ok hastalikta 6nemli rollere sahip olan miRNA’lar ise KAH ile
iligkili endotel disfonksiyonu, ateroskleroz, inflamasyon, apopitoz ve anjiyogenezde
etkindir. PS kalp fonksiyonunu yansitabilme potansiyeline sahip olup bazi maddelerin
PS  konsantrasyonlar1  bircok  patofizyolojik  mekanizmalarin  anlagilmasini
saglamaktadir.

Caligmamiza koroner arter bypass ameliyat1 olan 40 goniillii hasta dahil edilerek PS ve
kan plazmasinda ELISA yontemi ile ST2 seviyesi, gqRT-PCR ydntemi ile ST2 ve ST2’yi
hedefleyen bir grup miRNA’nin (miR-125b-5p, miR-320b, miR-34a-5p, miR-16-5p,
miR-320a ve miR-15a-5p) gen ifade diizeyleri ¢alisildi.

Arastirmada ELISA ile ortalama sST2 degeri PS’de 223.992 ng/ml, Plazmada ise
390.357 ng/ml olup bu durum istatistiksel olarak anlamli bulunmustur (p=0.0020).
PS’de ST2 gen ifade diizeyi Plazmaya gore 2.27 kat daha diisiik ¢ikmis olup bu durum
istatistiksel agidan anlamli (p=0.000265) bulunmustur. ST2’yi hedefleyen miRNA’larin
gen ifadesinde PS’de 7.35 kat daha diisiik ifade edilen miR16-5p ile 4.07 kat daha diisiik
ifade edilen miR320b istatistiksel acidan anlamli bulunmustur (sirasiyla p=0.000014 ve
p=0.00814). Plazmada ise miR34a-5p ile ST2 arasinda negatif korelasyon bulunmustur
(r=-0.399, p=0.039).

ST2’nin protein diizeyi ve gen ifadesi ile miR 16-5p ve miR 320b’nin gen ifade
diizeyinin PS’ye gore plazmada daha yiiksek ¢ikmasinin sebebi ekstramiyokardiyal
kaynaklar olabilir. Kardiyovaskiiler hastaliklar agisindan olumsuz etkiye sahip olan miR
16-5p ve miR 320b’nin ST2 ile beraber yiiksek seviyelerde bulunmasi ve plazmada
daha fazla ifade edilmesi bunlarin biyobelirte¢ olarak kullanilma potansiyelini
kuvvetlendirmektedir. Daha oOnce baska caligmalarda sadece PS’ye 0Ozgii olarak
tanimlanan miR320b’nin ayrica plazmada da tespit edilmesi bu miRNA’nin sadece
PS’ye 6zgili olmadigini gostermektedir.

Anahtar Kelimeler: Koroner arter hastaligi, Perikardiyal sivi, mikroRNA, ST2,
IL1RLI.
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Many biomarkers related to coronary artery disease (CAD) are transmitted to pericardial
fluid (PF) and plasma. In the etiopathogenesis evaluation of CAD, miRNAs can be used
diagnostically and soluble ST2 (sST2) can be used prognostically. sST?2 is accepted as a
biomarker of the ingravescent prognosis in individuals with cardiovascular disease.
miRNAs, which play important role in many diseases, are efficient in CAD related
endothelial dysfunction, atherosclerosis, inflammation, apoptosis and angiogenesis. PS
has potency to reflect cardiac function, and PF concentrations of some substances help
to understand many pathophysiological mechanisms.

40 patients having undergone coronary artery bypass operation were included in the
study, and gene expression level of group miRNAs (miR-125b-5p, miR-320b, miR-
34a-5p, miR-16-5p, miR-320a and miR-15a-5p) targeting ST2 level with ELISA
method and ST2 and ST2 with qRT-PCR method within PF and blood were studied.

In our study, mean sST2 value with ELISA was 223.992 ng/ml in PF and 390,357 ng/ml
in Plasma, which was found statistically significant (p = 0.0020). The ST2 gene
expression level in PF was 2.27 times lower compared to its level in Plasma and this
situation was found statistically significant (p = 0.000265). miR16-5p which is said to
be 7.35 times lower in PF and miR320b said to be 4.07 times lower were found to be
statistically significant within gene expression of miRNAs targeting ST2 (p = 0.000014
and p = 0.00814, respectively). In plasma, negative correlation was found between
miR34a-5p and ST2 (r =-0.399, p = 0.039).

The reason why protein levels and gene expression of ST2 and gene expression level of
miR 16-5p and miR 320b are higher in plasma may be caused by extramyocardial
sources. Higher levels of miR 16-5p and miR 320b together with ST2, which have an
adverse effect in terms of cardiovascular diseases, and their more frequent expressions
in the plasma strengthen their potential to be used as biomarkers. The fact that
miR320b, defined as specific to PF in other studies, was also found in plasma, reveals
that this miRNA is not only specific to PF.

Key words: Coronary artery disease, Pericardial fluid, microRNA, ST2, IL1RLI1.



1. GIRIS ve AMAC

Koroner arter hastaligi (KAH) tiim diinyadaki mortalite ve morbiditenin 6nemli
sebeplerinden biri olup, goriilme insidanst hizla artmaktadir. Kardiyovaskiiler
hastaliklarin (KVH) tedavisinde devam eden gelismelere ragmen bu hastaliklar 6lim
nedeni olarak halen birinci sirada yer almaktadir (1). Yapilan ¢aligmalar ile 2020 yilina
kadar KVH’a bagli mortalitenin % 28.9’dan % 36.3’e yiikselecegi tahmin edilmektedir
(2). Diinya Saglik Orgiitii KAH’ye bagh &liimlerin dniimiizdeki yirmi yilda kadinlarda
% 120 erkeklerde % 137 artacagin1 dngormektedir. ABD’de tiim yatan hastalarin tedavi
giderlerinin dortte birini 71.2 milyar dolarla KAH olusturdugu i¢in hastaligin tedavisi
ve Onlenmesi i¢in molekiiler patogenezin anlasilmasi, yeni biyobelirteglerin
(biyomarker) ortaya ¢ikmasi ve hastaligi dnleyici maddelerin tanimlanip kullanilmasi

gerekir (3).

Son donemlerde yapilan arastirmalarda KAH olusmasinda veya engellenmesinde
mikroRNA’larin (miRNA-miR) ve ST2’nin (Growth stimulation expressed gene 2,
Interleukin 1 receptor like 1, ILIRL1) direkt veya dolayli yollar ile etkili oldugu
belirlenmistir (4, 5, 6, 7).

KVH’ta teshis i¢in kanin yani sira perikardiyal sivi (PS)’da kullanilabilmektedir. Kalbin
tamamini saran ve ¢ift duvarli kese olan perikard boslugu i¢indeki sivi olan PS dinamik
degisiklikler gostermektedir. Perikard immiinolojik, parakrin, vazomotor ve fibrinolitik
aktiviteye de sahip olup; eikozanoidler ve prostoglandin gibi maddeler sentezleyerek
miyosit yapisini, fonksiyonunu ve gen ifadesini etkilemektedir (8). PS analizi; ¢esitli
perikardiyal ve kardiyovaskiiler hastaliklarda bir¢cok patofizyolojik mekanizmalarin

anlasilmasini saglamaktadir.

Miyokard dokusunda kardiyomiyosit ve fibroblastlardan iiretilen 6zgiin miRNA'lar ve
ST2 miyokard dokusundan veya koroner endotel hiicrelerinden ayrilarak PS’ye
gecebilmektedir (9). KVH’ta miRNA’larin etkisi genellikle mesajct RNA (mRNA)
tizerinden olurken, ST2 ise immiin ve inflamatuvar yanitlarin diizenlenmesinde merkezi

bir rol oynayarak etkisini interlokin 33 (IL33) ile beraber gostermektedir (10, 7).

Kalpte dogal bagisikligin sonucu olarak kalbi asir1 basing yiikii ve gerilmeye karsi

koruyan ST2 iki 6nemli izoforma (ST2L -membrana bagli, sST2-¢6ziiniir halde) sahiptir



(11). ST2L ve sST2’nin ligand1 IL33 tiir. ST2L nin IL33’e baglanmas: kardiyoprotektif
sinyal kaskadini tetiklerken sST2’nin IL33’e baglanmasi bu olumlu etkilerin ortadan
kalkmasina neden olur. Yiksek seviyede sST2 kalbin yogun stres altinda oldugunu
gostermektedir. Bu durum hiicresel Oliime, doku fibrozisine, azalmis kalp
fonksiyonlarma ve hastaligin ilerleyis hizinin artisina neden olmaktadir. Bundan dolay1
sST2 kardiyovaskiiler hastalikta bireylerde kotiilesen prognozun bir biyobelirteci olarak
kabul edilmektedir (10). sST2’nin normal konsantrasyonunun {iizerine c¢ikmasi
kardiyovaskiiler hastaliklara bagli olumsuz durumlar1 3 kat artirdig1 tespit edilmistir
(12). 2013 yilinda ACCF/AHA (American College of Cardiology Foundation/American
Heart Association) rehberinde HF (Heart failure) icin “’novel biyobelirte¢’” olarak
tanimlanan sST2; natriiiretik peptidler ve kardiyak troponinlerden (cTnl) bagimsiz bir
biyobelirte¢ olup kardiyovaskiiler hastaliklarda 6nemli bir isarettir (12, 13, 14). ST2
yas, beden kitle indeksi ve bobrek fonksiyon bozuklugu gibi faktorlerden
etkilenmemektedir (13, 14, 15, 16). sST2 seviyesinin miRNA’larla olan iligkisi dair
arastirmalar olmasina karsin heniiz tam olarak aydinlatilmamistir; 6rnegin; hipertrofi ve
fibrosis olusumunda miRNA’larin IL33/ST2 sinyal yolagindaki etkisi ¢alisilmasina

ragmen belirsizligini korumaktadir (17).

KAH’taki ST2’nin vermis oldugu Ongoriinlin yaninda teshis i¢in miRNA’lar
kullanilabilmektedir. Organizmalarin gelisiminde 6nemli bir rol oynayan ve kilit bir
molekiil olan miRNA’lar hiicrelerin normal islevinde, canli gelisiminde, biyolojik
islemler ve kardiyovaskiiler hastaligin1 da i¢ine alan birgok hastalikla iliskilidir (18).
Dokular arasinda farkli sekilde ifade edilen miRNA’lar hiicrede, hiicre disinda,
dolasimda ve viicut sivilarinda bulunmaktadir. Dokularin-hiicrelerin ve sivilarin kendine
has miRNA’lar1 bulunabilmektedir (5). Memeli transkriptinin yaklagik % 60’1ndan
fazlast miRNA’larin  kontrolii altindadir (19, 20). miRNA’lar mikrovezikiiller,
Argonaute 2, HDL lipoprotein ve niikleophosmin gibi proteinlerle taginarak riboniikleaz
aktivitesine kars1 kendilerini korumakta ve boylece uzak bolgelere taginarak o bolgede
gen ifadesine etki etmektedir. Boylece tasinan miRNA’lar hiicreler arasi iletisimde rol
oynamaktadir (6), bu miRNA’lar molekiiler teshis ve tedavi icin biyobelirte¢ olma
yoniinde hizli gelismeler kaydetmektedir (21). Dokuya 6zel gelisimlerde rol alip hedef
genlerde dilizenleme yapabilen miRNA’lar kardiyovaskiiler hastaliklarda farkl
diizeylerde olup cTnl gibi 6nemli kardiyak belirteclere gore daha hassas bilgiler
vermektedir (6). Feng Wang ve ark. tarafindan yapilan ¢alismada KAH’ta miRNA 133a



icin teshis dogruluk degeri 0,918 ¢ikarken, cTnl i¢in dogruluk degeri 0,741 ¢ikmigtir
(6). Fakat bu miRNA’lar sadece kalpte degil ayn1 zamanda iskelet kasinda da ifade
edildiginden bu durum miRNA’larin 6zgiinliigiinii olumsuz yonde etkilemektedir.
miRNA’lar ile hastaliklarin tanisi i¢in; serum, beyin-omurilik sivisi, goz sivisi, siit,
safra, karin zar1 sivisi, ovaryen folikiil sivisi, idrar, tam kan, nazal sekresyon, tiikriik,
plevral eflizyon ve feges gibi biyolojik sivi ve dokular kullanilmaktadir (19, 22, 23, 24).
Belirlenen bazi durumlara ragmen KAH i¢in major risk faktorii olan ve bir¢ok
parametre iizerine etkisi olan miRNA’larin ST2 iizerine etkisi heniiz agiga

kavusturulamamistir.

Suvi M. Kuosmanen ve ark. tarafindan yapilan ¢alismada PS’de 742 miRNA taranmis
ve her bir ornekte ortalama 256 miRNA tespit edilmistir (21). Calismada PS igin 6
spesifik miIRNA (miR 125-5p, miR 320b, miR 34a-5p, miR 497-5p, miR 99b-5p, let 7d-
3p) tespit edilmistir. Ayni calismada miR 21-5p, miR 451a, miR 125b-5p, miR 7b-5p,
ve miR 16-5p’nin tiim hastalarda en fazla bulunurken; miR 26b-5p, miR 29b, miR 125,
miR 320, miR 34, miR 497 ise tiim sivilarda ortak bulunmustur. Bu sonuglar elde
edilmesine ragmen bulunan bu miRNA’larin kardiyak patolojiler agisindan anlami tespit
edilememistir. Tespit edilen bu miRNA’larin kardiyak hiicreler arasinda iletisimde rol
oynadig1 tahmin edilmistir (21, 25). KAH i¢in ST2 ve miRNA arastirmalar1 ayr1 ayri
yapilmis olmasina ragmen aralarindaki iligki saptanmamaistir. Bu konuda sadece 1L.33 ile
ST2 arasinda bir etki oldugu ve miRNA’larin bu siirecte sadece inflamatuvar yanitta rol
oynadigiyla ilgili calisma vardir (17). Yapilan literatlir aragtirmasi sonucunda PS’ye

0zgii olarak bulunan baz1t miRNA’larin ST2’yi hedefleyebilecegi tespit edilmistir.

Bu tez calismasinin temel amaci; PS ve kan plazmasina gecen ST2’nin ve ST2’yi
hedefleyen miRNA’larin (miR-125b-5p, miR-320b, miR-34a-5p, miR-16-5p, miR-320a
ve miR-15a-5p) koroner arter hastalarindaki ifadesinin tespit edilmesi, miRNA-ST2
iligskisinin saptanmasi ile hastaligin patofizyolojisinin anlagilmasina katki saglamaktir.
sST2’nin artis mekanizmasinin bilinmemesi, PS’de ST2 c¢alismasinin olmamasi, ST2-
miRNA iligkisinin bilinmemesi ve IL33/ST2 yolagiyla ilgili cevaplanmamis sorular
bulunmasi bu ¢aligmanin 6nemini ortaya koymaktadir. Bu ¢calismada KAH’ta PS ve kan
plazmasinda ilk kez ST2’nin ifade seviyesine bakilmis olup ST2’yi hedef alan
miRNA’lar tanimlanarak bu miRNA’larin hem ST2’nin ifadesi iizerinde etkisi hem de

KAH olusumundaki etkileri arastirilmistir.



2. GENEL BILGILER

2.1. Koroner Arter Hastahg:

Kalp kaynakli gogiiste olusan agri i¢in "Angina Pektoris" terimi ilk defa William
Heberden tarafindan kullanmis ve bu terim 1768'de tanimlamistir. 1910 yilinda akut
miyokard infarktiisii patogenezi hakkinda Onemli agiklamalarda bulunan William
Osler’den sonra koroner arter hastaligi (KAH, CAD-Coronary artey disease) tant ve

tedavisi iizerinde ciddi sekilde gelismeler kaydedilmistir (26).

Son zamanlarda biitiin diinyada oldugu gibi, Tiirkiyede’de mortalite ve morbiditenin
baslica nedeni olan koroner arter hastaligi bir veya daha fazla koroner damarin

duvarlarinda patolojik degisiklikler veya arteroskleroz varligini igerir (27).

Giiniimiizde birgok Avrupa iilkesinde ve Amerika Birlesik Devletlerinde koroner arter
hastaliginin mortalitesinde ciddi diisiis olmasina karsin, bu hastaliga bagli 6liimlerin
sayisinda bir azalma maalesef olmamistir (28, 29). Diinya genelinde 35 yas tizerindeki
birey Oliimlerinin yaklasik tigte birinden KAH sorumlu tutulmaktadir (30, 31).
Oniimiizdeki yillarda Amerika Birlesik Devletleri'ndeki orta yaslh erkeklerin yaklasik
yarisinda, orta yash kadinlarin ise iicte birinde KAH bulgular1 ¢ikacagi tahmin
edilmektedir. Bu epidemiyolojik degisime sebep olarak beklenen yasam siirelerinin
uzamasli, kisinin yasam tarzindaki degisiklikler ve 6zellikle tip alaninda olan teknolojik
geligsmeler gosterilmektedir. Son yillarda medikal tedavi ve miidahale (bypass cerrahisi
ve perkiitan koroner girisim) daha iyi sonuglar vermistir ki bu durum hastaligin akut

gelisiminden daha fazla hastanin hayatta kalmasini saglamistir (27).

Ulkemizde gerceklestirilen Tiirk Erigkinlerinde Kalp Hastalifi ve Risk Faktorleri
(TEKHARF) calismasina gore her yil yaklasik toplam 230 bin yeni koroner olay
gerceklesmektedir. Ayni ¢alismaya gore kalp hastaliklarindan dolay: iilkemizde yilda
160.000 erkek ile 120.000 kadinin hayatin1 kaybettigi, koroner hastaliklara bagli olarak
ta 66.000 erkek ve 61.000 kadinin 6ldiigii tahmin edilmektedir (32). Koroner arter
hastaliklar1 7 degisik sekilde (kararli ve kararsiz angina pektoris, sessiz iskemiler, akut
miyokard infarktiisi (MI), kalp yetersizligi, ritim ileti bozukluklar1 ve ani 6liim)

kendisini gostermektedir.



2.1.1. Koroner arter hastaliginin prevalensi

En yaygin halk hastaliklarindan biri olan KAH’1n prevalansi diinya genelinde giderek
artmaktadir. KAH’ta bildirilen bu yayginlik hem kadinlarda hem de erkeklerde yasla
birlikte artmaktadir. Kalp hastaligt mortalitesi Birlesik Devletler (USA) ile
ekonomilerin ve saglik bakim sistemlerinin nispeten gelismis oldugu bolgelerde
azalmasina ragmen tiim diinyada oldukga farklidir (33). Koroner arter hastaligi hem
diisiik gelirli hem orta gelirli iilkelerin hem de yiiksek gelirli iilkelerde eriskinlerde
Olimlerin bir numarali nedenidir (33). Avrupa’da yaklasik 14 milyon kisi kalp
yetmezligine sahip olup 2020 yilinda bu rakamin 30 milyon kisiye ulasmasi
beklenmektedir.

Yapilan caligmalar ile ayrica 2020 yilina kadar kardiyovaskiiler hastaliklara bagh
mortalitenin % 28.9’dan % 36.3’e ylikselecegi tahmin edilmektedir (2). Koroner arter
hastalig1 ve inme basta olmak iizere, kalp damar hastaliklarindan 6liimlerin 2030 yilinda
23 milyona ulagmasi tahmin edilmektedir (34). Koroner damar hastaliklar1 kalp damar
hastaligina bagli 6liimlerin % 42’sinden sorumludur (35). Alinan tedbirler sayesinde
bulasici hastaliklarina bagli o6liimler ve anne ¢ocuk oOliimleri giderek azalirken,

kardiyovaskiiler hastaliklar 6liim nedeni arasinda lider olmaya devam etmektedir (36).

2020 yila kadar gelismis tlilkelerde KAH mortalitesinin kadinlarda % 29, erkeklerde
ise % 48 oraninda artmas1 beklenmektedir. WHO nun elindeki verilerine gore KAH’ye
bagl oliimler yirmi yilda kadinlarda % 120, erkeklerde % 137 artacaktir (37). ABD’de
yatan hasta tedavi giderlerinin dortte birini KAH’a bagl hastaliklar olusturmakta olup
bu durumun yillik 71.2 milyar golara mal olmaktadir (3). Avrupa Birliginde yasayan
insanlarda ise kalp yetmezligi tedavisi yilik 200 milyar euroyu agmakta olup bu
masrafin % 70’1 yatan hastalara aittir. KAH c¢ok onemli oldugundan dolay1
diinyamizdaki uluslararasi liderler, gelismekte olan iilkelerdeki tahmini kiiresel salgin
iskemik kalp hastaliginin 6nlenmesi i¢in eylem planlar1 ¢agrisinda bulunmaktadirlar

(38).

2.1.2. Koroner arter hastaliinda genel risk faktorleri

Koroner arter hastaligi; arteryel sertlesme veya arterosklerozun olarak adlandirilan
koroner arterlerden birinin duvarinda patolojik degisikliklerin olusmasini igerip, akut
miyokard enfarktiisii (AMI) veya kararsiz angina pektoris gibi akut koroner olaylarin en

yaygin nedenini olusturmaktadir (39).



Yaglilik, erkek cinsiyet, kalitsal faktorler, fiziksel hareketsizlik, sigara kullanimu,
yiiksek tansiyon, kan dolagimi bozukluklari, kilo / sismanlik ve seker hastalig1 gibi risk
faktorleri KAH’1n gelisme riskini artirir (39).

Bir¢ok kiside benzer oranda geleneksel risk faktorleri olsa da hastaligin ciddiyeti ve
seyri farklt olmaktadir. Ortada var olan bu durum bize geleneksel risk faktorlerin
disinda yeni risk faktorlerinin oldugunu gdstermektedir. Yeni kesfedilen bu risk
faktorleri arasinda 6rnegin miRNA, ST2, GDF-15, homosistein, fetuin A, lipoprotein a
(Lp a), genetik mutasyonlar, hemostatik veya trombojenik gibi risk faktorleri ile kan

dolasimindaki antioksidan diistikliigii gibi bir¢ok faktor bulunmaktadir.

2.1.3. Akut koroner sendrom ve miyokard infarktiisii

Akut koroner sendrom (AKS-acute coronary syndrome-ACS) terimi miyokardiyal
iskemi siiphesi bulunan hastalar igin kullamilir. Ug¢ tip AKS vardir: Bunlar; ST
yiikselmesi olan miyokard infarktiisii (STEMI), ST yiikselmesi olmayan MI (NSTEMI)
ve kararsiz anginadir (unstable angina-UA). STEMI ve NSTEMi’de miyokardiyal
iskemide tipik bir artis ve / veya miyosit hasarinin biyolojik belirteclerinde degisimler
bulunur. 2007'de Avrupa Kardiyoloji Dernegi, Amerikan Kardiyoloji Koleji Vakfi,
Amerikan Kalp Dernegi ve Diinya Saglik Federasyonundan (ESC / ACCF / AHA /
WHF) olusan ortak gorev giicii 2000 yilindaki kriterlerini rafine ederek akut MlI'yi
miyokardit veya travma gibi diger etiyolojilerin aksine klinik bir olay olarak
tanimlamistir. Bu tanima gore; MI iskemi nedeniyle ortaya ¢ikan kalp miyositlerinin

(miyokardiyal nekroz) 6liimiinden sonra ortaya ¢ikmaktadir (40).

MI" tanimlamak i¢in kullanilan kriterler hastanin klinik durumuna bagl olarak farklilik
gostermektedir. Buna gore gosterge olarak akut MI siliphesi olanlar arasinda koroner
arter bypass greft cerrahisi gegiren veya perkiitan miidahale uygulanan hastalar veya ani
beklenmedik 6liim olsun ya da olmasin kalp krizi gegiren kisiler bulunmaktadir (40).
Giliniimiizde revaskiilarizasyon geciren, kardiyak arrest veya oOliimle sonuglanan

hastalarda MI teshisi i¢in kriterler tablolar halinde ayrintili olarak verilmektedir.

2.1.4. Koroner arter hastaliginda semptomlar / klinik 6zellikler

Akut koroner arter hastaliginda baskin olan belirti genellikle merkezi gégiis agrisi olup
bu durum hem kararsiz angina hem de AMI igermektedir. Angina pektoris;
miyokardiyal iskeminin neden oldugu gogiis veya bitisik bolgelerde bir rahatsizlik olup

genellikle miyokardiyal nekroz olmaksizin harekete gegen ve miyokard islevinde
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bozulma ile birlikte seyreden hastaliktir. Heberden'in anjinanin "bogulma ve kaygi"
duygusunu aktardigr ilk acgiklamasi hala olduk¢a ilgi c¢ekici olup; bu sikintiy
tanimlamak i¢in sik¢a kullanilan diger sifatlar; gozenek, daralma, bogucu olma, ezilme,
agirhik ve sikma seklindedir (41). Bununla birlikte angina pektoris; baslangicta
genellikle nefes darligi, mide bulantis1 veya diger agri bi¢imleri gibi daha spesifik
olmayan semptomlar gdsterir. Arterlerin daralmasindan kaynakli olan anjina pektoris
belirgin kotiilesme belirtileri gostermeden en az birkag hafta semptomlar ortaya
ciktiginda bu durum kararli olarak tanimlanmaktadir. Anginanin farkl tiirleri mevcut
olup 6rnegin Efor anjina; egzersiz durduktan sonra hizla kesilen fiziksel veya zihinsel
stres tarafindan indiiklenen anjindir. Varyant (spazm) anjina ise kalp kasinin belirti
iireterek oksijen yetersizligine maruz kaldigi kadar uzun siiren ve bir arterin
daralmasiyla indiiklenen bir anjin olarak kabul edilir. Varyant angina dinlenme sirasinda

ortaya ¢ikabilmektedir (42).

Stabil anginali bireylerin prognozu giiniimiizde nispeten 1yi olup, bununla birlikte cogu
durumda acil hastane bakimi gerektiren ve hizli bir kotillesme ile karakterize olan
angina'nin destabilizasyonuna karst dikkatli olunmast 6nemlidir (43). Cogu bireyde
koroner arterde aterosklerotik plak fissiirii veya riiptiirii, akut koroner arter hastaligi
nedenidir (44). Koroner arter hastaliginda semptom nedenlerinden bir digeri olan
iskemi; kan saglayan arterin kismen veya tamamen kapandigi, oksijenin ve besin
maddelerinin alinmasina engel durumlarinda olusur. Bir arter engellendiginde, iskemi
derecesine ve ne kadar siirecegine bagl olarak kardiyak hiicre 6liimiine dogru kademeli

bir degisim meydana gelir (45).

Miyokard infarktiisii sonrasinda kalpte olusan yapisal degisiklikler enfarkt bolgesi ile
sinirli olmayip ayni zamanda hasar goren bolgede fonksiyon kaybini telafi etmek
zorunda olan saglikli miyokarda’da yayilmaktadir. Yani hasar yan dokulara da
kaymaktadir. Kalp kasi hipertrofisi ve kollajenin saglikli bolgede depolanmasi daha

zay1f enerji dengesine sahip daha sert bir kalbin olusmasina neden olmaktadir (46).

2.1.5. Koroner arter hastaliinda teshis

Durum degerlendirilmesi genellikle EKG testi ile birlikte klinik muayene, egzersiz testi,
diger non invaziv testler ile invaziv anjiyografi kullanmilarak gerceklestirilir. Yapilan
degerlendirmeler ve islemler sonucunda hastanin risk faktorlerine, agrinin tanimina ve

iligkili semptomlara dayali olarak siklikla bir tan1 sekli ortaya ¢ikmaktadir (47).



AKS’li hastalar artmig Olim ve Oliimcil olmayan kardiyak olay riskine sahip
olduklarindan, klinisyenler degerlendirme ve tedavi planlarin1 formiile etmek igin
prognozu bireysel olarak degerlendirmektedir. Teshis ve prognozun degerlendirilmesi,
tedavinin baslangicina paralel olarak miimkiin oldugunca erken baslatilmalidir. Kiside
akut koroner arter hastaligi sliphesi varsa hasta hastanede yatirilmali ve miimkiin
oldugunca kisa stirede PCI ile tedavi edilmelidir (48). Tiim iskemik ataklarin % 75'ini
olusturdugu diisiiniilen sessiz iskemi (silent ischemia) egzersiz testi, ambulatuvar 24
saatlik elektrokardiyografik kayit (ambulatory 24 hour electrocardiographic recording)
veya periyodik rutin EKG ile aydinlatilabilir (49).

2.1.6. Koroner arter hastaliginda patofizyolojik mekanizmalar

2.1.6.1. Hiicresel seviyedeki mekanizma

Angina, miyokardiyal oksijen talebinin oksijen kaynagini astigi durumda ortaya ¢ikan
miyokardiyal iskemiden kaynaklanir. Kalbe oksijen verilmesi koroner kan akisiyla
yakindan baglantili oldugundan trombotik koroner okliizyon sonrasinda bolgesel
perflizyonun ani kesilmesi aerobik metabolizmanin durmasina, kreatin fosfatin
tilkenmesi ve anaerobik glikoliz baglangicina yol agar. Bunu takiben kalp dokusunda
laktat birikimi, ATP seviyelerinde asamali bir azalma ve adenin niikleotid havuzu dahil
olmak iizere katabolitlerin birikimi olur. Iskemi devam ederken, doku asidozu gelisir ve
ekstraseliiler alana bir potasyum akisi olusur. Sonu¢ olarak; ATP seviyeleri, kritik
membran fonksiyonunu siirdiirmek igin gerekli olanin altinda kalir ve sonucta
kardiyomiyosit 6liimiiniin baslangici olur. Tersinir olmayan miyokardiyal hasar 6nemli

kolleteraller olmadan 20 dakika koroner okliizyon sonrasi1 baslar (50).

Geri doniissiiz yaralanma, alt endokardiyada (subendocardium) baslar ve alt
endokardiyal tabakalardan alt epikardiyal tabakalara kadar zamanla dalga cephesi olarak
ilerler. Bu durum subendokartta yiiksek oksijen tiiketimini ve diisiik koroner basingtaki
akisin sikistirict belirleyicileri tarafindan kalbin dis katmanlarina kollateral akisin

yeniden dagitilmasini yansitir.

Miyokard oksijen tliketimini (Ornegin; tasikardi) arttiran veya oksijenlendirmeyi
(6rnegin; Anemi, arteriyel hipotansiyonu) diisiiren faktorler geri doniisiimsiiz hasarin
ilerlemesini hizlandirir. Aksine okliizyon Oncesinde tekrarlayan reversibl iskemi veya
angina, Onkosullamayla (preconditioning) geri dondiiriilemez yaralanmay1 azaltabilir

(S1).
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2.1.6.2. Anatomik diizeydeki mekanizma

AKS genellikle kararsiz aterosklerotik plak riiptiirii ve lezyonun {izerine gelen
trombositten zengin trombiis ile ciddi daralmadan meydana gelir (Sekil 2.1).
Daralmadan dolayr kan dolasimindaki ani diisiis genellikle gdgiis agrist ve iskemi
gostergesi olan EKG degisikliklerine neden olur. Var olan bu durum uzarsa
miyokardiyal nekroz ve enzim yiikselmesi olusur. ST yilikselmesiz miyokard enfarktiisii
(non STEMI), miyokardiyal talebin miyokardiyal arzi astig1 benzer bir klinik tabloya

neden olan hastaliklardan kaynaklanir.

" Trombiis
\

Sekil 2.1. AKS gelisimi

2.1.6.3. Ateroskleroz patogenezi- koroner arter kalsifikasyonu

Koroner arter kalsifikasyonu (KAK) koroner arterlerin kalsifiye olmasi demektir.
Kemik olusumunu ve biiylimeyi etkileyen kalsiyum diizenleyici mekanizmalar KAK"
da etkiler. Alkalen fosfataz erken kalsiyum birikimi i¢in merkezi bir konu olup vaskiiler
kalsifikasyonun bir molekiiler markeri olarak 6n plandadir (52, 53). Vaskiiler diiz kas
hiicreleri (VSMC), vaskiiler intima ve ortamdaki mineralizasyonu diizenleyen diger
etmenler matris vezikiilleri iiretir (52, 54). Diger hiicre tipleri (6rnegin mikrovaskiiler
perisitler ve adventif myofibroblastlar) ise mineralize matris {iretme potansiyeline sahip
olup, osteoblastik farklilagmaya ugrayarak kalsifiye tortular olusturur (52). Koroner
arter kalsifikasyonu aterosklerotik ve medial arter kalsifikasyonu seklinde iki tip olup,

aterosklerotik kalsifikasyon esas olarak intima'da goriiliir (52).

Ateroskleroz akut koroner arter hastalifinin baskin nedenidir. Genellikle orta ¢aplh
arterlerde olmak {iizere, biitiin kan damarlarim1 etkileyen ateroskleroz sistemik arteryal
bir hastaliktir (55). Genellikle erken yaslarda yaglh c¢izgilenmelerin olusmasiyla

baslayan aterosklerozun klinik bulgular1 orta ve ileri yaslarda gdoriilmektedir.
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Ateroskleroz kronik ve ilerleyici bir siire¢ olup endotel disfonksiyonu ile yakindan
iligkilidir. Ateroskleroz oncelikli olarak endotel hiicrelerinden olusan intima'nin arter
duvarmin en derin katmanina saldirmaktadir. Hastalik baslangicta kan lipidlerinin
depolanmasi; inflamatuvar hiicrelerin, makrofajlarin ve emilen yaglarin bulundugu yer
olan endotel hiicreleri arasinda olusmaktadir. Bu siirecte intimal diiz kas hiicrelerinde
birikim ve proliferasyon olmakta, T Ilenfosit ve makrofajlarin infiltrasyonu
gerceklesmektedir. Aterosklerozda elastin, kollajen, fibronektin ile proteoglikanlardan
zengin bag dokusu matriksi meydana gelmekte ayrica hiicreler i¢inde ve ¢evresinde bag
dokusunda lipid depolanmasi (serbest kolesterol, kolesterol esterleri seklinde)
olmaktadir. Ateroskleroz siirecinde makrofajlar patlayip "kopiik hiicreler" haline gelene
kadar lipidleri sindirmektedir. Daha sonra kopiik hiicrenin etrafinda elyafli bir kiitle
gelismekte ve plak olugmaktadir. Bu siirecte olusan ateroplagin igerigi degiskenlik
gostermektedir. Bu durum lezyonlarin  heterojenik  yapisinda  olmasindan
kaynaklanmaktadir. ~Ateroskleroz siirecinde genellikle arterin intima tabakasi
etkilenirken, media ve adventetisya tabakasinda da sekonder degisimler

goriilebilmektedir (56).

Olusan aterosklerotik plaklar tiim damara saldirmayip bolge bodlge yamalarda
goriinmektedir. Hastalikta arteryel dal noktalarinin etrafindaki alan 6zellikle hassastir
(43, 44). Zaman gegctikce gelisen aterosklerotik plaklar arterlerde darliklara neden olarak
farkli klinik durumlarin olugsmasina neden olmaktadir. Bu olusan 6nemli durumlardan
birisi plaklarin yirtilmasi, digeri ise plak fisstirline (gatlak) veya erozyonuna bagl olarak

gelisen aterotromboz durumudur.

Koroner arter kalsifikasyonu vaskiiler kompliyansin azalmasi, anormal vazomotor
yanitlar ve bozulmus miyokard perflizyonu ile sonuglanir (57, 58). KAK'in varlig1 genel
popiilasyonda ve revaskiilarizasyon yapilan hastalarda daha kot bir sekilde
sonuglanmistir (59, 60). KAK prevalanst yas ve cinsiyete bagli olarak erkeklerin%
90''nda ve 70 yasin iizerindeki kadinlarin % 67'sinde ortaya ¢ikmaktadir (61, 62).
KAK'm derecesi, ateroskleroz derecesi ve gelecekteki kardiyak olaylarin goriilme oram

ile kuvvetli bir korelasyona sahiptir (63).

2.1.7. Normal damarin endotel yapisi ve fonksiyonlari
Biitiin damarlarin diiz kaslarinda bulunan endotel tabakasi; ince bir epitel tabaka

seklinde damar duvarmmi kaplamaktadir. Vaskiiler fonksiyonlarin normal sekilde
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yirlimesinde 6nemli rol oynayan endotel viicuttaki en biiyiikk endokrin organdir.
Viicuttaki ortalama endotel hiicre sayisi 1 trilyon civarinda olup, yaklasik olarak toplam
agirlig 1800 gr’dir (64). Normal kan akisina karsi tromborezistan yiizey gorevi iistlenen
endotel ayrica morfolojik yapisindan ve stratejik anatomik pozisyonundan dolayi
bariyer gorevi gormektedir. Endotelin olusturdugu bariyer yap1 selektif gecirgen yap1
seklinde olup, damarin diiz kas hiicreleri ile kan dolagiminin komponentleri arasinda
bulunmaktadir. Bu sebepten dolayr normal endotel hiicrelerinin liiminal yiizeyleri
nonadhezif bir yapidadir. Bircok 6nemli gorevinin yaninda endotel hiicreleri ayrica;
koagiilasyon, damar tonusunun diizenlenmesinde, 16kosit migrasyonunda, diiz kas hiicre
proliferasyonu ile migrasyonunun oOnlenmesi ve stimulasyonu gibi bir¢ok c¢esitli
olaylarda rol oynamaktadir (65). Endotelden salinan vazodilatorlerarasinda nitrik oksit
(NO), prostasiklin ve bradikinin bulunmakta olup bunlar periferik vaskiiler direncini
denetlemektedir. Endotelin ve angiotensin II gibi vazokonstriktor maddeleri de tireten
endotel ayrica; damar i¢i akim hizi ve basincin1 da iyon kanallariyla diizenlemektedir.
Akim hizindaki artisa karsi kalsiyum, potasyum ve sodyum gibi iyon kanallarmi
etkileyerek nitrik oksit sentaz enzimini aktive eden endotel hiicreleri bu sayede NO

sentezini uyarmaktadir (66).

2.1.8. Endotel disfonksiyonu

Endotel bagimli vazodilatasyondaki bozulma olarak nitelendirilen endotel
disfonksiyonunda antikoagiilan ozellik kaybolmakta ve hiicresel adezyon
molekiillerinde ise ifade seviyesi artmaktadir. Bu olaylarin sonucunda endotel
fonksiyon 0©zelligi kaybolmaktadir. Endotel foksiyonunun kaybolmasiyla 1okosit,
trombosit ve c¢esitli diizenleyici maddeler ile damar duvar1 arasindaki iliskide
anormallikler olmaktadir (67). Endotel disfonksiyonunda ilk basta vazodilatasyon
bozulmaktadir. Endoteldeki NO {iretimi veya aktivitesinde olugsan bozukluk koroner
arter hastaligi, kalp yetmezligi, hipertansiyon, seker (DM), bobrek, obezite ve metabolik
sendrom gibi bircok hastaliga zemin hazirlamaktadir. Kardiyovaskiiler sistemi hedef

alan bu olaylar neticesinde ise ateroskleroz hizlanmaktadir (68).

2.1.9. Ateroskleroz icin risk faktorleri

Aterosklerozun olugmasinda sigara, fiziksel durgunluk, fazla kilo, lipid bozuklugu, HT,
DM, insiilin rezistansi, yas, ailesel genetik yatkinlik, cinsiyet, Lp a, homosistein,
trombotik ve inflamatuvar faktorler 6nemli rol oynamaktadir. Bu faktorlerden fiziksel

durgunluk, sigara ve obezite yasam tarzi degisiklikleri ile modifiye edilebilirken; lipid
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bozukluklari, HT, DM ve insiilin rezistanst yasam tarzinda yapilacak degisikliklerle
ve/veya ilaclarla modifiye edilebilmektedir. Aterosklerozun sebepleri arasinda olan
fakat modifiye edilemeyen faktorler arasinda ise yas, ailesel genetik yatkinlik ve
cinsiyet gibi durumlar bulunurken; Lp a, homosistein, trombotik ve inflamatuvar
faktorler ise aterosklerozda yeni risk faktorlerini olusturmaktadir. Risk faktorlerinin
hepsi aterosklerozun baglangicinda ve ilerlemesinde 6nemli roller iistlenmektedir (69,

70).

2.1.9.1. Yas ve cinsiyet

Ateroskleroz olusumunda en giiglii risk belirtecinden birisi yas olup bu durum akut
koroner sendrom (AKS) gelisimini de tetiklemektedir. Erkekler arasinda yasin
ilerlemesi ile risk artis1 tetiklemektedir. Premenapozal donemdeki kadinlar ile erkekler
karsilastirildiginda erkekler KAH’la yaklasik 10 yas daha erken karsilagmaktadir.
Kadinlarda ise postmenapozal donemde risk artmasina ragmen yas gruplari arasinda

degerlendirmeye bakildiginda risk orani erkeklere gore daha diisiik kalmaktadir (70).

2.1.9.2. Sigara

Sempatik sinir sistemini uyarmanin yani sira kan basicini artiran ve miyokardta oksijen
sunumunu azaltan sigaranin ayrica aterotromboz iizerine de birgok etkisi bulunmaktadir.
Diistik dansite lipoprotein (LDL) oksidasyonunu artiran sigara ayrica; endotel bagimli
vazodilatasyonu bozmakta, C reaktif proteinde (CRP), adezyon molekiillerinde
(interselliiler), fibrinojen ile homosistein seviyelerinde ise artisa sebep olmaktadir.
Koroner arter hastaliginin riskini 23 kat artiran sigara ayni zamanda; diger risk
faktorleri ile etkileserek KAH ile ilgili olumsuz durumun artisina neden olmaktadir.
Sigara icen kisilerde yapilan aragtirmaya gore miyokard infarktiisii ve kalp
hastaliklarindan o6liim riski sigara i¢meyenlere gore erkek bireylerde 2.7, kadin
bireylerde ise 4.7 kat daha fazla bulunmustur. Yapilan bir¢ok arastirmaya gore sigaranin

birakilmasi ile KAH’a bagli olumsuz olaylarda diisiis gbzlenmistir (71).

2.1.9.3. Lipidlerin rolii

Yapilan aragtirmalara gore plazmada total kolesterol, LDL ile c¢ok diisiikk dansite
lilipoprotein (VLDL) seviyelerindeki artis ateroskleroz ile iligkili bulunmustur. Benzer
arastirmalara gore bahsedilen bu lipoproteinlerin plazmadaki seviyeleri diisiiriildiigii
takdirde buna bagli olarak aterosklerozunda azaldig: tespit edilmistir. LDL kolesterol

seviyesindeki yiikseklik endotel hasari ile damar ceperindeki inflamatuvar yanittin
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artistyla iligkili bulunmustur. Olusan inflamatuvar siire¢ intima tabakasina trigliseridden
zengin lipoproteinlerin ge¢mesiyle hizlanmaktadir. Olusan bu olaylar sonucunda diiz
kas hiicre proliferasyonu ve ekstraselliiler matriks birikimigerceklesir (70, 72). Yapilan
arastirmalara gore kan plazmasindaki total kolesterol seviyesinin %10’luk azalmasi 5
yillik KAH insidasin1 % 25’lik asagiya ¢ekmektedir. LDL kolesterol seviyesinde ise 40
mg/dL. azalma kardiyovaskiiler olaylarin % 20 oraninda daha az goriilmesini
saglamaktadir (73). Iyi huylu lipoprotein olarak adlandirilan HDL kolesterol ise arter
duvarinda bulunan kolesterolii toplayarak katabolizmasini hizlandirmakta ve plak

olusumunu engelleyerek ateroskleroza karst koruyucu etkiye sahip olmaktadir (74).

2.1.9.4. Metabolik sendrom

Metabolik sendrom, anormal yag depolanmasina ve islevine eslik eden insiilin
direncinden kaynaklanan c¢oklayici bir risk faktoriidiir. Koroner kalp hastaliginin yani
sira diyabet, yaglh karaciger ve ¢esitli kanserler i¢in bir risk faktorii kombinasyonu
olarak tanimlanan metabolik sendrom ile ilgili yapilan bir ¢ok calismada metabolik

sendrom varliginda MI riskinin en az 2 kat arttig1 belirlenmistir (70).

2.1.9.5. Diyabet ve insiilin direnci

Diyabette siirekli olarak olusan hiperglisemi glikolize son iiriin iiretiminde artisa yol
acmakta ve boylece arteriyal inflamasyonu tetiklemekte, endotel ve diiz kasta hiicre
fonksiyon bozuklugu meydana gelmektedir. Diyabet hastalarinda ayrica 16kositlerin
endotele yapismasi, trombosit agregasyonu ve koagiilasyon sisteminde aktivite artigi
gozlenmektedir. Diyabette olusan insiilin direnci, hastaligin ilk asamalarinda bile ciddi
anlamda ateroskleroza belirgin bir sekilde katki saglamaktadir. Insiilin duyarliligmi
bozan adipoz doku ise sitokinleri salgilayarak sistemik inflamatuvar yanitina yol
acmaktadir. Kardiyovaskiiler hastaliklara bagli 61iim riski diyabetli hastalarda 2 ile 6 kat
artmaktadir (70, 75).

2.1.9.6. Hipertansiyon
Tek basina ateroskleroza bagli kardiyovaskiiler olaylarin % 35’inden sorumlu olan
hipertansiyon kan basincinda yiikselmeye yol agarak endotel fonksiyonlarda bozulmaya

neden olmakta ve ateroskleroz patogenezinde rol oynamaktadir.

2.1.9.7. Ailesel yatkinhk-genetik degerlendirme
Genetik etkiye bagli olarak gelisen koroner arter hastalig1 genellikle poligenik olup, ¢cok

az bir hasta grubunda ise tek gen mutasyonu seklinde gézlenmektedir. Kardiyovaskiiler

15



hastaliklar {izerine genlerin etkisi iizerine yapilan ¢aligmalar ¢ok komplike oldugundan
dolay1 genetik ile kalp damar hastalik iliskisi ¢ok giiclii bir sekilde gosterilememistir
(76, 77). Kalp damar hastaliklarinda hastanin aile hikayesi hem genetik slipheyi ortaya
koymakta hem de kiiltiirel, cevresel ve davranigsal faktorler arasinda olan iliskiyi
yansitmaktadir. Birinci derece erkek akrabada 55 yasindan once, kadin akrabada ise 65
yasindan once koroner arter hastaligin olmasi ilgili kiside ateroskleroz riskini yaklasik
olarak 2 kat arttirmaktadir. Birinci derece iki veya daha fazla akrabada var olan koroner
arter hastalig1 ise bu riski 36 kat artmaktadir (76). Bir kisinin KAH’a sahip yakin akraba
sayisinin artmasi veya ailesinde olan KAH’a yakalanma yasinin azalmasi kritik degeri

artirmaktadir (76, 78).

2.1.10. Koroner arter hastaliginda toplam riskin hesaplanmasi

Tanimlanmis olan klasik risk faktorlerinin 1s181nda, risk gruplan diisiik, orta ve yiiksek
risk gruplan seklinde siniflandirilmaktadir (79, 80). Diisiik risk grubunun iginde; on
yilda KAH gelisme ihtimali % 10’un altinda olan kisiler bulunmaktadir. Risk faktorii
olmayan kisiler ile en fazla 2 risk faktoriine sahip olan bireyler bu grupta
bulunmaktadir. Orta risk grubunun i¢inde; on yilda KAH gelisme ihtimali % 10 ile 20
arasinda olan gruptur. Bu grubun igerisine, heniiz koroner kalp hastaligi gelismemis
kisiler ile 3 veya 3 flizeri risk faktoriine sahip bireyler girmektedir. Yiiksek risk

grubunun i¢inde; on yilda KAH gelisme ihtimali % 20 ve tizeri olan gruptur.

2.1.11. Koroner arter hastaliginda yeni risk faktorleri

Homosistein, Follistatin-like 1 (FSTL1), Growth differentiation factor-15 (GDF-15),
Lpa, miRNA, sST2, inflamatuvar ve trombotik faktorler gibi son zamanlarda ortaya
c¢ikan yeni risk faktorleri koroner arter hastali§1 olusumunda son derece énemli olup bu
durum ¢esitli aragtirma ve meta analizlerde ortaya ¢ikmistir. Bu faktorler aterosklerozun

baslangicinda ve ilerlemesinde 6nemli roller iistlenmektedir (70, 81).

2.1.12. Koroner arter hastaliginda tedavi prensipleri

Semptom baglangicindan sonra miimkiin olan en kisa siirede bagslatilmasi gereken akut
koroner arter hastaliginin tedavisi; anti-iskemik, antihipertansif ve kan lipid disiiriicii
ilaclar, reperflizyon tedavisi ve/veya antitrombotik tedavi secenekleri, cerrahi ve kateter
temelli koroner arter girisimleri ile perkiitan koroner girisimler (percutaneous coronary
interventions-PCI-PKG) gibi yontemler bulunmakta olup bazi durumlarinda koroner

arter bypass greft cerrahisi (KABG-CABG) kullanilmaktadir.
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2.2. Perkiitan Koroner Girisim, Koroner Arter Bypass Greft ve Kardiyopulmoner
Bypass

Koroner arterlerin tikanma derecesi, farmakolojik veya cerrahi olmak iizere gerekli iki
tedavi metodunu belirler (82). Giinlimiizde cerrahi tedavi yaygin olarak kullanilmakta
olup bu tedavi PCI ile CABG arasinda degisebilmektedir (83,84). Koroner anjiyoplasti
olarak da bilinen perkiitan koroner girisim; kararsiz angina, AMI ve multidamar koroner
arter hastalig1 gibi obstriiktif koroner arter hastaliginin tedavisinde kullanilan bir
tekniktir. Daralmis veya bloke olmus koroner arterlerin agilmasi i¢in uygulanan PCI
tipleri arasinda balon anjiyoplasti ve stent kullanimi vardir. Perkiitan koroner girisim
kasik veya koldanbir atardamarin i¢ine kateter ile girilerek koroner arterlere ulasilarak
gerceklestirilir. Bu kateterin 6n ucunda, balon, stent veya kesici cihaz gibi cesitli
cihazlar (arterektomi cihazi) kullanilabilir. Kateter ve cihazlar arterin iginden koroner
arter daralmasi veya tikanikligi alanina uzatilir. Tikaniklik ya balon ya da stent ile
acilmaya calisilir (85). Eger hastalar i¢in perkiitan koroner girisim tedaviyi

saglayamiyorsa hasta i¢in CABG gilindeme gelmektedir.

CABG'nin amaci; 1 mm'den daha biiyiik ¢apli tiim siddetli stenotik epikardiyal koroner
arterlerin tam revaskiilarizasyonunu saglayarak koroner arterlerdeki kan arzim
arttirmaktir (86). CABG; kalp lizerinde yapilan en yaygin cerrahi prosediir olup, diinya
capinda her yil milyonlarca operasyon gergeklestirilmektedir. Son otuz yildir
multidamar KAH'I hastalar i¢in 'altin standart' tedavi olarak kalan CABG son yillara
kadar uzanan takip verileri ile en kapsamli cerrahi prosediirdiir (87). iskemik kalp
rahatsizlig1 semptomlariin hafifletilmesinde son derece etkili olan CABG daha siddetli
koroner arter hastaligi olan ve sol ventrikiil fonksiyonlar1 bozulmus olan hastalarda

yasam beklentisini iist seviyelere ¢ikarmaktadir (88).

Cesitli sebeplerden dolay1 tikanan koroner arterin cerrahi tedavisi olan CABG'de kani
koroner arter alanimna yani tikanmanin distaline yonlendirmek icin greft (vaskiiler
kanallar) amaciyla hastanin baska bolgelerindeki arterler veya venler alinarak
kullanilabilmektedir (89). Bu prosediiriin amaci; sagkalimi iyilestirmek ve semptomlari
hafifletmektir (90). Bu miidahalenin ana kaygisi, kullanilan greftin tekrar tikanma stiresi
ve islevselligidir. Bunu basarmak icin, revaskiilarizasyonun (yeniden kanlandirma)
hastanin yasaminin tamami veya ¢ogu ic¢in gecirgen kalacak kanallar kullanilarak
tamamlanmasi gereklidir (91). CABG i¢in ¢ok c¢esitli vaskiiler kanallar mevcut olup i¢

torasik arter (ITA), safen6z ven (SV), radial arter (RA), sag gastroepiploik arter
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(RGEA), ulnar arter (UA), splenik arter ve inferior epigastrik arterler CABG igin en sik
olarak kullanilan greftlerdir (83). Bu tiirden segenek ¢esitliligi tartigmalara yol agmakta
olup hangisinin daha iyi oldugu konusunda fikir birligine varilamamistir (92). CABG
icin greft se¢imi hasta sag kaliminda en dnemli faktordiir (83,93). Bu se¢im cerrahin
tercihine, tecriibesine ve her hastanenin olusturdugu cerrahi protokollere dayanmaktadir

(94).

CABG’de cerrahi olarak Kardiyopulmoner bypass (KPB, CPB, On pump bypass),
Pompa dis1 CABG (Of pump bypass), Minimal invaziv dogrudan koroner arter cerrahisi
(Minimally invasive direct coronary artery surgery) ve Robotik cerrahi yontemleri

kullanilmaktadir (95).

Kardiyovaskiilercerrahide hastanin ve cerrahi islemin durumuna gore viicut dist
dolasimin (ekstrakorporal sirkiilayon) saglandigi kardiyopulmoner bypass yoOntemi
kullanilmaktadir. KPB, kalp ve biiylik damarlarda ameliyat1 kolaylastirmak i¢in dolagim
ve solunum destegine sahip bir ekstrakorporal dolasim seklidir. KPB kalp ve akcigerleri
kopriileyerek kansiz bir ameliyat alaninda ameliyat yapilmasina izin veren yapay bir
dolagim saglar. Insanda KPB yontemi ilk kez 1952 yilinda ilk atriyal septal defektin

onarimi i¢in John Gibbon tarafindan yapilmistir (96).

2.3. Perikardin Anatomisi ve Histolojisi

Perikard veya perikardiyum kapali bir fibroserdz yapi seklinde kalbin tamamini saran,
kalbe gelen ve kalpten ¢ikan biiyiik damarlarin (aort, vena kavalar, pulmoner damarlar
vs.) giris-¢ikis kokiinii (proksimal uglarini) ¢evreleyen cift duvarli kesedir (Sekil 2.2)
(97). Biiyiik damarlarin ¢evresindeki perikardiyal uzantilar perikardi iistten tutmaktadir.
Kalinlig1 degisen perikardin tutunma yerleri olumna vertebralis, diyafragma, processus
xiphoideus ve manibrium sternidir (98). Kalbe ve perikard bosluguna bagli olarak
orantili sekilde artan perikard kalinligr insanda 1-3.5 mm, koyunda 0.32 + 0.01 mm,
domuzda 0.20 = 0.01 mm’dir (99).
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Sekil 2.2. Perikard anatomisi (97).

Perikardin en 6nemli mekanik 6zelliginden birisi kalbin bogsluklarinin hacimlerini belli
bir seviyede tutarak onlart sinirlandirmasidir (100). Kalp hacimlerini belli seviyede
kisitlayict olarak ayarlayan perikardin bu mekanik 6zelligi aslinda silginin gerilme
giiciine benzemektedir (101). Sempatik ve parasempatik uyartya sahip olan perikarda
kanin taginmasi aortun kiiciik dallari, IMA (Internal Mamarian Arter) ve muskulofrenik
arterlerle olmaktadir (102).

Perikardiyum; fibroz perikardiyum ve ser6z perikardiyum olmak iizere iki yapidan
olusmaktadir (Sekil 2.3). Fibroz perikardiyum dista kollajen liflerinden, serdz
perikardiyum isei¢ kisimda mezotel hiicrelerinden olusur. Fibroz perikardiyum kalbi dis
organlardan izole eder. Serdz perikardiyum fibroz perikardiyum ile miyokard arasindaki
kisimdir. Serdz perikardiyum kendi iginde pariyetal perikardiyum ve visseral
perikardiyum diye iki tabakaya ayrilir. Pariyetal perikardiyum ince bir tabaka olup
fibroz perikardiyumla birlesmistir. Pariyetal perikardiyum elastik ve kollagen liflerden
zengin olan aseliiler yapiya sahiptir. Kollajen lifler, perikardin sertliginden sorumlu
yapilardir. Normal saghkli kisilerde, perikard gerilimi azdir ve dalga seklinde
yerlesiklerdir. Gerilimin arttigt durumlarda kollajen lifler diizgiin bir sekil alirlar ve
dokunun sertligini saglarlar (103). Ince ve saydam bir zar olan visseral perikardiyum
(epikard) ise, miyokardiyumun iistiindeki tabaka olup miyokard {izerine sikica yapisik
tek katmanli bir epitel tabakasindan olusmaktadir. Visseral perikardiyum kalbin
gevseme ve kasilma hareketlerine gore diizlesmekte veya kiip bigimini almaktadir.
Visseral perikardiyum bol miktarda esnek lif igeren bag dokusundan olusmustur.

Epikard ve kalp kas1 arasinda kalp kasinin bag doku stromasiyla baglantili olan bagka
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bir bag dokusu katmani daha vardir. Bu katmanin i¢inde kalbin yiizeyinden koken alan
damarlar, sinirler, koroner damar olugu ve koroner damarlar diizeyindeki yag dokusu

yer almaktadir.

Perikardiyal
Bosluk
Endokardiyum Fibroz
| = Perikardiyum
Miyokardiyum
Periyetal
Perikardiyum
Viseeral
/ / Perikardiyum

Sekil 2.3. Perikardiyum tabakalar1 (104).

Hem pariyetal hem de visseral perikardtaki bircok calisma (insan, képek, domuz) ayni
mekanik Ozellikleri gostermis olup aralarinda sadece niceliksel farkliliklar ortaya
cikmistir. Kopek pariyetal perikardtaki invitro ¢aligmalar viskoelastik tepkinin varligini
gostermekte olup, esasen bu durum elastik ve kollajen liflerin mevcudiyeti ve
diizenlenmesini gostermektedir (105, 106). Pariyetal perikard ventrikiiler hacim
modiilasyonuna katilim, intraventrikiiler etkilesim ve ventrikiiler diyastolik
basing/hacim oranlarina katilimdan sorumludur (107). Insan ve domuzlarda yapilan
invitro epikardiyal caligmalar bag dokusunun bilesimi ve yonelimine atfedilen elastik
ozelliklerin varhigm kanitlamustir. Ozellikle insan epikardiyumunun miyokardin pasif
mekanik oOzelliklerine katkida bulunduguna dair kanitlar bulunmaktadir (108). Bu
sekilde epikardin ventrikiiler end-diyastolik hacim kontroliine katildig1 ispatlanmaktadir

(109).

2.3.1. Perikardiyal siniisler ve sinirler

Pariyetal perikard biiyiilk damarlarin baslangic kisimlarini sardiktan sonra visseral
perikard seklinde devam eder. Aslinda visseral perikard pariyetal perikardin ig
tabakasini olusturarak devamlilik saglar. Bu bolgelerde perikardiyal siniisler (cepler)
olusur. Perikardin anatomisinde oblik ve transvers perikardiyal siniislerdenilen iki siniis

vardir (Sekil 2.4). Transvers siniis asandan aort ve ana pulmoner arterin arkasinda
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bulunur. Transvers siniis kalbin arkasindaki vendz ug (sol atriyum ve iist vena kava) ile
oniindeki arteryel u¢ (aort ve pulmoner govde) arasindaki gegistir. Oblik siniis ise kor
bosluk seklinde olup kalbin sag omuza dogru kaldirilmasiyla goriilmektedir. Oblik
sinlisiin sag tarafinda inferior vena kava vardir. PS kaynagiin visseral perikard

olduguna inanilmaktadir.

Transvers Sinus

s Oblik Sinus

—

Sekil 2.4. Transvers ve oblik perikardiyal siniisler

Kalp odaciklar i¢inde sadece sol atriyum ekstraperikardiyal bir odaciktir. Olduk¢a iyi
innerve olan perikard ayrica mekanoreseptor, kemoreseptor ile frenik sinirleri de
tasimaktadir. Perikard iki frenik sinir tarafindan sinirlenir ve her bir sinir bir afferent dal
(perikardiyal dal) verir (110, 111). Bu yapilar perikard iritasyonundan kaynaklandigi
diistintilen reflekslerin olusumunda ve perikarda agr1 uyaranlarin taginmasinda rol

almaktadir.

2.3.2. Perikardin gelismesi

Intrauterin dénemde olusan perikard; pléroperikardiyal membran ile diyaframi
olusturacak yapi olan septum transversumdan gelismektedir. Bu dénemde meydana
gelen gelisim hatalar1 perikardin kismi olugmasina veya hi¢ olugmamasina neden
olmaktadir. Perikardin gelisim hatalarinda perikardin hi¢ olmamasi durumu daha ¢ok
goriilmektedir. Kongenital olarak perikard defektli dogan olgularin bir kisminda ayrica

baska organlarda da anomaliler goriilebilmektedir (112).

2.3.3. Perikardiyal bosluk, perikardiyal siv1 ve icerigi
Serdz perikardiyumu olusturan pariyetal ve visseral perikardiyum arasindaki bosluga

perikardiyal bosluk denir. Perikardiyal bosluk icerisinde dinamik degisiklikler gosteren
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ve fizyolojik olan ser6z PS bulunmaktadir. PS miktar1 birgok kaynakta farkli
miktarlarda tespit edilmistir. Hacimsel calismalar, perikard sivi hacminin hayvan
boyutuna dogrudan benzer oldugunu géstermistir. Ornegin tavsanlarda 0.4-1.9 mL,
kopeklerde 0.5-2.5 mL PS var iken yetiskin insanlarda yaklagik 20-60 mL (ortalama 15-
35 mL) bulunmustur (113, 114). PS miktar1 ve igerigiyle ilgili yapilan renklendirme
calismalarina gore; perikardiyal bosluk igindeki sivi dagilimi heterojen ¢ikmuistir.
Yapilan arastirmalara gore en biiylik PS miktarinin 6zellikle de sirtiistii pozisyonda
atriyoventrikiiler ve intraventrikiiler sulkus yani superior ve transversal sinusta oldugu
tespit edilmistir (98). PS’nin heterojen yapisina ragmen yine de PS’nin stirekli olarak
karistirlldigini  gosteren bazi farmakokinetik caligsmalar vardir. Bu g¢aligmalar PS
bilesiminin pozisyona bakilmaksizin ayni oldugunu sdylemektedir (115).

Normal insan PS’sinin bilesimini tanimlamak zor olup mevcut veriler kardiyotorasik
cerrahi hastalarindan veya hayvanlardan elde edilmistir. PS tipki plevra sivist gibi
spesifik 6zelliklere sahip bir sividir (116, 117). Hiicre popiilasyonu ile ilgili olarak insan
normal PS’deki ¢alismalar heterojen bir hiicre popiilasyonunun varligini gostermistir.
PS iceriginde mezotelyal hiicreler, lenfositler (% 53), granulositler (% 31), makrofajlar
(% 12), eozinofiller (% 1.7) ve bazofiller (% 1.2) vardir. Bu duruma gore PS’de
"lenfositoz" durumu daima kritik oneme sahip olup lenfosit sayisi tim hiicre
popiilasyonunun % 60'n1 astif1 zaman patolojik olarak karakterize edilmektedir (118,

119).

2.3.4. Perikardin ve perikardiyal sivinin 6nemli fonksiyonlari ile fizyolojisi

Perikard kalbin etrafindaki yapilara yumusak ve serdz bir kese ortami saglar. Kalbin
rahatga hareket edebilecegi bir ortam olusturarak kalbin kasilmasi sirasinda kayganligi
saglayan perikardiyal mayii kalbin ¢alismasini kolaylastirir (120). PS’nin bunun disinda
asagida belirtilen bir¢gok 6nemli gérevi bulunmaktadir.

— PS'min ana fizyolojik rollerinden biri her atimda kalbin siirekli hareketini
mimkiin kilan epikardiyal yiizeyi yaglayarak perikard i¢inde uygun bir
stirtlinmeyi saglamaktir (120, 121).

— Yercekimi kuvvetinin kalp {izerinde esit olarak dagilimini saglayanperikard;
miyokardin dayanakliligmmi arttirarak kalbin {izerinde koruyucu bir rol
oynamaktadir. Yapilan calismalar perikardi olmayan kalpte intrakardiyak
basincin 1 atmosfere ¢ikarilmasi ile miyokard riiptiire olurken; perikard: saglam

olan kalpte bu degerin 1.75 atmosfer oldugunu gostermistir (122). Bdylece

22



perikardin miyokard dayanikliligini artirdigmma dair onemli bir kanit ortaya
cikmustir.

Kalbin orta mediastende sabit kalmasin1 saglayan perikardta baglayici
ligamanlar kalbin torsiyonunu ve yer degistirmesini engelleyerek viicut
pozisyonundaki degisiklikler esnasinda asir1 hareket etmesini onler (120).
Ventrikiiller 1{izerinde hemodinamik etkiye sahip olan perikard kalp
odaciklarinin distansiyonunu sinirlar. Perikard yiiksek end-diyastolik ventrikiiler
basing sirasinda ventrikiiloatriyal kan retrogresyonunu (geri gitmesini) Onler
(120).

Perikard kalbi bitisik anatomik yapilardan izole ederek hem yapisiklik
olusumunu Onler hem de kalbin ¢evresinde bulunan yapilardaki enfeksiyonun
kalbe yayilmasmi dnler. Ornegin akciger, mediasten, dzefagus ve plevra gibi
komsu organ enfeksiyonlari, inflamatuvar ve neoplastik durumlar PS’nin
olusturdugu fizyolojik bariyer sayesinde kalbe ulagamaz (120).

Sag kalp bosluklar1 gibi ince duvarli olan bolgeler icin Onemli olan asiri
dilatasyonu onler. Sol ventrikiiliin asir1 yiikklenmesi durumunda sag ventrikiil
impulsunu azaltir (120).

Hidrostatik basinglarin dagilimini dengeler. Negatif basing sayesinde ventrikiil
sistolii esnasinda intraperikardiyal basinci diisiirerek atriyumlara kan akisini
kolaylastirir (101).

Perikard mezotel hiicrelerinden eikozanoidler ve prostoglandinler salgilanir.
Boylece mezotel hiicreleri miyosit yapisi, islevi ve gen ifadesini etkilemektedir
(123).

Ventrikiiller arasindaki diyastolik coupling’i (baglant1) saglayarak, ventrikiillerin
diyastolik dolus esnasinda birbirleriyle etkilesmesine neden olmaktadir.

Sinir uyarimu tepkisi sayesinde kardiyak frekans ve arteryal kan basincinin
diizenlenmesine yardimci olur.

Diyastol sonu (end-diyastolik) basincinin tiim hidrostatik seviyelerde ayni
kalmasin1 saglayan bir hidrostatik kompanzasyon sistemi olusturulmasini ve
Frank Starling mekanizmasinin fonksiyonel olmasini saglar (117, 124).

Bu fonksiyonlara ek olarak perikardin immiinolojik, vazomotor ve fibrinolitik

aktivitesi de vardir.
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2.3.5. Hastalik halinde perikardin degisimleri

Perikard hem kardiyak hastaliklarda hem de sistemik bir hastalikta kargimiza bir
hastalik bulgusu olarak ¢ikabilmektedir. Kardiyak ve sistemik bir hastalikta perikardin
verecegi cevap akut inflamasyon ve/veya PS miktarindaki artis seklinde olmaktadir
(125). Aslinda PS yillarca hidrostatik basing farki ve ozmotik konsantrasyon gradiyenti
ile tiretilen plazmanin pasif ultrafiltrat1 olarak diistiniilmistiir (126). Bununla birlikte,
tavsanlarda ve kopeklerde yapilan ¢alismalar, PS'nin igerigini ve kompozisyonunun
daha da fazla analizini saglayarak bu basit goriisii genisletmistir (118). insanlar iizerinde
yapilan ilk genis kapsamli arastirmalardan birisinde elektif acik kalp ameliyat1 gegiren
30 hastanin PS kompozisyonu ile ilgili ayrintil1 bilgi edinmis ve kii¢iik molekiillerin
(ire, urik asit, glikoz ve elektrolitler gibi) konsantrasyonlarinin plazmada ve PS'de
birbirine yakin oldugu tespit edilmistir (114).

PS'nin tretilmesi sadece filtrasyon islemlerini degil ayn1 zamanda aktif mekanizmalari
da igermektedir. Ornegin miyokard tarafindan iiretilen cesitli biyolojik maddeler PS
olarak birikmektedir. Yapilan bir¢ok calismada PS iginde biriken maddeler arasinda
endotelinler (127), adenin niikleozidleri (128) ve anjiyotensin (129) tespit edilmistir. Bu
maddelerin plazma ile karsilastirilmasi sonucunda PS'de daha yiiksek konsantrasyonda
oldugu ortaya ¢ikmustir.

Perikardiyal sivi ve serumda bulunan kardiyak markerleri kiyaslamak amaciyla yapilan
bir calismada; acik kalp ameliyatina alinan 30 hastadan ameliyat sirasinda median
sternotomi insizyonundan sonra ve ameliyat bittikten 24 saat sonra gogiis tiipiine drene
olan perikardiyal sivi ve vendz kan alinarak her ikisinde de kardiyak troponin (cTn I),
CK, CK-MB ve myoglobin seviyelerine bakilmis. CK kolorometrik metodla ol¢iiliirken,
cTn I, CK-MB ve myoglobin ise enzim immiinoassay teknigi ile dl¢lilmiis. Yapilan
degerlendirme sonucunda perikardiyal cTnl seruma gore daha yiiksek, CK, CK-MB ve
myoglobin ise seruma gore daha diisilk ¢ikmis olup; preoperatif perikardiyal sivida
biriken cTnl miktar1 subklinik hasar1 yansitabildigi sonucuna varilmstir (9).

Mezotel hiicreleri tarafindan kandan filtre edilen ve fosfolipid ihtiva eden PS’nin
elektrolit icerigi plazmaya yakin olup (pH=7.57, Na=138 mM, CI=109 mM, K= 4,5
mM) protein igerigi (total protein 3.1 g/dL) ise plazmanin 1/3’1 kadardir (130). Taz1 ve
tavsanlarda yapilan bir ¢calismaya gore Ca”* (1.92 + 0.04 mmole kgr H,O™), Na * (150.5
+ (.72 mmole kgr H,0™), CI' (123.2 + 0.71 mmole kgr H,0™") ve Mg” * (0.85 + 0.09
mmole kgr H,O™") konsantrasyon olarak hesaplanmustir. Ayni ¢alismada ayrica PS’de K

* konsantrasyonu (3.81+0.07) plazmaya nazaran daha yiiksek ¢ikmistir. Bu durum sistol
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sirasinda miyokard interstisyumundan perikard bosluga dogru K sizintis1 oldugunu
gostermektedir (117, 131). Protein igerigi plazmadan az olan PS’nin albiimin diizeyi ise
plazmaya goOre nispeten daha fazladir. Yapilan baska bir c¢alismaya goére PS
osmomolaritesi ve protein (albiimin, globulinler, makroglobiilinler ve fibrinojen)
konsantrasyonu plazmaya gore daha diisikk bulunmustur (131). PS iginde bulunan
maddelerin net filtrasyon gradiyentleri goz oniine alindiginda, normal PS’nin transiida

oldugu ortaya ¢ikmaktadir (117, 131).

2.3.6. Perikardiyal hidrodinamik ve lenf drenaji

PS olusumunda ayrica perikardiyal boslukta miyokardiyal interstisyel sivi ve lenf
drenaji 6nemli kaynaktir. PS’nin bosalmasi pariyetal perikard aracilifiyla torasik
duktusa, sag plevral araliktan da sag lenfatik duktusa drene olmas1 sayesinde olmaktadir
(132). PS’nin hacmi, iiretim ile drenaj arasindaki denge ile belirlenir. PS’nin plazma
ultrafiltrasyonuyla  epikardiyal kilcal damarlardan = (muhtemelen  pariyetal
perikardiyumdan) ve az miktarda miyokardtan interstisyel sivi seklinde tiiretildigine
dair giiclii kanitlar vardir (133). Perikardiyal bosluga akiskan drenaji esas olarak
pariyetal perikard lenfatik kilcal yatak yoluyla olmaktadir (134). Koyunlarda yapilan
calismaya gore PS’nin tlimiiniin lenfatik kilcal yataktan 5-7 saatte bir drene oldugu
belirlenmistir (134). Bununla birlikte normal prosediirler ve kosullar altinda PS
dinamigini inceleme zorlugu nedeniyle konu tam olarak aydmlatilamamistir (135).
Esasen perikardiyal tabakalar icerisindeki sivi hareketi mikrovaskiiler yap1 ile bosluk
arasindaki hidrostatik/ozmotik basing dengesine baglidir (134). Dinamik degisiklik
gosteren ve fizyolojik bir sivi olan PS icinde proteinler, sitokinler, hiicreler, glukoz,
elektrolitler, kolesterol, LDH, natritiretik faktorler, VEGF, FGF, hiicre adezyon
molekiilleri (ICAM), prostaglandinlerve kayganlastirict 6zelligi olan fosfolipidler
bulunmaktadir (136, 137). PS’de ayrica cesitli yollarla buraya girmis olan bakteri ve
viriislerde bulunabilmektedir (138). PS hem kii¢iik hem de bazi biiyiikk molekiillere
gecirgen olup, PS’de dinamik bir denge halinde olan serum ile serbest sivi-elektrolit
degisimi vardir (139). Yapilan baz1 calismalarda kalp hastaliklar1 sirasinda PS igerisinde
bulunan maddelerin degisen konsantrasyonu bildirilmistir (140). Buna ek olarak PS
kompozisyonu ¢esitli kalp hastaliklarinda (141) ve kardiyak hipertrofide (142)
degismektedir.
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2.3.7. Perikardiyal basing

Intraperikardiyal basing solunum siklusu boyunca —5 ile +5 mmHg arasinda
degismektedir. Plevral basinca yakin olan intraperikardiyal basing solunumla birlikte
siklik degisiklikler gostererek inspirasyon sonunda yaklasik -6 mmHg, ekspirasyon
sonunda ise yaklastk -3 mmHg olmaktadir. Sag ve sol ventrikiil diyastolik
basinglarindan daha diisiik olan intraperikardiyal basing perikardiyal boslukta toplanan
sivinin voliimiine, sivinin toplanma hizina ve perikardin fiziksel 6zelliklerine bagh
olarak degismektedir. Santral vendz basing intraperikardiyal basingtan hafif derecede
yiiksek olup bu durum venlerden kalbe kan akimini siirdiirmektedir. Son zamanlarda
yapilan c¢alismalara gore perikard yeni tedavi yontemlerinin uygulama alani haline
gelmistir. Ozellikle perkiitan girisim veya cerrahi revaskularizasyonun yapilamadig
hastalarda tikali damarlarda kollateral gelisimi uyarmak igin perikardiyal bosluga
verilen intraperikardiyal "basic fibroblast growth factor" uygulamalar1 perikardi yeni

tedavi girisim yeri ve metodu haline getirmektedir (143, 144).

2.3.8. Perikardiyal efiizyon

Perikardiyal eflizyon; perikardiyal boslukta sivi birikiminin komplikasyonudur.
Perikardiyal boslukta normalden daha fazla sivinin birikmesinde, bir ¢ok sebep
olabilmektedir. PS iiretimi ve drenajiyla iliski olusan patolojiler stvinin normalden daha
farkli olmasma neden olmaktadir. Ornegin; hidroperikardiyum sag atrium basincinin
artmasi, perikardin vendéz ve lenfatik drenajinin azalmasi sonucu meydana gelir.
Perikardiyal eflizyon kalp yetmezligi, kalp kapak hastaligi ve miyokard infarktiisiinde
goriilebilmektedir. PS’nin intraperikardiyal basinca etkisi sivinin voliimiine, toplanma
hizina ve perikardin gerilme derecesine baglidir. Perikardin katiligin1 (stiffness) sivinin
birikim hizi ile pariyetal perikardin esneme kabiliyeti arasindaki etkilesim
belirlemektedir. Sivinin yavas toplandigi durumlarda 2 litreye kadar toplanan sivi
intraperikardiyal basinci arttirmazken, stvinin hizli toplandigr durumlarda toplanan 150-
200 mL s1v1 bile intraperikardiyal basinci hizla arttirmakta ve sonugta kalp tamponadina
neden olabilmektedir. Boylece PS’nin birikme hizi klinik olarak verilen cevabi
belirlemektedir (145).

Cogunlukla perikardiyal efiizyonda inflamasyonlu perikardin gegirgenligi bozulmakta
ve visseral perikarddan perikardiyal bosluga fazla miktarda sivi akimi olmaktadir.
[rritatif ve inflamatuvar efiizyonlarda interlokinler, sitokinler ve tiimér nekrozis faktor

gibi baz1 maddeler lokal olarak iiretilmektedir. Perikardta geri emilimin bozulmasinda

26



biiyilk molekiillerin ve proteindz materyalin eksudasyonu ile intraperikardiyal
trombiisiin erimesi de rol oynamaktadir. Bu durum ise daha fazla sivinin birikimine
neden olmaktadir (139). Genis efiizyonlar cogunlukla epikardta vendz ve lenfatik
tikanmadan sonra olugmaktadir. Perikardiyal eflizyon asemptomatik durumdan,

kardiyak tamponada kadarolan spekturumu ¢ok genis klinik bir durumdur.

2.3.9. Kalp tamponadi

Perikardiyal aralikta sivi birikimine bagli olarak ortaya ¢ikan intraperikardiyal basing
artisinin ventrikiillerin diyastolik dolusunu kisitlamasi ve kalp debisinin diismesi ile
sonuglanan klinik durumdur. Kardiyak tamponad; intrakardiyak basinglarda artma,
ventrikiillerin diyastolik dolusunda, atim hacminde ve kardiyak outputta azalma ile
karakterizedir (146). Kalp tamponadinda Once sag sonra sag ventrikiil doluslar
engellenir. Intraperikardiyal basing sol ventrikiil diyastolik basincina esitlenince veya
gecince bu durum ventrikiil hacminde azalmaya, atim voliimii ve kardiyak debide
diismeye sebep olur. Bu durum baslangicta refleks tasikardi ile kompanse edilmeye
calisilir. Kalp tamponadinin sebepleri arasinda; enfeksiyon (viral, bakteriyel), malignite,
travma, konnektif doku hastaliklari, tiremi, MI sonrasi kalp riiptiirii, aort diseksiyonu,
aort anevrizma riiptiirii, antikoagiilan tedavi, cerrahi islemler, kateter komplikasyonlari
ve radyasyon gibi onemli etmenler bulunmaktadir. Tiim perikardit ¢esitleri tamponad
olusturabilir (147). Kalp tamponadi hayati tehdit eden, hizli tan1 ve acil tedavi
gerektiren bir durumdur (148).

2.3.10. Perikardiyal sivida yapilan incelemeler
PS’de makroskobik ve mikroskobik incelemeler, hiicresel sayim, biyokimyasal
tetkikler, sitolojik, mikrobiyolojik-kiiltiirel, inflamatuvar, patolojik, immiinolojik,

malignite ve molekiiler (PCR, proteomiks vb) incelemeler yapilabilmektedir (149).

2.3.10.1. Perikardiyosentez

Perikardiyosentez sayesinde alinan s1vi drnekleri tetkik edilerek etiyolojik a¢idan tanisal
bir yaklasim sergilenir. Perikardiyosentezde hasta yar1 oturur pozisyona getirilerek
perikardiyal eflizyonun 6n ve alt kisimda birikmesi saglanir. Bu yontemde sol kosta
yay1 ile ksifoid ¢ikint1 arasindan horizontal, frontal ve sagital planlarda 45 derece ac1 ile
sol omuza dogru ponksiyon yapilir. Perikardiyal ponksiyon isleminin floroskopi veya
iki boyutlu ekokardiyografi (EKO) araciligiyla yapilmasi gerekir (150). Floroskopi ve

EKO sayesinde elektrokardiyografik ve hemodinamik kontrol saglanmig olur.
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Ponksiyon sirasinda ignenin ventrikiil duvarina degmesi ile EKG’de ST segment
yiikselmesi gercekleserek ventrikiiler prematiire atimlar gozlenir. Eger PS kesenin 6n ve
serbest boslugunda ise kolaylikla ¢ekilir. Bir hastada uzun stireli drenaj gerekiyorsa o
zaman perikard bosluguna pigtail kateter ad1 verilen bir katater yerlestirilebilir. Pigtail
kateter takildiktan sonra kiside giinliik drenaj 50 cc’nin altina diiserse bu durumda
kateter geri ¢ekilebilir (151). Floroskopi altinda yapildiginda kontrast madde
enjeksiyonu ile kardiyak bosluklara girilip girilmedigi kontrol edilebilir. Aspirasyon

s1vist hemorajik ise pihtilasip pihtilasmadigi kontrol edilir.

2.3.11. Perikard tedavilerinin gelecegi

Cesitli kalp hastaliklarinda bazi maddelerin PS’deki konsantrasyonlart pek c¢ok
patofizyolojik mekanizmanin anlasilmasina katki saglamaktadir. Ornegin yapilan bir
calismada kalp yetersizliginde atriyal natriliretik faktdr ve brain natritiretik faktoriin
PS’de yaklasik 12 kat fazla bulunmasi bu faktorlerin kalp yetersizliginde otokrin ya da
parakrin bir faktor olarak patofizyolojik bir rol oynadigini diisiindtirmektedir (152, 153).
Kararsiz anginada ICAM-I, VCAM-I, e-selektin gibi adezyon molekiillerinin ve
interlokin 6 ve 8 gibi proinflamatuvar sitokinlerin PS’deki yiiksek diizeyleri koroner
arter hastaliklar1 ile inflamasyon iligkisini desteklemektedir. Yine bu hastalarda PS’de
noradrenalin yiiksekligi iskemik kalp kasinda hasarlanma ve aritmilerin gelisiminden
norepinefrinin sorumlu oldugu savini desteklemektedir. Sol ventrikiil hipertrofisi ve
remodeling olusumundan sorumlu oldugu diisliniilen angiotensin-II diizeylerinin bu
hastalarin PS’sinde diisikk diizeyde bulunmas1 kardiyomiyosit hipertrofisinden
angiotensin-II'nin direkt sorumlu olmadigim diisiindiirmektedir. iskemik kalp
hastaliklarinda kollateral damar gelisimini uyardiklar1 bilinen asit ve basic fibroblast
growth faktorler, vaskuler endotelial growth faktor, hepatositik growth faktor gibi cesitli
anjiojenik faktorlerin perikardiyal konsantrasyonlari anlamli diizeyde artmis olmasi

perikardi 6nemli kilmaktadir (152, 153).

2.4. mikroRNA’lar (miRNA)

Genom dizilemesinin sasirtict sonuglar1 arasinda; gelismisliklerine gore ytliksek yapili
canlilarin ¢ogunun sahip oldugu protein kodlayan gen sayisinin tek hiicreli canlilardan
daha az olmasi bulunmaktadir (154). Bu durumun agiklamasinda iki 6nemli etmen
vardir. Birincisi; aslinda genomun karmasik ve farkliligi protein kodlamayan
bolgelerden kaynaklanmaktadir. Ikincisi; memeli genomunun yaklasik % 97°lik kismi

protein yerine kodlamayan RNA’lardan (ncRNA) bdlgelerden olugsmaktadir. Genomun
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geri kalan % 3’liik kismi ise protein kodlayan mesajc1 RNA’lar1 (mRNA) ifade eden
bolgelerden olugmaktadir. Daha onceleri sadece iiriin sifrelerini depolayan ve DNA ile
protein arasinda basit bir tasiyict olarak goriilen RNA’ya bakis agist bu haliyle
degismistir. Ciinkii RNA’nin canli gelisiminde 6nemli bir role sahip oldugu ve kilit bir

molekiil oldugu yapilan ¢alismalarla ispatlanmistir.

Canli gelisiminde 6nemli bir rol oynayan ve kilit bir molekiil olan mikroRNA’lar
hiicrelerin normal islevinde, canli gelisiminde ve biyolojik islemlerde yer aldigi gibi
kardiyovaskiiler hastalig1 da icine alan bir¢ok hastalikla iligkilidir (155). Giiniimiizde
hedef mRNA’lara baglanip gen ifadesini diizenleyen bir¢gok miRNA tanimlanmis
olmasma ragmen miRNA’larin biyolojik islevleri hakkinda bilinenler tam anlamiyla
yeterli degildir. Yapilan ¢aligmalarda hiicrelerin  farklilagma, proliferasyon,
metabolizma ve apopitozis gibi biyolojik islevlerde miRNA’larin ifade seviyelerinin
onemli oldugu ortaya ¢ikmistir (156). Giliniimiizde miRNA’larim kanser, viral
hastaliklar, kardiyovaskiiler hastaliklar ve metabolik bozukluklar gibi bir¢cok hastaligin
tan1 ve prognozunda kullanilabilecegi belirtilmistir (18, 157). mikroRNA ilk defa 1993
yilinda Lee ve arkadaglart tarafindan C.elegans’in gelisiminin takibi sirasinda
tanimlanmistir (158). miRNA’lar yapisal olarak 18-24 niikleotid uzunlugunda, protein
kodlamayan kisa ve tek iplik¢ikli RNA molekiillerdir. Hedef mRNA’ya baglanarak
mRNA’larin yikilmalarina ve translasyonel baskilanmasina sebep olan miRNA’lar gen
ifadesinin post transkripsiyonel diizenlenmesinde rol oynarlar (159). Dokular arasinda
farkli sekilde ifade edilen miRNA’lar hiicrede, hiicre disinda, dolasimda ve viicut
sivilarinda bulunmaktadir. Dokularin, hiicrelerin ve sivilarin kendine has miRNA’lar1
bulunabilmektedir (5). En son versiyon olan merkezi miRNA datas1 (V21.0) olan
miRBase.org web sayfasina gore 223 tiirde toplam 35828 olgun miRNA, insanda ise
1881 prekiirsor ve 2603 olgun miRNA iiriinii bulunmaktadir (6, 160).

2.4.1. miRNA olusumu ve islenmesi

miRNA'lar birbirini takip eden ii¢ agamali adimda meydana gelmektedir. Birinci adimda
mikroRNA genlerinden pri-miRNA'larin (primer miRNA) transkripsiyonu gergeklesir.
Ikinci adimda pri-miRNA'lardan pre-miRNA (prekiirsor miRNA) olusur. Son adimda
ise pre-miRNA’lardan olgun miRNA'lar olusur (161, 162). Birinci ve ikinci asama

cekirdek icerisinde olusurken, iiclincii asama ise stoplazmada olusur.
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Az bir kism1 RNA polimeraz III tarafindan kodlansa da ¢ogunlukla RNA polimeraz II
enzimleri tarafindan kodlanan mikroRNA’lar kendisini kodlayan genlerden once
birincil transkript (pri-miRNA=500-3000 baz) olarak yazilirlar (163, 164). Olusan pri-
miRNA’larin 5 (5 issii) uglarinda 7 metil guanozin ve 3’ (3 iissii) uglarinda ise poli
adenozin (poly-A) kuyrugu vardir (20, 165). Bu yoniiyle pri-miRNA’lar mRNA’lara
benzemektedir. Tek zincirli olan pri-miRNA’lar kendi iistline kivirilarak sa¢ tokasi
(hairpain) seklini  olusturur. Pri-miRNA’lar mikroiglemci protein kompleks
(Microprocessor complex) tarafindan islenerek hiicre ¢ekirdeginde pre-miRNA olarak
bilinen 70 niikleotid uzunlugunda, sap-ilmik seklinde, oOnciil (prekiirsor) yapilara
dontismektedir. Mikroislemci kompleks'te RNAaz III enzim ailesinin bir endoniikleazi
olan Drosha ve kofaktorii Pasha (DGCRS8-DiGeorge critical region 8) adli ¢ift iplikli
RNA baglayict protein bulunur (166). Bu islemler cekirdekte yapilmaktadir (167).
Cekirdekteki islemden sonra pre-miRNA niikleus porlarindan sitoplazmaya niiklear

transport reseptor olan eksportin-5 ve RAN GTP araciligiyla taginir.

Stoplazmaya gelen pre-miRNA'lar daha sonra Dicer adli endoniikleaz ve TRBP (RNaz
3 enzimi olan ve c¢ift iplikli RNA’ya baglanan bir protein) ile etkileserek olgun
miRNA'ya (22 niikleotitlik ¢ift iplikli miRNA) dontsiirler (Sekil 2.5). Bu islem
sirasinda Dicer RNA-indiiklenmis susturma kompleksiolan (RNA-induced silencing
complex) RISC olusumunun baglatir. RISC miRNA ifadesi ve RNA interferanstan

(RNA1) kaynaklanan gen susturmasindan sorumludur.
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Sekil 2.5. miRNA olusum agamalar1 (168).
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Pre-miRNA'nin diizgiin bir sekilde islenmesi i¢in, sap-ilmik yapisinda hem 5' hem de 3'
ucunda tek iplikli RNA uzantilarina sahip olmas1 gerekir. Islenmenin gergeklesebilmesi

icin bu tek iplikli RNA motiflerinin uzunluklari 6nemlidir.

Dicer tarafindan sap-ilmigini kesilen pre-miRNA’dan iki tamamlayict kisa RNA
molekiilii meydana gelir. Meydana gelen iki iplikten 5' ucu daha kararli olan segilerek
argonaute (Ago) yardimiyla RISC kompleksine dahil olur. RISC’e dahil olan iplige
kilavuz iplik (guide strand) adi verilir. RISC’e dahil olmayan iplige ise anti-kilavuz
(yolcu iplik) ad1 verilerek bu iplik RISC kompleksinin substrati olarak sindirilir. Ago
RISC kompleksinin i¢inde yer alan bir RNAz’dir. miRNA'lar RISC kompleksine dahil
olduktan sonra tamamlayict oldukalari mRNA ile baz eslesmesi yapar. miRNA ve
mRNA baz eslesmesinden sonra argonaute (Ago) proteinleri mRNA'y1 yikar. Yani
olgun miRNA’nin termodinamik ozelliklere gore once ¢ift iplikten biri seciliyor,
sonrasinda Ago ve RISC kompleksi olaya dahil olarak komplementer mRNA’nin
transkripsiyon siirecini baskilayarak veya mRNA’y1 pargalayarak inhibe ediyor (169,
170).

miRNA’lar bir veya daha fazla mRNA'ya komplemanterdir. Tek bir miRNA 200 hedef
bolgeye baglanma 0Ozelligine sahiptir. miRNA'lar genelde mRNA’nin 3' UTR
(untranslated region) bolgesine tamamlayicidirlar. Bazi miRNA’lar ise mRNA’nin 5'
UTR bolgesi, ORF (open reading frame) bolgesi veya promotor bolgelerine baglanarak
gorev yapmaktadir (165, 171).

Olgun miRNA’lar, hedefledigi mRNA’lara kendi 5° ucundaki 2 ve 8. niikleotidler
arasindaki 6 niikleotidlik komplementer sekanslar1 aracilifiyla baglanmaktadir.
miRNA’larin bu bdlgesine “cekirdek dizisi” yada “’seed’” denir. miRNA’nin hedef
mRNA‘y1 baskilamast i¢in ¢ekirdek dizi bolgesindeki tamamlayict (komplementer)

sekans1 yeterli olup bu durum bir¢ok ¢alismada gosterilmistir (165).

miRNA’larin 2-8 niikleotid uzunlugundaki “cekirdek dizisi-seed” hedef mRNA’ya tam
komplementer oldugu i¢in bu bélge ¢ok 6nemlidir. miRNA’nin 6 niikleotidlik “cekirdek
dizisi-seed” bolgesinin mRNA ile komplementer olma durumuna goére 4 farkli

baglanma tipi olusmaktadir (172).

— o6mer site: Sadece ¢ekirdek dizisi bolgesindeki 6 niikleotidlik eslesme olmasi

durumudur.
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Tmer-A1l site: Cekirdek dizisi bolgesindeki niikleotid eslesmesinin yaninda
miRNA’nin birinci niikleotidinin karsisinda A niikleotidinin olmasi1 durumudur.
Tmer-m8 site: Cekirdek dizisi bolgesindeki niikleotid eslesmesine ek olarak
miRNA’nin 8. niikleotidinde de eslesme olmasi durumudur.

8mer site: Cekirdek dizisi bolgesindeki niikleotid eslesmesine ek olarak
miRNA’nin 8. niikleotidinde eslesme ve 1. niikleotidinin karsisinda A

niikleotidin olmast durumudur (172, 173).

Ayn1 genomik lokuslardan (<10 kb) dogan mikroRNA'lar miRNA kiimeleri
(MicroRNA clusters) olarak tanimlanirken, miRNA aile (MicroRNA family) iiyeleri ise
hedef oOzgiinligli saglayan 5' ¢ekirdek dizilerini paylasirlar. Yukarida bahsedilen
miRNA yolaklarmin tipik yolaklar1 disinda ayrica atipik yolaklarda tanimlanmistir.
miRNA’larin atipik yolaklar1 heniiz tam olarak belirlenememistir. Drosha bagimsiz ve
Dicer bagimsiz yolaklara ayrilan atipik yolaklarda en ¢ok bilinen yolak mirtron

yolagidir (Sekil 2.6). Yapilan ¢aligmalarda son zamanlarda mirtron yolagina benzer

bir¢ok atipik yolak kesfedilmistir (171).
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Sekil 2.6. miRNA olusum yolaklar1 (171).

Ilk kez D. Melanogaster ve C. Elegans’ta tespit edilen mirtron yolagi memeliler dahil
bir¢ok canlida vardir (Tablo 2.1) (171, 174, 175). Mirtron yolaginin onciilleri normal
pri-miRNA’lara nazaran daha kisadir (176).
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Tablo 2.1. Farkl: tiirlerde tanimlanmig Mirtron tipleri (177).

Organizma Tiirii Tiir Mirtronlar Kuyruklu Mirtron'lar
C elegans miR-62
Omurgasizlar Drosophila miR-1003, 1004, 1010 | miR-10-17
Bitki Piring miR-1429.2
Fare miR-877, 1224, 708, | miR-1982
1981
Sican miR-877
Memelilerde Inek miR-877
Makak miR-877, 1224, 1226,

1227, 1230, 1232,
1235, 1239, 1240,
1241

| sempanze miR-877, 1224, 1225, |
[ 1226 [
Insan miR-877, 1224, 1225,
1226, 1227, 1228,
1229,1231,1233,

1234, 1236, 1237,
1238

Gliniimiizde 4000 den fazla tanimlanmis miRNA geni bulunmaktadir. miRNA’larin
yaklasik % 30-50’si protein kodlayan genlerin intron kisimlarindan kodlanirken geriye
kalan miRNA’lar intergenik bolgelerden kodlanmaktadir (20). Memeli transkriptinin %
60’1ndan fazlast miRNA’larin kontroliindedir (19, 20).

Hiicreler aras1 matrikste ve viicut sivilarinda da bulunan miRNA’lar bir¢cok hastalikla
iligkili olarak hastaligin tanisi, prognozu ve tedavisinde kullanilabilmektedir (178).
miRNA’larla iliskili hastaliklarin tan1 ve tedavisinde; tam kan, serum, tiikriik, beyin-
omurilik sivisi (BOS), plevral efiizyon, goz sivisi, siit, safra, idrar, karin zar1 sivisi,
nazal sekresyon, ovaryen folikiil sivis1 ve feges gibi biyolojik ve doku sivisi

kullanilabilmektedir (19, 22, 23, 24, 179).

miRNA’larin tasinmasi; mikrovezikiiller (MPv= exomes, mikropartikiil ve apoptotik
body), Argonaute 2 (Ago 2), HDL lipoprotein ve niikleophosmin (NPMI) gibi
proteinlerle olmaktadir. Bu sekildeki tasinim miRNA’lar stabil kilarak riboniikleaz
aktivitesine karst yikilmalarini 6nlemektedir. Bu durum miRNA’larin kararliligini
artirdigindan dolay1 uzak bolgelere tasinarak o bolgedeki hiicrelerin gen ifadesine etki
etmesine neden olmaktadir. Boylece tasinan miRNA’lar hiicreler arasi iletisimde rol
oynamaktadir (6). Sirkiile olan bu miRNA’lar molekiiler teshis ve tedavi icin

biyobelirte¢ olma yoniinde hizli gelismeler kaydetmektedir (Sekil 2.7) (180).
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Sekil 2.7. miRNA’larin yillara gore geliserek tespit edilme siiregleri (181).

Dokuya 06zel gelisimlerde rol alip hedef genlerde diizenleme yapabilen miRNA’lar
kardiyovaskiiler hastaliklarda farkli diizeylerde olup cTnl gibi 6nemli kardiyak
belirteglere gére daha hassas bilgiler vermektedir (6). Akut miyokardiyal infarktiis
(AMI) hastalarinin dolasiminda 259 miRNA’nin degerlendirilmesi sonucunda miR 1,
133a ve 133b gibi miRNA’lar cTnl’dan daha 6nce pik yapmistir. Bundan dolay:
kardiyovaskiiler hastaliklarin teshisinde miRNA’lar biyobelirte¢ olarak kullanilmaktadir
(180). Feng Wang ve ark. tarafindan yapilan ¢alismada KAH’ta miRNA 133a i¢in teshis
dogruluk degeri 0,918 ¢ikarken, cTnl i¢in dogruluk degeri 0,741 ¢ikmistir (6). Fakat bu
miRNA’lar sadece kalpte degil ayn1 zamanda iskelet kasinda da ifade edildiginden bu

durum miRNA’larin 6zgilinliigiinii olumsuz yonde etkilemektedir.

miRNA’larin metabolizmada ana diizenleyici olduklarina dair birgok ¢alisma mevcuttur
(Sekil 2.8). ilk olarak 2003 yilinda Drosophila’da yapilan bir ¢alismada miR-14’{in
lipid metabolizmasinda 6nemli islevinin oldugu gosterilmistir. Yapilan bu caligmada
miR-14’{in inhibisyonu sonucunda total viicut TAG (tria¢ilgliserol) miktarinin iki katina
ciktig1 ortaya ¢ikmistir (182). Yapilan bagka caligsmalara gore miRNA’lar lipid ve amino

asit metabolizmasi ile glukoz diizenlenmesinde aktif rol oynamaktadir (183, 184, 185).
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Sekil 2.8. Metabolizmada etkili olan bazt miRNA’lar (177).

miRNA kodlayan genler tipki protein kodlayan genlere benzer sekilde epigenetik
mekanizmanin kontrolii altindayken, bazt miRNA’lar ise epigenetik mekanizmada rol
oynayan faktorleri diizenlemektedir (186, 187). Kardiyovaskiiler sistemde miRNA’nin
kritik rolii miRNA’y1 isleyen DICER enziminin inaktive edilmesi ile belirlenmis olup;
bu durum anjiyogenezis, damar olusumu ve kardiyak gelisimde defektler ile ortaya
cikmigtir (4). Belirlenen bazi durumlara ragmen KAH ig¢in major risk faktorii olan ve
bircok parametre lizerine etkisi olan miRNA’larin ST2 {izerine etkisi heniiz agiga

kavusturulamamuistir.

Suvi M. Kuosmanen ve ark. tarafindan 51 hastay1r kapsayan c¢alismada PS’de 742
miRNA taranmis ve ortalama her bir ornekte 256 miRNA tespit edilmistir (21).
Calismada PS i¢in 6 spesifik (6zgli) miRNA (let 7d-3p, miR 34a-5p, miR 99b-5p, miR
125-5p, miR 320b ve miR 497-5p) tespit edilmistir. Ayni ¢calismada miR 7b-5p, miR
16-5p, miR 21-5p, miR 125b-5p ve miR 451a’nin tiim hastalarda en fazla bulunan
miRNA’lar oldugu, miR-26b-5p, miR 29b, miR 125, miR 320, miR 34, miR 497 gibi
miRNA’larin ise tiim sivilarda ortak bulundugu tespit edilmistir. ilgili ¢calismada bu
sonuglar elde edilmesine ragmen bulunan bu miRNA’larin kardiyak patolojiler
acisindan anlamu tespit edilememistir. Tespit edilen bu miRNA’larin kardiyak hiicreler
arasinda iletisimde rol oynadigi tahmin edilmistir (25). Suvi M. Kuosmanen ve ark.
tarafindan yapilan ¢alismada PS’ye 6zgii olan 6 miRNA (let 7d-3p, miR 34a-5p, miR
99b-5p, miR 125-5p, miR 320b ve miR 497-5p) hastalarin tamaminda (% 100’e yakin)
bulunmustur. Tespit edilen bu miRNA’larin Cp (Average Cp- Assay Cp) degeri; miR-
125b-5p i¢in 5.1, miR-320b i¢in 3.5, miR-34a-5p i¢in 2.3, miR-497-5p, miR-99b-5p ve
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let-7d-3p icin 0.8 bulunmustur. Ayni ¢aligmada miR 21-5p PS’ye 6zgii olmamasina
ragmen tiim hastalarin PS’sinde en yiiksek ¢ikan miRNA olmustur (21).

KAH’ta ST2 ve miRNA arastirmalar1 ayr1 ayr1 yapilmis olmasina ragmen aralarindaki
iliski hakkinda ¢alismalar yapilmamistir. Bu konuda sadece 1133 ile ST2 arasinda bir
etki oldugu ve miRNA’larin bu siirecte sadece inflamatuvar yanitta rol oynadigiyla ilgili

calisma vardir (17).

KAH i¢in tedavi segenekleri arasinda en son ¢are olan koroner bypass ameliyatlar1 kalp
krizi sonrasi bazen acil olarak ilk segenek olmaktadir. Ameliyatin gerceklesebilmesi igin
hasta kaninin viicut disinda sirkiile olmasini saglayan kardiyopulmoner bypass yontemi
faydali etkisinin yaninda hastaya bir¢ok yonden zarar vermektedir. Bu zararlardan
kurtulabilmek i¢in KAH olusum mekanizmasinda miRNA ve ST2 rolii 6nemli olup, bu
acidan olayin ¢oziimlenmesi hastaliga karsi tedavi segeneklerini ortaya ¢ikaracaktir. Bu
nedenle korunma ve tedavi i¢in etkili yollarin bulunmasi ve hedefe yonelik molekdillerin
kesfedilmesine yonelik ¢aligmalara biiyiik ihtiya¢ duyulmaktadir. Son yillarda KAH ile
ilgili yapilan c¢alismalarda hastaliktan primer korunma arastirmalarina ilgi artmistir. Bu
konuda yapilan aragtirmalar KAH insidansini azaltmada biiylik 6neme sahip olmaktadir.
KAH tedavisinde bir¢ok onemli ilerleme kaydedilmesine karsin hedefe yonelik
tedavilerin basarisi i¢in sebeplere yonelik adimlarin atilmasi gerekmektedir. Ciinkii

faydal1 bir tedavi uygulamasindan dnce sebeplerin belirlenmesi 6nemlidir.

KAH’den korunmada ve tedavide birincil amag, tespit edilmis risk faktorleri ve
sebeplerden kaginmak, ikincil durumda ise hastalik olusumunda yeni faktorlerin tespit
edilmesidir. Tam da bu sebeple KAH i¢cin miRNA ve ST2 hastalik olusumunda etkin
olan yeni faktdrler arasindadir. Hastaliklarin tedavisine yonelik olarak gilinlimiizde
miRNA mimikleri ve antogonistleri sentezlenerek yeni yontemler gelistirmeye
calisilmaktadir. Yapay mimik miRNA ve miRNA antogonistlerin tipki asil miRNA’lar
gibi etki gostererek hedef mRNA’ya baglandigi, mRNA’y1 inhibe ettigi veya
parcaladig1 bir¢ok ¢alismada ispatlanmistir (188, 189).

2.4.2. Calismada kullamlan miRNA’larin (miR-125b-5p, miR-320b, miR-34a-5p,
miR-16-5p, miR-320a ve miR-15a-5p) secilme nedenleri

Yaptigimiz arastirmalarda PS’ye 6zgli olarak bulunan miRNA’lardan (21) ST2’ye
komplementer olup 7mer ve 8merlik bolgelerden baglanarak ST2’yi hedefleyen alti

miRNA (miR-125b-5p, miR-320b, miR-34a-5p, miR-16-5p, miR-320a ve miR-15a-5p)
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tespit edilmistir. Bu bilgilere miRNA’larin biyolojik hedeflerini tespit edebilen
“http://www.targetscan.org/’’ ve ‘’http://mirtarbase.mbc.nctu.edu.tw/php/search.php”’

veri tabanlarindan ulasilmistir.

PS’ye spesifik olan miR-125b-5p, miR-320b, miR-34a-5p daha once HF veya diger
kardiyovaskiiler kosullarla iliskilendirilmistir (21). Ornegin; miR-125b, miR-320b ve
miR34a-5p AMI ile iligkili olup, bu mikroRNA’lar hastaligin olusumu, patogenezi ve
mortalite riskini etkilemektedir (190, 191, 192, 193). miR-125b, miR-320b ise
ateroskleroz ve koroner arter hastaligi gelisimi ile iliskilendirilmistir (190, 194, 195).
Suvi M. Kuosmanen ve ark. tarafindan yapilan aragtirmada tiim PS 6rneklerinde yiiksek
miktarda tespit edilen miR-34a-5p, kardiyak fonksiyonda yaslanmayla ilgili diislise
katkida bulunan bir faktor olarak tanimlanmistir (196, 197). Ayni arastirmada buna ek
olarak, tiim perikard s1v1 6rneklerinde yiliksek miktarda tespit edilen miR-320a hakkinda
kalp yetmezliginde biyobelirte¢ olarak tanimlanmistir (198, 199).

2.4.2.1. miR-320b

miR-320b Suvi M. Kuosmanen ve ark. tarafindan yapilan arastirmada kalp
yetmezliginden dolay1 agik kalp cerrahisine alinan hastalarin % 96’sinda PS’ye 6zgii
mikroRNA olarak tespit edilmis olup, 3.5 Average Cp- Assay Cp miktar degeriyle en
cok bulunan 2. mikroRNA olmustur (21). miR-320b hakkinda yaptigimiz microRNA
target interaction database (miRNA hedef etkilesim veritabani) aragtirmalarina gore
miR-320b’nin ST2’ye % 39-48 oraninda 7mer-1A’dan baglanabildigi (Sekil 2.9) tespit
edilmistir (200).

Position 649-655 of IL1RL1 3' UTR  5' ...UGGGGACACCUCAGG--AGCUUUAC. . . S
111 FEEEL
hsa-miR-320¢c 3 UGGGAGAGUUGGGUCGAAAA L
Position 649-655 of IL1RL1 3' UTR  5' ...UGGGGACACCUCAGG--AGCUUUAC. . . e
1] FEEET i
hsa-miR-320a 3" AGCGGGAGAGUUGGGUCGAAAA it
Position 649-655 of IL1RL1 3' UTR  5' ...UGGGGACACCUCAGG--AGCUUUAC. . . e
[ [EETT
1A

hsa-miR-320b i AACGGGAGAGUUGGGUCGAAAA

Sekil 2.9. miR-320b ve ST2 nin ¢ekirdek dizisi bolgesindeki niikleotid eslesmesi

2.4.2.2. miR-34a-5p
miR-34a-5p hakkinda Suvi M. Kuosmanen ve ark. tarafindan yapilan arastirmada kalp
yetmezliginden dolay1 agik kalp cerrahisine alinan hastalarin % 100’tinde PS’ye 6zgii

mikroRNA olarak tespit edilmis olup, 2.3 Average Cp- Assay Cp miktar degeriyle en
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¢ok bulunan 3. mikroRNA olmustur (21). Ayni calismada miR-34a-5p ayrica tim PS
orneklerinde bulunmus olup, en ¢ok bulunan 50 mikroRNA arasinda 2.3 Average Cp-
Assay Cp miktar degeriyle 11. sirada yer almistir. miR-34a-5p hakkinda yaptigimiz
microRNA target interaction database arastirmalarina gore miR-34a-5p’nin ST2’ye %
57-72 oraninda 7 mer-m8’den baglanabildigi (Sekil 2.10) tespit edilmistir (200). Bir¢cok
calismada AMI ile iliskili bulunan miR34a-5p kardiyak fonksiyonda yaslanma ile

iliskili azalmaya katkida bulunan bir faktor olarak tanimlanmistir (21).

Positon 2461-2467 of IL1RL1 3'UTR 5" .. .CAGCCUGCCCACUCACACUGCLC ...
1] Tmer-m
hsa-miR-34a-5p 3'  UGUUGGUCGAULCUGUGACGEU

Sekil 2.10. miR-34a-5p veST2 nin ¢ekirdek dizisi bolgesindeki niikleotid eslesmesi

miR-34a-5p hakkinda yaptigimiz bir diger arastirmalarina gére miR-34a-5p mirtarbase

veri tabanina gére KAH ile iligkili (Sekil 2.11) bulunmustur (201).

miRTarBase

Search By Disease Keyword: Coronary artery disease

Disease ~ miRNAs Number
of
miRNAs

Sekil 2.11. mir-34a-5p’nin KAH ile iligkisi

2.4.2.3. miR-125b-5p

Yapilan arastirmalarda kalp yetmezliginden dolayr agik kalp cerrahisine alinan
hastalarda miR-125b-5p PS’ye 6zgii mikroRNA olarak tespit edilmis olup, 5.1 Average
Cp- Assay Cp miktar degeriyle % 98 oraninda en ¢ok bulunan 1. mikroRNA olarak
kayda ge¢mistir (21). Aynm1 c¢aligmada miR-125b-5p ayrica tiim perikard sivi
orneklerinde en ¢ok bulunan 5 mikroRNA arasina girmis olup, kardiyovaskiiler

hastaliklarla iligkili bulunmustur. miR-125b-5p hakkinda yapti§imiz microRNA target
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interaction database arastirmalarina gére miR-125b-5p’nin ST2’ye % 67 oraninda 7mer-

m8 ¢ekirdek dizisinden (Sekil 2.12) baglanabildigi tespit edilmistir (200).

Position 1997-2003 of IL1RL1 3' UTR 5" ... UUACACUCAUCACUCCUCAGGGG. .
[T Tmer-m8
hsa-miR-125b-5p 3'  AGUGUUCAAUCCCAGAGUCCCU

Sekil 2.12. miR-125b-5p ve ST2 nin ¢ekirdek dizisi bolgesindeki niikleotid eslesmesi

2.4.2.4. miR-16-5p

Kalp yetmezliginden dolay1 acik kalp cerrahisine alinan hastalarda yapilan arastirmada
miR-16-5p tiim PS numunelerinde tespit edilmis olup, en ¢ok bulunan bes miRNA
arasina girmistir (21). Ayn1 ¢alismada miR-16-5p ayrica 50 miRNA arasinda 3.5
Average Cp- Assay Cp miktar degeriyle besinci olmus ve kardiyovaskiiler hastaliklarla
iligkili bulunmustur. miR-16-5p hakkinda yaptifimiz microRNA target interaction
database arastirmalarina gore miR-16-5p ST2’ye % 83 oraninda 7mer-8m c¢ekirdek
dizisinden baglanabildigi (Sekil 2.13) tespit edilmistir (200).

Position 172-178 of I{RL1 3'UTR 5" .. .UGCUGGGAGCUUCUCUGCUGCLU. ..
T Tmer-m8
hsa-miR-16-5p 3 GCGGUUAUARAUGCACGACGAU

Sekil 2.13. miR-16-5p ve ST2’nin ¢ekirdek dizisi bolgesindeki niikleotid eslesmesi

2.4.2.5. miR-320a

Suvi M. Kuosmanen ve ark. tarafindan yapilan arastirmada kalp yetmezliginden dolay1
acik kalp cerrahisine alinan hastalarin tiimiiniin perikard sivisinda miR-320a tespit
edilmistir (21). Ayni ¢calismada miR-320a ayrica 50 miRNA arasinda 3.8 Average Cp-
Assay Cp miktar degeriyle ikinci olmus ve kalp yetmezlik biyobelirteci olarak
tanimlanmistir. miR-320a hakkinda yaptigimiz “’microRNA target interaction
database’’ arastirmalarina gore miR-320a ST2’ye % 39-48 oraninda 7mer-8m ¢ekirdek

dizisinden baglanabildigi (Sekil 2.14) tespit edilmistir (200).

Position 1846-1852 of IL1RL1 3'UTR 5" .. .UGUUGUCUUGGAAAACAGCUUUC. ..
|1 [T Tmer-m8
hsa-miR-320a 3'  AGCGGGAGAGUUGG--GUCGAAAA

Sekil 2.14. miR-320a ve ST2 nin ¢ekirdek dizisi bolgesindeki niikleotid eslesmesi
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2.4.2.6. miR-15a-5p

miR-15a-5p hakkinda yapilan arastirmada kalp yetmezliginden dolayr acik kalp
cerrahisine alinan hastalarin tiimiiniin perikard sivisinda miR-15a-5p tespit edilmistir
(21). Ayn1 ¢alismada miR-15a-5p ayrica 50 miRNA arasinda 3.3 Average Cp- Assay
Cp miktar degeriyle yedinci olmustur. miR-15a-5p hakkinda yaptigimiz microRNA
target interaction database arastirmalarina gore miR-15a-5p ST2’ye % 82 oraninda

7mer-8m ¢ekirdek dizisinden baglanabildigi (Sekil 2.15) tespit edilmistir (200).

Position 172-178 of IL1RL1 3'UTR 5" .. .UGCUGGGAGCUUCUCUGCUGCU. .
[11]]] Tmer-m8
hsa-miR-15a-5p 3'  GUGLUUGGUAAUACACGACGAU

Sekil 2.15. miR-15a-5p ve ST2 nin ¢ekirdek dizisi bolgesindeki niikleotid eslesmesi

2.5. ST2 (Growth Stimulation Expressed Gene 2- Interleukin 1 Receptor Likel
(IL1RL1))

Interlokinler (IL) kardiyak yeniden modelleme (remodeling) olusumunda etkin olup,
proinflamatuvar siiregte kardiyomiyosit ve fibroblastlar arasinda sinyal molekiilleri
olarak goérev alarak kardiyoprotektif etki gostermektedir. Ozellikle IL33’iin sitokin ve
transkripsiyonel 6zellikli niikleer faktor olarak davranabilmesi hiicreler arasinda sinyal
olusturmakta ve kalbi korumaya yardimei1 olmaktadir (7, 10). IL 33’iin baslattig: siirecte
onemli roller oynayan ST2’nin growth stimulation expressed gene 2, interleukin 1
receptor like 1, ILIRL1, T1, Fitl, IL33R, DER4 gibi farkli isimleri bulunmaktadir
(202).

Kalp kapak hastaliklari, hipertansiyon, KAH ve miyokardiyal infarktiis neticesinde
kardiyomiyosit hipertrofisi ve kardiyak fibrosiz gibi patofizyolojik siiregler
olusmaktadir. Bu siireclerin hepsi mekanik yiiklenmeye cevap olarak verilmekte ve
duvar stresi bu sekilde normal sinirlara ¢ekilmeye calisilmaktadir. Bu cevaplar
verilirken ¢ogu zaman Oliimciil durumlar ortaya ¢ikmaktadir. I1L33; kalpte mekanik
yiiklenme oldugunda kardiyak miyositler ve fibroblastlar arasinda parakrin etki
gostermektedir (7). Bu sitokin esas olarak kalpte fibroblastlar tarafindan iiretilse de
ayni zamanda hiicre nekrozu sirasinda miyositler tarafindan iiretilmektedir (7, 203).
TNF- o (timor nekroz faktor o) ve interlokin-1 (IL-1) B tarafindan gen ifadesi tesvik
edilen IL33, pro hipertrofik etmenlere karsi hipertrofi olusumunu engellemektedir

(204). Farelerde yapilan calismalarda IL33’lin kardiyovaskiiler yiiklenmenin oldugu
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zamanlarda kalp hipertrofisi ve fibrozisi azalttigi bulunmustur. Kalbi koruyucu bu
bilgilere benzer sekilde hiicre kiiltiirii ortamindaki fibroblastlara uygulanan IL33 ile

ayni sonuclar alinmistir (205).

Hiicresel stres sirasinda salinan IL33; ST2’ye baglanarak etki gostermektedir. 1989
yilinda kesfedilen ST2; IL1 reseptor protein ailesinin bir iiyesi olup immiin yanit ve
inflamatuvar cevabin diizenlenmesinde merkezi rol oynar (206). Hiicrelerarasi
haberlesme kapasitelerinden dolay1 sitokinler olarak da adlandirilan IL1 ailesiyle iliskili
olarak bir¢ok calisma yapilmistir. Yapilan bu caligmalar viicut 1sisinin yiikselmesi ile
enfeksiyon veya inflamasyonun arasindaki bagin aydinlatmasina yardimei olmustur. IL1

ailesinin genis fizyolojik rolii arasinda hiicrelerin stimiilasyonu ve inhibisyonu vardir.

ST2 hakkinda 1989 yilindaki kesif; biiylime ile uyarilan fibroblastlar lizerinde ¢alisan
iki bagimsiz laboratuvar tarafindan tespit edilmistir (207, 208). ST2; 15 yil boyunca
orphan reseptorii (immiin ve inflamatuvar iliskili reseptor) olarak bilinmis (1989-2005),
2002 yilinda kardiyak hiicreler tarafindan miyokardiyal stresse yanit olarak salindigi
tespit edilmis ve 2005 yilinda IL33 reseptorii olarak tanimlanmistir (209). Daha
onceden birgok kaynakta®’growth stimulation expressed gene 2’° olarak isimlendirilen
ST2 geni, glinlimiizde en ¢ok “Interleukin 1 receptor like 1 (IL1RL1, GI:9173,
NM: 001282408) olarak tanimlanmaktadir. Bu gen 2. Kromozom (2ql2.1) iizerinde
bulunmakta olup 7 exondan olugsmakta ve 211 aa uzunlugunda bir protein liretmektedir

(2006).

ST2 iki 6nemli izoforma sahip olup bu izoformlar membrana bagli-ST2L (membrane
bound form-mST2) ve ¢oziiniir halde (soluble) sST2’dir. Membran reseptor olan ST2L
ayrica ILIRL1-Beta olarak bilinmekte, soluble reseptor olan sST2 ise IL1RL1-Alfa
olarak bilinmektedir (10). ST2’nin bilinen {i¢ilincii izoformu ise variant form olan STV
olup, bu izoform gastrointestinal sistemde baskin olarak ifade edilmektedir (210). ST2
geni proksimal ve distal promotorlara sahip olup ST2’nin izoformlar1 aynt mRNA’nin

alternatif “’splicing’” mekanizmasi ile olugsmaktadir (10).

Kalp hastaligi i¢in potansiyel bir biyolojik belirte¢ olarak sST2'min kullanilmasi ilk
olarak 2002'de gerceklesmis olup, bu durum kiiltiire edilmis rat kardiyomiyositlerinde
sST2 mRNA'sinin, mekanik zorlanma veya IL-1f ile tedavi sonrasinda indiiklendigi
tespit edilmistir. Yapilan bu ¢alismada sST2 konsantrasyonlari, miyokard enfarktiisiinii

takiben ratlarin kaninda arttig1 tespit edilmistir (204).
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Baba ve ark. tarafindan yapilan ¢alismada ST2 geninin transkripsiyonunun basladig:

3

bolgenin “’upstream’” kisminda iki GATA motifi (I ve 2) tespit edilmistir. Ayn
calismada oOzellikle GATA2’nin, ST2 mRNA ifadesinde kontrolii sagladigi ortaya
¢tkmig, sonug¢ olarak GATA motiflerinin ST2’nin ifadesinde onemli rol oynadigi
belirlenmigtir (211). sST2 ve ST2L'nin diferansiyel transkripsiyonunun i¢ kontrolii
hakkindaki veriler zayif olarak bilinmekte ve bu durum hematopoietik hiicrelerle
(GATAZ2, norotropin p75 reseptorii) simirlanmaktadir (211, 212). Genetik faktorler sST2

diizeylerinde bireyleraras1 degiskenligin % 40'ima kadar etki etmektedir (213).

Membran bagimhi olan ST2L 3 domaine sahiptir. Bu domainlerden biri “’zar dis1
ekstraseliiler immiinoglobin G domain’’, digeri “’zar arasi single trans membran
domain’’, bir digeri ise “’zar i¢i intraseliller’”” domaindir. Coziiniir sST2’nin ise
transmembran ve intraseliiler domaini olmayip 9 aa’li C-terminal sekansa sahip olup
perifer dolasimda serbestce hareket etmektedir (10, 214). ST2L ve sST2’nin ligandi
IL33’tlir (209). ST2 islevi tam olarak anlagilamamis olup 1133 etkisi ile iliskilidir.

IL33 ST2L’ye baglanarak inflamatuvar gen transkripsiyonuna neden olur ve sonugta
sitokinlerin/kemokinlerin iiretimi tetiklenerek immiin cevap olusur. IL33; ST2L
reseptoriine IL1RAcP aksesuar protein araciligryla baglanir. IL1IRAcP aksesuar proteini
IL33’tin ST2L’ye baglanma afinitesini artirmaktadir (215). ST2L’nin IL33’e
baglanmas1 kardiyoprotektif sinyal kaskadini tetikleyip etki gosterirken (kardiyak
hasarin diismesi, apopitozun 6nlenmesi, inflamatuvar etkinin diismesi, hipertrofi ve
fibrozisin diismesi, mekanik uyar1 ve hasara karsi koruma), sST2 nin IL33’e baglanmasi
bu olumlu etkilerin ortadan kalkmasina neden olur (7, 216). sST2 bir tuzak reseptorii
(decoy receptor) gibi davranarak, IL33'liin pozitif etkilerini azaltir (7). sST2 IL33"
baglayarak sarkolemmal (kas lifinin hiicre zar1) reseptor ile etkilesim icine girerek
IL33"in kullanilabilirligini azaltir. Bu nedenle sST2'de bir artis kardiyak hiicreler
tizerinde IL33'lin kardiyoprotektif etkisini azaltabilmekte ve genel kardiyovaskiiler risk

profili lizerinde negatif bir prognostik etki yaratabilmektedir (7).

Coklu klinik ¢aligmalara gore sST2 miyokard infarktiisii (217), akut dispne (218) ve
kalp yetmezligi (15) gibi kardiyovaskiiler hastaliklar1 olan hastalar ile diisiik riskli
topluluk temelli bir popiilasyonda (low-risk community-based population) klinik olarak

yararli bir prognostik biyolojik belirte¢ olarak ortaya ¢cikmistir (219). Weinberg ve ark.
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tarafindan yapilan arastirmaya goére bir miyokard infarktiisii olayindan hemen sonra

artmis sST2 diizeyleri negatif bir prognostik faktdr olarak ortaya ¢ikmigtir (204).

IL33/ST2L sinyal ile NF-kB (nuclear factor kappa B), p38, JNK (jun N-terminal kinase)
ve ERK (extracellular signal-regulated kinases) yolagi c¢alisarak (Sekil 2.16) hiicre
icinde uyari silsilesi meydana gelir (220). IL33/ST2L; ayrica inflamatuvar hastaliklarda
TH2 iligkili sitokinleri salgilayarak immiin cevaba katki yapar (11).

Nekroz/Hlicre Hasari \I
Inflamatuvar etki . |
Mikrobiyal patojen OO
Travma ve Hasar IL-33 / OO
Mekanik stress . / sST2
Toksinler / . ,decoy receptor”

‘%\\5\ B n eod!
\\Tehllke smyall//// \ l—/

IL33/ST2 sinyali

amn
immiin yanit : 5
inflamatuvarsitokinler/kemokinler // \
g . S
infi NE 38 X NK XC_ERK D
\ inflamatuvargen Qe > p3s
transkripsiyonu IH}QJD{H:D{HI

Sekil 2.16. Interlokin-33/ST2L sinyali ile aktive olan hiicre i¢i yolaklar1 (12).

Kakkar ve ark. yasayan hiicrelerin mekanik gerilmesinde sitoplazmik vezikiillerden
IL33 salimimi artirdigini gostermistir (221). Yapilan baska bir calismada biyomekanik
stres altinda kardiyomiyositler ve kardiyak fibroblastlarda hem ST2L hem de sST2'nin
paralel artmis salimini tespit edilmistir (222). Ratlarla yapilan bir calismada
biyokimyasal stres sonucunda binlerce gen transkriptinde en ¢ok tetiklenen molekiil
ST2 olmustur. Bagka bir ¢alismada ise ventrikiillerin basingla yiiklenmesi modellerinde
IL33 ile tedavi hipertrofiyi 6nlemis, hipoksi durumunda ise IL33 kardiyomiyositleri
apopitozdan kurtarmistir. Iskemi reperfiizyon MI’da IL33 tedavisi infarkt boyutunu
azaltmis, ventrikiiler dilatasyon diizeltilmis, kaspaz 3 baskilanmis ve apopitoz
inhibitorleri artmistir (11). IL33 bu tir olumlu etkileri ST2L araciligiyla
yapabilmektedir. ST2L’nin anti ST2L ile bloklanmasi sonucunda IL33’lin anti
hiperftrofik ve anti apoptotik etkisi ortadan kalkmistir. Ayni durum sST2 eklenmesi ile
IL33’lin olumlu etkisi kaldirilarak’ta goriilmiistiir. Bu c¢alismalar ST2’nin Onemini

ortaya koymaktadir.
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Saglikli bireylerde ve farkli hastaliklar1 olan hastalarda sST2 dolasiminin ana kaynagi
su anda tam olarak belirlenmemistir. Bu, 6zellikle kalp hastaligi i¢in gecerlidir.
Neonatal sican kalp miyositlerinde yapilan bir calismada kalp hastaliginda sST2
dolasimiin kaynagimin miyokardiyal kokenli oldugu bulunmustur (204). Bununla
birlikte, daha yeni caligmalar insan kalp hastaliginda sST2'nin baskin kaynagi insan
miyokardindan ¢ok vaskiiler endotel hiicrelerinin kaynak olabilecegini gdstermistir.
(223, 224). Eldeki calismalarin hepsi beraber degerlendirildiginde sST2’nin; hasar ve
stres durumunda kardiyak fibroblast, kardiyomiyositler, makrovaskiiler (aorta ve
koroner arterler) ve mikrovaskiiler endotel hiicreleri tarafindan iretildigi ortaya

cikmaktadir.

Kardiyovaskiiler sistem {iizerindeki sST2 ve ST2L eylemleri hakkinda artan bilgi
hekimleri kalp yetmezligi ve iskemik kalp hastaliklar ile ilgili yeni bir marker olarak
sST2 plazma diizeylerinin degerlendirilmesini diisiinmeye itmistir (225, 226). Bir
hastalikla ilgili klinik kosullarin kdtiilesen bulgularini erken tespit edebilen yeni
biyolojik belirteclerin tanimlanmasi, hastaligin olumsuz sonuglarinin durdurabilmesi
veya azaltabilmesi klinik tani gelisiminde temel bir adimdir. Dahasi yeni belirtegler
tedavilerin yararlarin1 erken teshis etmek ve hastaligin prognozunu saptamak igin

kullanilabilir (214, 227).

sST2 konsantrasyonunun kantitatif olclimii yapilarak seviyesi belirlenebilmektedir.
Insan serumunda/plazmada sST2 6l¢iimii icin ilk enzime bagli immiinosorbent analiz
2000 yilinda yapilmistir (228). Yiiksek seviyedeki sST2 kalbin yogun bir sekilde stres
altinda oldugunu gostermektedir. Bu durum ise kalpte hiicresel 6liime, doku fibrozisine,
kalp fonksiyonlarinin azalmasina ve hastaligin ilerleyisine neden olmaktadir. Bundan
dolay1 sST2 kardiyovaskiiler hastalikta bireylerde kdtiilesen prognozun bir biyobelirteci
olarak kabul edilmektedir (10). Coziiniir sST2 kalp yetmezli bireylerde ortaya
cikabilecek olumsuz sonuglarin, hastanede yatis gerekliliginin ve mortalitenin 6nemli
bir gostergesi olan acil biyobelirteg olup kardiyovaskiiler hastaliklar i¢in oldukca
saglam bir parametredir. Son zamanlarda dolasimdaki sST2 icin referans degerler
Framingham calismasimin (Framingham heart study) bir alt kiimesinden tiiretilmistir
(Sekil 2.17). Bu calismaya gore erkek ve kadin bireyler arasinda 6énemli farkliliklar
ortaya ¢ikmistir. Calismada erkek 6rneklemde (n = 462), sST2 i¢in referans araligi 11-
45 ng / mL bulunurken, kadin 6rneklemde (n = 674) 9-35 ng / mL bulunmustur (229).
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Calisma sonucunun cinsiyete 0zgii farkliliklarin nedeni ve olasi sonuglar1 agikliga

kavusturulamamustir (229, 230).

Cohort Rel. (year) n Median sST2 plasma concentration (ng/mL)

Dieplinger et al.'? (2008) 528 ref. sample 13/8 «I

Lu et al.'s (2010) 490 ref. sample 25/17 I

Framingham"° (2012) 1136 ref. sample 22/18 : :

Framingham 48 (2012) 3428 population 2419

PRIDE'™ (2009) 205 acute HF C@

MOCA®™ (2013) 728 acute HF @:)

CORONA (2012) 1449 chronic HF 18

Val-HeFT® (2014) 1650 chronic HF 25

GUSTO V56 (2010) 403 NSTEMI

MERLIN-TIMI 36% (2012) 4426 NSTEMI

LURIC® (2014) 1345 stable CAD 19

Dieplinger et al.®® (2000) 15 coPD )

Dieplinger et al,'?® (2009) 15 pneumonia -

Dieplinger et al.'* (2009) 15 sepsis -
Bajwa et al.'% (2013) 826 ARDS -
LICU™9® (2012) 530 Icu -

(0] 10 20 30 40 50 60 70 80// 500 .

Sekil 2.17. sST2’nin serum/plazma konsantrasyon ¢aligmalar1 (231).

Yapilan bir¢ok ¢alismada sST2’nin normal ortalama degeri 18 ng/ml iken, 35 ng/ml’den
yiiksek konsantrasyonlar kardiyovaskiiler hastaliklar agisindan yiikselmis riski gii¢lii bir
bicimde belirtmektedir. Bu degerin 35’in iizerine ¢ikmasi kardiyovaskiiler hastaliklara
bagli olumsuz durumlart 3 kat artirdign tespit edilmistir (210). Calismalarda
serum/plazma sST2 konsantrasyon farkinin temel sebebi kullanilan kitlerin farkl
olmasindan kaynaklanmaktadir. Ornegin giiniimiizde ELISA yontemi ile sST2
caligmalar1 genellikle 3 kit (Presage sT2 assay, R-D sT2 assay, MBL sT2 assay)

aracilifiyla gerceklestirilmektedir.

The Penn Heart Failure Study (PHFS) calismasi yiiksek sST2 seviyelerinin, kalp
yetmezli hastalarda 6liim, kalp transplantasyonu veya hastaneye yatigin klinige uygun
bir bigimde 6ngoriisel fikir verdigini ortaya ¢ikarmistir (232). PHFS calismasina gore
sST2 degeri 35 ng/ml’den yiiksek olan hastalarin 30 giin i¢erisinde olumsuz sonuglara
maruz kalmasi diisiik sST2 konsantrasyonlu bireylere gore 2.8 kat daha yiiksek risk
tasidigr tespit edilmistir. Aynm1 ¢calismaya gore sST2 seviyesi 35 ng/ml’den yiiksek olan
kisilerde takip eden 4 yilda kalp hastaliklar1 agisindan olumsuz sonuca maruz kalmadaki
rolatif riskleri de 1.8 katta sebat etmektedir. Kalp hastaliklarinin semptomlarinin gézle
gortlebilir bir bigimde degismesinden Once yiiksek sST2 seviyesi hastalik durumunun
kotiilestigini  yansitabildiginden plazmadaki sST2 seviyesi kronik kalp yetmezli
hastalarda degerlendirilerek tedavi profili diizeltilebilir (15, 16).

45



ST2 hakkinda yapilan yeni arastirmalara goére yiliksek sST2 degerlerine sahip
asemptomatik kisilerde HT, kalp yetmezligi ve kardiyovaskiiler mortalite riski artmakta
ve boylece bu kisiler terapotik girisimlere aday hale gelmektedir. Framingham Heart
Study Cohort’un yaptig1 bir analize gore KAH yoniinden asemptomatik bireylerin en az
% 25’inde ST2 diizeyionemli bilgiler vermektedir. Bu hastalardanen yiiksek sST2
degerlerine sahip kisilerde ortalama 11.3 y1l sonra sST2 seviyeleri kalp yetmezligiyle %
32, olimle % 45 artmis riskli olarak iligskilendirilmistir. Yapilan baska calisma
sonuglarma gore sST2 ayrica giiglii bir iskemik belirteg olarak kendini gostermekte,
ozellikle kardiyomiyopati etiyolojilerini dngorebilmektedir. Bu bireylerde sST2 seviyesi
kullanilarak yapilan uygun risk smiflandirmasit hastaliga fayda saglayacaktir. Bu

sebeplerden dolay1 tezimiz bu c¢alismalar1 destekleyebilecek potansiyele sahiptir.

ST2; 2013 yilinda ACCF/AHA (American College of Cardiology Foundation/American
Heart Association) rehberinde HF (Heart failure) icin ‘’novel biyobelirteg’” olarak
tamimlannmustir  (233). Insanlarda, akut miyokard infarktiisii veya akut koroner
sendromlu hastalarda yapilan klinik ¢alismalar, artmig sST2'min kotii sonugla iliskili
oldugunu agik¢a ortaya koymustur (234). AMI sonrast hastalarda sST2'nin erken
Olciimii olumsuz sol ventrikiiliin fonksiyonel olarak toparlanma tahmininde yardimci
olabilmektedir (235). Akut gogiis agris1 ile acil servise basvuran hastalarda sST2
Olciimii akut miyokard infarktiisi veya akut koroner sendrom teshisi i¢in degerli
olmamasina ragmen (236, 237), son zamanlarda sST2'nin stabil koroner arter hastaligi
olan hastalarda hastaligin uzun dénemli tiim nedenleri ve kardiyovaskiiler mortalitenin
hakkinda bagimsiz bir ongdriicli oldugu gosterilmistir (238). Acil servislerde yapilan
calismalarda sST2 tabanli AMI tanisiyla ilgili bir rapor yaymlanmis olup, bu raporlarla
iligkili olarak sST2'yi genel mortalite i¢cin prognostik faktor olarak kabul edilmis ve
konu ile iligkili bir patent bagvurusu yapilmistir (236).

sST2 son donemde HF tanisi i¢in degerlendirmede; natriiiretik peptidler ve kardiyak
troponinlerden bagimsiz bir biyobelirte¢ olup STEMI, NSTEMI, koroner arter hastalig,
valviiler hastaliklar, kardiyomiyopati, koroner bypass ve kalp cerrahisi, akut kardiyak

allograft rejection ve akut kawasaki hastaliklarinda 6nemli bir isarettir (13, 14,210).

Teshis ve prognozda kullanilan optimum biyolojik bir belirtecin oncelikle diger
faktorlerden bagimsiz olmasi gerekir. Ornegin kardiyovaskiiler hastaliklarda kullanilan
bir belirtecin baska kosullarla iliskisinin olmamasi ve kan konsantrasyonlarini

etkileyebilecek karistirict faktorlerden etkilenmemesi gerekir. Bir hastalikta kullanilan
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bir biyobelirtecin giivenilir bir biyolojik belirte¢ haline gelebilmesi icin bir "optimal
kosul" olmalidir. Bu 6zelliklere sahip olan ST2 yas, beden kitle indeksi ve bobrek
fonksiyon bozuklugu gibi faktorlerden etkilenmemektedir (11, 13, 14, 16). sST2'min in
vitro stabilitesi tlizerine yapilan ¢alismalarin sonuglarina gore sST2 analiti oda
sicakliginda 48 saat, 4 °C'de en az 7 giin, -20 °C'de ve -80 °C'de en az 1.5 yil kararl
kalmaktadir (239, 240, 241).

Su ana kadar yapilan ¢aligmalara ragmen sST2 seviyesinin miRNA’larin hedefi olarak
degisip degismedigiyle ilgili arastirmalar eksik olup Ornegin; hipertrofi ve fibrozis
olusumunda miRNA’larin IL33/ST2 sinyal yolagindaki etkisi hakkinda arastirma bilgi
yetersizliginden dolay1 belirsiz kalmistir (202). Yaptigimiz arastirmalar ST2 ile iliskili
miRNA’larin KAH’taki durumda etkin olabilecegi fikrini ortaya ¢ikarmigtir.
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3. GEREC ve YONTEM

3.1. Cahisma Yapilan Hastalar

Bu calismaya Harran Universitesi Tip Fakiiltesi Hastanesi Kalp Damar Cerrahisi
ameliyathanesinde kardiyopulmoner bypass (KPB) yontemi ile koroner arter bypass
ameliyati olan 40 gonilli hasta dahil edildi. Calisma yapilmadan ©once Harran
Universitesi Etik Kurulundan 05.01.2017 tarihli 17/01/23 sayili karar ile onay alindi.
Goniillillerden PS ve plazma ornekleri elde edildi. Numune alinan 40 hastadan uygun
goriilmeyen 13 hemolizli 6rnek calismadan ¢ikarilarak geri kalan 27 hasta numunesi
calisma kapsamina alindi. Calismaya baslanmadan Once toplanan PS ve kan
plazmasinin saglikli toplanip toplanmadigini test etmek amaciyla deneme c¢alismasi
yapildi. Bunun i¢in 3 hastaya ait PS ile kan plazmasinda sST2 ve sST2’yi hedefleyen
miRNA’larin  6l¢limii yapildi. Cikan sonuglara gore degerlendirmeler yapilarak,
herhangi bir olumsuz duruma kars1 alternatif ¢6ziim yollar1 belirlendi. Her hastadan
alman PS i¢in santrifiij edilmis ve edilmemis olarak 2 farkli numune ayrildi. Her bir
hastaya ait olan yedek numune saklandi ve ihtiyag duyuldugunda bu numuneler

kullanildi.

3.2. Perikardiyal Sivinin Eldesi

Calismamizda rutin olarak cerrahisi planlanmis hastanin saglik problemine yonelik
yapilan cerrahi islem sirasinda rutin olarak alinan PS kullanildi. KPB yontemi ile
koroner bypass cerrahisine alinan hastalarda standard kardiyopulmoner bypass
prosediirleri ile median sternotomi yapildiktan sonra perikardiyum acildi ve steril
enjektor ile PS aspire edildi. Normalde perikardiyum kesildikten sonra perikardiyal
boslukta bulunan sivi aspire edilmekte ve bu sivi atik kabina atilmaktadir. Caligmamiz
icin hastaya ekstra bir girisimde bulunulmamis olup, atil duruma gelen PS
kullanilmistir. Aspire edilen PS (2-25 ml) daha sonra antikoagiilansiz steril tiiplere
alinarak, steril tiip hemen buz dolu kabin igine aktarildi. Daha sonra steril tiip
igerisindeki PS +4°C'de 5000 rpm’de 5 dk santrifiij asamasindan gegcirilerek hiicrelerden
arindirildi. Santrifiij agsamasindan sonra siipernatant kisim alinarak hiicre debrisleri ve
diger mikropartikiillerinden ayristirmak i¢in iki sefer 4°C'de 10000 rpm’de 10 dk
santrifiij asamasindan gecirildi. Daha sonra siipernatant kisim RNase-free tiipe
(ependorf tiip) alinarak calisilmak iizere -80 °C’de saklandi. Calisma igin yeterli

hastadan numune toplandiktan sonra ELISA (enzyme-linked immunosorbent assays) ve
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gRT-PCR (Quantitative Real Time PCR-gercek zamanli PCR) c¢alismalari
gerceklestirildi.

3.3. Kan Plazmasinin Eldesi

KPB yontemi ile koroner bypass cerrahisine alinan hastalarda kardiyopulmoner bypass
oncesinde kan alinarak antikoagiilanli (heparinli) steril tiiplere konuldu. Kan alinan tiip
hemen buz dolu kabin igine aktarilarak laboratuvara ulastirildi. Daha sonra steril tiip
5000 rpm’de 5 dk santrifiij edildi. Santrifiij asamasindan sonra siipernatant kisim olan
plazma RNase-free tiipe (ependorf tiip) alinarak c¢alisilmak {izere -80 de saklandi.
Calisma icin yeterli hastadan kan plazmasi toplandiktan sonra ELISA ve qRT-PCR
caligsmalari gerceklestirildi.

3.4. PS ve Plazmada ST2 Gen ifadesi Cahsma Asamalari

3.4.1. ST2 gen ifade diizeyi icin PS ve plazmada total RNA (mRNA) izolasyonu

PS ve Plazmada mRNA izolasyonu i¢in {iretici firmanin ¢alisma prosediirii takip edilmis
olup asagidaki siraya gore islemler gergeklestirilmistir. Bu asamada ticari ad1 Qiagen
(Qiagen GmbH, Hilden, Almanya) miRNeasy Serum/Plasma Kit (Cat No./ID: 217184)
olan izolasyon kiti kullanilmustir. Kit seti icerisinde 50 RNeasy MinElute Spin
Columns, Collection Tubes (1.5 ml -2 ml), QIAzol Lysis Reagent, RNase-free Reagents

ve Buffers bulunmaktadir. Kitin is akis semasina gore prosediir asagidaki gibidir.

1. -80°den alnan PS ve plazma 6rneklerinin erimesi beklendi ve numaralandirma
yapildi.

2. Ornegimizin 5 kat: kadar QIAzol Lysis Reagent eklendi (200 pl 6rnek icin 1ml
QIAzol Lysis Reagent eklenir). Elde edilen karigim vortekslendi.

3. Karisim oda sicakliginda (15°C- 25°C) 5 dakika homojenize olmasi i¢in inkiibe
edildi.

4. 3.5ul miRNeasy Serum/Plazma spike kontrol (1.6x108‘c diliie edilerek
kullanilir) eklendi.

5. Ornegin baslangi¢ hacmi kadar kloroform eklenip (6rn. 200 ul drnek igin 200 ul
kloroform eklenir). 15 sn. iyice vortekslendi.

6. Oda sicakliginda 2-3 dk. inkiibe edilip, 15 dk. 12,000 x g’de 4°C*de santrifiij
edildi.

7. Santriflij sonras1 olusan ii¢ fazdan en lstteki faz pipetle alinarak yeni bir tiipe

aktarildi.
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10.

11.

12.

13.

14.

15.

Alnan iist fazin 1.5 kat1 kadar % 100 etanol (600 pl iist faz i¢in 900 pl %100
etanol eklenir) eklenip iyice pipetaj yapildi.

700 ul 6rnek 2 ml’lik spin kolona aktarilarak, kapagi kapali bir sekilde 8000 x
g’de 15 sn. ve oda sicakliginda santrifiij edildi. Toplama tiipteki s1v1 dokiilerek
bu islem 6rnek bitene kadar tekrarlandi.

Ornegin tamamini spin kolondan gecirdikten sonra alt kisim yine dokiildii. 700
ul RWT buffer spin kolona eklenerek, kapagi kapali bir sekilde 8000 x g’de 15
sn. ve oda sicakliginda santrifiij edildi.

500 pl RPE buffer spin kolona eklenerek, kapagi kapali bir sekilde 8000 x g’de
15 sn. ve oda sicakliginda santrifiij edildi.

500 pl % 80 etanol spin kolona eklenerek, kapagi kapali bir sekilde 8000 x g’de
2 dk. ve oda sicakliginda santrifiij edildi.

Yikama iglemi bittikten sonra 2 ml’lik toplama tiipli degistirilerek agzi acik bir
sekilde en yiiksek hizda santrifiij edildi.

2ml’lik toplama tiipii atilarak filtre 1.5 ml’lik eppendorf tiiplere alind1 ve filtre
tizerine 14 pl RNase-free su eklendi. Kapagi kapali bir sekilde en yliksek hizda
ve oda sicakliginda 1 dk. santrifiij edildi.

Filtre atilip, eppendorf tiiplerin kapaklar1 kapatilarak ¢alisma zamanina kadar -

80 °C’de muhafaza edildi.

3.4.2. ST2 gen ifade diizeyi icin PS ve plazmada mRNA’dan cDNA eldesi

Elde edilen total RNA i¢indeki mRNA’y1 cDNA’ya cevirmek i¢in RT? First strand kit
(RT2 HT First Strand Kit, Qiagen, GmbH, Hilden, Almanya, Cat No./ID: 330411)
kullanildi. mRNA’dan cDNA elde etmek i¢in uygulanan Revers Transkriptaz PCR

reaksiyon karigiminin igerikleri Tablo 3.1°de belirtilen sekilde hazirland.

Tablo 3.1. mRNA’dan cDNA eldesi i¢in Revers Transkriptaz PCR reaksiyon karigimi

Bilesenler Miktar

RNA

500 ng/ul

Buffer GE (genomik DNA’nin 2 pl

uzaklastirilmasi)

RNase-free water Total 10pl olacak sekilde ayarlandi.

Kitin ig akis semasina gore ilgili prosediir takip edildi.
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1. On karisim dikkatlice karistirilarak 42 °C’de 5 dk inkiibe edildi. Ardindan 1 dk
soguk blok iizerinde tutularak Tablo 3.2’de belirtilen karigim hazirlanarak

cDNA sentezi gergeklestirildi.

Tablo 3.2. mRNA’dan cDNA eldesi i¢in reaksiyon karigimi1

Bilesenler Miktar
Revers Transkriptaz 6 ul
RNase-free water 4 ul

2. Bir onceki basamakta elde edilen karisim tizerine ikinci basamak i¢in hazirlanan
karisim (her bir 6rnek i¢in 10 pl) eklenerek homojen hale getirildi.

3. 42°C’de 15 dk ve 95°C’de 5 dk olacak sekilde RT-PCR yapilarak total cDNA
elde edildi. Sonra elde edilen cDNA -20 °C’de saklandi.

3.4.3. ST2 gen ifade diizeyi icin PS ve plazmada elde edilen cDNA’lardan kalite ve
miktar tayini

Ifade analizi deneyleri éncesi elde edilen cDNA &rneklerinin miktarlarini ve kalitesini
belirlenmek, tiim Ornekleri ayni yogunlukta reaksiyona tabi tutmak amaciyla
spektrofotometrik yontem kullanildi. Kalite ve miktar tayini Thermo Scientific
Multiskan  Spectrophotometer System (Waltham, Massachusetts, ABD) cihazi
kullanilarak yapildi. ifade analizi deneyleri oncesi Orneklerden elde edilen cDNA

miktarlart mRNA ¢cDNA’s1 i¢in 50 ng/ul’e ayarlandi.

3.4.4. ST2 gen ifade diizeyi icin PS ve plazmada mRNA- ¢cDNA preamplifikasyonu
(preAmp)

Primer pool: 40 pl (20 pl F (10 pmol/ul) + 20 ul R (10 pmol/ul)) primer kullanildi. Her
primer bagina 210 pl su eklenmis olup ilgili icerik Tablo 3.3’te verilmistir.

Tablo 3.3. ST2 ifade diizeyi i¢in primer pool karigimi

1 6rnek i¢in

SX miscript master mix 12,5 ul
Taq polimeraz 0,5 pl (250 unit)
Primer pool 7,5 pmol/pul

Total mix: 20,5l
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Total mix’e Sul cDNA eklenerek reaksiyon 25,5 pl’de gerceklestirildi.

3.4.5. PS ve plazmada ST2 gen ifade diizeyi icin PCR protokolii
ST2 ifade diizeyi icin PS ve Plazmada PCR protokolii i¢cin Tablo 3.4’e gore rutin PCR

prosediirii uygulandi.

Tablo 3.4. ST2 ifade diizeyi i¢in rutin PCR protokolii

Sicaklik (°C) Zaman

95 10 dk

94 15 sn

60 2 dk } 12 déngii
+4

PCR sonrasinda elde edilen iirtin 91 pl su ile diliie edilerek, Real time PCR i¢in 5 pl
kullanildi.

3.4.6. PS ve plazmada ST2 gen ifade diizeyi icin real-time PCR (qRT-PCR)
yontemi

Es zamanli PCR reaksiyonu i¢in Rotor Gene 6000 Real-Time PCR Machine (Qiagen
GmbH, Hilden, Almanya) cihazi ve QuantiTect SYBR Green PCR Kit (Qiagen GmbH,
Hilden, Almanya, Cat No./ID: 204143) kullanildi. Es zamanli PCR reaksiyonu DNA
baglayan boyalarin kullanimi ile amplifikasyonun es zamanli olarak takibi saglanir. Cift
iplikli DNA molekiiliine baglanarak floresan 1sima veren SYBR Green bu amagcla
siklikla kullanilan boyalardan biridir. Primerin baglanmasini takiben gerceklestirilen
uzama asamasinda, hedef DNA’nin ¢ift sarmal hale gelmesiyle DNA’ya baglanan
SYBR Green miktar1 artmakta ve buna bagli olarak yayilan floresans miktarinda artis
olmaktadir. SYBR Green boyasindan alinan 1simanin smir degeri astigi noktaya Ct
(cycle threshold) veya Cp (Crossing points) degeri adi verilmektedir. Ct veya Cp
noktasinda DNA amplifiye olmus ve DNA’ya baglanan boyanin verdigi i1sima sinir
degeri asmistir. Isimanin sinir degeri astig1 anda amplifikasyondan emin olunur ancak
dogru amplikonun takibinin yapildiginin belirlenebilmesi i¢in erime egrisinin

incelenmesi gerekmektedir.

qPCR karisimi: qRT-PCR i¢in Tablo 3.5’e gore bilesen ve hacim kullanildi.
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Tablo 3.5. ST2 ifade diizeyi i¢in qRT-PCR bilesenleri

Bilesenler Hacim
RT? SYBR Green Mastermix Sul
F Primer (10 pmol/ul) 0.3l
R Primer (10 pmol/ul) 0.3l
RNaz/DNaz igermeyen su 39l
cDNA (50 ng/pl) 0,5 ul
Total 10l

Hazirlanan karisim 9.5 pl olacak sekilde uygun tiiplere dagitilarak, her 6rnege ait 0.5 pl
cDNA, es zamanli PCR 6n karisimi igeren her tiipe eklendi ve asagidaki Tablo.3.6’da
belirtilen PCR kosullarinda ¢alisma gergeklestirildi.

Tablo 3.6. ST2 icin es zamanli1 PCR ayarlar
Sicaklik (C) Siire

Enzim aktivasyonu 95 10 dk
Denatiirasyon 95 15 sn 40 dongii
Primer baglanmasi/uzama 60 60 sn

3.4.7. PS ve plazmada ST2 ifade diizeyi icin primer secimi

Calismada ST2 primerleri (metabion international AG / metabion GmbH, Germany) ile
housekeeping bir gen olan Beta Actin kullanilmistir. ST2 primerleri, NCBI veri
tabaninda yer alan “Gene” arayiizli (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/tools/primerblast/)
kullanilarak tasarlandi. Kullanilan ST2 ve Beta Actin primerlerinin Forward ve Reverse

primer dizilimleri Tablo 3.7’de gosterilmistir.

Tablo 3.7. ST2 ve Beta Actin forward ile reverse pirmerleri

Forward primer Reverse primer
ST2 5’-TTCCAGTAATCGGAGCCCCT-3’ 5’-AACCATGTGCAAGGGGAAGAG-3’
BETA , , , s
ACTIN 5’-CGTACCACAGGCATTGTGATG-3 5’-TTTGATGTCACGCACGATTTC-3
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3.5. PS ve Plazmada miRNA ifadesi Calisma Asamalari

3.5.1. PS ve plazmada miRNA ifade diizeyi icin mikroRNAizolasyonu

PS ve Plazmada mikroRNA izolasyonu i¢in iiretici firmanin ¢alisma prosediirii takip
edilmis olup, asagidaki siraya gore islemler gergeklestirilmistir. Bu asamada ticari adi
Qiagen (Qiagen GmbH, Hilden, Almanya) miRNeasy Serum/Plasma Kit (Cat No./ID:
217184) olan izolasyon kiti kullanilmistir. Kit seti igerisinde 50 RNeasy MinElute Spin
Columns, Collection Tubes (1.5 ml -2 ml), QIAzol Lysis Reagent, RNase-free Reagents

ve Buffers bulunmaktadir. Kitin is akis semasina gore prosediir asagidaki gibidir.

1. -80’den alman PS ve plazma oOrneklerinin erimesi beklendi. Bu sirada
numunelere numaralandirma yapildi.

2. Numunelerin iizerine numune miktarmin 5 kat1 kadar QIAzol Lysis Reagent
eklendi (200 pl 6rnek icin 1ml QIAzol Lysis Reagent eklenir). Elde edilen
karisim vortekslendi.

3. Karisim oda sicakliginda (15°C- 25°C) 5 dakika homojenize olmasi i¢in inkiibe
edildi.

4. Ugzerine 3.5 pl miRNeasy Serum/Plazma spike kontrol eklendi (1.6x10%¢ diliie
edilerek kullanilir).

5. Ornegin baslangic hacmi kadar iizerine kloroform eklenip (6rn. 200 pl érnek
icin 200 pl kloroform eklenir) 15 sn. iyice vortekslendi.

6. Oda sicakliginda 2-3 dk. inkiibe edilip,15 dk. 12,000 x g 4°C “de santrifiij edildi.

7. Santriflij sonras1 olusan ii¢ fazdan en lstteki faz pipetle alinarak yeni bir tiipe
aktarildi.

8. Alinan st fazin 1.5 kati1 kadar % 100 etanol eklenip (600 pl iist faz i¢in 900 pl
%100 etanol eklenir) iyice pipetaj yapildi.

9. 700 pl 6rnek 2 ml.’lik spin kolona aktarilarak, kapagi kapali bir sekilde oda
sicakliginda 8000 x g’de 15 sn. santrifiij edildi. Toplama tiipiindeki sivi
dokiilerek bu islem 6rnek bitene kadar tekrarlandi.

10. Ornegin tamamini spin kolondan gegirdikten sonra alt kisim yine dokiildii.
Uzerine 700 pl RWT buffer spin kolona eklenerek, kapagi kapali bir sekilde oda
sicakliginda 8000 x g’de 15 sn. santrifiij edildi.

11.500 pl RPE buffer spin kolona eklenerek, kapagi kapali bir sekilde oda
sicakliginda 8000 x g’de 15 sn santrifiij edildi.
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12.500 pl % 80 etanol spin kolona eklenerek, kapagi kapali bir sekilde oda
sicakliginda 8000 x g’de 2 dk. santrifiij edildi.

13. Yikama islemi bittikten sonra 2ml.’lik toplama tiipli degistirilerek agz1 acik bir
sekilde en yiiksek hizda santrifiij edildi.

14. 2 mI’lik toplama tiipii atilarak filtre 1.5 ml’lik eppendorf tiiplere alind1 ve filtre
tizerine 14 pl RNase-free su eklendi. Kapagi kapali bir sekilde en yiiksek hizda
ve oda sicakliginda 1 dk. Santrifiij edildi.

15. En son asamada filtre atilip, eppendorf tiiplerin kapaklar1 kapatildi ve elde edilen
calisma materyali -80 °C’de muhafaza edildi.

3.5.2. PS ve plazmada miRNA ifade diizeyi icin miRNA’dan ¢cDNA eldesi

miRNA’dan cDNA eldesi i¢in ticari olarak temin edilen Qiagen miScript Reverse
Transcription (RT) Kit II (Hilden, Almanya, Cat No./ID: 218161) kullanilmistir.
Kullanilan kit igerisinde miScript Reverse Transcriptase Mix, 10x miScript Nucleics
Mix, 5x miScript HiSpec Buffer, 5x miScript HiFlex Buffer ve RNase-Free Water
bulunmaktadir. Calisma asamalari kitin i¢inde yazili olan prosediirlere gore

gerceklestirilmistir. Bunun i¢in agsagidaki calisma sirasi takip edilmistir.

1. cDNA i¢in bilesenler ve miktarlar1 Tablo 3.8’¢ gore RT toplam karisim buz
tizerinde hazirlanip, RNA’nin miktart 20 pl hacim igerisinde 200 ng/ul olacak
sekilde ayarlandi.

2. Izole edilen RNA, RT karisimi igeren her bir tiipe eklendi ve kisa siireligini buz
tizerinde bekletildi.

3. 37°C’de 60 dk, 95 °C’de 5 dk olan tepkime kosullarina gére RT-PCR yapildi.

4. Sonrasinda cDNA miktarlar1 50 ng/ul olacak sekilde ayarlanip, qRT-PCR igin
kullanima hazir hale getirildi.

5. ¢DNA’larin kullanim émriinii uzatmak i¢in -80 °C’de muhafaza edildi.
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Tablo 3.8. miRNA’dan cDNA eldesi i¢in bilesenler ve miktarlari tablosu

Bilesenler Tepkime Hacmi

5x miScript HiSpec tamponu 2 ul

10x miScript Niikleik asit karigimi I ul

miScript Reverse Transcriptase Mix 1 pl

RNaz icermeyen su Degisken (6r: 6-x eklenir)*
Kalip RNA Degisken (6r: x hacmi bulunur-500 ng/ul)
Toplam Hacim 10 pl

*RNA miktarina gore (x) su miktar1 ayarlanir (6-x).

3.5.3. PS ve plazmada miRNA ifade diizeyi i¢in elde edilen cDNA’lardan kalite ve
miktar tayini

ifade analizi deneyleri &ncesi elde edilen cDNA orneklerinin miktarlarmi, kalitesini
belirlemek ve tiim ornekleri ayni yogunlukta reaksiyona tabi tutmak amaciyla
spektrofotometrik yontem kullanildi. Kalite ve miktar tayini Thermo Scientific
Multiskan  Spectrophotometer System (Waltham, Massachusetts, ABD) cihazi
kullanilarak yapildi. Ifade analizi deneyleri oncesi orneklerden elde edilen cDNA

miktarlart mikroRNA ¢cDNA’s1 i¢in 50 ng/ul’e ayarlandi.

3.5.4. PS ve plazmada miRNA ifade diizeyi icin miRNA’dan ¢cDNA —preAmp
(preamplifikasyon) asamasi

Primer pool: Calismamizda kullanilacak primerler basina 10 pl olacak sekilde Tablo
3.9’a gore son hacim 250 pl (6 miRNA i¢in 60 pl primer iizerine 190 ul DNaz/RNaz
free su) olarak ayarlandi. Uzerine 5 ul cDNA eklendi.

Tablo 3.9. miRNA’dan cDNA —preAmp asamasi primer pool igerikleri

1 6rnek i¢in

5X miscript master mix Sul

Taq polimeraz 2 ul (250 unit)
Primer pool 5 pmol/ul

Su 7ul
Universal primer 1 ul

Total mix: 20 pl

¢DNA : 5l
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3.5.5. PS ve plazmada miRNA ifade diizeyi icin PCR protokolii

PS ve plazmada miRNA ifade diizeyi i¢in Tablo 3.10’a gore rutin PCR protokolii

uygulandi.

Tablo 3.10. miRNA’dan cDNA eldesi i¢in rutin PCR protokolii

Sicaklik (°C)  Zaman

95 15 dk.

94 30 sn. }

60 3 dk. 12 dongii
+4

3.5.6. PS ve plazmada miRNA ifade diizeyi icin qRT-PCR (real time-PCR, es

zamanh-PCR)

gRT-PCR i¢in tepkime bilesenleri Qiagen miScript SYBR Green PCR (Cat No./ID:
218073) kiti kullanilarak hazirlandi. Es zamanli PCR reaksiyonu i¢in Rotor Gene 6000
Real-Time PCR Machine (Qiagen GmbH, Hilden, Almanya) cihazi kullanildi. Calisma

icin kullanilacak hacimler asagida Tablo 3.11°deki bilesenlerin tepkime hacimlerine

gore kullanildi.

Tablo 3.11. miRNA ifade diizeyleri i¢cin qRT-PCR bilesenlerin oranlari

Bilesenler Hacim
2x QuantiTect SYBR Green PCR Toplam Karigim 6.25 ul
10x miScript Universal Primer 1.25 pul
10x miScript Primer Assay (ilgili miRNA primer) 1.25 ul
RNaz igermeyen su 3.125 ul
Kalip cDNA (5 ng/pl) 0.63 ul
Toplam hacim 12.5 pl

Buz iizerinde tepkime bilesenleri hazirland1 ve uygun tiiplere cDNA’lar ile dagitilip,

qRT-PCR Rotor-Gene Q (Qiagen, Hilden, Almanya) cihazina yiiklendi. Tablo 3.12°de

yazilan qRT-PCR tepkime kosullarina gore tespit islemleri gergeklestirildi.
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Tablo 3.12. miRNA ifade diizeyleri i¢in qRT-PCR tepkime kosullari

Sicaklik (°C) Zaman

95 15 dk

94 15 sn

55 30 sn 40 dongii
70 30 sn

3.5.7. PS ve plazmada miRNA ifade diizeyi icin miRNA primer secimi

Calismada 6 adet hsa miScript Primer Assay’ler (miR-125b-5p, miR-320b, miR-34a-5p,
miR-16-5p, miR-320a ve miR-15a-5p) kullanilmistir. hsa miScript Primer Assay’ler
ticari olarak Qiagen (Qiagen GmbH, Hilden, Almanya, {iriin kodu: 218300) firmasindan
temin edilmistir. Kullanilan hsa miScript Primer Assaylerin 5° ucu ve ticari katalog

numaralar1 Tablo 3.13’te gosterilmistir.

Tablo 3.13. hsa miScript Primer Assaylerin 5° ucu ve ticari katalog numaralari

Primer assay S5’ucu Cat. No.

miR-125b-5p 5S'UCCCUGAGACCCUAACUUGUGA MS00006629
miR-320b S'AAAAGCUGGGUUGAGAGGGCAA MS00031703
miR-34a-5p 5'UGGCAGUGUCUUAGCUGGUUGU MS00003318
miR-16-5p 5'UAGCAGCACGUAAAUAUUGGCG MS00031493
miR-320a 5'AAAAGCUGGGUUGAGAGGGCGA MS00014707
miR-15a-5p 5'UAGCAGCACAUAAUGGUUUGUG MS00003178

3.6. PS ve Plazmada ST2 i¢in ELISA Calismasi

ST2 ELISA calismasi i¢in “"Human sST2 (soluble ST2) ELISA Kit (Elabscience
Biotechnology Co., Ltd., Product ID: E-EL-H1615)* ticari kiti kullanilmistir.
Kullanilan bu kitin tarama aralig1 (Assay Range) 31.25 ~ 2000 pg/mL olup, duyarlilig
(Sensitivity) 18.75 pg/mL’dir.

Ticari olarak elde ettigimiz ELISA kitinde ydntem olarak Sandwich-ELISA metodu
kullanilmaktadir. Bu kitte bulunan mikro ELISA plakasi, sST2'ye 6zgili bir antikor ile

onceden kaplanmistir. Standartlar veya numuneler, uygun mikro ELISA plaka
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kuyularina eklenince spesifik antikor ile baglanir. Ardindan sST2 ve Avidin-Yorasinav
Peroksidaz (HRP) konjligatina spesifik bir biyotinlenmis tespit antikoru, her mikro
plakaya ardi ardina eklenir ve sonrasinda inkiibasyona birakilir. Ardindan serbest
bilesenler yikanir. Sonrasinda substrat c¢oOzeltisi her oyuga eklenir. Sadece sST2,
biyotinlenmis tespit antikoru ve Avidin-HRP konjugati iceren kuyular renkte mavi
renkte biiriiniir. Enzim-substrat reaksiyonu bir siilfiirik asit ¢ozeltisi eklenerek
sonlandirilir ve renk sar1 renge doner. Sonrasinda optik yogunluk (OD) 450 nm £ 2 nm
dalga boyunda spektrofotometrik olarak ol¢iiliir. OD degeri sST2 konsantrasyonu ile
orantili olup Orneklerdeki OD'yi standart egriye kiyaslayarak numunelerdeki sST2
konsantrasyonu hesaplanir. Kit iceriginde; Micro ELISA Plate, Reference Standard,
Reference Standard & Sample Diluent, Concentrated Biotinylated Detection Ab,
Biotinytated Detection Ab Diluent, Concentrated HRP Conjugate, HRP Conjugate
Diluent, Concentrated Wash Buffer (25x), Substrate Reagent, Stop Solution ve Plate
Sealergibi malzemeler bulunmaktadir. Calisilacak olan perikard ve plazma 6rnekleri -80
°C’den ¢ikarilarak en az 2 saat oda sicakliginda bekletildikten sonra kit protokoliine

gore is semas1 uygulandi.

3.6.1. PS ve plazmada ST2 icin ELISA cahsmasinda standart hazirlama: Liyofilize
halde olan standart (2000 pg/mL stok) 10,000 g’de 1 dk. santrifiij edildi ve iizerine 1ml
Reference Standard & Sample Diluent eklenerek homojenizasyonu saglandi ve yaklasik

10 dk. bekletildi.

3.6.2. PS ve plazmada ST2 icin ELISA calismasinda seri diliisyon yontemi ile
standartlar hazirlama: 8 adet steril tiip yazilarak (2000, 1000, 500, 250, 125, 62.3,
31.25, 0 pg/mL) 500ul Reference Standard & Sample Diluent eklendi. Stok
solisyonunundan 500 pl almarak ilk tiipe aktarildi ve pipetaj yapilarak bir sonrakine

aktarildi. Bu sekilde (son tiip hari¢-blank) son tiipe kadar devam edildi.

3.6.3. PS ve plazmada ST2 icin ELISA calismasinda biyotinlenmis deteksiyon
calisma soliisyonu hazirlama: Konsantre Biyotin soliisyonu 1:100 oraninda

biyotinlenmis seyreltici ile hazirlandi.

3.6.4. PS ve plazmada ST2 icin ELISA c¢alismasinda konsantreHRP konjugat
calisma soliisyonu hazirlama: Konsantre HRP Konjugat 1:100 oraninda HRP konjugat

seyreltici ile hazirlandi.

3.6.5. PS ve plazmada ST2 icin ELISA cahsmasinda kitin calisma prosediirii
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1. 96 kuyucuklu playte 100 pl standart ve 6rnek olacak sekilde dikkatlice eklendi.
Yapigkan film ile kaplandi ve 90 dk 37°C’de inkiibe edildi. Kuyucuklardaki sivi
dokldii.

2. Hemen sonrasinda hazirlanan Biyotinlenmis deteksiyon ¢alisma soliisyonundan
100 pl eklenerek 1 saat 37°C’de inkiibe edildi.

3. Tim kuyucuktaki sivilar uzaklastirildi ve yaklasik 350 pl olacak sekilde yikama
sollisyonu (30 ml konsantre wash+750 ml d H,0O) ile 1-2 dk arayla 3 tekrar
yikandi.

4. 100 ul HRP Konjugat calisma soliisyonu eklendi ve 30 dk. 37°C’de inkiibe
edildi.

5. Tiim kuyucuktaki sivilar uzaklastirild1 ve yaklasik 350 pl olacak sekilde yikama
sollisyonu (30 ml konsantre wash + 750 ml d H,O) ile 1-2 dk arayla 5 sefer
tekrar yikandi.

6. 90 ul substrat eklenerek 15 dk 37°C’de karanlik ortamda inkiibe edildi.

7. 50 pl stop soliisyonu eklenerek enzim aktivitesi durduruldu.

8. Numunelerin optik yogunlugu (OD) 450 nm’de okutularak tespit edildi.

3.7. Istatistiksel Analiz

Calismamizda PS ve Plazmada sST2 Eliza sonuglarinin istatistiginde ‘Prism 6’
(GraphPad Software, Inc, San Diego, USA) programi, ST2 ve 6 adet miRNA ifade
diizeylerinin verilerinin istatistiki degerlendirilmesinde Qiagen web sayfasi (The
GeneGlobe Data Analysis Center), PS ve Plazmadaki ST2-miRNA korelasyonu i¢in ise
SPSS 17 (SPSS Statistics 17.0- https://www.ibm.com/analytics/data-science/predictive-

analytics/spss-statistical-software) programi kullanilmistir.

Calismamizda PS ve Plazmada sST2 Eliza sonuglarinin istatistiginde Mann-Whitney U
testi, PS ve Plazmada ST2 ve miRNA gen ifade sonuglarinin istatistiginde ise Student t-
test’i, PS ve Plazmada ST2 ile miRNA arasindaki korelasyon i¢in ise SPSS ‘’pearson
korelasyon’’ analizi kullamilmistir. Her test grubu uygun kontrol gruplariyla

karsilastirilarak p<0.05’ten kii¢iik degerler anlamli kabul edildi.

Istatistiksel analizler icin calismalar tamamlandiktan sonra; oOncelikle veriler
degerlendirildi. Daha sonra verilerin normal dagilimli olup olmadiklarina bakilds,

duruma gore tek yonlii varyans analizi yapildi. Gruplarin karsilagtirmalarinda; verilerin
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normal dagilima sahip olup olmadigini tespit etmek i¢in Shapiro-Wilk tanitici testi
kullanildi. Shapiro-Wilk testi sonucunda gruplarda normal dagilim c¢iktiginda anlamhi
fark testi i¢in Student t- test, normal dagilim ¢ikmadiginda ise anlamh fark testi i¢in

Mann-Whitney U testi kullanildi.

gRT-PCR yonteminde elde edilen Ct (cycle threshold-dongii esigi) ya da Cp (Crossing
points) degerleri PCR {iriinlerinin miktarindaki ilk énemli artis1 ifade etmektedir. Her
bir 6rnege ait her bir genin Ct degerleri; housekeeping gen Ct degerinden cikartilarak
delta siklus esigi (ACt) degerleri hesaplanmaktadir. ACt degeri ilgili genin referans gene
gore hangi oranda ifade diizeyinin degistigini gostermektedir. ACt degeri goreceli ifade
bilgisi vermektedir. ACt= Gen Ct - Referans Ct. qRT-PCR sonuglarinda ilgili genin
referans gene gore kiyaslamasi igin 2" formiili (27°¢'=2® (Gen €t - ReferansCy)
kullanilmaktadir. Her bir hastanin ACt degerleri kontrol grubunun Ct degerinden
cikartilarak delta delta siklus esigi (AACt) degerleri hesaplanmaktadir. 288 (fold
change) formiilii (2—AACt=2—(CmekACt (Gen Referans)-OmekACt (Gen Referans)) jce jlgili genin son
degerin baslangica olan orani alinarak belirlenmektedir. Bu deger bize ilgili genin ifade
diizeyinin, kontrol gen baz alinarak birbirine gore kiyaslanmasini saglar; yani, katsay1

bilgisi verir.

3.8. Qiagen Istatistiksel Analiz

Calismalardan elde edilen verilen degerlendirilmesi ve istatiksel analizi i¢in Qiagen web
sayfasindaki (https://www.qiagen.com/us/shop/genes-and-pathways/data-analysis-
center-overview-page/) program kullamlmustir. Ilgili web sayfasindaki “’The
GeneGlobe Data Analysis Center’” kismi qRT PCR veya NGS verilerini analiz eden
aragtirmacilar igin bir web kaynagidir. Ilgili web sayfasindaki qRT PCR modiilleri;
Threshold cycle-Ct degerlerini, gen ve miRNA ifadesi i¢in hesaplanan sonuglara
doniistiirmektedir. ilgili web sayfasinda degerler sisteme girilirken preamplifikasyon

secenegi isaretlenerek analiz yapilmstir.
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4. BULGULAR

4.1. Calisma Grubu Sonuclari
Calismaya dahil edilen 27 hastaya ait demografik 6zellikler Tablo 4.1.'de verilmistir.

Tablo 4.1. Calismaya alinan hastalara ait demografik 6zellikler

Degisken Hastalar (n = 27)
Cinsiyet (Kadin/Erkek) % 9/18 (% 33.3 / % 66.7)
Yas (y1l) 61+9,78

Boy (cm) 166,96 + 8,19

Kilo (kg) 77,70 + 20,10

BSA (Vuciit yiizey alani) (m?) 1,83+0,15

Calisma sonunda PS ve plazmada elde edilen sST2 ve miRNA’lara ait ELISA ve gen

ekspresyon sonuglari ise Tablo 4.2.'de verilmistir.

Tablo 4.2. PS ve plazmada sST2 ve miRNA’lara ait ELISA ve gen ekspresyon

sonuglari

Parametreler ve Birim Ort. ve St. Sapma

PS_sST2 ELISA_ng_ml 223,99 + 196,28
Plas_sST2 ELISA_ng ml 390,35 + 252,45
PS_ST2_QRT_Ct 13,33 £0,59
Plas_ST2_QRT_Ct 19,69 +2,88
PS_miR15a_5p (Ct) 12,89 + 1,73
PS_miR16_5p (Ct) 13,40 £ 1,70
PS_miR34a_5p (Ct) 13,31 £ 1,74
PS_miR125b_5p (Ct) 14,19 £ 1,90
PS_miR320a (Ct) 11,22 + 1,84
PS_miR320b (Ct) 16,10 £ 2,53
Plas_miR15a_5p (Ct) 19,47 £ 2,56
Plas_miR16_5p (Ct) 16,10 + 1,89
Plas_miR34a_5p (Ct) 19,68 + 3,16
Plas_miR125b_5p (Ct) 20,09 + 3,24
Plas_miR320a (Ct) 19,59 £ 3,27
Plas_miR320b (Ct) 19,65 + 3,01
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4.2. PS ve Plazmada sST2 Eliza Sonuglari

PS ve Plazmada ELISA yéntemi ile sST2 tayini icin ticari sST2 kiti kullanilarak optik
yogunlugun 450 nm’de okutulmasi ile elde edilen PS ve plazma sST2 diizeylerine gore
olusan sST2 standart dogrulama grafigi Sekil 4.1°de verilmistir.

y = 0,4906In(x) - 1,7655
sST2 R? = 0,9637

2,500
S R R S
1500 | e

1,000
0,500
0,000 '

0 500 1000 1500 2000 2500
-0,500

Sekil 4.1. sST?2 standart dogrulama grafigi

ELISA ile PS’de ortalama sST2 diizeyi 223.992 ng/ml ¢ikarken, plazmada ortalama
sST2 diizeyi 390.357 ng/ml cikmistir (Sekil 4.2). PS ve Plazma i¢in ikili gruplarin
istatistik analizinde Shapiro-Wilk tanitici istatistik testi yapilarak Mann Whitney U testi
kullanildi. Bunun sonucuna gore PS’deki sST2 seviyesi Plazmaya gore diisiik ¢ikmig

olup bu sonug istatistiksel olarak anlamli bulunmustur (p=0.0020).
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Sekil 4.2. PS ve Plazmada sST2 ELISA sonuglarmin ng/ml cinsinden ortalama degerleri
(PS: 223.992 ng/ml, Plazma: 390.357 ng/ml)
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4.3. PS ve Plazmada ST2 Gen ifade Sonuclar

PS ve Plazmada ST2 gen ifadesinin normalizasyonu yapilirken housekeeping gen olarak

Beta Actin kullanilmis olup qRT-PCR dongii degerleri Sekil 4.3’te verilmistir.
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Sekil 4.3. ST2 qRT-PCR dongii degerleri

35 40

PS ve Plazmada ST2 gen ifadesi analizinde her bir numuneye ait elde edilen Ct

degerleri Tablo 4.3’te verilmistir.

Tablo 4.3. PS ve Plazmada herbir numuneye ait ST2 Ct degerleri

ST2 (Ct) ST2 (Ct)
Numune PS Plazma Numune PS Plazma

1 12,86 17,33 15 13,2 21
2 11,86 14,12 16 13,49 15,38
3 12,17 17,96 17 13,37 22,1
4 12,96 15,79 18 13,62 22,1
5 1421 20,1 19 12,87 23,53
6 13,48 15,51 20 13,04 20,01
7 14,14 22,1 21 13,06 20,1
8 13,65 22,55 22 13,14 22,1
9 13,8 20,1 23 13,07 22,68
10 14,14 20,01 24 13,07 22
1 14,24 15,56 25 13,16 20
12 13,56 20 26 13,5 22,1
13 13,86 15,38 27 12,59 20,1
14 13,93 22,1
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Elde edilen verilerin istatistikleri icin Qiagen Data Center Analysis web sayfasi

(https://www.giagen.com/us/shop/genes-and-pathways/data-analysis-center-overview-

page/) kullanildi. Ilgili web sayfasinda kontrol grubu olarak Plazma, c¢alisma grubu
olarak PS secildi. Boylece PS ile Plazmanin karsilastirilmasi saglandi. Ilgili web
sayfasinda degerler sisteme girilirken preamplifikasyon secenegi isaretlenerek analiz
yapilmustir. sST2 gen ifade verilerinin ilgili web sayfasinda sisteme girilmesinden sonra
elde edilen ortalama (Average-AVG) Ct, AVG Delta Ct, 2 ACAVEDelta(CY) 3¢ degisim
(Fold Change) ve p degerlerine ait istatistiksel sonuglarmmin tiimii Tablo 4.4’te
gosterilmistir. Elde edilen kat degisim ve p degeri PS’nin Plazma ile kiyaslanmasi

sonucuna gore elde edilen degerdir.

Tablo 4.4. PS ve Plazmadaki sST2’ nin gen ifadesinin istatistiksel sonuclari

Ort. Ct Ort.  Delta | 2AtAe®eRC T atr  degisim= | Kat azalma | p**
(Ct)* PS/Plas. diizeyi=
PS/Plas.
PS Plas. | PS | Plas. | PS | Plas. Fold Change= | Fold Down | p**
PS/Plas. Regulation=
sST2 PS/Plas.
13.33 | 19.69 | 0.79 | -0.39 | 0.57 | 1.31 0.44 -2.27 0.000265

GOI: Gene of Interest, HKG: Housekeeping Genes, PS: Perikardiayal s1vi, Plas.: Plasma
*AVG Delta (Ct) = (Ct (GOI) - Avg Ct (HKG))

** PS’nin Plazma ile kiyaslanmasi sonucuna gore elde edilen p degeri

Aym web sayfasinda 2°C P9 CD deserleri igin Student-t testi yapilarak PS ve
plazmadaki sST2’nin gen ifade diizeylerinin kat degisimleri degerlendirildi.
Degerlendirme sonucunda ortalama Ct degeri PS’de 13.33, plazmada ise 19.69 olarak
bulundu (Sekil 4.4). Buna gore Plazma ile karsilastirildiginda PS’de ortalama Ct degeri
daha diisiik ¢ikmustir.
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Sekil 4.4. PS ve Plazmada sST2 ortalama Ct degerleri (PS: 13.33, Plazmada: 19.69)

Yapilan istatistikte sST2 ortalama Delta Ct degerleri PS’de 0.79, plazmada ise -0.39
cikmigtir (Sekil 4.5). Buna gore PS’de sST2 ortalama Delta Ct degeri Plazmaya gore
yiiksek ¢ikmaistir.
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-0,4
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Sekil 4.5. PS ve Plazmada sST2 ortalama Delta Ct degerleri (PS: 0.79, Plazma: 0.39)

PS’de sST2 igin 20 0Pl €D —( 57 bylunurken, plazmada sST2’nin 2AC OPelta €D
=1.31 bulunmustur (Sekil 4.6). Buna gore PS’de 2A" 9P €D deseri plazmaya gore
daha diisiik ¢ikmustir.
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Sekil 4.6. PS ve Plazmada sST2’nin ortalama 21" 9P D deserleri (PS: 0.57,
Plazma:1.31)

27-Ort. Delta Ct

Plazma

PS’deki kat degisim (2*“") sonucu Plazmada kat degisim ile kiyaslandiginda
(PS/Plazma) 0.44 degeri hesaplanmistir (Sekil 4.7). Buna gore PS’de sST2 gen ifadesi
Plazmaya gore 2.27 kat daha diisiik ¢ikmigtir. PS ve Plazmadaki her bir ST2 gen ifadesi
igin tekrarlayan (replicate) 2AC P Y degerlerinin Stutent's t-test kullanilarak
hesaplanmas1 sonucunda ise; PS’de ST2 gen ifadesi plazmaya gore diisiik ¢cikmis olup

istatistiksel olarak anlamli bulunmustur (p=0.000265).
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Sekil 4.7. PS ve Plazmada sST2 nin kat degisim degerleri (PS/Plazma: 0.44)

Plazma
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4.4. PS ve Plazmada miRNA Gen ifade Sonugclan

miRNA ifade sonuglart qRT PCR yontemiyle Olciilmiistiir. Calismaya alinan biitiin
numunelerde miRNA ifade diizeyleri tespit edilmistir. miRNA ifadesinin
normalizasyonu yapilirken Qiagen web sayfasinda housekeeping gen verileri
istenmemis, bunun yerine global gen verileri kullanilmig olup qRT-PCR dongii

degerleri Sekil 4.8’de verilmistir.

5 10 15 20 25 30 s 40
Déngu

Sekil 4.8. miRNA qRT-PCR dongii degerleri
PS ve Plazmada miRNA gen ifadesi analizinde her bir numuneye ait elde edilen Ct

degerleri Tablo 4.5’te verilmistir.
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Tablo 4.5. PS ve Plazmada herbir numuneye ait 6 miRNA’nin Ct degerleri

miR15a-5p miR16-5p miR320a miR125b-5p | miR34a-5p miR320b
PS Pla. PS Pla. PS Pla. PS Pla. PS Pla. PS Pla.

1 12,01 19,41 11,98 | 16,22 | 10,32 | 24,14 | 14,14 | 23,1 14,56 | 23,28 | 15,5 | 24,51
2 16,49 15,09 15,76 | 11,39 | 11,85 | 189 | 17,54 | 13,15 | 15,95 19,9 | 149 | 19,9
3 14,66 19,21 13,32 19,6 10,2 | 20,21 | 15,75 | 22,1 1497 | 22,1 | 16,2 | 19,1

4 16,01 18,76 17,66 | 12,21 | 12,42 | 19,5 | 17,85 | 12,81 16,5 20,1 | 15,1 | 16,84
5 15,02 19,77 15,7 16,06 | 10,37 | 19,5 | 14,57 | 23,52 | 15,76 | 20,4 | 13,1 | 21,18
6 10,03 17,49 12,09 | 15,28 | 11,12 | 1547 | 13,31 | 22,1 12 16,96 | 129 | 20,8
7 13,01 17,53 10,75 18,9 | 10,68 | 19,9 13,1 21,1 14,3 20,3 | 11,7 | 23,81
8 14,44 | 22,99 13,35 16,1 | 10,33 | 24,03 | 14,03 | 17,47 | 12,22 | 23,75 | 11,6 19

9 10,02 | 20,31 13,37 | 16,73 | 10,55 | 20,61 13 22,7 11,89 | 24,22 | 15,1 | 18,33
10 | 12,9 20,54 11,18 | 17,29 | 10,11 | 20,53 | 13,5 | 22,5 13,56 | 22,42 | 19,1 | 17,36
11 | 11,1 19,09 12,73 | 16,57 | 10,8 | 16,07 | 13,04 | 19,15 | 11,79 | 17,07 | 13,1 | 232
12 | 11,88 19,23 11,98 16,2 | 10,82 | 19,6 | 11,88 21 10,84 | 21,1 | 185 | 198
13 | 10,35 20,7 12,56 | 13,6 | 10,01 | 14,66 | 13,89 | 14,53 | 12,68 | 15,56 | 19,4 | 11,78
14 | 1343 19,2 1246 | 17,5 | 10,69 | 22,21 | 12,49 | 22,1 12,57 19,9 | 13,7 | 19,69
15 | 11,01 14,68 13,09 | 12,47 | 10,15 | 15,5 | 14,22 | 13,09 | 12,35 19,8 | 17,3 | 185
16 | 12,94 19,23 13,22 | 17,05 | 10,28 | 26,19 | 13,8 | 21,59 12 16,82 | 194 | 16,86
17 | 13,37 15,72 13,92 | 16,5 | 10,86 | 17,83 | 14,26 | 18,04 | 12,51 | 21,02 | 18,4 | 21,04
18 | 12,7 19,24 14,26 | 15,5 | 16,79 | 21,38 | 19,06 | 22,8 16,74 | 21,16 | 16,6 | 18,81
19 | 11,7 19,23 11,06 | 164 10,8 19,8 13,5 | 21,31 | 13,18 | 19,01 | 19,9 | 18,61
20 | 12,95 20,96 16,02 | 152 | 11,23 | 22,12 | 16,18 | 19,64 | 13,46 | 14,44 | 16,1 | 15,07
21 | 14,05 19,21 14,1 16,2 | 1091 | 19,9 | 14,12 | 21,99 | 1235 | 10,15 | 16,7 | 16,5
22 | 14,79 | 25,95 14,69 | 16,7 | 10,57 | 20,1 | 1549 | 20,18 | 13,53 | 20,47 | 19,4 | 24,41
23 | 11,03 26,18 12,31 18,2 | 10,89 | 1091 | 12,1 224 10,76 | 22,82 | 13,1 | 21,54
24 | 14,5 19,25 16,2 18,1 | 10,86 | 20,86 | 14,86 | 22,5 12,79 | 219 | 18,7 | 24,32
25 | 12,1 18,41 13,07 16,5 | 10,85 | 16,19 | 104 | 2238 | 12,52 | 16,51 | 14,8 | 17,8
26 | 13,46 19,24 13,14 | 159 | 17,89 | 19,8 | 14,88 | 20,71 | 16,39 | 21,9 | 17,5 | 198
27 | 12,17 19,21 11,86 | 16,4 | 10,63 | 23,23 | 12,24 | 18,58 | 11,44 | 18,39 | 16,9 | 22,11

Elde edilen verilerin istatistikleri i¢in Qiagen Data Center Analysis web sayfasinda
kontrol grubu olarak Plazma, ¢aligma grubu olarak PS segildi. Ilgili web sayfasinda
degerler sisteme girilirken preamplifikasyon secenegi isaretlenerek analiz yapilmstir.
Hgili web sayfasinda miR15a-5p, miR16-5p, miR320a, miR125b-5p, miR34a-5p ve
miR320b gen ifade verilerinin sisteme girilmesinden sonra elde edilen Ortalama
(Average-AVG) Ct, AVG Delta Ct,2~Ae®eeC = Kat degisim (Fold Change) ve p
degerlerine ait istatistiksel sonuglarinin tiimii Tablo 4.6’da gosterilmistir. Elde edilen
kat degisim ve p degeri PS’nin Plazma ile kiyaslanmasi sonucuna gore elde edilen

degerdir.
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Tablo 4.6. PS ve Plazmadaki 6 miRNAya ait gen ifadesinin istatistiksel sonuglari

Ort. Ct Ort. Delta 2ACAve(Delia(CD) Kat Kat artma p#*
(Cty* degisim | veya azalma
= diizeyi=PS/
PS/Pla. Pla.
PS Pla. PS Pla. PS Pla. Fold Fold p**
Change | Regulation=
PS/Pla. PS/Pla.
miR15a-5p 12.89 | 19.48 | -0.62 | 0.37 | 1.54 0.77 2.00 2.00 0.283504
miR16-5p 13.4 16.1 -0.12 | 29 | 1.08 7.99 0.14 -71.35 0.000014%*
miR320a 11.22 19.6 -2.29 | 049 | 492 0.70 6.95 6.95 0.442233
miR125b-5p 14.19 | 20.09 0.67 | 0.99 | 0.62 0.50 1.25 1.25 0.129741
miR34a-5p 13.32 | 19.68 | -0.20 | 0.58 | 1.15 0.66 1.72 1.72 0.324842
miR320b 16.1 19.65 2.57 | 055 | 0.16 0.68 0.25 -4.07 0.00814%*

GOI: Gene of Interest, HKG: Housekeeping Genes, PS: Perikardiyal siv1, Plas.: Plasma
*AVG Delta (Ct) = (Ct (GOI) - Avg Ct (HKG))

**PS’nin Plazma ile kiyaslanmasi sonucuna gore elde edilen p degeri

PS ve Plazmada ifade diizeyi tespit edilen miRNA’larin ortalama Ct degerleri

hesaplanmis olup her bir miRNA’ya ait olan ortalama Ct degerleri Sekil 4.9°da

verilmigtir. Buna gore PS’de tiim miRNA’larin ortalama Ct degerleri Plazmaya gore

daha diisiik ¢ikmustir.
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Sekil 4.9. PS ve Plazmadaki miRNA’larin Ort. (AVG) Ct degerleri

PS ve Plazmada ifade diizeyleri belirlenen miRNA’larin Ort. (AVG) Delta Ct degerleri

hesaplanmis olup her bir miRNA’ya ait olan degerler Sekil 4.10°da verilmistir. Buna
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gore PS’de miR 16-5p ve miR-320b’nin Ort. (AVG) Delta Ct degerleri Plazmaya gore
daha yiiksek ¢ikarken diger miR’ler daha diistik ¢ikmustir.

320a miR_125b_5p miR_34a_5p miR_320b

M Ort. Delta(Ct) PS M Ort. Delta(Ct) Plazma

Sekil 4.10. PS ve Plazmada miRNA’larin Ort. (AVG) Delta Ct degerleri

PS ve Plazmada ifade diizeyleri belirlenen miRNA’larin 2¢O ®ea(€0) deserleri Sekil
4.11°de verilmistir. Buna gore PS’de miR 16-5p ve miR-320b’nin 24P deserleri

Plazmaya gore daha diisiik ¢ikarken diger miR’ler daha yiiksek ¢ikmustir.

N 0o ©

M 27 (-Ort.(Delta(Ct)) PS

B 2/ (-Ort.(Delta(Ct)) Plazma

o B _m

miR_15a_5p miR_16_5p miR_320a miR_125b_5p miR_34a_5p miR_320b

Sekil 4.11. PS ve Plazmada miRNA’larin 240 deserleri

PS’nin Plazma ile kiyaslanmasi sonucunda PS’deki miRNA’lar i¢in elde edilen kat

degisim (Fold change) sonucunda; miR15a-5p i¢in 2.00, miR16-5p i¢in 0.14, miR320a
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icin 6.95, miR125b-5p icin 1.25, miR34a-5p i¢in 1.72 ve miR 320b i¢in 0.25 degerleri
hesaplanmistir (Sekil 4.12). Buna gore en diisiik kat degisim orant miR16-5p ile miR
320b’de olmustur.

) . .
0 . . . ||

miR_15a_5p miR_16-5p miR_320a miR_125b_5p miR_34a_5p miR_320b

Sekil 4.12. PS’nin Plazma ile kiyaslanmasi sonucunda PS’deki miRNA’lar icin elde

edilen kat degisim sonuglari.

PS ve Plazmadaki her bir miRNA gen ifadesi igin tekrarlayan (replicate) 24" Pt €V

degerlerinin Stutent's t-test kullanilarak hesaplanmasi sonucunda; PS’de Plazmaya gore;
miR15a-5p i¢in p=0.283504

miR16-5p i¢in p=0.000014

miR320a i¢in p=0.442233

miR125b-5p i¢cin p=0.129741

miR34a-5p icin p=0.324842

miR320b i¢in p=0.00814 olarak bulunmustur. Bunun sonucunda Plazmaya gore PS’de -
7.35 kat daha diisiik ifade edilen miR16-5p ile -4.07 kat daha diisiik ifade edilen
miR320b istatistiksel agidan anlamli bulunmustur (sirastyla p=0.000014 ve p=0.00814).

PS ve Plazmada miR15a-5p, miR16-5p, miR320a, miR125b-5p, miR34a-5p ve
miR320b ile ST2 arasindaki iliskiyi saptamak {iizere yapilan istatistiksel analiz

neticesinde ise sadece plazmada miR34a-5p ile plazma ST2 arasinda negatif korelasyon
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bulunmustur (r= -0.399, p=0.039). Diger miRNA’lar ile ST2 arasinda herhangi anlaml

bir korelasyon saptanmamustir.

PS ve Plazmada tespit edilen miRNA’larin gen ifadesinin teke tek iki boyutlu bir grafik
tizerinde farkli renklerle isaretlenmesiyle olusan Heatmap (1s1 haritasi) grafigi Sekil

4.13’te gosterilmistir.
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5. TARTISMA ve SONUC

KAH ani gelisen bir hastalik olmayip, patolojik bulgular zamanla ortaya ¢ikabilmekte,
hastalik kendini gostermeden Once hiicrelerin iginde, disinda, hiicreler arasi boslukta
veya viicut sivilarinda cesitli madde, molekiil, protein vb. etmenlerde degisimler
olmaktadir. Bu degisimlerde son donemde miRNA’lar ve ST2 dikkat ¢cekmekte ve
bunlar biyobelirte¢ olarak kullanilabilmektedir. ST2 ve miRNA’lar iyi bir biyobelirte¢
olma yolunda olmasina ragmen bazi eksikliklerden dolay1 soru isaretleri bulunmaktadir.
Ornegin KAH iligkili bazt miRNA’larm hem kalp kasinda hem de iskelet kasindan ifade
edilmesi karmasikliga yol agmaktadir. Bu sorunun ortadan kalkmasi i¢in dokuya 6zgiin
bolgede, hiicre bazinda ve doku sivilarinda galisma yapilmasi énemlidir. Ornegin PS
icerisindeki bir¢cok madde, molekiil, protein, hormon vb. degisimler kalp dokusundaki

durum hakkinda net bilgiler vermektedir.

KAH’ta miRNA’larin rolii ve prognozda ST2 seviyesinin belirleyiciligi heniliz yeni
kesfedilmis olup KAH’1n gelisiminde ve seyrindeki rolii yeterince bilinmemektedir. Bu
iki etmenin miyokard dokusundaki metabolizma ile ilgili rolii kesfedilmeye agiktir. Bu
kesfedilme siirecinde KAH’1n 6nlenmesi ve tedavisi i¢in bazt miRNA’larin ve ST2’nin
biyobelirte¢ ya da molekiiler hedef olma olasilig1 da yiiksektir. KAH’ta ST2 ve miRNA
ile ilgili yapilan calismalar tam olarak standardize edilmediginden farkli sonuglar
cikabilmektedir. Bundan dolay1r c¢alisma sayisinin artmasi ve ortaya standart bir

protokoliin ¢ikarilmasi gerekmektedir.

Son zamanlarda yapilan ¢alismalar perikard: yeni tedavi yontemlerinin uygulama alani
haline getirmektedir. Tipki perkiitan ve cerrahi revaskiilarizasyon sansi olmayan
hastalarda kollateral damar gelisimini uyarmak i¢in intraperikardiyal basic fibroblast
growth faktor verilmesine benzer bir sekilde perikardiyal bosluga miRNA tiirevlerinin
(mimic veya antagomir) uygulanmasini ve sST2’nin diisiiriilmesini saglayan tedavilerin
yapilmasi hastalar1 6liimciil durumlardan kurtarabilir. Boylece bu amaca yonelik olarak
yapilacak in vitro c¢aligmalar klinige wuygulanabilir yeni tedavi yontemlerin
gelistirilmesine olanak saglayacaktir. Ornegin yapilan bir calismada; Intravenoz
antagomir uygulamasi ile miR-92a’nin inhibisyonu hem yeni kan damarlar1 olusumunu
hem de iskemi ve myokardiyal infarksiyon modellerindeki hasara ugramis dokularda

islevsel bir iyilesme saglamis olup, bu 6zelliginden dolay1r miR-92a inhibisyonu iskemik
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kalp hastalig1 ve periferik arter hastaliklarin tedavisi i¢in yeni bir arastirma alani

olusturmustur.

Yapilan ¢alismamiz hastaliklarda teshis ve hastaligin seyri igin sadece bir ¢esit
materyalin varligina bagli kalmadan, hastaligin tanisal ve tedavisel siireclerinin saglikli
ve sistematik bir sekilde siirdiirebilmesi ile gelistirilebilmesine katki sunmaktadir. Bu
konuda geleneksel olarak kan disinda PS’nin kullanilmasinin 6nemi haizdir. Kalp damar
hastaliklarinda iki degisik materyal kullanarak tani ve tedavi siireglerine gore hastaligin
saglikli bir sekilde ele alinmasi, yiiriitiilmesi ve su anda var olan durumun
gelistirebilmesi 6nemli olup ¢aligmamiz bu yonde bir eksikligin giderilmesine 6n ayak

olmustur.

Calismamizda ELISA yontemiyle sST2 diizeyi ile ilgili elde ettigimiz sonuglar daha
once yapilan caligmalarda ortaya ¢ikan “’35 ng/ml lizerindeki sST2 degeri olumsuz
kardiyovaskiiler hastaliklar olusturur’ Ongoriisiinii desteklemektedir (210). Ciinki
calismaya dahil edilen hastalarin hepsi zaten olumsuz kardiyovaskiiler durumlardan
dolay1 ameliyat olmus olup hepsinin sST2 degeri 35 ng/ml’nin ¢ok lstiinde ¢ikmuigtir.
Yapilan calismamizda ELISA ile ortalama sST2 degeri PS’de normalin 7 kat1 (223.992
ng/ml), Plazmada ise normalin 11 kat1 (390.357 ng/ml) daha yiiksek bulunmustur. Bu
sonucglara gore PS’deki sST2 seviyesi Plazmaya gore diisiik ¢ikmig olup istatistiksel
olarak anlamli bulunmustur (p=0.0020). Caligma yapilmadan 6nce sST2 diizeyinin
plazmaya gore PS’de daha yiiksek ¢ikmasi bekleniyordu. Fakat sST2’nin PS’de daha
diisiik ¢cikmasinin sebebi; PS’de sadece kalpten tiretilen sST2 var iken, plazmada kalp
disinda baska organlardan da sST2’nin iiretilmesi olabilir. Ama yine de sST2’nin PS’de
ortalama 7 kat fazla diizeyde tespit edilmesi bu parametrenin kalp hastaliklari i¢in

prognostik bir biyobelirteg olarak kullanilabilecegi ongoriisiinii giiclendirmektedir.

sST2’nin plazmada daha yiiksek ¢ikmasinin sebepleri hakkinda yaptigimiz aragtirmalar
farkli bilgilerin agiga ¢ikmasini saglamistir. Daha 6nceleri kardiyovaskiiler hastaliklarda
sST2'nin kaynaginin miyokard kaynakli oldugu tespit edilmis ve bu durum in vitro
olarak neonatal rat kardiyomiyositlerinde ST2 mRNA'sinin artmasiyla gosterilmistir
(204). Ancak Bartunek ve ark. artmis kalp hipertrofisi ve konjestif kardiyomiyopatide
yiiksek sST2 diizeylerinin tek kaynaginin eriskin insan miyokard: olmadigina dair ilk
kanit1 saglamistir. Buna ek olarak in vitro olarak vendz ve arteriyel endotel hiicrelerinin

IL-1b, timo6r nekroz faktorii (TNFa) ve forbol ester uyarimi sonrasinda sST2 proteini
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salgilama kabiliyetine sahip oldugunu belgeleyen veriler bulunmaktadir (224).
Immiinosiipresif ozelliklere sahip olan sST2 salgilanmasinin inflamatuvar iliskili
hastaliklarda kuvvetli bir sekilde arttig1 bircok calismada rapor edilmis olup, klinik
ortamda dang (dengue) viriis enfeksiyonu, sepsis ve travma, akciger fibrozu (pulmoner
fibrosiz), astim, kronik obstriiktif akciger hastaligi, romatoid artrit, kollajen vaskiiler
hastaliklar, gida allerjisi, subaraknoid hemoraji ve transplant vaskiilopatisi gelistiren
kalp allogrefti alan hastalarda sST2 diizeylerinin arttig1 gosterilmistir (242, 243, 244,
245).

Yaptigimiz ¢alismada PS’de sST2 gen ifade diizeyi Plazmaya gore 2.27 kat daha diisiik
¢ikmis olup bu durum istatistiksel agidan anlamli (p=0.000265) bulunmustur. Bu durum
calismamizdaki ELISA sonuglarina benzerlik gostermektedir. sST2'in serum
seviyelerinin kalp ve akciger hastaliklarinda yiikseldigi bilinmesine ragmen sST2 / IL33
ekseni ve bunun tetikleyicileri ile organ dagilimi arasindaki iliski hala bilinmemektedir
(246). Normalde PS’de yiiksek ¢ikmasi beklenen sST2 gen ifadesinin plazmada daha
yiiksek c¢ikmasinin temel sebebi kalp disindaki damar endoteli ve lokositleri iceren
ekstramiyokardiyal (nonmiyokardiyal) kaynaklar olabilir (224). Yani
ekstramiyokardiyal kaynaklar PS’ye gore plazmaya daha fazla sST2 salgilamis olabilir.
Bu durumla iligkili bir¢cok c¢alisma yapilmis olup, 6rnegin daha onceki bazi ¢aligmalar
IL33 / ST2 sinyalinin, pulmoner vaskiiler remodeling patogenezinde etkilenebilecegini
gostermistir (247, 248). Yapilan bazi calismalarda sST2 artisinin pulmoner arter
hipertansiyon (PAH) hastalarinda ytikseldigi tespit edilmistir. Carlomagno ve
arkadaslar1 tarafindan yapilan ¢calismada PAH hastalarinda 6lciilen kétii sag ventrikiil
(RV) yapis1 ve fonksiyonun sST2 ile korele oldugu ortaya ¢ikmistir (249). Shah ve ark.
tarafindan yapilan arastirmada ise dispne hastalar1 arasinda sST2 konsantrasyonlar1t RV
fonksiyonuyla iligkili bulunmus olup, bu durumun uzun dénem mortaliteyi
ongorebildigi sonucu ¢ikmistir (250). Agoston-Coldea ve arkadaslari, kronik obstriiktif
akciger hastalig1 nedeniyle sekonder pulmoner hipertansiyonlu hastalarda sST2 diizey
artisinin RV fonksiyon kaybiyla birlikte oldugunu gostermislerdir (251). Yapilan baska
bir ¢aligmada ise sST2'nin PAH'lh hastalarda prognozu tahmin etmede de Onemli
olabilecegi belirtilmistir (252). Geethani ve arkadaglar1 tarafindan yapilan bir
arastirmada insan periferik kan hiicreleri ve fare kemik iliginden tiiretilen ve sonrasinda
uyarilan mast hiicrelerinin sST2'yi eksprese ettigi ortaya ¢ikmistir (253). M. Mildner ve
ark. tarafindan yapilan primer hiicre kiiltlirii galigmasinda en giiglii sSST2 mRNA ifadesi

kalpte ve akciger dokusunda tespit edilmis olup bu durum in vitro kosullarda sST2
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proteininin spontan sekresyonuyla korele bulunmustur (246). Bu sonuglar sST2
sekresyonunda birincil kaynaklarin kalp ve akciger olmasina ragmen hem in vitro hem
de in vivo calismalarda sST2’nin inflamatuvar tetikleyiciler arasinda bir iliski oldugunu
ortaya koymaktadir. Bir¢cok c¢alisma sST2 ile diyastolik yiik endeksleri arasindaki
iliskiye dayanarak, vaskiiler endotelin hemodinamik ve inflamatuvar durumu
algiladigm1 ve dolayisiyla sST2'yi dolagima soktugunu varsaymaktadir. Mevcut
literatiirlerden yola ¢ikarak sST2'nin klinik kalp yetmezligi teshisinde belirgin bir role
sahip olduguna ve insanlardaki bagisiklik durumuyla iligkili olduguna karar verilebilir.
Yaptigimiz bu ¢alismada ameliyata alinan hastalarda inflamatuvar etkenlerin plazmada

sST2 seviyesini PS’ye oranla daha fazla artirmis olabilecegini diisiindiirmektedir.

Insan primer bronsiyal epitel hiicreleri (HBEC'ler), CD4 lenfositleri, CD$ lenfositleri,
eozinofiller ve mast hiicrelerinin kiiltiir ortaminda D vitaminin varlig1 ve yokluguyla
yapilan bir ¢alismada D vitamininin ¢oziinlir sST2 iiretimini arttirdigi, IL33'lin etkisini
inhibe ettigi ortaya ¢cikmistir (254). Paul E ve ark. tarafindan yapilan bu calismaya gore
vitamin D seviyesinin yiiksek oldugu hastalarda PS’ye oranla plazmada sST2 seviyesi
yilksek c¢ikmig olabilir. Bu durumda ekstramiyokardiyal sST2 kaynagimi
desteklemektedir. Bu durumu net ortaya ¢ikarabilmek icin ilerde yapilacak ¢aligmalarda

koroner arter hastalarinda vitamin D ile sST2 seviyesi iliskisi ¢calisilabilir.

Yapilan bir baska c¢alismadan elde edilen veriler bakteriyel ve viral enfeksiyon
varliginda brong epitelyal hiicreler tarafindan sST2 iiretiminin artirildigin1 gostermistir
(255). Bu durum bize plazmadaki sST2 seviyesinin PS’ye gore yiliksek ¢ikmasinin
sebeplerinden birisinin akciger, lenfosit, mast hiicreleri, inflamatuvar siiregler ile
vitamin D gibi bircok ekstramiyokardiyal kaynagin oldugunu gdstermektedir. Ornegin
aktif inflamatuvar bagirsak hastali1 olan hastalarda da sST2 diizeyleri de artmaktadir
(256, 257). Bu gibi durumlarda plazma sST2 seviyesi bircok doku ve organa bagh
artmasina ragmen PS’deki sST2 seviyesi ise sadece kalp kokenli olarak degismektedir.
Ciinkii PS’ye sST2 gecisi sadece kendisine en yakin doku olan kalpten gelebilmektedir.
Bu sebeple ozellikle gelecekte olumsuz kardiyovaskiiler hastaliklarin Ongoriisiinii
belirten sST2 seviyesinin sadece plazmada bakilmast ¢ok net sonuglar
vermeyebildiginden dolay1 ger¢ek bir ongoriiniin belirlenebilmesi i¢in sST2 seviyesinin
hem plazmada hem de PS’de bakilmas: daha dogru olur. Ornegin yakin ge¢miste, acik

kalp cerrahisinde kalp-akciger makinelerinin kullanimindan sonra sST2 diizeylerinin
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kalict bir sekilde arttigini tespit edilmis (258, 259) olmasi1 plazma sST2 seviyesinin
bir¢ok etmenden dolay1 degistigini gostermektedir.

Yaptigimiz calismada miRNA’larin gen ifade seviyelerinin degerlendirilmesinde
Plazmaya gore PS’deki miRNA degisimi gozlenmistir. PS’nin Plazma ile kiyaslanmasi
sonucunda PS’de 7.35 kat daha diisiik ifade edilen miR16-5p ile 4.07 kat daha diisiik
ifade edilen miR320b istatistiksel agidan anlamli bulunmustur (sirasiyla p=0.000014 ve
p=0.00814). Daha once yapilan bir arastirmada PS’ye 6zgii alti mikroRNA’dan biri
olarak kabul edilen miR-320b HF veya diger kardiyovaskiiler kosullarla iliskilendirilmis
olup (21), farkli caligmalara goére de AMI ile alakali bulunmus ve sonug¢ olarak
kardiyovaskiiler hastaligin olusumu, patogenezi ve mortalite riskini etkiledigi tespit
edilmistir (190, 191, 192, 193). Yakin dénemde yapilan bir¢ok ¢alismada ateroskleroz
ve koroner arter hastalig1 gelisimi ile iliskilendirilen (190, 194, 195) miR320b Suvi M.
Kuosmanen ve ark. tarafindan yapilan arastirmada kalp yetmezliginden dolay1 acik kalp
cerrahisine alinan hastalarin % 96’sinin PS’sinde tespit edilmis olup, 3.5 Average Cp-
Assay Cp miktar degeriyle en ¢ok bulunan ikinci mikroRNA olmustur (21). Wang ve
ark. calismasinda miR320'nin endotel hiicrelerine exosomal transferi yoluyla tip 2
diyabetik ratlarda bir anti-anjiyogenik etki gosterdigi ortaya cikmistir (260). Hayvan
modellerinde yapilan ¢alismalarda miR 320 miyokardiyal iskemiye neden olan ve
kardiyomiyosit apopitozunu tetikleyen faktor olarak tespit edilmistir (261). miR320b
hakkinda yaptigimiz miRNA hedef etkilesim veritabani ‘’microRNA target interaction
database’’analizine gére miR320b’nin ST2’ye % 39-48 oraninda baglanabildigi tespit
edilmistir (200). Yapilan ¢alismamizda da miR-320b tiim numunelerde tespit edilmis
olup ortalama Ct agisindan PS’de en ¢ok ifade edilen birinci miRNA, plazmada ise en
cok ifade edilen {iglincii miRNA olmustur. Daha Once yapilan c¢aligmalarda
kardiyovaskiiler hastaliklar acisindan olumsuz etkiye sahip olan miR320b’nin sST2 ile
beraber yiiksek seviyelerde bulunmasi bu durumu daha da giiclendirerek miR 320b’nin
biyobelirte¢ olarak kullanilma potansiyelini kuvvetlendirmektedir. Calismamiz
neticesinde sST2 ile miR320b’nin ifade seviyelerinin yiiksek olmasi daha onceden
miR320b hakkinda tespit edilen anti-anjiyogenik etkisi koroner arterlerin gelismesini ve
dallanmasini1 onleyerek miyokardin beslenmesine olumsuz etki yapmis olabilir. Yine
miR320’nin miyokardiyal iskemiye ve apopitoza neden olmasi kalp iizerine negatif bir
baskiya neden olmus olabilir. Bu sebepten dolay1 koroner arter bypass cerrahisi gegiren

hastalarda miR 320’nin yiiksek ifadesi ge¢mis bilgileri desteklemektedir.
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Suvi M. Kuosmanen ve ark. tarafindan yapilan arastirmada kalp yetmezliginden dolay1
acik kalp cerrahisine alinan hastalarin tiimiiniin PS’sinde miR-16-5p tespit edilmis olup,
en ¢ok bulunan bes miRNA arasina girmistir (21). Ayn1 ¢alismada miR16-5p ayrica 50
miRNA arasinda Average Cp- Assay Cp miktar degeriyle besinci olmus ve
kardiyovaskiiler hastaliklarla iligkili bulunmustur. E.L. Vegter ve ark. tarafindan yapilan
arastirmada miR-16-5p kardiyak gosterge agisindan olumsuz belirte¢ olan olan CRP ile
pozitif iligkili bulunmustur (262). miR16-5p hakkinda yaptigimiz ‘’microRNA target
interaction database’” arastirmalarina goére miR16-5p ST2’ye % 83 oraninda
baglanabildigi tespit edilmistir (200). Calismamizda ise miR16-5p tiim numunelerde
tespit edilmis olup ortalama Ct agisindan PS’de en ¢ok ifade edilen iiclincii miRNA,
Plazmada ise en az ifade edilen miRNA olmustur. PS ile Plazmanin karsilastirilmasi
sonucunda ise miR16-5p PS’de 7.3 kattan daha az ifade edilmis olup bu durum
istatistiksel agidan anlamli bulunmustur. Gegmis donemde yapilan ¢aligmalarda miR16-
S5p’nin CRP ile pozitif iliskili bulunmasi kalp iizerinde olumsuz bir etkiye sahip
oldugunu gostermektedir. Daha 6nce yapilan caligmalarda kardiyovaskiiler hastaliklar
acisindan olumsuz etkiye sahip olan miR16-5p’nin plazmada sST2 ile beraber yiliksek
seviyelerde bulunmasi biyobelirte¢ olarak kullanilma potansiyeline isaret etmektedir.
Ortalama Ct degerlerine gore calismamizda tiim miRNA’lar PS’ye oranla plazmada
daha yiiksek c¢ikmistir. Bunun sebebi tipki sST2’de oldugu gibi plazmaya

nonmiyokardiyal kaynaklardan miRNA gen ifadesinin artirilmasi olabilir.

PS ve Plazmada miR15a-5p, miR16-5p, miR320a, miR125b-5p, miR34a-5p ve
miR320b ile ST2 arasindaki iliskiyi saptamak iizere yapilan istatistiksel analiz
neticesinde ise sadece plazmada miR34a-5p ile ST2 gen ifadesi arasinda negatif
korelasyon bulunmus (r= -0.399, p=0.039) olup diger miRNA’lar ile ST2 arasinda
herhangi anlamli bir korelasyon saptanmamistir. Buna gore plazmada miR34a-5p
ifadesi yliksek olan hastalarda ST2 ifadesi diisiik ¢ikmistir. Aslinda calismaya dahil
edilen miRNA’larin hepsi kism1 derecede ST2’ye baglanabilme potansiyeline sahip olsa
da calismamiza gore ST2’ye baglanma potansiyeli en yiiksek miR34a-5p olmustur.
Buna gore bir¢ok ¢aligmada AMI ile iligkili bulunan ve kardiyak fonksiyonda azalmaya
katki yapan bir faktér olarak tanimlanan miR34a-5p’nin (21) hiicre kiiltiirii
calismalarinda ST2’nin gen ekspresyonu iizerine etkisinin arastirilmasi daha iyi

sonuclar verebilecektir.
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Her ne kadar ¢alismamiz bazi ilkleri igerisinde barindirsa da calismamizla ilgili gesitli
kisitlamalar bulunmaktadir. Ilk olarak klinik olarak sadece koroner arter hastalari
calisma kapsamina alindigindan hasta sayisi smirl kalmstir. Tleri calismalarda daha gok
hasta ile koroner arter hastaligima ek olarak diger kardiyovaskiiler hastaliklarin
eklenebilecegi calismalar yapilabilir. Ikincisi etik olarak saglikli insanlardan PS
alinmamasindan dolayt PS’de sST2 diizeyleri ig¢in saglikli kontrol grubunun
olmamasidir. Bu durum hayvan calismalar ile desteklenebilir. Ugiinciisii ¢alismada
kullanilan plazmalar ameliyat 6ncesi alinan plazmalar olup, daha sonraki ¢aligmalarda
ameliyat sonrasinda plazma alinarak hastalarin ameliyat 6ncesi ve sonrasi plazma sST2
ve miRNA seviyeleri karsilagtirilabilir. Dordiinciisii KPB sirasinda kanin non endotelyal

yiizeye degmesinin sST2 ve miRNA {izerindeki etkisi arastirilabilir.

Sonu¢ olarak c¢alismamizda eldeki verilerin ve istatistiklerin degerlendirilmesi
neticesinde sST2’nin protein diizeyi ile gen ifadesi plazmaya gore PS’de anlamlh
derecede daha diisiik ¢ikmistir. miRNA’larin gen ifadesinde ise miR16-5p ve miR320b
plazmaya gore PS’de anlamli derecede daha az ifade edilmistir. miRNA’lar ile ST2
arasindaki iliskide ise PS’de anlamli bir iligski bulunmazken sadece plazmada miR34a-
5p ile ST2 arasinda negatif anlamli korelasyon bulunmustur. Boylece ¢alisma dncesinde
“sST2 ve miRNA’larin PS’de daha yiliksek diizeyde cikmasi gerekir’” hipotezinin
tersine bir sonug elde edilmistir. sSST2 nin protein diizeyi ve gen ifadesi ile miR320b ve
miR 16-5p’nin gen ifadesinin plazmaya gore PS’de diisiik ¢ikmasinin temel sebebi
PS’ye ekstramiyokardiyal kaynaklarin ulasmamasi olabilir. Ciinkii kalp dokusu disinda
tretilen bir parametrenin PS’ye gegebilmesi ¢ok zordur. Ayrica daha Onceki
caligmalarda sadece PS’ye 6zgli miRNA olarak tanimlanan miR320b arastirmamizda
hem PS’de hem de plazmada tespit edilmis olup bu mikroRNA’nin sadece PS’ye 6zgii

olmadig: belirlenmistir.
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