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OZET

Koroner arter hastaligi (KAH), son yillarda gelismis tani, tedavi ve onleme
yontemleri olmasina ragmen Ulkemizde ve tUm dunyada olum sebepleri arasinda ilk
sirada yer almaktadir. Akut miyokard infarktistinin (AMI) ani meydana gelmesi,
daha oOnceden tahmin edilememesi nedeniyle AMI igin erken tani belirteglerinin
saptanmasi ¢ok Onemlidir. Gunumuzde gelismis tani yontemlerinin yaninda son
yilllarda AMI tanisi ile iligkili olabilecedi dustnulen diger bir molekil miRNA’lardir.
Bazi miRNA’larin ateroskleroz patogenezinde ve kalp fonksiyonlarini dizenlemede
rol oynadiklari gosteriimigti.  Ornegin  miR-1 ve miR-133’'in  myoblast
diferansiyasyonunda, kardiyomyosit proliferasyonunda, kardiyak iletim sistemi
dizenlenmesinde rol oynadigi daha 6nceki ¢galismalarda saptanmistir. Calismamizda
AMI tanisi almig ST yukselmeli (STEMI) ve ST ylkselmesiz (NSTEMI) hastalarda
hsa-miR-1, hsa-miR-25-3p, hsa-miR-30d-5p, hsa-miR-34a-5p, hsa-miR-92a-3p, hsa-
miR-133a-3p, hsa-miR-150, hsa-miR208a-3p, hsa-miR-221-3p, hsa-miR374a-5p,
hsa-miR499a-5p ekspresyon duzeylerini arastirmay1 amagladik.

Mersin Universitesi Tip Fakultesi Saglik Arastirma ve Uygulama Hastanesi
Kardiyoloji Anabilim Dal’na Akut Miyokard infarktiisii tanisi ile basvuran 25 ST
yukselmeli (yas ort: 59,9+11,0) ve 25 ST yukselmesiz (yas ort: 64,24+11,1) hastalar ile
tamamen saglikli 20 kisi kontrol grubu (yas ort: 49,6+7,3) olarak c¢alismaya dahil
edildi. Hasta ve kontrol gruplarindan 5mL’lik EDTA’l tiplere alinan kan oOrnekleri
2000xg’de 10 dk santriflij edildikten sonra plazmalari ayrildi. miRNA’lar plazmadan
mMiRNA izolasyon kiti ( Roche Diagnostics, GmbH, Mannheim, Germany) ile izole
edildi. izole edilen miRNA’lar Reverse Transcription kit (Fluidigm, USA) ile cDNA'ya
donusturuldi ve elde edilen cDNA’lardan Dynamic Arrayler Uzerinde yuksek
kapasiteli Real-Time PCR sistemi (Fluidigm, Biomark, USA) kullanilarak miRNA
ekspresyon analizi yapildi.

Hasta grubunda kontrol grubuna goére, bakilan miRNA’larin ekspresyon
dizeylerinde anlamh bir fark saptanamamistir (p>0.05). Sonug olarak, miRNA’larin
AMI tanisinda erken bir biyobelirte¢ olabilecedi dusunulse de daha ileri ve genis
populasyonlu ¢alismalara ihtiyacg vardir.

Anahtar kelimeler: mikroRNA, akut koroner sendrom, akut miyokard infarktisu



ABSTRACT

Coronary artery disease (CAD) is the leading cause of deaths in our country
and all over the world although improved diagnosis, treatment and prevention
methods in recent years, Due to the sudden occurrence and unpredictability, the
determination of early diagnostic markers of Acute myocardial infarction (AMI) is very
important. Today, alongside the improved diagnostic methods, in recent years
another markers which might be associated with a diagnosis of AMI are miRNAs
molecules. certain miRNAs were shown to play a role in the pathogenesis of
atherosclerosis and in regulating cardiac functions. For example, in earlier studies
miR-1 and miR-133 were determined to play a role in myoblast diferansiyon, in
cardiomyocyte proliferation and in regulating cardiac conduction system. In our study
we aimed to investigate hsa- hsa-miR-1, hsa-miR-25-3p, hsa-miR-30d-5p, hsa-miR-
34a-5p, hsa-miR-92a-3p, hsa-miR-133a-3p, hsa-miR-150, hsa-miR208a-3p, hsa-
miR-221-3p, hsa-miR374a-5p and hsa-miR499a-5p expression levels in patients who
had been diagnosed with AMI with ST elevation (STEMI) and non-ST elevation
(NSTEMI).

25 ST-segment elevation (mean age: 59.9 £ 11.0) and 25 non-ST elevation
(mean age: 64,24+11,1) patients with the diagnosis myocardial infarction and 20
healthy control group (mean age: 49.6 + 7.3) were enrolled in the study who applied
to Mersin University Medical Faculty Health Research and Application Hospital
Cardiology Department. Blood samples were taken from patients and controls to 5ml
EDTA tubes, centrifuged at 2000xg for 10 minutes and then the plasma was
separated. miRNAs were isolated by the plasma miRNA isolation kit (Roche
Diagnostics, GmbH, Mannheim, Germany). Isolated miRNAs was transformed to
cDNA by Reverse Transcription kit (Fluidigm, USA) and miRNA expression analysis
was performed using high capacity Real-Time PCR System (Fluidigm, Biomarker,
USA) from cDNAs on Dynamic Arrays.

There is no significant increase or decrease detected in the expression miRNA
levels in the patients group compared to control group (p>0.05). In conclusion,
miRNAs may be an early biomarker for the diagnosis of AMI however further and
larger studies are needed.

Keywords: microRNA, acute coronary syndrome, acute myocardial infarction



GIRIS VE AMAC

Koroner arter hastaligi (KAH), son yillarda gelismis tani, tedavi ve 6nleme
yontemleri olmasina ragmen ulkemizde ve tUm dinyada 6lum sebepleri arasinda ilk
sirada yer almaktadir'?.

Tim Olum sebeplerini degisik kategorilerde inceleyen Dinya Saglik
Orglti’'ntin (WHO) verilerine gére diinya genelinde yaklasik yilda 7,2 milyon kisi hala
KAH nedeniyle hayatini kaybetmektedir ve bu dunyadaki tum olumlerin % 12,2’sine
karsilik gelmektedir. Ozellikle gelir diizeyi yiksek ulkeler, dislk gelir diizeyine sahip
ulkelere kiyasla KAH acisindan daha yuksek riske sahiptir. Bu ulkelerde toplam
olumlerin % 16,3’u KAH nedenli iken dusuk gelir dizeyine sahip Ulkelerde bu oran %
9,4'tur?.

Tarkiye'de KAH ve bu sebeple olume ait veriler temel olarak TEKHARF
calismasina dayanmaktadir. Bu calismada erigkin yas grubunda KAH prevalansi
1990 yilinda % 3,8 olarak bulunmustur. 2008 yilinda elde edilen verilere goére ise her
bin yetigkinin yuz besi KAH hastasidir. Bu sonuglara gore Ulkemizde KAH hasta
sayisi her yil yaklasik % 6,4 yani 200 bin kisi, KAH prevalansi ise % 3 artmaktadir.
On sekiz yillik takipte koroner olaylara bagli 6lim erkeklerde yilda binde 5,1 iken
kadinlarda binde 3,4 olarak bulunmustur. Tim 6limlerin ise % 42’si KAH nedeniyle
olmustur™.

Onumiizdeki 20 yilda da toplumun yasam ortalamasinin artmasi, nifusun
artmasi ve az gelismis Ulkelerde de sigara kullaniminin artmasi gibi nedenlerle,
geligtirilecek muhtemel yeni tani ve tedavi metotlarina ragmen KAH'na badgli
élimlerin sayisinda artis olacadi tahmin edilmektedir?.

Ateroskleroz zemininde gelisen koroner plaklarin koroner arterleri kismen ya
da tamamen tikamasi sonucunda ortaya g¢ikan semptomlarin tamami akut koroner
sendrom (AKS) olarak isimlendirilir. AKS, aterosklerotik plagin yirtilmasi ve
sonrasinda olugsan tromboza bagli koroner arter kan akiminin kismen ya da tamamen
engellenmesi sonucu olusmaktadir. Klinikte kararsiz anjina pektoris, ST ylkselmesiz
miyokard infarktiisii (NSTEMI) ve ST ylikselmeli miyokard infarktlisti (STEMI) olarak
karsimiza cikmaktadir®.



Tanim olarak STEMI ile NSTEMI'nin farki EKG’ye yansiyan ST segment
yukselmesinin olup olmamasidir. ST segment yiikselmesinin varhigi STEMI tanisini
koydurur, NSTEMI ise STEMI tanisinin konulmamasi durumu yani bir diglama
tanisidir. ST-segment yikselmeli miyokard infarktlisi tanisi konuldugunda en az bir
koroner arteri tamamen ve surekli tikayan, transmural miyokard iskemisine yol agan
ve trombolizden yarar gormesi muhtemel olan bir trombusin varligi akla gelmektedir.
Tersine NSTEMI tanisi konuldugunda ise bir koroner arteri tamamen tikayamayan ya
da kisa bir slre i¢in tamamen tikayabilen bir trombus nedeniyle olusan, transmural
olmayan ya da kisa siireli transmural miyokard iskemisinin yol agtigi klinik tablodur®.

Akut miyokard infarktisunun (AMI) ani meydana gelmesi, daha onceden
tahmin edilememesi nedeniyle AMI icin erken tani belirteglerinin saptanmasi ¢ok
onemlidir. GUnumuzde gelismis tani yontemlerinin yaninda son yillarda AMI tanisi ile
iligkili olabilecegi diistiniilen diger bir molekiil miRNA'lardir>®.

mikroRNA (miRNA, miR)’lar, hucresel birgok temel islevin dizenlenmesinde
gbrev almaktadir. Evrimsel olarak birgok miRNA ve ilgili protein dizenedi,
solucandan insana kadar genis bir yelpazede, metazoan organizmalar igerisinde
yuksek oranda korunur. Bu durum miRNA’larin hem gelisim hem de erigkin vicut
déneminde onemli islemleri yirittiguni disindirmektedir. Insan genomunda
yuksek seviyede korunmus, miRNA'lari kodlayan, ylzlerce gen bodlgesi
kesfedilmistir>®.

Bu gune kadar tespit edilmis miRNA’larin sadece kuguk bir kisminin biyolojik
rolleri aydinlatiimigtir. Hedef genlerin ekspresyonunu azaltan olgun miRNA’lar,
protein sentezinin duzenlenmesine katilirlar. Kendi nukleotid dizilerine komplementer
hedef genleri tanima 6zelligine sahip miRNA’lar, baz ciftlesme 6zelligi ile messenger
RNA (mRNA)ya baglandiktan sonra ya mRNA’nin yikkimina ya da pre veya
posttranslasyonel basamakta protein translasyonunun inhibisyonuna sebep olurlar.
Tespit edilen insan miRNA’larinin %50’sinin genomda kirilgan alan olarak bilinen
alanlarda bulundugu yapilan calismalarla gdsterilmistir>®.

AKS’larda hedef erken tani ve tedavi ile ortaya cikabilecek morbidite ve
mortalitenin azaltiimasidir, fakat dinyada gelismekte olan tani ve tedavilere ragmen
hala en dnemli morbidite ve mortalite sebebi olmaya devam etmektedir’. AMI tibbi bir
acildir ve tani, tedavisi ne kadar erken gergeklestirilirse yarar da o kadar buyuk
olmaktadir®®.



Bazi miRNA’larin ateroskleroz patogenezinde ve kalp fonksiyonlarini
dizenlemede rol oynadiklari gosterilmistir. Ornegin miR-1 ve miR-133’lin myoblast
diferansiyasyonunda, kardiyomyosit proliferasyonunda, kardiyak iletim sistemi
diizenlenmesinde rol oynadigi daha énceki calismalarda gosterilmistir®.

Bu calismada, daha oOnceki arastirmalarda AMI tanisi almig hastalarda
ekspresyon degisimleri agisindan ortak fikir olusturmus miRNA’lardan hsa-miR-1,
hsa-miR-25-3p, hsa-miR-30d-5p, hsa-miR-34a-5p, hsa-miR-92a-3p, hsa-miR-133a-
3p, hsa-miR-150, hsa-miR208a-3p, hsa-miR-221-3p, hsa-miR374a-5p ve hsa-
mMiR499a-5p ekspresyon duzeylerini ST ylUkselmesi olan ve olmayan miyokard

infarktUslU hasta gruplarinda arastirmayi amagladik.



GENEL BILGILER

Akut Koroner Sendrom

Akut koroner sendrom (AKS), akut miyokard iskemisi sonucunda ortaya ¢ikan
semptomlarin tamamina verilen isimdir. AKS, aterosklerotik plagin yirtiimasi ve
sonrasinda olusan tromboza bagl koroner arter kan akiminin kismen ya da tamamen
engellenmesi sonucu olusmaktadir. Klinikte kararsiz anjina pektoris, ST ylUkselmesiz
miyokard infarktisi ve ST ylkselmeli miyokard infarktisi olarak karsimiza
cikmaktadir®,

AKS’larda hedef erken tani ve tedavi ile ortaya cikabilecek morbidite ve
mortalitenin azaltiimasidir, fakat diinyada gelismekte olan tani ve tedavilere ragmen
hala en 6nemli morbidite ve mortalite sebebi olmaya devam etmektedir. Koroner kalp
hastaliklari tiim dlimlerin igte birini olusturmaktadir’.

Akut miyokard infarktisunun (AMI) insidansinin 250 veya 500°de bir arasinda
oldugu tahmin edilmektedir. Prevalans calismalarindan elde edilen verilere gore
toplumdaki erkeklerin yaklasik %4’nin ve kadinlarin yaklasik %Z2’nin miyokard
infarktisu gegirdigi tahmin edilmektedir. AMI tibbi bir acildir ve tani, tedavisi ne kadar

erken gergeklestirilirse yarar da o kadar biiyiik olmaktadir®®.

Epidemiyolojisi

Akut koroner sendromlarin ilk ayda %30-%50 arasinda mortaliteye sahip
oldugu ve bu &liimlerin yaklasik yarisinin ilk 2 saat iginde oldugu gésterilmistir'®**,
Fibrinolitikler, antitrombositer ajanlar ve koroner girisimlerin yaygin kullanimi ile 1
aylik mortalitenin %6-7’ye kadar distigi rapor edilmistir'?. Yapilan European Heart
Survey analizinde ST segment elevasyonlu AKS’larin 1 aylik mortalitesinin %8.4

oldugu gdsterilmistir™>.

Fizyopatolojisi

Ateroskleroz, ¢ogunlukla lipid toplanmasina bagli olarak orta ve buyuk boyutlu
arterlerde ortaya cikan kronik, multifokal, immuninflamatuvar ve fibroproliferatif bir
hastaliktir®. Ateroskleroz yasamin erken ddnemlerinde baslar ve ilerlemesi vyillar

boyu yavas bir sekilde devam eder. Bu yavas ilerlemeyi ani bir sekilde sonlandiran,
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akut koroner sendromlara neden olan olay c¢ogunlukla plak stabilizasyonunun

bozulmasina bagli gelisen akut trombozdur'>*®.

Kararsiz anjina pektoris ve
miyokardiyal infarktiste, aterosklerozun akut komplikasyonu olan trombozis rol
oynar. Akut trombotik olaylarin patofizyolojisinde ise inflamasyon yer almaktadir'’.
Aterosklerotik plagin olusumu lipid birikimi, endotel disfonksiyonu ve inflamasyonu
iceren karmasik bir suregtir. Plak olusumunu baglatan mekanizma henuz tam olarak
anlasilamamistir. Fakat aterosklerozun erken doneminde dolasimdaki dusuk
yogunluklu lipoproteinlerin (LDL), arter duvarinin en i¢ tabakasinda (intima) okside
olmasinin aterosklerozun ortaya gikmasinda énemli rol oynadigi diisiiniilmektedir’.

Miyokard infarktUsunin etiyopatogenezinde arterit, travma, diseksiyon, emboli
gibi ender goérilen durumlar disinda genelde ateroskleroz ve aterotromboz
yatmaktadir'®. AKS’dan sorumlu biitiin koroner trombiislerin %75'ine plak riiptiiri
neden olmaktadir’®. Koroner plaklarin cogu &mir boyu klinik acidan stabil olarak
kalmaktadir. Ancak hassas plaklar stabil olmayip kisa donemde yuksek tromboz riski
tasimaktadir®.

Seri anjiyografik ve patoanatomik gézlemler koroner arter hastaliginin temelde
iki farkli zeminde yol aldigini gosterirler. Bunlardan birincisi fikse, geri dénusumu zor
olan, kademeli liimen daralmasina yol agan aterosklerozdur. ikinci yol ise potansiyel
olarak geri déntusumll, dinamik yapida, dngorulemez sekilde yavas ilerleyen fazi
kesintiye ugratip, hizli koroner tam tikanikliga yol agabilen tromboz ya da vazospazm
yoludur. Genel olarak aterosklerozun baskin oldugu lezyonlar kronik stabil anjina
pektoris kliniginden sorumlu iken aterotromboz ise akut koroner sendromlardan
sorumlu olan lezyonlarin ana komponentidir®>%2,

AKS koroner plagin, incelmis olan fibréz kapsulinin yirtilmasi ile basglar.
Hassas plagin yirtilmasi icin ¢cogu zaman tetikleyici bir faktére ihtiyagc vardir. Fakat
AKS olusumu igin tetikleyici faktor her zaman sart degildir. Plagin hassas ve buyuk
olmasi AKS olugsumu igin en dnemli rolu tegkil eder. Plak yirtiimasi sikhkla plagin
bdyumesi esnasinda gorulir. Bunun sonucunda trombus olusumu gozlenir. Koroner
plak yirtilmasi esnasinda, fibrinoliz, trombosit ve koagulasyon aktivasyonu arasindaki
iliski olduk¢a 6nemlidir. Plak yirtilmasina karsi dinamik bir trombotik cevap sureci
izlenmektedir. Tromboz ve tromboliz bu sire¢ icinde birlikte olusur. Bu suregte
koroner akim tikanmasi ve distal emboliler gozlenir. Bu distal emboliler nedeni ile
koroner arter rekanalize edilse de miyokard reperfuzyonu tam olarak saglanamaz.

Meydana gelen bu durum hastaligin uzun dénem seyrinde oldukca énemlidir®. Akut
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koroner sendromda anormal vazospazm da sik gorulur. Bu spazmlar genel olarak
sorumlu lezyon bolgelerinde sinirlidir. Bu duruma o bolgeden salinan mediyatorlerin
neden oldugu diistinilmektedir®*.

Akut koroner sendromda erken dénemde vaskuler inflamasyon olusumunda
makrofaj aktivasyonu ve serbest radikal salinimi ilk sirada yer almaktadir. Bunun
sonucunda metallaproteinazlar aktive olur ve plak destabilize olur. Paradoks
vazokonstriksiyon goértulmektedir. Bu duruma endotel disfonksiyonu eglik etmektedir.
Doku faktdrt ve endotel kaynakli apoptotik mikropartiktllerin tetikledigi protrombotik
uyari artmaktadir. Bunun sonucunda nitrik oksit, prostasiklin, protein C ve S, doku
plazminojen aktivatérii olusumu ve aktivitesinde denge bozuklugu meydana gelir®.
Endotel disfonksiyonu sonucu nitrik oksit salinimi ve biyoyararlihd azalirken,
endotelin-1, anjiyotensin ve oksidan vazoaktif maddelerin salinimi artig
gostermektedir. Bltlin bu bilgiler 1siginda endotel disfonksiyonu, KAH’ n tim
safhalarinda ve komplikasyonlarinda en énemli patogenezi olusturmaktadir®. Plak
rlptlrG veya erozyonu sonucu gelisen AKS’ da inflamasyon sadece sorumlu plak
bdlgesinde artis géstermez. Ayni zamanda tim sistemik dolagim ve diger plaklarda
da inflamasyon artisi mevcuttur?’. Sistemik inflamasyon, periferik kan damarlarindaki
inflamasyon belirtecleri ve akut faz reaktanlarinin tespiti ile belirlenir. Miyokard
infarktisU koroner arterin tamamen tikanmasi ve siddetli iskemi sonucu 15-20 dakika
icinde geligir. Tikali koroner arterin besledigi alanda siddetli iskemi ilk olarak
subendokardiyal alanda gézlenir ve epikardiyal alana dogru ilerler?®. Ateroskleroz
olusum sureci Sekil 1’de verilmistir.

Koptik Yagh Orta dereceli Fibroz Komplike
hucreleri  cizgilenme lezyon Aterom plak lezyon/raptur

Endotel disfonksiyonu

' 1,dekaddan itibaren || 3.dekaddan itibaren | 4, dekaddan itibaren |
Biiyuk 6lgiide lipid birikimi nedeniyle biyiime ¢ ol‘,’:}:‘“f;"!fm Im"’;:

Sekil.1. Ateroskleroz olusum siireci®
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Etiyolojisi

AKS’larda ortak etiyoloji, ateroskleroz zemininde gelisen koroner plaklarin
koroner arterleri kismen ya da tamamen tikamasidir®>*.

Ateroskleroz, genler ve cevre faktorleri arasindaki ¢ok sayida ve karmasik
etkilesimin bir sonucudur. Yapilan arastirmalar aterosklerotik klinik olaylarin
insidansinin gok fazla varyasyon gosterdigini ortaya koymaktadir. Ornegin orta
yastaki erkeklerde akut miyokard infarktist (AMI), ayni yastaki kadinlara goére 3-4 kat
daha fazladir. Aterosklerotik hastaliklarin insidansi nispeten kisa sureler igerisinde
hem olumlu hem de olumsuz yonde radikal olarak degisebilmektedir. Bu degisiklikler
sadece genetik faktorlerle aciklanamamaktadir. Bu durum akla cevresel ya da
davranigsal degigsikliklerin etkilerini getirmektedir. Tum toplumlarda yapilan
calismalar, aterosklerotik hastaliklara bagli zararlari azaltmaya yonelik programlarin
planlanmasi ve de@erlendiriimesine yoneliktir. Bu g¢abalarin nerelerde yodunlasmasi
gerektigini belirlemek icin, aterosklerozun modifiye edilebilir risk faktorlerini ve

bunlarin toplum igerisinde nasil dagildigini anlamak gerekir®* (Tablo.1).

Tablo.1. Aterosklerotik Kalp Hastaligi igin Risk Faktorleri®!

Sabit Faktorler | Modifiye Edilebilen Faktorler Yeni Risk Faktorleri
Yas Sigara Homosistein
Aile Hikayesi Hipertansiyon Lipoprotein-a
Etnik Kdken Hiperlipidemi Fibrinojen, PAI-1, vVWF Antijeni
Cinsiyet Diyabet, insiilin Rezistansi Oksijen Radikalleri/ inflamasyon
Obezite/ Bel Cevresi Apo Al- Apo B
Sedanter Yasam LDL- Okside LDL
Mental Stres, Depresyon Hipertrigliseridemi, Trans Yaglar

Vaka-kontrol ve kohort g¢alismalari, sigara, hipertansiyon, hiperkolesterolemi
ve sedanter yasam tarzinin her birisinin AMI igin bagimsiz risk faktorleri oldugunu
gostermektedir®?33. Bu faktodrlerin her biri riski en az iki kat arttirmaktadir. Bagimsiz
olmalari, diger faktdrler olmasa da bu ylksek riskin var oldugu anlamina gelir. Ancak
risklerin azaltiimasiyla saglanacak kesin yarar kisinin sabit faktorleriyle belirlenen

zemindeki riskine baglidir. Bu nedenle 60 yasindaki bir kiside, hipertansiyonun etkili
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bir sekilde tedavisi 40 yasindaki bir kiside ayni tedaviye gore daha fazla sayida

aterosklerotik olay dnleyecektir®.
Akut Koroner Sendrom Tipleri
Akut koroner sendrom basligi altinda klinik bulgular, elektrokardiyografi ve

biyokimyasal belirtecler kullanilarak ti¢ ayri klinik tanimlama yapilmistir®* (Tablo 2).

Tablo.2. Akut Koroner Sendrom Tipleri*

ST Elevasyonlu ST Elevasyonsuz

Q dalgall/ Q dalgasiz | Non ST Elevasyon Miyokard infarktiisi

Stabil Olmayan Anjina

Akut koroner sendrom, basvuru EKG’sinde ST-segmentine gore ST-segment
ylkselmesi olan ve olmayan olarak iki grupta incelenir. ST-segment yikselmesi olan
AKS hastalarinin bayuk ¢ogunlugunda Q dalgali, daha azinda Q dalgasiz Ml gelisir.
ST-segment yukselmesi olmayan AKS, kararsiz angina ve ST segment yukselmesiz
MIl'dan olugsmaktadir. Bu iki klinik durum kardiyak enzim yuksekligi ile birbirinden
ayrilabilir. Kardiyak enzimlerde anlamh yukselme olursa ST-segment yiukselmesiz Ml
olarak tanimlanir. ST-segment ylkselmesi olmayan MI hastalarinin buyudk bir

kisminda Q dalgasi gelismezken az bir kisminda Q dalgali Ml gelisebilir®* (Sekil.2).

Alut koroner sendrom

/\

ST yitkselmesi var ST wiikselmesi yok

Q dalgali MI Q dalgasiz MI Kararsiz anjina pektoris

Sekil.2. ST Yiikselmeli ve ST Yiikselmesiz Miyokard infarktiisii Tipleri®
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Stabil Olmayan Anjina Pektoris

Daha dnceden kararh (stabil) olan anjinanin daha dusuk dereceli egzersiz ile
veya istirahatta olusmasi, daha uzun surmesi ve ilaglara yanitinin azalmasina stabil
olmayan anjina pektoris (USAP) adi verilmektedir. Kararsiz anjina, yeni baslamis
olan ve efor ile gelen gogus agrisi durumlarinda da uygun bir tanimlama olarak kabul
edilmektedir. USAP, miyokard nekrozunu icermeyen bir akut koroner sendromdur.
ST elevasyonsuz miyokard infarktliisi (NSTEMI) ise esas olarak miyokard nekrozu ile
seyreden, ancak EKG’de ST elevasyonunun izlenmedigi, koroner kan akiminda ciddi
bozulma veya gegici kesintiye neden olan bir akut koroner sendrom tipidir. USAP ve
NSTEMI birbiriyle iligkili klinik tablolardir. Patogenez ve Klinik prezentasyonlari
benzerdir, ancak NSTEMI'da iskemi daha siddetli, daha yaygin ve daha uzun
surelidir. Bunun sonucu olarak NSTEMI'da geri donisimsliz miyokard hasari
vardir'?,

USAP, ginumuzde koroner yogun bakim Unitelerine kabulln birincil nedenidir
ve tim sebeplerin %30-50’sini olusturur. Bu oran STEMI ile basvuran hastalarin
yaklagik 3 katidir. Anstabil koroner arter hastaligi, heterojen bir klinik sendromdur.
USAP ve NSTEMI, sadece kardiyak markerlerin sonugclari alininca kesin olarak ayirt

edilir®®.

ST Segment Elevasyonsuz Miyokard infarktiisii (NSTEMI)

AKS klinigi olan, fakat direncgli ST segment yukselmesi bulunmayan hastalar
USAP veya ST Segment Elevasyonsuz Miyokard infarktiisti (NSTEMI)'dir. EKG’de
ST segment elevasyonunun olmadigi durumda miyokard nekrozu oldugunu
kanitlayan kardiyak biyobelirteclerin ytksekligine bakilarak NSTEMI tanisi konulur.
Kardiyak biyobelirte¢ ylksekliginin saptanmasi USAP’a goére daha objektif bir tani
imkani saglar®.

ST yukselmesiz AKS’den sorumlu lezyon, siklikla yirtiimis veya erozyona
ugramis plak icinde tam tikanikhga yol agmayan trombositten zengin, beyaz
trombUstir®®.

EKG bulgulari, ST segment ¢okmesi, kendiliginden veya nitrogliserinle
gecgebilen ST segment yukselmesi, T dalga inversiyonu, gegirilmis MI bulgusu ve sol
dal blogu olabilir. EKG tamamen normal de olabilir. USAP veya NSTEMI’li hastalarda

O0lum veya reinfarktis riski ilk 30 gln boyunca yaklasik %10’dur. ST-segment
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yukselmesi olmayan AKS’lu hastalarin yaklagsik %35-%50’si medikal tedaviye

ragmen tekrarlayan iskemiyle karsilasilabilir®”3.

ST Segment Elevasyonlu Miyokard infarktiisii (STEMI)

Akut koroner sendromlar igerisinde mortalitesi en ylksek olan gruptur.
Hastalar 30 dakikadan uzun suren gogus agrisi, ardisik ¢ekilen
elektrokardiyografilerde dinamik degisiklikler ve miyokard hasarini gosteren kardiyak
biyobelirteclerin artip azalmasiyla karakterizedir®®. Hastanin semptomlari ve EKG
degisiklikleri tan1 koydurucu olsa da, hastalarin 1/3’luk kisminda herhangi bir goégus
agrisi olmayabilir, bunun yaninda ST segment elevasyonu klinikte baska durumlarda
da gorulebilir. Tim bu sebeplerden dolayr miyokard infarktisinin en spesifik
bulgusu kardiyak biyobelirteclerdeki yikselmedir. ST Segment Elevasyonlu Miyokard
Infarktiisti (STEMI) acil revaskiilarizasyon gereksinimi agisindan hizli ve dogru

sekilde tani konulmasi gereken bir durumdur®*.

Akut Miyokard infarktiisiiniin Komplikasyonlari
Akut miyokard infarktisunden sonraki ilk yil icinde gorulen dlumlerin yaklasik
%25’i, hastaneye yatisin ilk 48 saati iginde olmasindan dolayr komplikasyonlarin

erken ddnemde kontrolii dnem tasimaktadir*®.

Aritmiler

En 6nemli sik bir komplikasyon olarak aritmiler on sirada gelmekte ve AMI

geciren hastalardaki tiim 6liimlerin en biiyiik nedenini olusturmaktadir®:.
a) Ventrikiler Fibrilasyon ve Flutter : Ventrikiler fibrilasyon EKG’de dlizensiz,
kUguklU, buyuklu titresimler gorultur. Dakikadaki sayisini bulmak gug¢ olmakla beraber
150-300 arasinda degisir. Ventrikuler flutterde QRS kompleksi,ST segmenti ve T
dalgasi ayrilabilir olmaktan ¢ikmistir. Genis oldukg¢a duzenli,birbirine benzeyen kaba
dalgalar bulunur. Hiz 150-250/dk arasindadir®®.

Erken olimlerin %90’Indan fazlasinin nedeni ventrikiler fibrilasyondur. Bu
aritminin ve habercilerinin hemen taninip tedavi edilmesi, AMI'nden ortaya c¢ikan
6lim oranlarinin azalmasinda basrolii oynamaktadir®.

b) Ventrikiler Tasikardi: Ventrikiler erken vurularin arka arkaya gelmesi halidir. P
dalgalari bulunamaz. Hiz 150-180/dk’dir. T dalgasi genellikle QRS kompleksinin aksi

yoniindedir. Kompleksler birbirine benzer ve ritm diizenlidir**.
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c) Ventrikiler Erken Atimlar (Ventrikiiler Ekstrasistoller): Akut miyokard
infarktistnun ilk anindan itibaren, %60-80 gibi buyuk bir sikhkla ¢ikan 6nemli bir ritim
bozuklugudur. EKG’de genis, ¢ok zaman c¢entikli, dninde P dalgasi bulunmayan,
erken gelmis bir QRS kompleksi hemen daima 0,12 sn veya daha genigtir.
Ventrikiiler erken vurulari hemen her zaman pause dénemi izler®:.

d) Atrio-ventrikiiler ileti Kusurlari: Akut miyokard infarktiisiinde A-V ileti kusurlarina
oldukca sik rastlanmaktadir. Postero-inferior infarktislerde A-V tam blok daha siklikla
gorilmektedir®®, 2. ve 3. derece kalp bloklarinda acil miidahale gerekir ve

endikasyonu halinde pace-maker uygulanir®®*,

Kalp Yetmezligi

Akut miyokard infarktiisl geciren hastalarin hemen hemen tamaminda hatta
komplikasyonsuz olanlarda bile ilk gunlerde gizli sol ventrikil fonksiyon bozuklugu
hemodinamik bulgularla saptanmistir. Klinikte ortaya g¢ikan belirtiler infarktis alaninin
bayukligune, sol ventrikil dolma basincindaki ylukselmeye ve Kkalp dakika
hacmindeki azalmanin derecesine baglidir. Klinik belirtilere gére AMI'nden sonra
olusan kalp yetmezligine bagli mortalite orani %3-5 ile %85 arasinda

degismektedir’®*°,

Kardiyojenik Sok

Akut miyokard infarktisunin en erken ve en ciddi komplikasyonudur. Gelisme
nedeni; asiri hasar gormus olmasi nedeni ile bir pompa olarak sol ventrikil
performansinin dagmesidir. Sokun ortaya ¢iktigi AMI vakalarinda mortalite %80’in
Uzerindedir. Sistolik kan basinci 90 mmHgnin altina dustiginde hastada
huzursuzluk, zihin bulanikhii, tasikardi, siyanoz gorilir. idrar miktari saatte 20 mI’nin
altina indiginde deri ve ekstremiteler nemli ve soguktur. Kardiyojenik soku 6nlemek
icin; hizla agriy1 gidermek, inflzyonla dolagim kollapsi ve gsokun gelismesini nlemek,
oksijen vermek, anti-aritmik ilaglarla aritmiyi tedavi etmek, mikrodolagimi
desteklemek icin vazodilatator ilaglar vermek, santral vendz basinci surekli kontrol
etmek, kalbin kasilma gucunli ve kardiak out-put'u artirarak doku perflizyonunu

sadlamak gerekir®,
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Akciger Odemi

Akut miyokard infarktusinin herhangi bir doneminde ortaya cikabilir. Sol
ventrikil anevrizmasi, interventrikller septumun rupturd, papiller kas kopmasi
sonucu mitral kapak yetmezligi gibi AMI'nden sonra gértlen diger komplikasyonlar da
akciger 6demi olugsmasini kolaylastirir. AMI sonrasi akciger 6deminin olusma sikhgi
%60'dir*>*,

Ani Oliim

Akut miyokard infarktisl vakalarinin yarisi tibbi yardim gorebilecek veya
hastaneye yetistirilebilecek kadar hayatta kalmamaktadir. Mortalitenin en ylksek
oldugu zaman ilk saatlerdir. Ani 6lum vakalarinin en buyuk boliuminden muhtemelen
primer ventrikiler fibrilasyonu sorumludur. Bazi hastalarda da birden meydana gelen
kalp blogu daha sonra olusan hipotansiyon ve hipotansiyonun izledigi siddetli
bradikardi kardiak arresti baslatabilmektedir*®*°.

Ani 6lim daha az olarak infarkttsin iyilesme déneminde gérulebilir. Bu ge¢
ani 6lumlerde, ventrikller fibrilasyon gene 6n sirada bir sebeptir. Yeni bir infarkttsin
ortaya ¢ikmasi, pulmoner infarktis veya kalp rupturt gibi komplikasyonlar da geg

dénemdeki ani 6limlerin nedenleri arasindadir®.

Post-Miyokardiyal infarktiis Sendromu

Hastalarin %3-4’inde gelisen komplikasyondur. infarktisu izleyen ilk iki ay
icinde hastada c¢ogunlukla fibrin6z perikardit gelisir. Bu duruma virUslerin veya
otoimmun reaksiyonlarin neden oldugu sanilmaktadir. Hastada gogus agdrisi, yuksek

ates, dispne, pnémoni, ldkositoz, perikardit ve kalp tamponadi olusabilir®.

Flebit ve Emboli

Akut miyokard infarktisinden sonra uzun sudren yatak istirahatinde kan
viskozitesi ve kanin pihtilagsma 6zelligi artar veya pelvik venlerde flebit meydana gelir.
Emboliyi dnlemek igin ayak ve bacak yeterince hareket ettiriimelidir. Koruyucu olarak

da antikoagiilan tedavi uygulanabilir®.

Akut Koroner Sendromlarda Tani
Akut koroner sendrom, Diinya Saglik Orgitiniin (WHO) belirledigi 3 tanisal

kriterden en az ikisinin varligi olarak kabul edilmektedir. WHO'Un belirledigi bu
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kriterler; akut, ciddi ve uzamis gogus agrisi, onemli elektrokardiyografik degisikligin

varli§i ve geleneksel serum enzim aktivitelerinde net anormal artistan olusmaktadir®®.

Klinik

ST segment yukselmeli miyokard infarktisu (STEMI) ayirici tanisinda oldukga
onemlidir. STEMI oldukga genis bir semptom ve Klinik tablo ile kargimiza gikmaktadir.
En o6nemli semptom iskemik gogus agdrisidir. Akut miyokard infarktisinde
semptomlar genellikle 6nceden asemptomatik olan kisilerde aniden ortaya ¢ikar. Agri
genellikle istirahat esnasinda baslar. Bazen cerrahi girisim, travma, hemoraji ve
hipotansiyon neticesinde de semptomlar tetiklenebilir. Gogus agrisi genellikle
retrosternal bdélgede, tam olarak lokalize edilemeyen, baski, sikisma, basing hissi ya
da yanma seklinde tariflenen, siklikla sol kol ve sirta yayilan karakterdedir. istirahatle
ve nitrogliserin ile gegmez ve 20 dakikadan daha uzun surer. Gogusteki sikinti hissi
boyuna, alt gceneye, bileklere, sirta, omuza, sag kola, epigastriyuma da yayilabilir.
Yapilan calismalar, toplumda insanlarin %30 oraninda sessiz Mi gecirdigini
gostermistir?®. Akut miyokard infarktiisii 6zellikle yasli, diyabetik ve postoperatif hasta
grubunda gégiis agrisi olmaksizin da gelisebilir*”. Akut miyokard infarktiisi ile iliskili
diger semptomlar terleme, nefes darligi, halsizlik, c¢arpinti,bas doénmesi, biling
bulanikhi@i, bulanti, kusma ve hazimsizlik olarak sayilabilir. Gastrointestinal sistem ile
iligkili semptomlar 6zellikle inferior infarktlslerde sik gdézlenir. STEMI olusumunda
sirkadiyen bir ritim gozlenmektedir. Bu durum daha c¢ok katekolamin, kortizol
salinimina ve trombosit agregasyonundaki artisa baghdir. Ayrica STEMI karsimiza
atipik semptomlar ile de g¢ikabilmektedir. Bu durum genel olarak geng (25-40 yas)

veya yasli (75 yas lizeri), diyabetik ve bayan hastalarda gorilebilir®®.

Elektrokardiyografi

Akut miyokard infarktisinun kendine 6zgu elektrokardiografik (EKG) bulgulari
vardir. Ozellikle 24 saat sonra EKG'de anormal Q dalgasi, R kaybi, ST degisiklikleri,
T negatifligi, QT siiresinin uzamasi goriilebilmektedir*****°. AMI'ne ugramis bdlgenin
ortasinda nekroz, gevresinde lezyon ve en digta da iskemi yer almaktadir. EKG'de Q
ve QS nekrozu, ST yilkselmesi lezyonu, T negatifligi iskemiyi belirtmektedir®.

infarktiistin akut olup olmadigi EKG ile tanilanir. En énemli tani araci EKG’dir.
Cok degerli bilgiler verir. AMI'de 12 derivasyonlu EKG ¢ekilir. Akut dénemde EKG’de

ST segmenti ve T dalgasi yukselir ve sivrilesir. Hastaligin gelisme déneminde ST
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izoelektrik cizgiye yaklagirken T negatiflesir. (Zedelenme ile ilgilidir,gunler,haftalar ya
da daha uzun surebilir) Anormal Q dalgasi nekroza bagli olusur. Olusan bu Q dalgasi
EKG’de genellikle hayat boyu kalir*?°°2,

EKG, AMI'niin lokalizasyonunu ve klinik seyrini gdstermede yararlidir*#°. Akut
MI; EKG goéruntileri yardimiyla klinik gidis bakimindan; akut, subakut, kronik,
anatomik lezyon bakimindan; transmural, intramural, subendokardiyal, lokalizasyon
bakimindan; anterior, anteroseptal, anterolateral, inferior ve posterior olarak
siniflandirilir.

1- Subendokardial infarktus: aVR de ST elevasyonu, diger derivasyonlarin
¢ogunda ST depresyonu

2- Subepikardiyal infarktiis: Bazi derivasyonlarda ST elevasyonu

w
1

intramiyokardiyal infarktiis: Bazi derivasyonlarda T negatifligi
Anteroseptal infarktis: V1, V2'de Q dalgasi

Anterior infarktis: V1, V4 ‘de Q dalgasi

Anterolateral infarktiis: V4, V6'da Q dalgasi

Yaygin Anterior infarktiis: V1, V6’da Q dalgasi

8- Inferior Infarktiis: D2, D3 ve AVF’de Q dalgasi, ST yikselmesi
9
10-Sag ventrikil infarktiisii: V1'de ST yiikselmesi, RV4‘de ST yiikselmesi***°4%-%0

STEMI'nin sematik gériinimu sekil 3’te verilmistir.

Y9 d

Posterior Infarktiis: V1’de R dalgasinin yiikselmesi

Seyrek olarak, klinik tablo tamamen infarktist duslindurdiglu halde EKG
degisikliklerinin ortaya c¢ikisi 5-7 gun gecikebilmekte, %15 olguda EKG normal

bulgular verebilmektedir®.

A B C

Sekil.3. ST Segment Yukseklik Sekillerinin Sematik Gériinima A: Konkav Tip B: Dz
Tip C: Konveks Tip>®
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Biyokimyasal Belirtecler

Miyoglobin

Miyoglobin, dusuk molekul agirhkh molekdl olmasi ve hucre igi yuksek
konsantrasyonlarda bulunmasindan dolayr MI'dan 1-3 saat sonra kanda hizla yuksek
duzeylere ulagir. Miyoglobin, 5-10. saatte pik seviyesine ulasir ve 24-36 saat iginde
de normale doner. Miyoglobinin iskelet kasinda da bulunmasi tani o6zgullGgunu
kisitlar. Semptomlarin ilk 4-8 saatleri icinde diger biyokimyasal belirtegler

ylikselmedikge akut koroner sendrom lehine yorumlanmamaktadir™.

Kreatin Kinaz

Kreatin Kinaz (CK) ve miyokardiyal izoformu olan CK-MB’nin seviyeleri akut
MI'in baglangicindan 4-8 saat sonra yukselmeye baslar, 24. saatinde pik yapar ve
36-48 saatte normale doner. Ancak serum enzim tayini ile akut MI tanisinin
konulabilmesi i¢in semptom baslangicindan 6-12 saat sure gegmesi gerekir. M
esnasinda seruma gegen CK ve CK-MB seviyeleri infarktis buyukligu ile dogru
orantihdir. CK-MB erken normale donmesi nedeniyle reinfaktls tanisinda faydali bir
belirtegtir™.

Laktat Dehidrogenaz

Laktat Dehidrogenaz (LDH) infarktis sonrasi 24-48 saat iginde ylUkselen bir
enzimdir. infarktiisten sonra 8-14 giin iginde normale déner. Bes izoenzimi vardir.
Kalp icin spesifik olan LDH1 izoenzimidir. LDH1/LDH2 oraninin >1 olmasi AMI igin
oldukga ozguldur. LDHIn giunumuzde tek kullanim alani, ge¢ donemde basvuran,
troponin pozitif ve CK degerleri normale inmis vakalarda akut-subakut MI ayirimini

yapmaktir>>.

Kardiyak Troponinler

Troponinler, kontraksiyon mekanizmasinda duzenleyici proteinlerdir. Troponin
I, T ve C olmak Uzere U¢ formu vardir. Miyokard nekrozunun saptanmasinda ve AMI
tanisinda troponin | ve T kullanilir. Nekrotik miyokardtan troponin T salinimi infaktis
baslangicindan 4-8 saat sonra baslar, 24-48 saatte pik yapar ve serumda 10 gun
boyunca saptanabilir. Bu yizden reinfarktis tanisinda faydal bir belirte¢ degildir.

Kardiyak troponin | kalbe spesifik kontraktil bir proteindir ve akut MI tanisi igin
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mukemmel bir markerdir. Akut Ml baglangicindan 3-6 saat sonra salinimi baglar ve
24-48 saatte pik yaparak MlI'dan sonra 10 gin serumda yuksek kalabilir. Bobrek
yetmezligi ve akut kas hasarinda troponin T bir miktar serumda yukselebilirken,
troponin | bu klinik durumlardan etkilenmez, ayirici tanida faydahdir. Kardiyak
troponin Olgimlerinin 6zellikle NSTE-AKS ve yuksek riskli kararsiz anjina pektoris
hastalarinin saptanmasinda ve risk derecesinin belilenmesinde Onemli vyerleri
vardir®. Troponinler degerlendirilitken yanlis pozitif sonuclarin  olabilecegi
unutulmamalidir. Yanhs pozitiflik yapan durumlar akut romatizmal ates, amiloidoz,
kronik bobrek yetmezligi, miyokardit, perikardit, sepsis ve pulmoner embolidir®®. Ml

tanisinda kullanilan biyobelirtegler tablo 3’te verilmistir.

Tablo.3. AMI Tanisinda Biyokimyasal Belirtecler>”’

Belirteg ilk degerlendirme | En yiiksege ulagsma | Normal sinirlara
zamani (saat) suresi (saat) dénme suresi

Miyoglobin | 1-4 6 24 saat

Troponin| | 6-12 24 5-10 gun

Troponin T | 3-12 12-48 5-14 gun

CK-MB 2-12 24 48-72 saat

LDH 10 24-48 10-14 gun

GUnUumuzde gelismig tani yontemlerinin yaninda son vyillarda AMI tanisi ile

iliskili olabilecegi dustintlen diger bir molekiil miRNA’lardir>®.

mikroRNA (miRNA); Tarihge

insan genomunun yaklasik %97‘si kodlanmayan DNA‘dan olusmaktadir.
Genomik kodun blyluk bir kismi RNA‘ya doénustikten sonra asla proteine
cevrilmezler. Proteine kodlanmayan RNA (non-protein-coding RNA, ncRNA) olarak
adlandirilan bu grubun o6nemli iglevlerinin oldugu gosterilmistir. Kuguk (<400
nukleotid) ve buyidk (>400 nukleotid) olarak iki gruba ayrilan ncRNA‘lardan
mikroRNA’lar  (miRNA'lar), kuaglik (<400 nukleotid) ncRNA'lar igerisinde

siniflandiriimaktadirlar®®®°.
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Napoli ve Stutje’'nin genetik transformasyon c¢alismalarinda, petunya
uzerindeki arastirmalar esnasinda fark ettikleri, ancak yillar sonra Jorgensen ve
arkadaslarinin tanimladiklari “gen sessizlestiriimesi” miRNA kesfi icin atilan en
onemli adimlardandir. Calismalar sirasinda, aktarilan transgenin sadece kendi
kendisini degil, ayni zamanda endojenik genin ekspresyonunu da etkiledigi goralmusg
ve hem endojenik hem de transgenik mRNA’nin kaybini tanimlamak igin co-
supresyon terimi kullanilmistir®®-.

ilk miRNA, Lee ve ark. tarafindan 1993 yilinda bulunmustur® ve miRNA terimi
2001 yilindan itibaren kullanilmaya baslanmistir®>®®. 1993 yilinda yuvarlak solucan
olan Caenorhabditis elegans’in gen igerigini tarayan Lee ve ark. higbir protein
kodlamayan lin-4 olarak adlandirdiklari genin, 22 nlkleotid uzunlugunda kuglk bir
RNA transkribe ettigini bildirmislerdir. O siralar bir nematodun yapisal 6zelligi sanilan
ve yasam dongusunuin zamanlamasi ile ilerlemesini kontrol ettigi distunulen lin-4
kesfedilen ilk miIRNA’dir®*®"%8 2000 yilinda Reinhart ve ark. C. Elegans’da, canlinin
gelisim zamanlamasini dizenleyen 22 nukleotid uzunlugunda, let-7 olarak
adlandirilan farkh bir miRNA daha kesfetmislerdir. ilk kesfedilen bu tiyeler dolagimda
bulunan kuguk, gegici RNA’lar olarak tanimlanmis ve miRNA olarak adlandiriimalari
2001 yilinda gergeklestiriimistir. Insanlari da icine alan tiirler arasinda let-7’nin dnemli

bir biyolojik fonksiyona sahip olmasindan dolayi korundugu da gosterilmistir®”®°.

Tanim

mikroRNA’lar, protein kodlamayan, tek sarmall, yaklasik 18-24 nukleotid
uzunlugunda olan RNA’lardir. Oncli miRNA’lar birkag yiiz ila bin niikleotit arasinda
degisen uzun RNA’lardir. RNA polimeraz Il enzimi tarafindan tretilen 6nci miRNA'lar
once kisa miRNA-miRNA duplekslerine, sonunda da tek sarmalli olgun miRNA‘ya
donustaralirler. Olgun miRNA'lar tam ya da tama yakin olan mRNA siralarina
bagdlanip hedefindeki genlerin ekspresyonunu, transkripsiyon sonrasinda ya
translasyonu inhibe ederek ya da RNA degradasyonunu tetikleyerek inhibe ederler.
miRNA’larin  hedef mRNA’lara baglanarak insan genlerinin  %30-%90’InIn

ekspresyonlarini diizenledigi diisiiniilmektedir’*.

miRNA’larin Adlandirilmasi Ve Siniflandiriimasi
MiRNA adlandirma sisteminde “mir” 6n ekinden sonra ilgili tire ait kisaltma ve

sayisal bir kodlama bulunmaktadir. Buyluk harfle yazilmayan “mir-" pre-miRNA
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formunu, buylk harfle yazilan “miR-" olgun miRNA formunu temsil etmektedir.
Yaklasik olarak es dizilere sahip miRNA’lari adlandirmak igin miR adindan sonra son
ek kullanilir. Orn: miR-123a dizisi ve miR-123b dizisi birbirlerine benzedigi icin a ve b
sekinde ayrilmiglardir. Normal sartlarda pre-miRNA’lar olgun miRNA’lar ile %100
aynidir, fakat genomda farkli bolgelerde yerlesmiglerdir. Bu yerlesimi belirtmek igin
ayrica bir 6n ek ve sayisal adlandirmaya ihtiyag vardir. Ornegin; hsa-mir-194-1 ve
hsa-mir-194-2 pre-miRNA’lari ayni olgun miRNA ile sonuglandiklari halde genomun
farkh bolgelerinde bulunmaktadirlar. Tlrlerin kdkenine goére ise hsa-miR-123 (hsa:
Homo sapiens) seklinde Ugli 6n eklerle adlandirilirlar. iki olgun miRNA ayni pre-
MiRNA'nin karsilikh kollarindan koken alirsa ilgili dizinin ucuna goére -3p veya -5p son
eki alir. Zincirlerin géreceli ekspresyon duzeyleri biliniyorsa, sac¢ tokasinin (hairpin)
karsi kolunda miRNA’ya gore dusik dizeyde eksprese edilen miRNA’a isaret etmek
icin arkasina yildiz isareti konulur. Orn; miR-123 ve miR-123* bir pre-miRNA sag
tokasini paylasirlar fakat ekspresyon farklihgindan dolayr miR-123 hucrelerde daha

fazla bulunur’®"4,

miRNA’lar Nerede Kodlanirlar

miRNA’larin buayuk cogunlugu (%61) protein kodlayan genlerin intronlarinda,
daha az bir kismi ise genlerin eksonlarinda veya intergenik bolgelerde
bulunmaktadir™®.

Protein kodlanan genlerin intron ve eksonlarinda yerlesik miRNA genleri, ayni
promotor aracihigiyla prekiursor mRNA (pre-mRNA) ile birlikte transkribe olmaktadir.
mRNA ile korele dokuya 06zgud mIiRNA ekspresyon profilinin goértlmesi, bu
miRNA’larin  pre-mRNA ile birlikte transkribe olmasindan kaynaklanmaktadir.
intergenik bélgelerde yerlesik mMiRNA genlerinin transkripsiyonu ise kendi

promotorlari tarafindan diizenlenmektedir’”"®.

mMiRNA’larin Biyogenezi

miRNA’lar ya uzun birincil transkript (pri-miR) olarak transkript edilir ya da
messenger RNA (mRNAYlarin intronlari icinden meydana gelir®. insan miRNA’larinin
¢ogu protein kodlayan veya kodlamayan mRNA transkriptlerinin intronlari iginde
bulunur””. Geriye kalan miRNA’lar ya genomdaki diger transkriptlerden uzakta
kodlayici olmayan mRNA genleri ekzonlarinda, mRNA 3'UTR (untranslated region-
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cevrilmemis bolgede)’lerinde yer alir ya da 19’uncu kromozom uzerindeki kime dahil
diger miRNA genleri ile birlikte kiimelenir’” 883,

miRNA'lar birbirini takip eden U¢ adimi kapsayan slre¢ sonucunda
olusmaktadirlar. ilk olarak miRNA genlerinden primer miRNA (pri-miRNA)larin
transkripsiyonu gergeklesir. ikinci adimda pri-miRNA'lar nlkleus iginde preklrsér
MIiRNA (pre-miRNA)'lara donuasturalir. Son olarak olgun miRNA'larin sitoplazma
icinde olusumu gergeklesir®.

Olgunlasmis miRNA'larin aktivitesi mRNA'larin iginde bir hedef sekansinin
taninmasina baglidir. Bunlar genellikle 3'UTR bdlgesinde bulunur, kisa ve genellikle
eksik tamamlayicidir. Tipik olarak hedef alanlar, miR tohum sekansina (seed
sequence) tamamlayici 6-7 nukleotid sekansi igerir, ardindan poly A kuyrugu gelir.
Bu kurallar miRNA hedeflerinin mRNA sekanslarindan tahmin edilebilmesini saglar®®.

mikroRNA onculleri (haberciler) genellikle protein kodlayan genler ile ayni
sekilde ifade edilir. ilk 6nce RNA polimeraz |l tarafindan transkipte edilir ve sonra da
poly-adenillenip pri-miRNA olusturmak Uzere kapatilir®. RNA polimeraz Il enzimi
tarafindan primer transkript olarak genomik DNA'dan sentezlenen pri-miRNA (500-
3000 baz), "cap" ve "poli A" kuyruguna sahip, sap-ilmik (sa¢ tokasi) yapisindadir.
Cekirdekteki pri-miRNA'nin yaklasik olarak 70 nukleotid uzunlugunda olan pre-
miRNA'ya donustirilmesi, RNAaz Ill enzim ailesinin bir endonikleazi olan Drosha
ve kofaktorli olan Pasha (DGCRS8) tarafindan gergeklestirilir®.

Cift iplikli RNA baglayici bir protein olan Pasha ile bir nukleaz olan Drosha'nin
olusturdugu yapi mikro iglemci kompleks (Microprocessor complex) olarak
isimlendirilir ve bu kompleks tarafindan cekirdekte bolundr. Sag¢ tokasi seklindeki
yapinin iki kolu arasinda ortaya c¢ikan eksik kendini tamamlayici kisa sa¢ tokasi

seklindeki dongiiler pre- miRNA olarak adlandirihir®®®’ (sekil 4).
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Sekil.4. miRNA’larin Biyogenezi®’

Bazi miRNA’lar mirton adi verilen ¢ok kisa intronlardan sentezlenirler. Mirton

adi verilen ¢ok kisa intronlardan olusan miRNA'lar Drosha iglemini pre-miRNA

seklinde birbirine eklenmis biitiin intronlari uzatarak atlar (bypass eder)®® (Sekil 5).
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Sekil 5. miRNA’larin Mirton lokuslarindan biyogenezi®*

Bir niklear tagsima reseptori olan Exportin 5 ve niklear bir protein olan RAN-
GTP'ye bagimh bir sekilde pre-miRNA molekiilii sitoplazmaya tasinir®®®°. Bunun
ardindan, sitoplazmada RNAaz Ill enzim ailesinden Dicer adli endonukleaz
tarafindan kesilen pre-miRNA'lar, yine Dicer etkisiyle TAR RNA baglayan protein
(TRBP) veya polimeraz zincir reaksiyonu (PZR) aktive eden protein (PACT) ile
etkilesimde bulunurak 18-24 nukleotid uzunlugunda cift zincirli MIRNA:mIiRNA
dubleksine cevrilir®®®. Bu esnada Dicer etkisiyle, miRNA:miRNA ciftleri Argonaute1-
4 olusturarak, olgun RNA ile tetiklenmis susturma kompleksi (RNA-induced silencing

complex; RISC) olusumunu baslatir®®.

Pre-miRNA'nin  sap-ilmigi Dicer tarafindan kesildikten sonra, RISC
kompleksine miRNA:miRNA dubleksinden sadece biri dahil olur. Kusursuz miRNA,

mRNA tamamlayiciiginin Argonaute2 tarafindan bdlinmesine yol acar. Bu da
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deneysel olarak 6nemli olmakla birlikte endojen memeli miRNA'larinda olugmadigi
dugunulen small interfering RNA (siRNA) yollaridir. Fakat genellikle bunun yerine
eksik mMRNA eslesmeleri donusumunun asagi yonlu regulasyonuna yol agar. Bunun
gercgeklestigi mekanizmalar hala ¢ok agik olmayip bu donusumunun baslangi¢ veya
uzatma siresi boyunca etkilendigini destekleyen modeller vardir. Ugiincii bir olasilik
ise farkli zamanlarda farkli mekanizmalarin kullanildigi en az bir sistemde go6zlenen
dikkat cekici bir durum olan mRNA sentezini isleyen duzenleyicinin asagi yonlu
regiilasyonun hangi asamada olacadini belirlemesidir®>. Mekanizmanin tam dogasi
ne olursa olsun etkilenen mRNA'lar grandler sitoplazmik P-body'lerde RISC
proteinleri ile beraber toplanir®.

Bir RNAz olan ve RISC kompleksinin igcinde yer alan Argonaute'in etkisiyle iki
iplikten 5' ucu daha kararli olani secilip komplekse dahil edilir. Bu iplige kilavuz iplik
(guide strand) adi verilirken diger iplik de anti-kilavuz veya yolcu iplik olarak
adlandirilir ve sindirilme islemi RISC kompleksinin substrati olarak gergeklesir. Aktif
RISC kompleksine entegre olan miRNA'lar bu adimdan sonra, ya Argonaute
proteinleri yardimiyla ya mRNA’nin yikimina ya da pre veya posttranslasyonel

basamakta protein translasyonunun inhibisyonuna sebep olurlar®®,

miRNA’larin Fonksiyonu

Gunumuze kadar saptanmis olan miRNA'larin sadece ¢ok az bir kisminin
fonksiyonlari aydinlatiimigtir. Hedef genlerin ekspresyonunu azaltan olgun
miRNA'lar, protein sentezinin dizenlenmesine katilirlar. Kendi nukleotid dizilerine
komplementer hedef genleri tanima 6zelliine sahip miRNA'lar, RISC ile
kompleks olusturup baz ciftlesme 6zelligi ile mRNA'ya baglandiktan sonra protein
translasyonunun inhibisyonuna ya da mRNA'nin yikimina neden olurlar®™*®" (Sekil
6).
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Sekil.6. miRNA fonksiyonlari®®

mikroRNA, hedef mRNA'nin ORF (open reading frame-acgik okuma gergevesi)
bdlgesine veya hedef mMRNA'nin 3'UTR bdlgesine baglanir ve baglanma pozisyonu
MiRNA kompleksinin  mRNA'ya nasil komplementer olduguna bagh olarak
degiskenlik gosterir. 3'UTR bdlgesine tam olarak baglanmayan kusurlu, eksik
komplementerlik goésterir ve translasyonun baskilanmasi ile sona ererken ORF
bolgesi icine baglanmasi kusursuz olan tam komplementerligi gosterir ve mRNA'nin
Argonaute?2 tarafindan yikimi ile sonuglanir. Ayrica, her bir miRNA'nin birden fazla
MRNA'nin ekspresyonunu duzenleyebildigi ve her bir mRNA'nin da birden fazla

miRNA tarafindan hedeflenebildigi gdsterilmistir®®.

miRNA’larin Hiicre Digina Salinim

Hlcre iginde sentezlenen miRNA’lar baslica doért yolla hicre disina
salinmaktadir. Bunlar 1) Ago-2 gibi RNA-baglayici proteinlere baglanarak, 2)
Mikrovezikll seklinde, 3) HDL bagli form ve 4) Apopitotik cisimcikler halinde hiicre

disina salnirlar® (sekil 7).
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Sekil. 7. miRNA'larin hiicre disina salinimlar®®.

miRNA Temelli Tedavi Secenekleri

miRNA’larin ekspresyon duzeylerindeki anomaliler (mutasyon, delesyon ve
amplifikasyonlar) sonucunda, iligkili olduklari proteinlerin sentez dizenlenmesini
yeterince yapamazlar. Bdylece proteinlerin kritik iglevleri ile iligkili olarak basta
kanser, kardiyovaskuler hastaliklar, muskuler bozukluklar ve norodejeneratif
hastaliklar olmak (izere cgesitli hastaliklar ortaya gikmaktadir'®. Kesfinden bugiine
(1993-2016) devam eden ¢alismalarin sonucunda miRNA temelli tedavi ginimuzde
matur bir ilag formuna dénusturtimustir. miRNA tabanh tedavide iki yaklagim vardir
(Sekil 8).

1) Antogomirler (AntimiR, blokmiR); miRNA antogonistleri; miRNA’lari veya
mMiRNA hedefi olan mRNA’lari etkisizlestirirler; a) Anti-miR oligonUkleotidleri (AMOs)
b) miRNA sungerleri c) miRNA maskeleri

2) miRNA mimikleri (Replasman Tedavisi)***
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Sekil. 8. miRNA Temelli Tedavi Segenekleri'®

Anti-miR Oligoniuikleotid (AMO) Teknikleri
AMO’lar hedef miRNA’lara tamamen komplementer olarak yapay dizayn
edilmis oligonukleotidler olup hedef miRNA’lari bilinmeyen mekanizmalarla

parcalayarak hedef miRNA’larin etkilerini ortadan kaldirmaktadir®%2

. Bu sekilde
MiRNA ekspresyonunu bozan stratejilerden fonksiyon kaybi (loss-of-function)
saglayarak gucli ve miRNA’lara 6zgul inhibisyon saglar. AMO’lar hicre igine
girebilmek i¢in kolesterol kalintilarina baglandidinda ‘antagomir’ seklinde adlandirilir.
Antagomirlerin istenmeyen miRNA’lara baglanip fare kalbinde in vivo miRNA
ekspresyonunu susturma yeteneginin oldugu bir calismada gosterilmigtir. Bugunlerde
AMO, miRNA arastirmalarinin vazgecilmez bir pargasi olup potansiyel tedavi ajani

olarak kullanimi yéniinde umut vaat etmektedir*®3.

mMiRNA Sunger Teknigi
Bu Ozel teknik Elbert ve ark. tarafindan bulunmusg olup yenilikgi anti-miRNA

yaklasimi icermektedir. Bu yaklagsimda, ilgilenilen miRNA ailesinin kdku igin birgok
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siralanmig baglanma bolgesi iceren tek tur RNA parcgaciklari dretilerek ilgilenilen
MIiRNA ailesinin tum uyeleri hedeflenmektedir. Bu yontemin avantaji miRNA ve
hedefi arasindaki iligskinin kdk ve tohum bdlgesindeki (miRNA’nin 2-8.pozisyonunda)
baz ¢iftlesmesine bagli olmasidir. Ozel miRNA aile koki icin baglanma bolgeleri
tohum bolgesinde uygun komplementer baz eslesmesi yaparken; 9-12
pozisyonlarinda RNA-fonksiyon bozucu-tip kesimi ve sunger RNA’nin pargalanmasini
engellemek igin bulging yapar. Bu konuda yapilan c¢aligmalar bu 0zel sunger
miRNA’lari  kodlayan vektorlerin  kdltir  hdcrelerine  transfekte  edildiginde
konvansiyonel AMO’lar gibi gug¢lu bir sekilde miRNA hedeflerini inhibe ettigini
gOstermigtir. AMO’lara gore Ustunlugu ise tek bir miRNA dizisi yerine tum miRNA

ailesinin sahip oldugu dizileri inhibe edebilmesidir®*,

miRNA-Maskeleme Antisens Oligontikleotid Teknikleri (miR-Mask ODN)
miR-Mask hedef mMRNA’'nin 3’'UTR igerisindeki ilgilenilen endojen miRNA’larin
baglanma bdlgesine tamamen antisens olacak sekilde dizayn edilmistir. Hlcre igine
verilmesi sonrasi miR-Mask endojen miRNA'dan daha yuksek affiniteyle hedef m-
RNA ile dupleks yapi olusturur. Bu yolla miR-Mask hedef koruyucu seklinde etki
gOsterip endojen miRNA’nin baglanma bdlgesine girisini bloke ederek bu miRNA'nin
olusturdugu inhibe edici etkileri ortadan kaldirir. ilk olarak bu teknik kardiyak
pacamaker kanallarini kodlayan HCN2 ve HCN4 genleri Uzerinde ¢alisiimis ve miR-
Mask’ler miR-1 ve miR-133’Un inhibe edici etkilerini onlemistir. Ayrica bu miR-
Mask’ler pacemaker kanallarinin artmis protein ekspresyonunu ve artmis pacemaker
kanal aktivitesini gdstermistir. Bu teknolojinin avantaji gene 6zgul miRNA-bozucu
strateji saglamasidir. Sonug olarak bu iki ydontem de belirli miRNA’larin hedef
m-RNA’nin protein translasyonu uzerine inhibe edici etkilerini gidererek artmig gen

ekspresyonuna yol acmaktadir!®*1%°,

MiRNA Taklit Edici Teknikler (miR-Mimic)

Bu teknolojide, gene 6zgul tarzda hedef mRNA’nin kendine 6zgu dizilerine
baglanabilen sentetik, dogal olmayan nukleik asitler gelistiriimis olup bunlar
miRNA’larin  yaptigi posttranskripsiyonel dizenleme fonksiyonlarina da yerine
getirebilmektedir. miRNA etkisini gdsterebilmek igin hedef genin sadece 3'UTR
bolgesindeki dizilere komplementer olup mRNA seviyesi Uzerine minimal etki

gOsterip hedef geni posttranskripsiyonel seviyede inhibe eder. Bu teknoloji ilk kez
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kardiyak pacamaker kanallarini kodlayan HCN2 ve HCN4 genleri Uzerinde ¢alisiimis
ve HCN2 veya HCN4 genlerinin 6zgul 3’'UTR bolgesinde dizi uzantisi bulunup
(miRNA’larin etkisini gosterebilecegi kadar uzun) bu bdlgeye komplementer 5’ucunda
8 nukleotid ve 3’ucunda 7 nukleotid bulunduran ve 22 nukleotidlik "miR-Mimics"
dizayn edilmistir. Bu miR Mimics’lerin HCN kanal proteinlerini inhibe ettigi ve bunu
takiben de mRNA seviyeleri Uzerinde minimal etki gostererek pacemaker aktivitesini
ve kalp hizini baskiladi§i gdsterilmistir'®®.

Bu calismada, daha onceki arastirmalarda AMI tanisi almis hastalarda
ekspresyon degisimleri agisindan ortak fikir olusturmus miRNA’larin, NSTEMI ve
STEMi tanisi almis olan hastalardaki ekspresyon diizeylerini tespit etmeyi
hedefledik. Bunlar; hsa-miR-1, hsa-miR-25-3p, hsa-miR-30d-5p, hsa-miR-34a-5p,
hsa-miR-92a-3p, hsa-miR-133a-3p, hsa-miR-150, hsa-miR208a-3p, hsa-miR-221-3p,
hsa-miR374a-5p ve hsa-miR499a-5p’dir.
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GEREG ve YONTEM

Arastirmaya Mersin Universitesi Tip Fakiltesi Saglik Arastirma ve Uygulama
Hastanesi Kardiyoloji Anabilim Dal’'na Akut Miyokard infarktlisi tanisi ile bagvuran
25 ST yukselmeli (Erkek: 20, Kadin: 5, Yas ort: 59,9+11,0) ve 25 ST ylUkselmesiz
(Erkek: 22, Kadin: 3, Yas ort: 64,24111,1) hastalar dahil edildi. Kontrol grubuna
(Erkek: 14, Kadin: 6, Yas ort: 49,6+7,3) ise herhangi bir sistemik hastaligi olmayan
tamamen saglikli 20 kisi dahil edildi.

Hasta ve kontrol grubunun, demografik ozellikleri, aile dykuleri, 6zge¢misleri
kaydedildi.

Bu tez galismasina, Mersin Universitesi Tip Fakiltesi Dekanligi, Etik Kurul
Bagkanhgrnin 28.08.2014 tarihli ve 2014/203 sayili karar ile ‘Etik Kurul Onayr
aldiktan sonra baslandi. Calismaya alinan hasta ve kontrol grubundaki bireylerin
kendilerine hastalikla ilgili bilgi verildi ve yapilacak iglemler i¢in onay alindi.

Kontrol ve hasta grubundaki hastalardan miRNA analizi icin %7,5 EDTA’li

tuplere 5 ml tam kan ornekleri alindi.

islemlerde ortak kullanilan sarf malzemeler:

Pipet ucu 1-10 uL (Katalog No: DFL10, Gilson)

Pipet ucu 2-30 uL (Katalog No: DF30, Gilson)

Pipet ucu 10-100 uL (Katalog No: DF100, Gilson)

Pipet ucu 20-200 uL (Katalog No: DF200, Gilson)

Pipet ucu 100-1000 uL (Katalog No: DF1000, Gilson)

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

2 mL’lik mikrosantrifuj tupu (DNaz, RNaz siz)

96 Well PCR Plate (Katalog No: 1402-9400, USA Scientific)
PCR Plate Film (Katalog No: 2921-7800, USA Scientific)

islemlerde Ortak Kullanilan Cihazlar:
8 kanall pipet 1-20 pL (Gilson)

8 kanalli pipet 20-200 pL (Gilson)
Pipet 2-20 L (Gilson)
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Pipet 10-100 pL (Gilson)

Pipet 20-200 pL (Gilson)

Pipet 100-1000 pL (Gilson)

Santrifiij (Nive NF 800, Niive Sanayi Malzemeleri imalat Ve Ticaret AS,
Ankara, Turkiye)

Santrifuj (Sigma 1-15 Microfuge, Sigma Laborzentrifugen GmbH, Postfach
1713, Germany)

Santrifuj (Sigma 1-14 Microfuge, SN: 141318, Sigma Laborzentrifugen GmbH,
Postfach 1713, Germany)

Derin dondurucu (-80° C , Lab -85° C, Elcold)

Derin dondurucu (-20° C, Ugur Sogutma Makinalari San. Ve Tic. A.S.)

Buzdolabi (+ 4° C, Electrolux)

Plate Karistiricisi (PKT Smart Mixer, Multi Shaker, JSH-03, SN: JMC-JSHO3-
1005, PhileKorea, Korea )

Plate santrifiju (PKT Mini Multi-well plate centrifuge, JCW48, SN: PKT-
JCW48-1057, PhileKorea, Korea )

Termal cycler (Gene-Pro Thermal Cycler, B384G, SN: BYQ606002E-060,

Korea)

miRNA Analizi:

1. Plazma eldesi:

Calisma gruplarindan % 7,5 EDTA’lI tuplere alinan 5 ml’lik kan &rnekleri
yavascga alt-ust edilerek karistirildi ve oda sicakliginda 2 saat iginde laboratuvara
ulastinlarak plazmalari ayrildi.

1. TUpler 2000 g’de 15 dakika santrifdj edildi.

2. Santrifj islemi sonunda tlpler dikkatlice santrifijden ¢ikartildi.

3. Plazmanin en Ust kismindan 1000 ul olacak sekilde plazma toplandi.

4. Toplanan 1000 pl lik plazma 2000 g de 5 dakika santrifij edildi ve plazmanin
en Ust kismindan alttaki sUipernatana dokunmadan pipet ile (DNase, RNase Free,
filtreli pipet uglar kullanilarak) 200 pl temiz bir mikrosantrifij tUpune konuldu.
Mikrosantrif(jj tipleri hastaya ait barkod etiketi ile etiketlendi.

5. Bu sekilde ayrilan plazma 6rnekleri -80°C’de derin dondurucuda saklandi.
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MiRNA izolasyonu:
miRNA’lar, plazmadan miRNA izolasyon kiti ( Roche Diagnostics, GmbH,

Mannheim, Germany) ile izole edildi.

Protokol:

1- Plazma ornekleri en az 5 kez yavascga alt-Ust edilerek karistirildi ve 150
MPlik kisim temiz bir mikrosantrifij tiptne (DNase, RNase Free) alindi.

2- Ornekler Gzerine 312 pl Binding Buffer ve 200 pl Binding Enhancer eklendi
ve karigtirildi.

3- Karistirilan ornekler filtreli tip + toplama kabina aktaridi. 13000 g’de 1
dakika sanriftij edildi ve toplama kaplari atild1.

4- Temiz toplama kaplarina alinan filtreli tiplere 500 ul Wash Buffer eklendi.
13000 g’de 30 sn. sanrifuj edildi ve toplama kaplari atildi.

5- Temiz toplama kaplarina alinan filtreli tiplere 300 yl Wash Buffer eklendi.
13000 g’de 6nce 30 saniye sonra 1 dakika sanriflij edildi ve toplama kaplari atild1.

6- Filtreli tipler temiz bir mikrosantrifiij tiptine (DNase, RNase Free) alindi ve
50 pl Elution Buffer eklendi. Oda sicakhiginda 1 dakika inkibe edilen érnekler 13000
g'de 1 dakika sanrifuj edildi.

7- Elde edilen total RNA -80°C’de derin dondurucuda saklandi

2. cDNA Hazirlanmasi:
Asagidaki karigim hazirlandi. Bu karigim 70 ornegin cDNA reaksiyonu igin
yeterlidir (ekstra hacimler hesaplamaya dahil edilmistir).
5x Reaction Buffer 230 pl
Enzyme mix 115 pl
TOPLAM 345 pl

Bu karisim bir 8 li strip tipin tim kuyularina 41 er ul olarak transfer edilir.
Buradan 8 kanalli pipet yardimi ile 3 er uyl alinarak temiz bir 96 ik Plate’in tim
kuyularina pipetlendi.

RNA ornekleri de her kuyuya, yukarida transferi yapilan karigimlarin Gzerine 7
ser ul olmak Uzere pipetlendi. Plate film ile kaplandi, plate karistiricida elle
bastirilarak 10 saniye karistirildi. Plate santriflj de 1 dakika santrifij edildi ve Plate

Thermal Cycler'a konularak asagidaki program calistirildi.

36



42¢c 60 dakika
95C 5 dakika
£C "

Thermal programin sonunda plate’in oda sicakligina gelmesi beklendi (deney
bitiminde yuzeyi sicak olabilir) ve plate santrifij de 1 dakika santriflj edildi.

Preamplifikasyon hemen gercgeklestirimeyecekse -20° C de saklandi.

PreAmplifikasyon Hazirlanmasi:

Preamplifikasyon primer karisimi (Pool Primer Mix) her plate igin bir kez
asagidaki sekilde hazirlandi.

Primer plate’i plate santrifiijiinde 2 dakika santrifiij edildi. Uzerindeki film agildi
ve her kuyuya 9 ul 1x TE Buffer ya da 1x DNA Suspension Buffer ya da DNase,
RNase Free su eklendi. Plate karistiricida 3 dakika 2000 rpm de karistirildi. Plate
santrifijde 1 dakika santrifij edildi. 4 C de 30 dakika bekletildi ve yukaridaki
karigtirma ve santriflj islemleri tekrarlandi.

Bir rezervuarin icerisine bu primer kuyularindan 4.5 er ul primer konularak
hepsi birbirine karistirildi. Bu karisim halindeki primerlerin tzerine 54 ul 1x TE Buffer
ya da 1x DNA Suspension Buffer ya da DNase, RNase Free su eklendi. lyice
karigtinldi ve 150 ser ul olacak sekilde 3 ayri SafeLock Eppendorf tipiune konularak
uygun sekilde etiketlendi. Bu tiplerin her biri 1 adet 96 lik 6rnedin preamplifikasyonu
igin yeterlidir.

Plate igerisinde kalan primerler plate film ile kaplanarak asagidaki Dynamic
Array hazirlanmasi kismina kadar 4 C de ya da -20° C de saklandi. cDNA plate’i bir
plate tasiyici Uzerine konuldu (plate’in kaymamasi ve kipirdamamasi igin gereklidir).
Film acildi. Bir reservuara 5 mL kadar DNase, RNase-free su konuldu. Plate’in her
kuyusuna 40 pl bu sudan eklendi. Yeni bir film ile plate kaplandi, plate karistiricida
2000 rpm de 3 dakika karistirildi. Plate santrifij de 1 dakika santrifj edildi.

Preamplifikasyon deneyi i¢in asagidaki karisim hazirlandi. Bu karisim 96
ornegin PreAmplifikasyon reaksiyonu igin yeterlidir (ekstra hacimler hesaplamaya
dahil edilmistir)
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TagMan PreAmp Master Mix 300 pl

(Life Technologies P/N 4361128)

Pool Primer Mix 150 pl
TOPLAM 450 pl

Bu karigim bir 8 li strip tipun tim kuyularina 54 er ul olarak transfer edilir.
Buradan 8 kanalli pipet yardimi ile 3.75 er pl alinarak temiz bir 384 10k Plate’in tum V4
une pipetlendi.

Sulandiriimig olan cDNA 6rneklerinden her kuyuya 1.25 er ul olmak lzere
pipetlendi. Plate, film ile kaplandi, plate karistiricida 3000 rpm de 3 dakika karigtirildi.
Plate santriflj de 1 dakika santriflj edilirdi ve Plate 384 Iuk Thermal Cycler da eger
asagidaki PreAmp Protokolu ¢alistirildi.

PreAmp Protokolii

95C 10 dakika baslangi¢ denatirasyon

94 C 15 saniye 15 dongu
60 C 4 dakika 15 dongu
4C oo

Thermal programin sonunda plate’in oda sicakligina gelmesi beklendi (deney
bitiminde yuzeyi sicak olabilir). Plate santriflj de 1 dakika santrifij edildi, film acildi.
Her kuyudan 2 ser ul alinarak yeni bir 384 IUk plate in kuyularina transfer edildi. Her
kuyuya 8 er ul DNase, RNase free su eklendi. Yeni bir film ile plate kaplandi, plate
karigtiricida 3000 rpm de 3 dakika karnistirildi. Plate santrifij de 1 dakika santrifij
edildi.

Dynamic Array Hazirlanmasi:

Bu asama da 6 ayri adim vardir;

1. Dynamic Array’in PRIME edilmesi,

2. Assay Plate’inin hazirlanmasi,

3. Orneklerin hazirlanmasi,

4. Dynamic Array’e pipetlemelerin yapilmasi,

5. IFC Controller da Dynamic Array’in Load edilmesi,

6. Dynamic Array’in BioMark da calisiimasi
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1. Dynamic Array’in PRIME edilmesi:
Bir adet Dynamic Array’e kontrol sivilar enjekte edildi ve Dynamic Array IFC
Controller da PRIME edildi. Bu islem tam 20 dakika strdi. PRIME islemi devam

ederken asagidaki asamaya gegcildi.

2. Assay Plate’inin Hazirlanmasi:
Pool Primer Mix hazirlandiktan sonra plate de kalan primerler oda sicakligina
getirildi. Asagidaki karigim hazirlandi. Bu karisim bir adet Assay Plate igin yeterlidir

(ekstra hacimler hesaplamaya dahil edilmigtir).

2X Assay Loading Reagent 1260 pl
DNase, RNase Free su 630 pl
TOPLAM 1890 pl

Bu karisim bir 8 |i strip tupin tum kuyularina 230 ar ul olarak transfer edildi.
Assay plate in her bir kuyusuna bu karisimdan 13.5 er ul pipetlendi.

Assay Plate film ile kaplandi. Plate karistiricida 2000 rpm de 3 dakika
karistirildi. Plate santriflj de 1 dakika santrifuj edildi.

Hazirlanan bu karisim Dynamic Array lere pipetlemeye hazirdir ve 3 adet
Dynamic Array icin yeterlidir. Kullanilmayan primer plate inin hemen -20° C de

saklanmasi gerekir.

3. Orneklerin Hazirlanmasi:
Asagidaki karisim hazirlandi. Bu karisim bir set (96 6rnek) icin yeterlidir

(ekstra hacimler hesaplamaya dahil edilmistir).

2x TagMan Gene Expression Master Mix 360 pl
20x DNA Binding Dye Sample Loading Reagent 36 pl
20x EvaGreen 36 i
RNase-free water 108 pl
TOPLAM 540 pl

Bu karigim bir 96 lik plate in ilk kolonunun 8 kuyusuna 65 er pl olarak transfer
edildi. Bu karisimdan 4.5 er pyl temiz bir 96 lik plagin tum kuyularina pipetlendi.
Sulandiriimig olan preamplifiye drtnlerin Gzerindeki film acildi. Her bir preamplifiye

ornekten 1.5 er yl bu plate’ e transfer edildi. Plate yeni bir film ile kaplandi. Plate,
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plate karistiricida 2000 rpm de 3 dakika karistirildi. Plate santrifij de 30 saniye

santrifuj edildi.

4. Dynamic Array’e Pipetlemelerin Yapilmasi:

Assay pipetlemeleri i¢in Viaflo Voyager (12.5 pl) de su program yapildi.
Aspirate 4.75 pl, Dispense 4.50 ul. Tum kuyularda ki Assayler bu sekilde Dynamic
Array e transfer edildi.

Ornek pipetlemeleri icin Viaflo Voyager (12.5 pl) de Assay igin yapilan
program kullanildi.

Tiam kuyularda ki Ornekler bu sekilde Dynamic Array e transfer edildi.

5. IFC Controller da Dynamic Array’in Load edilmesi:

Dynamic Array IFC Controllera yerlestiriildi ve LOAD Secenegi secilerek
LOAD islemi baslatildi. Bu islemi baglattiktan sonra BioMark Data Collection yazilimi
bagslatildi ve “Double Click to Turn Lamp On” kismina c¢ift tiklanarak BioMark’in

lambasi ¢aligtirildi. Lambanin isinmasi 20 dakika surdu.

6. Dynamic Array’in BioMark da galisiimasi:

Dynamic Array IFC Controllerden alindi. Dynamic Array altindaki mavi filmin
uzaklastirildiindan emin olundu. Chip yuzeyinin temiz olup olmadigi kontrol edildi.
Dynamic Array BioMark’a barcode kismi disari bakacak sekilde yerlestirdi.

BioMark Data Collection yazilimi yardimi ile Dynamic Array calistirildi.
Verilerin kaydedilecegi yer ve Dosya adi secildikten sonra diger sayfa da. “Gene
Expression” secildi. Passive Reference Dye olarak “ROX” secildi. “Probe Type”
kisminda “EvaGreen” secildi.

Sonraki ekranda Protokoller arasindan “Exigon miRNA Protokol” segildi ve

Program baglatildi.
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istatistiksel Analiz

Kategorik degigkenler sayir ve yuzde cinsinden, surekli degisken ise
ortalamazstandart sapma cinsinden 6zetlenmistir. Kategorik degiskenler arasindaki
iliskinin incelenmesi amaciyla ki kare testinden yararlaniimigtir. Surekli degisken
bakimindan iki grup Kkarsilastirlmasinda Independent sample t testinden
yararlanilmigtir.  Analizler MedCalc  v.10.3.0 ile  yapimistir. mMiRNA
analizlerinde student t testi kullaniimistir. p<0.05 istatistiksel olarak anlamh kabul

edilmistir.
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STEMI, NSEMI ve Kontrol Gruplarina Ait Demografik Bulgular

BULGULAR

Mersin Universitesi Tip Fakultesi Saglik Arastirma ve Uygulama Hastanesi

Kardiyoloji Anabilim Dal’'na Akut Miyokard Infarktiisi tanisi ile basvuran 25 ST

yukselmeli ve 25 ST ylukselmesiz hastalar ile herhangi bir sistemik hastaligi olmayan

saghkh 20 kisi kontrol grubu olarak g¢alismaya dahil edildi. Calismaya dahil edilen

tim gruplara ait demografik 6zellikler Tablo 4'te,
gruplarina ait ayri ayri

gruplarina ait demografik 6zellikler ise tablo 6’te verilmigtir.

Tablo. 4. Calismaya dahil edilen tim gruplara ait demografik 6zellikler

demografik ozellikler Tablo 5'te,

n %
Cinsiyet Kadin 14 20,0
Erkek 56 80,0
Yok 53 75,7
Dm
Var 17 24,3
Yok 49 70,0
Ht

Var 21 30,0
Yok 63 90,0

Hiperlipidemi
Var 7 10,0
Yok 56 80,0

Kalp hastahgi
Var 14 20,0
) Yok 42 60,0

Sigara
Var 28 40,0
Yok 61 87,1
Alkol

Var 9 12,9
Yok 25 35,7

ST elevasyon
Var 25 35,7
Kontrol 20 28,6

STEMI, NSTEMI ve kontrol
STEMI ve NSTMI hasta
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Tablo. 5. STEMI, NSTEMI ve kontrol gruplarina ait demografik 6zellikler

Kontrol STEMI NSTEMI
Grubu Grubu Grubu
Yas 49,60+7,3 58,90+11,0 | 64,24+11,1
n (%) n (%) n (%)
Kadin 6 (30) 5 (20) 3(12)
Cinsiyet
Erkek 14 (70) 20 (80) 22 (88)
Var 0(0) 8 (32) 9 (36)
Diyabet
Yok 20 (100) 17 (68) 16 (64)
Var 0 (0) 6 (24) 8 (32)
Kalp Hastaligi
Yok 20 (100) 19 (76) 17 (68)
Var 0 (0) 12 (48) 9 (36)
Hipertansiyon
Yok 20 (100) 13 (52) 16 (64)
Hiperlipidemi Var 0 (0) 5 (20) 2 (8)
Yok 20 (100) 20 (80) 23 (92)
Sigara Var 0(0) 17 (68) 11 (44)
Yok 20 (100) 8 (32) 14 (56)
Alkol Var 0 (0) 7 (28) 2(8)
Yok 20 (100) 18 (72) 23 (92)
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Tablo. 6. STEMI ve NSTEMI hasta gruplarina ait demografik 6zellikler

NSTEMI STEMI
Grubu Grubu P
n(%) n(%)
Cinsiyet Kadin 3(12.0) 5(20.0) 0.702
Erkek 22(88.0) 20(80.0)
Diyabet Yok 16(64.0) 17(68.0) 0.765
Var 9(36.0) 8(32.0)
Hipertansiyon Yok 16(64.0) 13(52.0) 0.390
Var 9(36.0) 12(48.0)
Hiperlipidemi Yok 23(92.0) 20(80.0) 0.417
Var 2(8.0) 5(20.0)
Kalp hastaligi Yok 17(68.0) 19(76.0) 0.529
Var 8(32.0) 6(24.0)
Sigara Yok 14(56.0) 8(32.0) 0.087
Var 11(44.0) 17(68.0)
Alkol Yok 23(92.0) 18(72.0) 0.138
var 2(8.0) 7(28.0)

STEMI grubu hastalarin yas ortalamasi 59,90+£11,0, NSTEMI grubu hastalarin
yas ortalamasi 64,24+11,1 iken kontrol grubunun yas ortalamasi 49,60+7,3 olarak
saptandi (Tablo 5).

Kontrol grubuna dahil edilen 20 kiginin 6’s1 (30%) kadin, 14’ (70%) erkek idi.
Kontrol grubundaki hicbir kiside diyabet, kalp hastaligi, hipertansiyon, hiperlipidemi,
sigara ve alkol kullanimi bulunmamaktaydi (Tablo 5,6).

STEMI grubu hastalarin 5'i (20%) kadin, 20’si (80%) erkek idi. Bu hastalardan
8’'inde (32%) diyabet, 6’sinda (24%) kalp hastalgi, 12’sinde (48) hipertansiyon,
5’inde (20) hiperlipidemi bulunmaktaydi. Bu hastalardan 17’si (68) sigara ve 7’si (28)
alkol kullanmaktaydi (Tablo 5,6).

NSTEMI grubu hastalarin 3'G (12%) kadin, 22’si (88%) erkek idi. Bu
hastalardan Qunda (36%) diyabet, 8inde (32%) kalp hastaligi, Qunda (36)
hipertansiyon, 2’sinde (8) hiperlipidemi bulunmaktaydi. Bu hastalardan 11’i (44)
sigara ve 2’si (8) alkol kullanmaktaydi (Tablo 5,6).
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NSTEMI ve STEMI grubu hastalar arasinda cinsiyet, diyabet, hipertansiyon,
hiperlipedemi, kalp hastaligi, sigara ve alkol parametreleri agisindan anlamli bir fark
saptanmadi (p>0,05) (Tablo 6).

STEMI, NSTEMI ve Kontrol Gruplarina Ait miRNA Ekspresyon
Duzeylerine Ait Bulgular

Bu calismada, STEMI, NSTEMI ve kontrol gruplarinda, daha &nceki
arastirmalarda AMI tanisi almis hastalarda ekspresyon deg@erleri agisindan ortak fikir
olusturmus hsa-miR-1, hsa-miR-25-3p, hsa-miR-30d-5p, hsa-miR-34a-5p, hsa-miR-
92a-3p, hsa-miR-133a-3p, hsa-miR-150, hsa-miR208a-3p, hsa-miR-221-3p, hsa-
miR-374a-5p, hsa-miR499a-5p ekspresyon dlzeyleri arastiriimistir.

NSTEMI ve Kontrol Gruplarina Ait miRNA Ekspresyon Duzeylerine Ait
Bulgular
Calismaya dahil edilen NSTEMI hasta grubu ile kontrol grubu miRNA

ekspresyon dlzeyleri Tablo 7 ve Sekil 8 ‘de verilmistir.

Tablo.7. NSTEMI ve kontrol gruplarina ait miRNA ekspresyon diuzeyleri

RNA Fold ) Delta cq

Change degerleri
hsa-miR-1 0.00 >0.05 19.17
hsa-miR-133a-3p 0.08 >0.05 3.72
hsa-miR-150 0.09 0.19 3.52
hsa-miR-208a-3p 1.00 >0.05 0.01
hsa-miR-221-3p 1.48 0.80 - 0.56
hsa-miR-25-3p 0,57 0.88 0.82
hsa-miR-30d-5p 1.84 0.49 -0.88
hsa-miR-34a-5p 0.85 0.18 0.24
hsa-miR-499a-5p 0.00 >0.05 19.5
hsa-miR-92a-3p 0.44 0.98 1.19
hsa-miR-374a-5p 0.00 >0.05 21.36
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Sekil.9. NSTEMI ve kontrol gruplarina ait miRNA ekspresyon duzeyleri

NSTEMI hasta grubu ve kontrol grubundaki hsa-miR-208a-3p, hsa-miR-221-
3p, hsa-miR-30d-5p miRNA’larin fold change hesabi 1’in Uzerindeydi, fakat kontrol

grubu ile NSTEMI hastalarinin  miRNA ekspresyon duzeyleri arasinda anlamli bir

fark saptanmamistir (p>0,05).

STEMI ve Kontrol Gruplarina Ait miRNA Ekspresyon Dizeylerine Ait

Bulgular

Calismaya dahil edilen STEMI hasta grubu ile kontrol grubu miRNA

ekspresyon dlzeyleri Tablo 8 ve Sekil 10’da verilmistir.

Tablo.8. STEMI ve kontrol gruplarina ait miRNA ekspresyon duzeyleri

RNA Fold ) Delta Cq degerleri
Change

hsa-miR-1 0.00 >0.05 19.86
hsa-miR-133a-3p 0.19 >0.05 2.40
hsa-miR-150 0.62 0.51 0.70
hsa-miR-208a-3p 1.00 >0.05 0.01
hsa-miR-221-3p 1.68 0.30 -0.75
hsa-miR-25-3p 1.21 0.74 -0.27
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hsa-miR-30d-5p 1.18 0.77 -0.24
hsa-miR-34a-5p 0.52 0.59 0.95
hsa-miR-499a-5p 0.00 >0.05 20.78
hsa-miR-92a-3p 1.34 0.68 -0.42
hsa-miR-374a-5p 0.00 >0.05 21.25

1,34

mMiRNA

Sekil.10. NSTEMI ve kontrol gruplarina ait miRNA ekspresyon duzeyleri

STEMI hastalari ve kontrol grubundaki hsa-miR-208a-3p, hsa-miR-221-3p,
hsa-miR-25-3p, hsa-miR-30d-5p, hsa-miR-92a-3p miRNA’larin fold change hesabi

1’'in Uzerindeydi, fakat kontrol grubu ile STEMI hastalarinin  miRNA ekspresyon

dizeyleri arasinda anlamli bir fark saptanmamistir (p>0,05).

STEMI ve NSTEMI Gruplarina Ait miRNA Ekspresyon Diizeylerine Ait

Bulgular

Calismaya dahil edilen NSTEMI ile STEMI hasta gruplarina ait miRNA

ekspresyon dlzeyleri Tablo 9 ve Sekil 11’de verilmistir.
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Tablo.9. NSTEMI ve STEMI hasta gruplarina ait miRNA ekspresyon diuzeyleri

. Fold Delta Cq degerleri
MiRNA p
Change
hsa-miR-1 0.62 >0.05 0.69
hsa-miR-133a-3p 2.49 >0.05 -1.32
hsa-miR-150 1.38 0.52 - 0.46
hsa-miR-208a-3p 1.00 >0.05 0.01
hsa-miR-221-3p 1.50 0.27 - 0.59
hsa-miR-25-3p 1.10 0.82 -0.13
hsa-miR-30d-5p 1.71 0.18 -0.78
hsa-miR-34a-5p 2.22 0.32 -1.15
hsa-miR-499a-5p 0.41 >0.05 1.28
hsa-miR-92a-3p 131 0.58 - 0.39
hsa-miR-374a-5p 1.08 >0.05 -0.11
2
2,50 2,22
= 2,00 -
S 1,50
l?.'S 1,50 1,00
o
& 1,00 10,62
) 050 0,41
0,00 : . . ;
& R R SRR tf’Q R R R R
& & W & o;»?’
& &S & ({\3“ &
PONIIE A F A 'zf(\ *Q
& & AN ‘0"’ &
miRNA

Sekil.11. NSTEMI ve STEMI hasta gruplarina ait miRNA ekspresyon duzeyleri

NSTEMI ve STEMI hasta gruplarinda hsa-miR-133a-3p, hsa-miR-150, hsa-
miR-208a-3p, hsa-miR-221-3p, hsa-miR-25-3p, hsa-miR-30d-5p, hsa-miR-34a-5p,

hsa-miR-92a-3p,

hsa-miR-374a-5p miRNA’larin

change hesablr 1’in

uzerindeydi, fakat iki hasta grubunun miRNA ekspresyon dizeyleri arasinda anlamli

bir fark saptanmamistir (p>0,05).
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TARTISMA

Koroner arterlerin aterosklerozu ile karakterize koroner arter hastaligi iskemik
kalp hastaliklarinin buyuk ¢ogunlugundan sorumludur. Koroner arter hastaliginin en
sik semptomu gogus agrisidir ve ABD'de her yil 5 milyon kisi goégus agrisi ile acil
servislere bagvurmaktadir. Bu rakam acil servise bagvurularin %5'ini olusturmaktadir.
Acil servise gdgus agrisi ile bagvuran hastalarin yaklagsik %15'ine AMI tanisi, %25-
30'una da USAP tanisi konmaktadir. iskemik kalp hastaliyi ABD'de yilda 500000
Olum hizi ile erigkinlerdeki en sik 6lum sebebidir . Gergek insidansi ile ilgili yeterli ve
kesin bir bilgi olmamakla birlikte ABD'de yillik 1680000 hasta Akut Koroner Sendrom
(AKS) tanisi ile hospitalize edilmektedir. Akut koroner sendromlar gelismis tlkelerde
oldugu kadar gelismekte olan Ulkelerde de ciddi bir saglik problemi olmaya giderek
artan bir hizda devam etmektedir®.

STEMI veya NSTEMI'lI hastalarda mortalite son derece ylksek olup bu
hastalarin yaklasik 1/3'U ilk bir saat icinde kaybedilmektedir. Hastanedeki 6limlerin
ise 2/3'ii ik 24 saat icindedir. NSTEMI’ da hastanede mortalite %10 iken, STEMI' da
%20'dir. Bu hastalarin ancak %30-50'sine AMI tanisi konulabilmektedir. AMI sonrasi
hayatta kalanlar, kalp yetmezligi, angina pektoris ve miyokard hasarina bagli
fonksiyonel kisittamalar nedeniyle kronik debilite riski ile karsi karsiyadir.
Beklenmedik hastane disi 6lumlerin yarisi AKS'a bagli gelisen ani kardiyak
élimlerden kaynaklanmaktadir’®**.

Akut koroner sendromlara yaklasimda ilk basamak dogru taninin hizli bir
sekilde konulabilmesidir. Hizli ve dogru tani konulmasi sonrasinda hastalar ne kadar
erken donemde tedavi alabilirlerse aldiklar tedaviden o kadar faydalanirlar. Tani
konulmasi esnasinda hastanin gdgus agrisi sorgulanmakta, elektrokardiyografik
degisiklikler incelenmekte ve kardiyak biyobelirteclerin serum duzeyleri tayin
edilmektedir. Kardiyak biyobelirteglerden Troponin T ve | (cTn’ler) miyokardiyal
hasari gosterir ve gunumuzde akut koroner sendromlarin tanisinda kullanilan altin
standart testlerdir. Her ne kadar cTn’lerin akut koroner sendrom tanisindaki yeri
tartisiimaz ise de, gorece ge¢ donemde yukselme gostermesi ve baska birgok klinik
durumda da artis gostermesi kisithliklaridir®®. Akut koroner sendrom hastalarin
tanisina yonelik birgok yeni kardiyak biyobelirte¢ klinik olarak c¢alisiimistir ve

110

miRNA’lar da bunlardan birtanesidir—. Bu nedenle bu calismada, daha onceki
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arastirmalarda AMI tanisi almis hastalarda ekspresyon degisimleri agisindan ortak
fikir olusturmus miRNA’lardan hsa-miR-1, hsa-miR-25-3p, hsa-miR-30d-5p, hsa-miR-
34a-5p, hsa-miR-92a-3p, hsa-miR-133a-3p, hsa-miR-150, hsa-miR208a-3p, hsa-
miR-221-3p, hsa-miR374a-5p, hsa-miR499a-5p ekspresyon dizeylerini ST
yukselmesi olan ve olmayan miyokard infarktisli hasta gruplarinda arastirmayi
amacladik.

mikroRNA’lar (miRNA) 19-25 nlkleotid uzunlugunda endojen, kodlama
yapmayan tek iplikli RNA’lardir. Gen ekspresyonunu dizenlemek igin protein
kodlayan genlerin hedef m-RNA’larinin 3’-translasyona ugramayan bolgeleri (3'UTR)
icerisinde bulunan komplementer nukleotid dizilerine baglanir. miRNA’larin hedef m-
RNA’ya baglanmasi m-RNA pargcalanmasi veya protein sentezinin inhibisyonuyla
hedef genlerin azalmis ekspresyonuna yol acar. Ayrica miRNA’larin artmis
ekspresyonu direkt olarak inhibitor proteinlerin veya transkripsiyon faktorlerinin
ekspresyonunu azaltarak veya indirekt olarak inhibitor miRNA’larin ekspresyon
dizeyini azaltarak 6nceden susturulmus hedef genlerin paradoksik upregllasyonuna
neden olabilmektedir. miRNA’lar insan genomunda yer alan tim genlerin > %
2’'sinden fazlasini olusturmakta olup (1000°den fazla mevcuttur), protein kodlayan
genlerin ise % 30’'undan fazlasinin dizenlenmesinde rol oynamaktadir. Ayrica,
miRNA’larin her biri > 1000 hedef gene sahipken; her bir protein kodlayan gen de ¢ok
sayida miRNA tarafindan diizenlenmektedir’®"*.

miRNA’larin gogu doku, hucre ve/veya hastaliga spesifik tarzda eksprese
oldugundan onlarin ekspresyon paternleri altta yatan patofizyolojik olaylari
yansitmaktadir. miRNA’lar gesitli vicut sivilarinda ve dokularda saptanabilmektedir.
mikroRNA'lar kalpte bulunan miyokard hucrelerinde hasar olusumu sonrasi dolagima
salinir ve serum veya plazmada stabil formda saptanir. miRNA’larin serum ve
plazma duzeyleri koreledir. miRNA’lar plazmada bulunan RNAazlara oldukga direngli
olmasi, dolasan miRNA’larin tekrarlayan dondurma ve ¢o6zdirme olaylarina olan
dayaniklihgr ve serum ya da plazmada tekrar tekrar Oolgulebilir olmasi onlari
hastaliklar i¢in guglu potansiyel biyomarker adayr yapmaktadir. Ayrica kaynatma,
yuksek veya dusuk pH, uzun sureli saklanma gibi olaylara dayanikh olup formalin ile
fikse edilmis dokularda da stabildir. mikroRNA’larin akut miyokard infarktisu, kalp
yetersizligi, koroner arter hastaligi, diabetes mellitus, inme, esansiyel hipertansiyon
ve akut pulmoner emboliyi iceren kardiyovaskuler hastaliklar igin ideal biyomarker

oldugu son yillarda yapilan calismalarda gdsterilmistir®°.
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Kalbin miyokard hasari sirasinda dolagimdaki miRNA’larin kaynagi oldugunu
gosteren ilk klinik ¢calisma De Rosa ve ark. tarafindan yapilmistir. Bu galismada
koroner arter hastaligi olmayan, stabil koroner arter hastali§i ve troponin pozitif akut
koroner sendromlarda aorta ve koroner vendz sinusten alinan plazma érneklerinde
iskelet kasi (miR-133a, miR-499 ve miR-155), vaskuler (miR-126, miR-92a), |6kosit
(miR-155) ve trombosit (miR-223) kokenli miRNA’lar izole edilmis olup troponin pozitif
akut koroner sendromlarda stabil koroner arter hastaligina oranla hastalarin
aortasindan alinan o6rneklerde miR-133a, miR-499 ve miR208a dizeyleri daha
yiiksek saptanmistir**®.

Zhao ve ark. yaptiklari c¢alismada ise miR-1 ve miR-133’Un embriyonik
donemde kardiyak gelisiminde onemli rol oynadiklari goOsterilmistir. Yapilan bu
calismada miR-1’in asiri yapimi kardiyomiyosit yapimini baskilayarak 6lime neden
oldugu gosterilmistir. Yine ayni arastirmaci tarafindan yapilan calismada miR-1
eksikliginde ventrikiiler septal defekt saptanmistir*®.

Yang ve ark. yaptigi calismada ise miR-1’in fazla yapimi kardiyak iyon
kanallarini etkileyerek aritmiye neden oldugu gdsterilmistir ( 6zellikle kisa PR ve uzun
QRS kompleksine bagh 61im)*®’. Liu ve ark. yapti§i baska bir calismada miR-133’ten
yoksun farelerde asiri kardiyak miyosit ¢odalmasi ve apoptozisi,sarkomerlerde
diizensizlik ve kardiyak fibrozis goriildiigii rapor edilmistire.

Fichtlscherer ve ark. tarafindan yapilan calismada, endotel hicrelerinden
zengin miRNA'lar (miR-126, miR-17, and miR- 92a), inflamasyonla iligkili miR-155 ve
duz kas iligkili miR-145'in ekspresyon duzeyleri saglikli gonullilerle karsilastiriimis ve
KAH'da onemli derecede plazma seviyelerinin azaldigi gosterilmistir. Bu sonugclar
KAH'l' saptamada miRNA'larin potansiyel biyomarker olabilecegini dusundtrmustar.
Ayrica, bu calismada KAH olan hastalarin periferik kan mononukleer hicrelerinde
bakilan miRNA’lardan miR-135a’nin plazma konsantrasyonunun 5 kat arttiyi; miR-
147 konsantrasyonunun ise 4 kat azaldigi gosterilmistir. Bu sonuclarla miR-
135a/miR-147 oraninin  KAH igin  potansiyel biyomarker olabilecegini
ongdrmektedir®. Ayni calismada miR-133a ve miR-208b ekspresyon diizeyleri
yuksek bulunurken miR-126, miR-17, miR-92a ve miR-155 ekspresyon duzeyleri
dusuk bulunmustur. Diger bir dnemli calismada ise unstabil angina pektorisli hastalar
yuksek plazma miR-134, miR-198 ve miR-370 duzeyleri ile stabil angina pektorisli
hastalardan ayirt edilebilmis ve bu sonugclar, miRNA'larin akut koroner sendrom risKki

tasiyan ylUksek riskli hastalari Onceden belirlemede yardimci olabilecegini
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distindiirmektedir*'t. Bizim yaptigimiz calismada ise NSTEMI hasta grubu ve kontrol
grubundaki hsa-miR-92a-3p fold change hesabi 0,44, STEMI hasta grubu ve kontrol
grubunda 1,34, NSTEMI ve STEMI hasta grubunda 1,31 olarak hesaplanmistir, fakat
NSTEMI hastalari ve kontrol grubu, STEMI hastalari ve kontrol grubu, NSTEMI ve
STEMI hastalarindaki hsa-miR-34a-5p miRNA ekspresyon duzeyleri arasinda
anlamli bir fark saptanmamistir (p>0,05).

Akut miyokard infarktisd (AMI) ile miRNA iligkisini inceleyen bir ¢alismada
iskelet ve kalp kasina 6zgul miR-1, miR-133a, miR-133b ve miR-208a'yi igeren birgok
miRNA duzeyinin AMI'li sicanlarda arttigi gosterilmigtir. Bunlardan miR-1, miR-133a,
miR-133b'nin bu konuda yapiimig diger calismalarda iskelet kasi hasarinda da
yluksek saptanmasi onlarin kardiyospesifik 6zelligini azaltmistir. miR-208a'nin ise
kardiyak doku ozgullugu yuksek olup semptomlarin baglangicindan ilk 4 saat
icerisinde hastalarin %90-%100'Unde kolayca saptanabilmistir. Ayni ¢alismada miR-
208a'nin AMI tanisinda yuksek duyarlihk ve 6zgullige sahip oldugu ve yeni bir
biyomarker olabilecedi vurgulanmistir. Bu nedenle miR-208 kardiyomiR olarak
isimlendiriimektedir. Hatta cTnl AMI sonrasi 3. Saatte ylUkselip 24-48 saatte pik
yaparken miR-208 O.saatten sonra ylUkselip 24 saat kadar yuksek kaldigi rapor
edilmistir*2. Bizim yaptigimiz ¢alismada NSTEMI hastalari ve kontrol grubundaki
hsa-miR-1, hsa-miR-133a-3p ve hsa-miR208a-3p fold change hesabi sirasiyla 0,
0,08 ve 1, STEMI hastalari ve kontrol grubu fold change hesabi sirasiyla 0, 0,19 ve
1, NSTEMI ve STEMI hastalarindaki fold change hesabi sirasiyla 0,62, 2,49 ve 1
olarak hesaplanmigtir, fakat miRNA ekspresyon dizeyleri arasinda anlamli bir fark
saptanmamistir (p>0,05).

Bu konuda vyapilan diger iki calismada ise ST elevasyonlu miyokard
infarktiisinde miR-208a'nin disuk seviyede ve serumda saptanamaz dlzeyde
oldugu gosterilmis olup bunun hem miR-208a'nin yarilanma émrindn kisa olmasi
hem de insan ve siganlarda bu miRNA'nin farkli tlrlere sahip olmasinin (insanlarda
beta-MHC, siganlarda alfa-MHC) bu olaya neden olabilecegi dustnilmustir. Bu
uyumsuz calisma sonuglari AMI hastalarinda miR-208a'nin ideal bir biyomarker
olmadigini gdéstermektedirt*>***. Ayrica bu calismalarda iskelet kasina 6zgiil miR-1,
miR-133a, miR-133b, miR-499, ve miR-208b'lerin akut ST elevasyonlu AMI'nin ilk 12
saati icerisinde sirasiyla 300 kat, 70 kat, 250 kat ve 3000 kat arttigi gosterilmis ve
ideal bir biyomarker olabilecegi iddia edilmisken; Wang ve ark.'nin yaptigi calismada
ise miR-1, miR-133a, miR-133b ve miR-499'un iskelet kasiI hasarinda da arttigi
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saptanmis olup bunlarin ideal biyomarker olamayacagdi distniimistir'™. Bizim
yaptigimiz galismada, kontrol ve hasta gruplari arasinda miRNA duzeyleri agisindan
anlamli bir fark bulunamamistir (p>0,05).

Corsten ve ark.'nin kardiyak 6zgul miRNA (miR-1, miR-133a, miR-208b, ve
miR-499), fibrozisle iliskili miRNA (miR-21 ve miR-29b), ve Iokositle iligkili miRNA
(miR-146, miR-155, ve miR-223)'larin AMI'deki seviyelerini inceleyen caligmasinda
miR-208b, ve miR-499'un sirasiyla 1600 ve 100 kat plazma seviyesinin yukseldigi,
plazma seviyelerinin Troponin T ile korele oldugu ve ROC analizleri sonucunda her
ikisinin de ideal biyomarker olabilecegi disindlmistirt™. Bizim yaptigimiz calismada
NSTEMI hastalari ve kontrol grubundaki hsa-miR208a-3p ve hsa-miR499a-5p fold
change hesabi sirasiyla 1, 0, STEMI hastalar ve kontrol grubu fold change hesabi
sirasiyla 1, 0, NSTEMI ve STEMI hastalarindaki fold change hesabi sirasiyla 1, 41
olarak hesaplanmigtir, fakat miRNA ekspresyon duzeyleri arasinda anlamli bir fark
saptanmamigtir (p>0,05).

Ward ve arkadaslarinin STEMI ve NSTEMI tanisi almis hastalarda yaptigi
calismada, plazma miR 25-3p ve 374b-5p, platelet miR 25-3p ve 221-3p ve periferal
kan mononukleer hucre miR 25-3p, 221-3p ekspresyon duzeyleri STEMI tanisi almig
hastalarda NSTEMI tanisi almig hastalara gore anlamh derecede ylksek
bulunmustur. Yine ayni calismada plazma miR 30d-5p ekspresyon dizeyleri STEMI
tanih hastalarda NSTEMI tanili hastalara goére duislik, plazma miR 483-5p
ekspresyon duzeyleri ise ylksek bulunmustur ve bu miRNA’larin ideal biyomarker
olabilecegi disunilmustirt?’.
kontrol grubundaki hsa-miR-25-3p, hsa-miR-30d-5p, hsa-miR-221-3p ve miR-374a-
5p fold change hesabi sirasiyla 0,57, 1,84, 1,48 ve 0, STEMI hastalari ve kontrol
grubu fold change hesabi sirasiyla 1,21, 1,18, 1,68 ve 0, NSTEMI ve STEMI
hastalarindaki fold change hesabi sirasiyla 1,10, 1,71, 1,50 ve 1,08 olarak

Bizim yaptigimiz c¢alismada NSTEMI hastalar ve

hesaplanmigtir, fakat miRNA ekspresyon duzeyleri arasinda anlamli bir fark
saptanmamigtir (p>0,05).

Zhang ve arkadaslarinin yaptidi calismada miR-150 6zellikle NSTEMI tanili
hastalar olmak Uzere AMI'Unde anlamh olarak yuksek bulunmustur. Bizim yaptigimiz
calismada ise NSTEMI hasta grubu ve kontrol grubundaki hsa-miR-150 fold change
hesabi 0,09, STEMI hasta grubu ve kontrol grubunda 0,62, NSTEMI ve STEMI hasta
grubunda 1,38 olarak hesaplanmistir, fakat NSTEMI hastalari ve kontrol grubu,
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STEMI hastalari ve kontrol grubu, NSTEMI ve STEMI hastalarindaki hsa-miR-150
miRNA ekspresyon duzeyleri arasinda anlamli bir fark saptanmamigtir (p>0,05).

Boon ve arkadaslarinin yapti§i bir calismada miR-34a’nin kalp hicrelerinde
yaslanmaya yol ac¢tigi, bu miRNA’yi hedef alacak terapinin de AMI sonrasi
miyositlerde iyilesmeyi hizlandirdigi ve fibrozisi Onledigi gosterilmistir. Bizim
yaptigimiz ¢alismada ise NSTEMI hasta grubu ve kontrol grubundaki hsa-miR-34a-
5p fold change hesabi 0,85, STEMI hasta grubu ve kontrol grubunda 0,52, NSTEMI
ve STEMI hasta grubunda 2,22 olarak hesaplanmigtir, fakat NSTEMI hastalari ve
kontrol grubu, STEMI hastalari ve kontrol grubu, NSTEMI ve STEMI hastalarindaki
hsa-miR-34a-5p mIiRNA ekspresyon duzeyleri arasinda anlamh bir fark
saptanmamistir (p>0,05).

Sonug olarak bizim yaptigimiz calismada, daha énceki ¢alismalarda AMI ile
iligkili olabilecedi dusunulmis miRNA’larin ekspresyon duzeylerinde anlamli bir

degisiklik saptanmamistir.
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SONUG ve ONERILER

NSTEMI hasta grubu ve kontrol grubundaki hsa-miR-208a-3p, hsa-miR-221-
3p, hsa-miR-30d-5p miRNA’larin fold change hesabi 1’in Uzerindeydi, fakat kontrol
grubu ile NSTEMI hastalarinin  miRNA ekspresyon dizeyleri arasinda anlamli bir
fark saptanmamistir (p>0,05).

STEMI hastalari ve kontrol grubundaki hsa-miR-208a-3p, hsa-miR-221-3p,
hsa-miR-25-3p, hsa-miR-30d-5p, hsa-miR-92a-3p miRNA’larin fold change hesabi
1’'in Uzerindeydi, fakat kontrol grubu ile STEMI hastalarinin  miRNA ekspresyon
dizeyleri arasinda anlamli bir fark saptanmamistir (p>0,05).

NSTEMI ve STEMI hasta gruplarinda hsa-miR-133a-3p, hsa-miR-150, hsa-
miR-208a-3p, hsa-miR-221-3p, hsa-miR-25-3p, hsa-miR-30d-5p, hsa-miR-34a-5p,
hsa-miR-92a-3p, hsa-miR-374a-5p miRNA’larin fold change hesabi 1’in Uzerindeydi,
fakat iki hasta grubunun miRNA ekspresyon dizeyleri arasinda anlamli bir fark
saptanmamistir (p>0,05).

Sonug olarak hasta grubu ile kontrol grubunun karsilastirildiginda hsa-miR-1,
hsa-miR-25-3p, hsa-miR-30d-5p, hsa-miR-34a-5p, hsa-miR-92a-3p, hsa-miR-150,
hsa-miR-133a-3p, hsa-miR-208a-3p, hsa-miR-221-3p, hsa-miR374a-5p, hsa-
mMiR499a-5p  ekspresyon dlzeyleri acgisindan istatistiksel olarak anlamh fark
saptanmadi (p>0,05).

mikroRNA’larla yapilan profil tarama c¢alismalari ile bu alanda yeni potansiyel
biyomarkerler bulunmus olup; klinik ve laboratuar parametreleriyle korelasyonlarinin
da gosterilmesiyle miRNA’larin tanisal ve prognostik gucu daha iyi anlagilacaktir. Bu
yeni gelismeler sayesinde gelecek ylzyilda akut koroner sendrom bagta olmak Uzere
kardiyovaskuler hastaliklarin tani ve tedavisinde miRNA’lar kullanilabilecektir, fakat
bu miRNA’larin akut koroner sendrom tanisi ic¢in bir erken biyobelirte¢ oldugunu

soyleyebilmek i¢in daha ileri ve genis populasyonlu ¢aligmalara ihtiyag vardir.
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SIMGELER VE KISALTMALAR DiZziNi

gl Mikrolitre

3'UTR: 3’ ucu yazilima ugramayan bolge
Ago: Argonaute

AKS: Akut koroner sendrom

AMI: Akut miyokard infarkttsu

AMO: Anti-miR oligonukleotid

ark: arkadaslari

CK: Kreatin kinaz

cDNA: komplementer DNA

DNA: Deoksiribonukleik asit

DGCRS: Di George syndome critical region gene 8
DNAaz: Deoksiribonukleaz

EKG: Elektrokardiyografi

EDTA: Etilendiamin tetraasetik asit

hsa: homo sapiens

HDL: YUksek yogunluklu lipoprotein
KAH: Koroner arter hastaligi

LDH: Laktat dehidrogenaz

LDL: Dusuk yogunluklu lipoprotein
MiRNA, miR: mikroRNA

mL: mililitre

MRNA: mesaijci ribonukleik asit

NcRNA: protein kodlamayan RNA
RNAaz: Ribonukleazsiz

ORF: Acik okuma cgergevesi

PAI-1: Plazminojen aktivator inhibitora-1
pre-miRNA: prekirsor miRNA
pri-miRNA: primer miRNA

rpom: dakikadaki devir sayisi

NSTEMI: ST ylkselmesiz miyokard infarktlsu
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siRNA: kic¢uk interfere edici RNA

STEMI: ST yukselmeli miyokard infarktusu
TRBP: TAR-RNA baglayici protein

USAP: stabil olmayan anjina pektoris
WHO: Diinya Saglik Orgiiti

vwf: von willebrand faktori
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