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OZET

Adiyaman ilinde Akut Koroner Sendrom Olgularinda miRNA Ekspresyon
Diizeylerinin Belirlenmesi

Dr. Omer Faruk KARACORLU
Uzmanlik Tezi, Tibbi Genetik Anabilim Dali
Tez Danigsmani: Prof. Dr. Haydar BAGIS
Mayis 2017, 103 sayfa

Koroner Arter Hastaligi (KAH) zemininde gelisen Akut Koroner Sendrom (AKS)
tiim diinyada ve tilkemizde 6liim ve is goremezligin baglica nedenidir. KAH ve AKS
etiyolojisinde geleneksel olarak bilinen risk faktorleri ve yeni tanimlanmis diger risk
faktorlerinin disinda genetik temelli nedenler de 6énemli bir rol oynamaktadir. KAH
gelisiminden sorumlu olan aterosklerozun patofizyolojisinde c¢evresel faktorler
tarafindan modifiye edilen ve genler tarafindan kodlanan bir¢ok enzim, reseptor,
tastyict, ligand, protein, belirteg ve bunlarin birbiri ile etkilesim iginde oldugu bir¢ok
yolak yer almaktadir. Gen ekspresyonunda ve regiilasyonunda etkileri oldugu son
yillarda anlasilan kisa kodlanmayan RNA’larin 6nemli bir iiyesi olan Mikro
RNA’larin dolasimda bulundugunun tespit edilmesinden sonra o6zellikle de akut
miyokart enfarktiisii ve kalp yetmezliginde yeni belirtegler olarak arastirilmaya
baslanmistir. Calismamizda Adiyaman ilinde KAH ve AKS nedeniyle tani ve tedavi
amagli koroner anjiyografi yapilan olgularin serum miRNA ekspresyon diizeyleri
6l¢iildii. Bu amagla koroner anjiyografisi normal olan (<%50 darlik, non-obstriiktif )
45 olgu, koroner arterlerinde kritik darlik saptanip ( >%50 darlik, obstriiktif ) KAH
tanis1 alan 45 olgu, koroner arterlerinde tam tikaniklik saptanip akut MI tanisi alan
45 olgu olmak flizere ii¢ ayr1 grupta toplam 135 olgu ¢alismaya dahil edildi. Serum
orneklerden RNA eldesi ve ¢cDNA doniistimiiniin ardindan hsa-miR-128-3p, hsa-
miR-196a-5p, hsa-miR-373-3p ve hsa-miR-375 i¢in kantitatif real time polimeraz
zincir reaksiyonu (qRT-PCR) metoduyla miRNA ekspresyon diizeyleri g¢alisildi.
272" formiilii kullanilarak gRT-PCR sonuglar istatiksel olarak analiz edildi. Gruplar
arasindaki miRNA ekspresyon diizeylerinin karsilagtirllmasinda Wilcoxon testi,

demografik 0Ozellikler ve klinik bulgulara gére miRNA ekspresyon iliskisinin
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istatiksel olarak degerlendirilmesinde One-Way ANOVA testi kullanildi. Caligilan
dort aday miRNA i¢in de ( hsa-miR-128-3p, hsa-miR-196a-5p, hsa-miR-373-3p ve
hsa-miR-375 ) ekspresyon sonuglarinda farkli gruplar arasinda (koroner arterlerinde
tam darlik olan hasta grubu, koroner arterlerinde kritik darlik olan hasta grubu ve
koroner arterlerinde darlik olmayan grup) istatiksel olarak anlamli miRNA ifade
farkliliklar1 bulundu (p<0.05 ve p<0.01). Ayrica hsa-miR-373-3p ve hsa-miR-375
icin yapilan ekspresyon calismalari sonucunda 60 yas {istiinde olanlarda, erkek
cinsiyette, hipertansiyonu olanlarda ve pozitif aile oykiisii bulunanlarda da farkli
hasta gruplar1 arasinda istatiksel olarak anlamli miRNA ifade farkliliklar1 bulundu
(p<0.05 ve p<0.01). Ekspresyon farkliliklar1 tespit edilen bu miRNA’larin
anjiyogeneziste belirgin rolleri olan genleri (KLF4, HOXA5, SIRT1, PTPN1)
hedefledikleri deneysel olarak bilinmektedir. Hasta gruplarinda farkli ekspresyon
diizeylerini saptadigimiz bu miRNA’larin KAH ve AKS gelisiminde rolleri oldugunu
ve ayrica bu hastaliklar i¢in bir biyobelirte¢ adayr ve muhtemel tedavi hedefi
olabilecegini diisiinmekteyiz. Calisma sonuglarinin KAH ve AKS olgularinin
yonetiminde ve vaskiiler kaynakli patolojileri degerlendirmede &zellikle
anjiyogenezis ile iligkili mekanizmalara dikkat ¢ekerek farkli bir bakis agisi ile katki

sunacagi diistiniilmektedir.

Anahtar kelimeler: Anjiyogenezis, biyobelirteg, Koroner arter hastaligi, miyokart
enfarktiisii, miR-373-3p, qRT-PCR
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SUMMARY

Determination of miRNA Expression Levels of Acute Coronary Syndrome
Cases at Adiyaman Province

Omer Faruk KARACORLU, M.D.
Speciality Thesis, Medical Genetics Department
Thesis Advisor: Prof. Haydar BAGIS, DVM, PhD.
May 2017, 103 pages

Acute Coronary Sydrome (ACS), developing on basis of Coronary Artery Disease
(CAD), is the leading cause of mortality and morbidity at all the world and our
country. Beside the known traditional risk factors and other newly defined risk
factors, genetically based reasons also play important roles in the etiology of CAD
and ACS. Lots of enzymes, receptors, transporters, ligands, proteins, markers coded
by genes that modified by environmental factors and many complicated pathways
related with each other and all those, are found at pathophysiology of atherosclerosis
which is responsible for developing of CAD. After micro RNAs, an important
member of short non-coding RNAs and recently understood that have effects on gene
expression and regulation, found at circulation researchers started to work on new
biomarkers especially on acute myocardial infarction and heart failure. Our study
aimed to determine serum mMIiRNA expression levels of cases who underwent
diagnostic or therapeutic coronary angiography because of CAD and ACS at
Adiyaman province. For this purpose, totally 135 patientswere recruited and divided
into 3 groups: 45 normal coronary arteries (coronary lesion<50%, non-obstructive),
45 obstructive CAD patients (coronary lesion >50%, obstructive) and 45 acute
myocardial infarction (complete stenosis) patients. After RNA isolation and cDNA
convertion from serum samples, miRNA expression levels of hsa-miR-128-3p, hsa-
miR-196a-5p, hsa-miR-373-3p and hsa-miR-375 detected by the method of
quantitative real time polymerase chain reaction (QRT-PCR). Statistical analysis of
gRT-PCR expression results achieved by using the 27 formula. Wilcoxon test
performed for comparing of miRNA expression levels of groups and One-Way

ANOVA test used for statistical anaysis of miRNA expression levels’ relation
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according to demographic features and clinical findings. Expression differences were
statistically significant for the four studied candidate miRNAs ( hsa-miR-128-3p,
hsa-miR-196a-5p, hsa-miR-373-3p and hsa-miR-375 ) between different groups
(complete stenotic group, critically obstructive group and non-obstructive group )
(p<0.05 and p<0.01). Additionally, expression studies for hsa-miR-373-3p and hsa-
miR-375 showed that patients over 60 ages, male, hypertensive and positive family
history have statistically significant different miRNA expressions (p<0.05 and
p<0.01). It is known that, those miRNAs that are expressed differently at our groups,
target the genes which have important roles at angiogenesis (KLF4, HOXAS5, SIRT1,
PTPN1) and these targets are experimentally validated. We think that our results
suggest those miRNAs, that are expressed differently at our patients, have roles at
developing of CAD and ACS and also may become a candidate biomarker and
putative therapeutic target for these diseases. It is thought that these study results will
contribute to management ofvascular pathologies, CAD and ACS especially by
taking attention to mechanisms related with angiogenesis from a different

perspective.

Keywords: Angiogenesis, biomarker, coronary artery disease, myocardial infarction,
miR-373-3p, gRT-PCR
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1. GIRiS

Mikro Ribo Niikleik Asit (miRNA) kisa kodlanmayan yaklasik 22 niikleotid
uzunlugunda tek iplikli RNA molekiilidiir. Gerek mesajct RNA (mRNA) yikimi ile
gerekse de mRNA’ya baglanarak translasyonun baslamasini engellemek kaydi ile
miRNA’lar gen ifadesinin diizenlenmesinde 6nemli bir rol oynamaktadir. Bugiine
kadar miRNA’larin biiylime, apoptozis, farklilagma, anjiyogenezis gibi bir¢ok temel
olayda gorev alarak viicut homeostazisinde ve hastaliklarin etiopatogenezinde rolleri
oldugu gosterilmistir. Kanser, norolojik hastaliklar ve kardiyovaskiiler hastaliklar
arastirma alanlarinin basinda gelmektedir. Taniya yardimci biomarker (biyobelirtec)
olarak, prognoz tayini amacli veya tedaviye yonelik hedefler olarak miRNA’lar son

yillarda biiyiik 6nem kazanmaya baslamistir.

Koroner Arter Hastaligt (KAH) zemininde gelisen Akut koroner sendrom
(AKYS) tiim diinyada mortalite ve morbiditenin en basta gelen nedenlerinden biridir.
KAH ve AKS etiyopatogenezinde birg¢ok risk faktorii tanimlanmistir. Anjiyogenezisi
etkileyen faktorlerin de KAH ve AKS gelisiminde rol oynadig: bilinmektedir. Son
yillardaki aragtirmalar miRNA’larin da hastalik siirecinde rol oynadigim
gostermektedir. miRNA’larin dolagimda bulundugunun tespit edilmesinden sonra
ozellikle de akut miyokart enfarktiisii (MI) ve kalp yetmezliginde yeni belirtegler
olarak aragtirilmaya baglanmistir. Su ana kadar yapilan ¢aligsmalarin sonuglarina gore
miRNA’larin akut MI tanisinda kardiyak troponin gibi geleneksel belirteglere benzer
sekilde ve akut MI sonrasi prognoz belirlemede risk tahmini modellemelerinde
degerli bir belirteg olarak kullanilma potansiyeli bulunmaktadir. Bu alanda tani,
prognoz ve tedavi siirecinde miRNA’larin kullanimi ile ilgili aragtirmalar devam

etmektedir.

Tezimizde KAH ve AKS olgularinda rolii olabilecegi diisiiniilen aday
miRNA’larin hasta gruplarinda ekspresyon diizeylerinin belirlenmesi amaglanmistir
ve bu konu ile ilgili c¢alismalara baslanmistir. Calismalarimizda anjiyogenezis
stirecini etkileyen genlerle (KLF4, HOXAS, SIRT1, PTPN1) iliskili oldugu konfirme
edilmis miRNA’larin  (hsa-miR-128-3p, hsa-miR-196a-5p, hsa-miR-373-3p,
hsa-miR-375) hasta gruplarindaki ekspresyon diizeyleri Olgiilerek karsilastiriimasi

hedeflenmistir. Bu kapsamda Adiyaman ilinde KAH ve AKS nedeniyle tani ve



tedavi amacl anjiyografi yapilan hastalarda Onceden belirlenen miRNA’larin
diizeylerinin Ger¢ek zamanli-Polimeraz zincir reaksiyonu (QRT-PCR) yontemi ile
Olclilmesi ve olusturulan hasta gruplarinda miRNA seviyelerinin istatiksel olarak
birbiri ile karsilagtirilmasi hedeflenmistir. Daha oOnce literatiirde kardiyovaskiiler
hastaliklar ile iligkisi gosterilmis miRNA’lar1 ve iliskisi gosterilmemis fakat benzer
genler ile ilgili oldugu konfirme edilmis aday miRNA’lar1 ¢calismak ve bunlarin hasta
gruplarimiza gore degisiminden yola ¢ikarak hastalik etiopatogenezine yonelik
biyobelirteg ve tedavisine yonelik hedefler tanimlamak amacglanmistir. Bulunan
sonuclarin  kardiyovaskiiler hastaliklarin erken tanisinda, takibinde ve/veya
tedavisinde kullanilabilmesi bdylece gelismesi muhtemel komplikasyonlarin
Onlenmesine ve hastaligin  mortalitesinin azalmasma katkida bulunmasi

amaglanmistir.



2.GENEL BILGILER
2.1. KORONER ARTER HASTALIGI VE AKUT KORONER SENDROM
2.1.1. Tanim ve Siiflandirma

Koroner Arter Hastaligi (KAH), genellikle ateroskleroz siireci sonucunda olusan
bir aterom plak nedeniyle kalbin miyokart tabakasini besleyen koroner arterlerin
limeninindaralmasiyla meydana gelen kronik, ilerleyici ve yikici sonuglart olan bir

hastaliktir.

Akut Koroner Sendrom (AKS), genellikle yirtilmis aterosklerotik bir koroner
arter plagi nedeniyle veya akut trombozu tetikleyen bir Vvazokonstriiksiyon
nedeniylekoroner arter kan akiminda ani ve Kkritik bir azalmaya neden olan, KAH
stirecininyasami tehdit edici sonucudur. AKS temel olarak ateroskleroz ve KAH
zemininde gelismesine ragmen; travma, arter diseksiyonu, tromboemboli, konjenital
anomaliler, arterit veya kalp kateterizasyonu gibi farkli nedenlere bagli olarak da
gelisebilir (1).

KAH ve sonrasinda gelisen AKS diinya genelinde 6liim ve is gdéremezligin
baslica nedenidir (1). Kaynaklarda, KAH ig¢in iskemik kalp hastaligi, koroner kalp
hastalig1 terimleri ve AKS icin miyokart enfarktiisii (MI) terimleri de benzer anlamh
olarak kullanilmakta ise de klinik alanlarda ve hasta yonetimlerinde farkli bigimlerde

siniflandirilabilmektedir.

Klinik belirti ve bulgulara gére KAH, genellikle kronik olarak kontrol altina
alinabilen kararli gogiis agrilarina neden olarak stabil anjina pektoris (AP)
belirtilerine ve sonrasinda iskemik kalp hastaliginin siddetinin artis1 ile kontrol
edilemeyen kararsiz unstabil AP belirtilerine neden olmaktadir. AKS ise, KAH nin
akut klinik tablosu seklinde ortaya ¢ikan ve akut miyokart iskemi ile sonuglanan; ST
elevasyonlu miyokart enfarktiisii (STEMI), ST elevasyonsuz miyokart enfarktiisii
(NSTEMI), unstabil AP ve ani kardiyak 6liim seklinde klinik olarak siniflandirilan
durumlan igermektedir. AKS’ler tipik gogiis agris1 ile gelmis hastalarda bakilan
kardiyak belirtegler ve elektrokardiyografi (EKG) sonucuna gore siniflandirilirlar.
(Sekil 2.1) AKS’ler genellikle STEMI, NSTEMI, unstabil AP olarak ii¢ gruba



simiflandirilirlar.  Bu ayirim, tedavi yaklagiminin belirlenmesinde, kisa ve uzun
dénem prognoz tayininde de Onemlidir. Unstabil AP, NSTEMI ve
STEMIsendromlar araliksiz bir biitiindiir ve patofizyolojisi heterojen ve dinamiktir.
Klinik tipin olusumu arter hasarinin ciddiyetine, olusan trombiisiin biiyiiklik ve
tipine, iskeminin biyiikligii ve siiresine ve daha onceki miyokart nekrozunun

miktarina bagli olarak degisir (2).
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Sekil 2.1: Akut Koroner Sendrom Siniflandirilmast (2).
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2.1.2. Epidemiyoloji

Kardiyovaskiiler sistem (KVS) hastaliklar1 tiim diinyada ve {ilkemizde 6liim
nedenleri arasinda birinci sirada yer almaktadir. Diinya genelinde ve Tiirkiye’de
bircok kurulus ve arastirma merkezleri tarafindan yapilan ¢aligmalarda KVS
tutulumu nedeniyle olusan hastaliklarin gerek saglik harcamalari gerekse klinik

sonuglar1 yoniinden en onemli hastalik grubu oldugu agik¢a ortaya konulmustur.



KVS hastaliklar icerisinde de iskemik kalp hastaliklart bir diger adiyla KAH ve

sonrasinda gelisen AKS en 6nemli ve en biiyiik grubu olusturmaktadir.

Diinya Saglik Orgiitii (DSO) verilerine gére yilda 17,5 milyon 6liim ile 2012
yilinda tim o&liim sebepleri arasinda KVS hastaliklar1 birinci gelmektedir. Bu
Olimlerin 7,4 milyonunun iskemik kalp hastaliklar1 nedeniyle oldugu tahmin
edilmektedir (3). Son dort dekad boyunca risk faktorlerinin ve tedavinin iyi
yonetilmesine bagl olarak gelismis iilkelerde KVS hastaliklar1 6lim hizi1 azalma
gostermektedir. Diisiik gelirli iilkelerde ise risk faktorlerinden etkilenme daha az
olmasia ragmen KVS hastaliklar1 nedeniyle 6liim hizi gelismis tilkelere gore daha
yiiksek seyretmektedir. KVS hastaliklar nedenli 6liimlerin %80°1 diisiik ve orta gelirli
tilkelerde meydana gelmektedir (4).

Amerikan Kalp Cemiyeti (AHA) verilerine gore 2030 yilina kadar KAH
prevelansinin yaklasik %18 artis goOsterecegi tahmin edilmektedir. 20 yas ve
tizerindeki Amerikan popiilasyonda KAH sayisinin yaklasik 15,5 milyon ve
prevelansin %6,2 oldugu belirtilmektedir. AKS prevelansinin ise %2,8 oldugu
tahmin edilmektedir. Insidans c¢alismalarma gore her 42 saniyede bir AKS
gerceklesmektedir. Yilda yaklasik 660 bin yeni AKS ve 305 bin tekrarlayan olay
goriilmektedir. Ek olarak yilda yaklasik 160 bin sessiz Akut MI oldugu kabul
edilmektedir (5).

Avrupa Kardiyoloji Cemiyeti (ESC) verilerine gore de diinya genelinde KAH
6liimiin tek basina en sik nedenidir. Her y1l yedi milyondan fazla kisi KAH nedeniyle
O0lmektedir ve bu, tim oOliimlerin %12,8’sin1 olusturmaktadir. Avrupa’da her alti

erkekten ve her yedi kadindan birinin AKS nedeniyle 6lecegi bildirilmektedir (2).

Ulkemizde KAH ve AKS prevelansi i¢in yapilan arastirmalardan en uzun
stireli hasta takibi olan1 Tirk Kardiyoloji Derneginin onciiliigiinde yapilan Tiirk
Erigkinlerinde Kalp Hastaligi ve Risk Faktorleri (TEKHARF) caligmasinin 2012
verilerinden yapilan hesaplamaya gore, iilkemizde yilda yaklasik 420 bin koroner
olay meydana gelmekte, bunlarin 120 bini 6nceden bilinen KAH hastalarinda akut
olayin tekrari seklinde, 180 bini ilk defa AKS ile gelen hastalarda, 120 bini ise sessiz
olay ve yeni kronik KAH seklinde gelismektedir (6).



Tiirkiye Istatistik Kurumu’nun uluslararasi hastaliklar1 smiflandirma tam
kodlarma ICD-10 (International Classification of Diseases version 10) gore
hazirladigi 2015 yili TUIK Oliim Nedeni Istatistiklerinde Dolasim Sistemi
hastaliklar1 % 40,3 ile 6liim nedenleri arasinda agik ara en iist sirada yer almustir. Iyi
huylu ve koti huylu timorlere baghi oliimler % 20,0 iken solunum sitemi
hastaliklarina bagl 6liimler %11,1 olarak ger¢eklesmistir (7). Oliim vakalarinin 2013
yilinda %39,6’sin1, 2014 yilinda %40’ 11 olusturan dolasim sistemi hastaliklar1 2015
yilinda ise %40,3’iinii olusturarak ilk sirada yer almistir. Dolasim sistemi hastaliklari
nedeniyle gerceklesen o6liimlerin 2015 yilinda %40,5°1 iskemik kalp hastaligindan,
%24,3’1i ise serebro-vaskiiler hastaliktan kaynaklanmustir. Ikamet edilen ile gore
6lim nedenleri incelendiginde; dolasim sistemi hastaliklarina bagli 6liimlerin
oraninin en yiiksek oldugu ilk bes il; Denizli (%53,7), Karaman (%49.,8), Bolu
(%48,4), Yozgat (%47,5) ve Adiyaman (%46,8) olarak siralanmistir (7).

Saglik Bakanligi tarafindan yapilan Ulusal Hastalik Yiikii Caligmas: 2003
calismasina gore iskemik kalp hastaliklar1 tiim oliimler dikkate alindiginda %21,7’lik
pay ile en sik 6liime neden olan hastalik olmustur. KVS hastaliklarina bagli mortalite
yiikii, erkeklerde %29, kadinlarda %31 ile birinci olmustur. Toplam hastalik yiikiiniin
%19,3’1i KVS hastaliklarina baghidir. Ulusal Hastalik Y{iikii 2013 sonuglara gore ise
iskemik kalp hastaligi yiikiinde %12,3 azalma goriilmesine ragmen halen hastalik

yiikii siralamasinda en basta gelmektedir (8).

Tiirkiye Halk Sagligi Kurumu tarafindan yapilan Tiirkiye Kronik Hastaliklar
ve Risk Faktorleri Sikligi Calismasit 2011 verilerine gore Tiirkiye’de erkeklerin
%6,4’inde; kadmlarin ise %9,8’inde 0ykii veya Rose anketine gore tanimlanan AP
saptanmistir. Akut MI 6ykiisii erkeklerde %2,3; kadinlarda %1,1°dir. Beyana dayal1
doktor tarafindan tam1 konulmus koroner kalp hastaligi sikligi erkeklerde %3,8;

kadinlarda %2,3’diir (9).

Kalp ve damar hastaliklarindan oliimler gelismis batili {ilkelerde azalma
egilimi gosterirken gelismekte olan iilkelerde artmaktadir. Ancak toplumlarin
yaslanmasi ve beklenen yasam siiresinde goriilen uzama ile gelismis iilkelerde kalp
ve damar hastalig1 sayis1 artmakta ve bunlara bagl yiik ise azalmamaktadir. KAH ve

AKS 6nemini korumaya devam etmektedir.



2.1.3. Etiyoloji

KAH patofizyolojisinde altta yatan tek bir neden bulunmamakla beraber
genetik yapinin ve ¢evresel kosullarin bu siirece birlikte katki sagladigi agiktir. KAH
ve AKS gelisiminde ge¢misten giinlimiize bir¢ok risk faktorii ve biyolojik
mekanizma tanimlanmistir. Geleneksel risk faktorleri, yeni caligmalarda bildirilen
risk faktorleri ve genetik temelli arastirmalar bir biitiin olarak ele alinarak KAH

etiyopatogenezi degerlendirilmesi uygun olacaktir.
2.1.3.1 Risk Faktorleri

DSO verilerine gore ii¢ yiizden fazla risk faktdrii bulunmaktadir. Tiim
toplumlarda sik rastlanilan, tek basina bagimsiz risk faktorii olan ve degistirildigi
takdirdeKAH sikliginda azalma goriilecek olan risk faktorleri baslica risk faktorii
olarak kabul edilmektedir (10).

KAH gelisiminde rol oynayan baslica geleneksel risk faktorleri ve ikincil
geleneksel risk faktorleri asagidaki tabloda oldugu sekilde siniflandirilmaktadir.

Tablo 2.1: Koroner Arter Hastalig1 Geleneksel Risk Faktorleri

Geleneksel Risk Faktorleri

Degistirilemeyen Bashica  Degistirilebilen Baslica ikincil Risk Faktorleri
Risk Faktorleri Risk Faktorleri

Aile oykiisii Artmis viicut kitle indeksi Alkol ve madde kullanim1
Cinsiyet Tiitiin kullanim Diisiik sosyoekonomik diizey
Etnik yap1 Yetersiz fiziksel aktivite Oral kontraseptifler / hormon

replasman tedavisi

Yas Yiiksek aclik kan sekeri Psikiyatrik hastalik varligi
Yiiksek kan basinci Sol ventrikiil hipertrofisi
Yiiksek lipid profili (LDL Yiiksek Lipoprotein (a)
kolesterol ve trigliserid diizeyi
ylksekligi, HDL kolesterol
diistikligii)
Yiiksek yagl diyet, diisiik Yiiksek stres ve A tipi kisilik

sebze meyve tiiketimi




Risk faktorlerinin tanimlanmasi ve bu faktorlerin giderilmesi, asemptomatik
kisilerde KAH gelisiminin (birincil koruma) ve KAH olan kisilerde de tekrarlayan
olaylarin 6nlenmesi (ikincil koruma) i¢in gereklidir. Hastalik Yiikii istatistiklerinde
onemli bir pay1 olan kalp ve damar hastaliklar1 agisindan olumlu olan husus biiyiik
dlgiide “Onlenebilir” olmalaridir. DSO; kan basinci, obezite, kolesterol ve sigara
iciminin kontrolii ile kalp ve damar hastalifi goriilme sikliginin yariya
indirilebilecegini bildirmektedir. Son 20 yilda kalp ve damar hastaliklarindan
kaynaklanan mortalite yiiksek gelir diizeyindeki iilkelerde azalmaktadir. Ingiltere’de
1981°den 2000 yilina kadar koroner kalp hastaliina bagli mortalitede belirgin bir
diisiis olmustur. Bu diisiisin yaklasik %42’si tedaviyle iliskilidir (%11°1 ikincil
onleme, %13 kalp yetmezligi tedavisi, %8 akut miyokart enfarktiisiinde baslangic
tedavisi, %3 hipertansiyon tedavisi). Geri kalan yaklasik %58’lik diisiis tiim niifusu

kapsayan risk faktorlerini azaltmaya yonelik ¢alismalara baglidir (11).

KAH gelisiminde geleneksel risk faktorlerinin yani sira son donemde bir¢ok
yeni faktoriin de hastalik etiyolojisinde rol oynadigr bildirilmektedir. KAH

gelisiminde bildirilen yeni risk faktorlerinden bazilart asagidaki tabloda siralanmistir:

Tablo 2.2: Koroner Arter Hastaligi Yeni Risk Faktorleri

Yeni Risk Faktorleri

BNP (Beyin Natriiiretik Peptit) ve
ProBNP Yiiksekligi

Enfeksiyon varlig

Koagiilasyon bozukluklari,
protrombotik faktorler

Oksidatif stres

Renal yeterszilik

Yiiksek Inflamatuvar belirteg (CRP)
diizeyleri

Yiiksek Homosistein diizeyi




2.1.3.2 Genetik nedenler

Aile oykiisii, KAH gelisiminde degistirilemeyen bagimsiz risk faktdrlerinden
biridir. Ailesinde KAH ve AKS bulunanlarda 1,5-2 kat artmis ampirik risk
bulundugu bildirilmektedir. Cokuluslu INTERHEART vaka-kontrol ¢alismasinda
12149 hasta ve 14467 kontrol izlenerek ebeveynlerde MI oykiisii ile ¢ocuklarinda
MI gelismesi arasindaki iliski incelenmistir. Arastirma sonuglarina gore;
ebeveynlerinde Oykii bulunmayan kisilerde risk 1 kabul edildigi takdirde, tek
ebeveynde 50 yas sonrasinda Oykii var ise risk 1,67’ye yiikselmektedir. Yine tek
ebeveynde 50 yas oncesinde Oykii var ise risk 2,36’ya yiikselmektedir. Her iki
ebeveynde 50 yas sonrasinda 6ykii var ise risk 2,90 iken, her iki ebeveynde 50 yas
oncesinde oykil var ise risk 6,56’ya yiikselmektedir. Bir ebeveynde 50 yas Oncesinde
digerinde 50 yas sonrasinda oykii olmasi durumunda ise risk 3,26 olmaktadir. Her

iki ebeveyninde geng yasta AKS goriilen kisilerde goreceli risk oranlari daha fazla

artmaktadir (12).

Tek gen hastaliklarindan olan Ailesel Hiperkolesterolemi (AH), LDL
yiiksekligi ile seyreden, geng yasta KAH ve AKS gelisimine yol agan genetik temelli
bir hastaliktir. AH hastalarinda ayrica cilt ve tendonlarda ksantomlar, arterlerde
aterosklerotik plaklar ve arkus kornea adi verilen kornea periferinde kolesterol
depolanmalar1 da goriilmektedir. Ailesel Tip 2 Hiperliporoteinemi adi da verilen AH
hastaligina yol acan genetik defektler en ¢ok LDL reseptor geninde (LDLR)
bulunmaktadir. LDLR disinda, APOB ve PCSK9 genlerindeki mutasyonlar daAH
tablosuna yol agmaktadir. Hastalarin %20-40 kadarinda ise neden bilinmemektedir.
Otozomal dominant gecis Ozelligine sahip AH hastalarinda LDLR gen dozaji da
onemlidir. Homozigot mutantlarda daha erken ve siddetli KAH goriiliirken sikligt
milyonda birdir ve genellikle 30 yasindan oOnce AKS nedeniyle Olim
gerceklesmektedir. Heterozigotlarda ise, plazma kolesterol diizeyi kontroliin iki kati
olmakla birlikte toplumda sikligi 500°de 1’dir. Genel popiilasyonda kolesterolii
yiiksek olanlarda 20’de 1 AH olma ihtimali bulunmaktadir, LDL reseptor bozuklugu

olan M1 hastalarina genetik tan1 durumu arastirilmalidir (13).

Poligenik bir KVS hastalig1 olan KAH temelde ateroskleroz gelisimi sonucu

olugsmaktadir. KAH gelisiminden sorumlu olan aterosklerozun patofizyolojisinde



cevresel faktorler tarafindan modifiye edilen ve genler tarafindan kodlanan bir¢ok
enzim, reseptor, tastyici, ligand, protein, belirte¢ ve bunlarin birbiri ile etkilesim
iginde oldugu birgok yolak yer almaktadir. KAH; oksidatif stres, folat-homosistein
metabolizmasi, tromboz ve fibirinolitik sistemleri tizerinde etkili olan genlerin diger
risk faktorleri ile etkilesimi ile lipid bozukluklari, endotelyal disfonksiyon, arteriyel
inflamasyon, kan basinci diizensizlikleri, koagililasyon bozukluklari ve tromboz
sonucunda aterosklerozun gelisimi ile olusmaktadir (14). Tiim bu biyolojik siireglerle
ilgili genom boyunca yayilmis onlarca gen ve bu genlerin degisiklikleri KAH
etiyolojisinde arastirilmakta ve yeni yeni genetik yatkinlik nedenleri bulunmaktadir.
KAH gelisiminde rol oynadigi bildirilen baslica genler asagidaki tabloda

siralanmastir:

Tablo 2.3: Koroner Arter Hastaligi gelisiminde rol oynadig bildirilen genler

Tek gen Hastaligi (AH) ile Poligenik yolaklar ile (14)

Gen Lokus Gen (15) Lokus (16)
LDLR 19p13.2 9p21 gen bolgesi (17) Genom ¢aligmasi
APOB 2p24.1 MTHFR 1p36.22
PCSK9 1p32.3 CBS 21922.3
LDLRAP1 1p36.11 ACE, AGT, AGTR1 17923.3, 1942.2, 3q24
F2, F5, F7 11p11.2, 1924.2, 13934,
F13A, F13B 6p25.1, 1g31.3
APOE 19q13.32
CETP 16913
LPL 8p21.3
PON1 7921.3
SERPINE1 7922.1
FGB 4931.3
ITGA2B, ITGB3 17921.31, 17921.32
SELE 1q24.2
ICAM1 19p13.2
PROCR 20911.22
ADAMTS7 15025.1
MMP3, MMP9 11922.2, 20q13.12
NOS3 7036.1
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Epigenetik, DNA dizisinde degisiklik olmaksizin gen ekspresyonunda stabil
degisimler olarak son yillarda yeniden tanimlanmistir. Epigenetik faktorlerin diyet,
cevre ve yasam tarzi gibi dis etkenler ile KVS hastaliklarina katkida bulundugu
yapilan arastirmalar sonucunda agiklanmustir. Vaskiiler sistemin de epigenetik
mekanizmalar tarafindan diizenlendigi belirtilmektedir. Caligmalar epigenetik
belirte¢lerin damar gelisimi, endotel ve diiz kas hiicre farklilasmasi iglevlerinde de
onemli rolleri oldugunu gostermistir. En iyi bilinen epigenetik mekanizmalar, DNA

metilasyonu, histon modifikasyonu ve mikro RNA’lardir (14).

Mikro RNA’lar wvaskiiler hiicre farklilagsmasi, c¢ogalmasi, yasamu,
metabolizmast ve gelismesi gibi vaskiiler islevlerin ¢ok genis bir aralikta post-
transkripsiyonel diizenleyicileri olarak gorev almaktadir (18). Mikro RNA’lar
araciligi ile vaskiiler genlerin mutasyonlarmin ve/veya hatali ifadelerinin
diizenlemesi KVS hastaliklarinin mekanizmasinda etkili olan vaskiiler sinyal

yolaklarinda 6nemli sonuglar olusturmaktadir.

Endotel hiicrelerinin islev bozuklugu veya kaybi bozulmus anjiyogenezisin
karakterisitik bir 6zelligi olarak kabul edilir ve iskemik kalp hastaliginin, vaskiiler
hastaliklarin, inflamasyonun ve aterosklerozisin gelismesine oOnciilik eder.
‘AngiomiRNA’lar adi verilen bir grup mikro RNA anjiyogenik islemlerin ve
yanitlarin diizenlenmesinde rol alirlar. Mir-126, vaskiiler biitiinligii saglayan ve
endotel hiicrelerinde rol alarak anjiyogenezisin ana diizenleyicisi olarak kabul edilen

bir ‘AngiomiRNA’dir (19).

KAH ve AKS gelisiminde rol oynayan tim bu genetik nedenlerin tespit
edilmesi hem hastaligin patogenezinin aydinlatilmasina hem de risk faktorleri ve
yagsam tarzi degisiklikleri ile Onleyici tedavilerin gelistirilmesine olanak
saglayacaktir. Hastaliklarin olusumunda yer alan yolaklarin patolojik stirecteki
rollerinin tespiti de bu yolaklar iizerinden ilag tedavisi gelistirilebilmesine olanak

sunacaktir.
2.1.4. Tam

KAH’nin akut alevlenmesi nedeniyle veya daha dnceden herhangi bir sekilde

boyle bir durumu bilinmeyip tipik gogiis agris1 nedeniyle bagvuran hastalara AKS
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ihtimali g6z Oniinde bulundurularak hizli bir sekilde tani konulmasi, hastanin
durumuna gore yapilmasi gereken Ozellikli tedaviye erken baslanmasi ve erken
donemde risk siniflandirmasinin yapilmasi ¢ok biiyiik 6nem tagimaktadir. Akut Ml
sonras1 goriilen ¢esitli komplikasyonlarin 6ngériilmesi ve 6nlenmesi agisindan da bu

durumlarin degerlendirilmesi oldukga kritiktir.

Miyokart enfarktiisii, iskemiyi diisiindiirecek belirti ve bulgular ile birlikte
EKG bulgulari, miyokart nekrozunun biyokimyasal belirteglerinin (biyobelirteglerin)
yiikselmesi ve goriintiilemeyi kapsayan klinik 6zellikleri ile taninabilir veya patolojik
olarak tamimlanabilir. Avrupa Kardiyoloji Cemiyeti (ESC) tarafindan hazirlanan
‘Ugiincii Evrensel Miyokart Enfarktiisii Tanim1® bildirisinde giiniimiizde miyokart

enfarktiisiiniin evrensel tanimi asagidaki gibi belirtilmektedir (1):

Kardiyak biyobelirteglerde (tercihen troponin), en az bir deger iist referans smirmin
99. persentilini asacak sekilde yiikselme ve/veya diisiis saptanmasi ile birlikte

asagidakilerden en az birinin bulunmast:

« [skemi belirtileri;

* Yeni veya tahminen yeni anlamli ST-T degisiklikleri veya yeni sol dal blogu;
* EKG’de patolojik Q dalgalarinin gelismesi;

* Yeni olusmus canli miyokart dokusu kaybinin goriintiileme kanit1 veya yeni duvar

hareket bozuklugu;

* Anjiyografi ya da otopsi ile intrakoroner trombiisiin tespiti

KAH tanisinda invaziv  koroner anjiyografi koroner anatominin
goriintlilenmesinde  kullanilan altin standart yontemdir. Tanida, lezyonlarin
ozelliklerini belirlemede ve tedavi yontemini belirlemede temel basamaktir. Koroner
arteriografi koroner arterleri ve buradaki darliklarin yerini, ciddiyetini ve seklini
anatomik olarak belirlemenin yani sira, distal damarlarin 6zelliklerini ve koroner

akim indeksini, kolleteral damarlar1 ve fonksiyonel énemini gdstermesi agisindan
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onemlidir. Koroner anjiyografi, stenotik lezyonlarin distali ve kollateral dolagimi

cerrahi revaskiilarizasyon i¢in 6nemli bilgiler vermektedir.
2.1.4.1 Biyobelirtecler

Gegmiste, Akut MI olarak belirlenmis klinik sendrom icin DSO hastalik
prevalansi ¢alismalarinda belirtiler, EKG anormallikleri ve kardiyak enzimler ile
hastalik tanimlanmistir. Ancak, daha duyarli ve miyokart dokusuna 6zgiil kardiyak
biyobelirteglerin ve daha duyarli goriintiileme tekniklerinin gelismesi, gilinlimiizde
cok kiiciik miktardaki miyokart hasarinin veya nekrozunun tespit edilebilmesini

saglamaktadir (1).

Miyokart hasarimi degerlendirmek igin birgok biyobelirteg bildirilmistir.
Ancak bugiin en iyi bilinen ve en ¢ok kullanilan iki biyobelirteg CK-MB ve kardiyak
troponinlerdir (20). Kardiyak troponinler, 2000 yilinda, Akut MI tanisinda istiin bir
belirteg olarak CK-MB’nin yerini almigtir (21).

Giiniimiizde tercih edilen biyobelirteg miyokart dokusuna olan yiiksek
ozgiilligii ve bir o kadar yiiksek klinik duyarliligi nedeniyle kardiyak troponinler
(Troponin | veya Troponin T)’dir. Olgiimlerde bir artma ve/veya azalmanin tespiti
Akut MI tanisinin temelidir. Yiikselmis kardiyak troponinkonsantrasyonu normal
referans toplumun 99. persentilini iist referans sinirin1 asan deger olarak tanimlanir.
Kardiyak ve iskelet kasi troponin I ve T’leri degisik genler tarafindan kodlanirlar
(kardiyak troponinler TNNT2 ve TNNI3 genleri tarafindan kodlanirlar). Iskelet kasi
ile karsilastirildiginda, kardiyak troponin |1 30 amino asit daha uzundur, kardiyak
troponin T’nin ise kendine has 11 amino asitlik dizisi vardir. Bu 6zellikler kardiyak
ozgiilliigii saglar. Kardiyak Troponin I’'nin normal, rejenerasyon gosteren veya hasta

iskelet kasindan eksprese olmadigi gosterilmistir (22).

Cesitli klinik durumlarda da kardiyak hasar olugmasi nedeniyle kardiyak
troponin seviyelerinde degisiklikler olabilmektedir. Bobrek yetersizligi, kalp
yetersizligi, tagiaritmi veya bradiaritmiler, kardiyak veya kalp dis1 girisimler,
kardiyak troponin ylikselmesi ile kendini gosteren hiicre 6liimii ile seyreden miyokart

hasart ile iligkili olabilir. Ancak, bu durumlar ayn1 zamanda kardiyak troponinlerde
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artma ve/veya azalma ile birlikte akut miyokart iskemisinin klinik kanit1 olmasi

durumunda miyokart enfarktiisii ile de iliskili olabilir (1).

AKS durumunda, Oncesinde ve sonrasinda tani, risk simiflandirmasi ve
prognoz tahmini amaciyla kardiyak enzimler, myoglobinler ve troponinler disinda da
birgok biyobelirte¢ arastirnllmaktadir. Bu biyobelirtegler asagidaki tabloda
siralanmuistir:

Tablo 2.4: Akut Koroner Sendrom patogenezinde ve prognozunda bildirilen baslica
biyobelirtegler ve iligkili olduklari temel mekanizmalar (20)

Notrofilik Aktivasyon Miyeloperoksidaz AVP Aks Kopeptin
Aktivasyonu
Matriks Nekroz Kreatin Kinaz, AST,
metalloproteinaz LDH-1, myoglobin
Plak instabilitesi ve HsCRP Troponin I, Troponin T
inflamasyon HsTnT
PaPPA Pre-Nekroz H-FABP
MPO
Norohormonal yolak Adrenomedullin Biyomekanik Stres BNP /
aktivasyonu B AL NTproBNP
Endotel Aktivasyonu Endotelin ANP
Antioksidan Bilirubin (23) GDF-15
Mekanizmalar ST2
Ekstraseliiler MMP9
Matriks Biitiinliigii MMP2
TIMP

Mikro RNA’larin dolasimda bulundugunun tespit edilmesinden sonra
ozellikle de Akut MI ve kalp yetmezliginde yeni belirtegler olarak arastirilmaya
baslanmigtir. Su ana kadar yapilan caligsmalarin sonuclarina gore mikro RNA’larin
Akut MI tanisinda kardiyak troponin gibi geleneksel belirteclere benzer sekilde ve
Akut MI sonrasit prognoz belirlemede risk tahmini modellemelerinde degerli bir
belirteg olarak kullanilma potansiyeli bulunmaktadir. Bu alanda tani, prognoz ve

tedavi slirecinde mikro RNA’larin kullanimu ile ilgili arastirmalar devam etmektedir

(24).
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2.2. MIKRO RNA
2.2.1. Tamim, tarihce, siniflandirma ve terminoloji

Mikro RNA, ortalama 22 (15nt-27nt) niikleotid i¢eren kisa kodlanmayan tek
iplikli RNA molekiiliidiir. Mikro RNA’lar, kendilerine 6zgii genlerden veya intron
bolgelerinden kodlanan endojen sag tokasi (hairpin) seklinde transkriptlerden tiireyip
proteine doniismeyen, posttranskripsiyonel diizenleyici rolleri sayesinde gen ifadesi
tizerinde etkileri bulunan, kiiciik RNA dizilerinin genis ve Onemli bir sinifini
olusturmaktadir. Mikro RNA’lar gen fonksiyonunu mesajct RNA (mMRNA)’nin
yikilmasi, translasyonun durdurulmasi veya mikro RNA aracili mRNA bozulmasi ile

posttranskripsiyonel seviyede diizenlerler (25).

Mikro RNA’larin kesfi ve sonrasinda tip uygulamalarinda kullanimi yakin
zamanda ortaya cikmis giincel bir arastirma alamidir. Ik defa 1993 yilinda Lee ve
arkadaglar1 tarafindan Victor Ambros laboratuvarinda nematod grubundan bir
solucan olanCaenorhabditis elegans tiiriinde yapilan genetik ¢aligsmalar sirasinda lin-
4 adli bir genin Kiigiik bir RNA transkribe ettigifakat hi¢bir proteini kodlamadigi
kesfedilmistir (26). Nematodlara 6zgii bir RNA oldugu diisiiniilen kodlama
yapmayan bu kiicik RNA’nin kesfinden yedi yil sonra bu canlinin gelisim
zamanlamasii diizenleyen bagka bir mikro RNA ise Reinhart ve arkadaslar
tarafindan bulunmus ve let-7 olarak adlandirilmistir (27). Zamanla bu kiigiik
RNA’larin sadece nematodlarda degil, ayn1 zamanda viriislerde, bitkilerde,
hayvanlarda ve insanlarda da bulundugu ve gen ekspresyonunu diizenledigi
gosterilmistir (28). Mikro RNA (miRNA) terimi 2001 yilindan itibaren literatiirde
kullanilmaya baglanmistir (29). Ayrica kodlanmayan RNA’larin gen ekspresyonuna
olan etkileri hakkinda ¢aligma yapan bilim insanlarindan Andrew Z. Fire ve Craig C.
Mello 1998 yilinda yayinladiklar1 ‘RNA interferans-gift iplikli RNA araciligiyla gen
susturulmasi’ baslikli caligmalar1 genom diizenlenmesindeki 6nemi nedeniyle yeni
bir fenomen olarak kabul edilmis ve buluglarindan dolay1 2006 yilinda Tip alanindaki
Nobel odilinii kazanmislardir (30, 31). Kiigiik RNA’lar ve RNA interferans
fenomeni, Science dergisi tarafindan ‘2002 yilinin en 6nemli bilimsel gelismesi’
secilmistir  (32). 2000’li yillara kadar Onemi tam olarak anlasilamayan

miRNAlarinsanlarda ise ilk kez 2002 yilinda Calin ve arkadaslar tarafindan miR-15
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ve miR-16 tiplerinin B-hiicreli kronik lenfositik 16semi ile iliskisinin oldugu

gosterilerek hastaliklarin etiyopatogenezinde etkili oldugu bildirilmistir (33).

Epigenetik diizenleyici mekanizmalar birbirleriyle etkilesim igerisinde gen
ekspresyonunu kontrol ederlerken, bunlardan kovalent modifikasyonlar olan DNA
metilasyonu ve histon modifikasyonlarinin aksine, kodlamayan RNA’lar tarafindan
yapilan diizenlenmeler ve modulasyonlar en dnemli kovalent olmayan epigenetik

modifikasyonlardir (34).

Insan genomunun yalmzca %1-2’si protein kodlamaktadir. Geri kalanma
onceden ‘junk’ DNA adi verilmekte iken bunlarin da biiylik ¢cogunlugunun transkribe
oldugu ve gorevleri oldugu anlagilmistir (35). DNA, RNA’ya %90 oraninda
transkribe olduktan sonra ¢ok az bir kismi translasyona devam etmektedir. Proteine
cevrilmeyen transkripte ise ‘kodlanmayan RNA’ (ncRNA) denilmektedir. Cok
sayida tipi bulunan ncRNA’lar yasam icin gerekli (housekeeping) ncRNA’lar ve
diizenleyici ncRNA’lar olmak iizere baslica iki siifa ayrilmaktadir. Housekeeping
RNA’lar canlilarin biitiin dokularinda bulunarak c¢ok sayida islevleri yerine
getirirken, gen ifadesinin diizenlenmesinde islevleri olan diizenleyici ncRNA’lar ise
niikleotid (nt) sayilarma gore uzun ncRNA ( >200nt ) ve kisa ncRNA ( <200nt )
olarak iki alt sinifa ayrilmaktadir (Sekil 2.2) (36).

Housekeeplng

RNA Kisa
Kodlanmayan Kodlanmayan
RNA (ncRNA) RNA
Dilizenleyici RNA
RNA Uzun

kodlanmayan

RNA
Kodlanan RNA mRNA

Sekil 2.2: RNA’larin siniflandirilmasinda Mikro RNA’larin yeri

RNA molekiilii proteine doniistiiriilen ve proteine doniistiiriilmeyenler olmak
tizere iki smifa ayrildiginda; proteine doniistiiriilenler mRNA, proteine
dontstiirilmeyenler ise tRNA, rRNA, kiigciik RNA ve diger kodlama yapmayan
RNA’lar olarak siiflandirilmaktadir. Bir¢cok ¢esiti bulunan kiigiik RNA’larin
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baslicalari; siRNA (kiigiik sessizlestirici RNA), snoRNA (kii¢lik niikleolar RNA),
snRNA (kii¢iik niikleer RNA) ve miRNA (mikro RNA)’dir (37). miRNA’larin insan
genomunun yaklagik %3’iinii teskil ettigi tahmin edilmektedir (38).

Tablo 2.5: Baslica RNA cesitleri

RNA Islevi

mRNA (Mesajct RNA) Protein kodlanmast

rRNA (Ribozomal RNA) Protein sentezi

tRNA (Tastyict RNA) Protein sentezi

tmRNA (Tasiyici-mesajct RNA) Takilip kalmis ribozomlarin kurtulmasi
aRNA (Ters anlamli RNA) Gen diizenlenmesi

siRNA (Kiigiik sessizlestirici RNA) Gen diizenlenmesi

MiRNA (Mikro RNA) Gen diizenlenmesi

tasiRNA (Trans-etken RNA) Gen diizenlenmesi

PiRNA (Piwi-etkilesimli RNA) Gen diizenlenmesi

snRNA (Kiiciik niikleer RNA) Splice diizenlenmesi, transkripsiyon kontrolii
snoRNA (Kiiciik niikleolar RNA) RNA’nm ¢ekirdekte modifikasyonu

IncRNA (Uzun kodlama yapmayan RNA) X inaktivasyonu, imprinting, telomer regiilasyonu vd.

lincRNA (Uzun intergenik kodlama DNA kivrilmasi, kromatin kompleksleri olusumu
yapmayan RNA)
circRNA ( sirkiiler RNA) miRNA’larin baskilanmasi

Su ana kadar insanda kesfedilmis olan 2600’den fazla miRNA ve 1881 farkl
olgun miIRNA mevcuttur. Bu miRNA’lar ‘mirBase’ (http://www.mirbase.org)
adresinde listelenmektedir (39). ‘TargetScan’ (http://www.targetscan.org) ve
‘miRanda’ (http://www.microRNA.org) gibi veri tabanlarinda hangi mRNA’nin

hangi miRNA ile hedeflenebilecegine dair tahminler yapilabilmektedir. Deneysel
olarak kamitlanmis hedefler de ‘TarBase’ ve ‘miRTarBase’ -elektronik
veritabanlarinda listelenmektedir (40, 41). Bunlarin disinda PicTar, RNA22, PITA,
DIANA-microT, mirDB gibi miRNA-Hedef mRNA-Hedef gen veritabanlari

bulunmaktadir.

miRNA adlandirmasinda ge¢miste farkliliklar olsa da giliniimiizde belli bir

sira izlenmektedir. Ornegin; hsa-miR-196a-5p icin agiklayacak olursak, ilk ii¢ harf
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tiirii ifade eder (hsa:homosapiens, mmu:fareler, rno:ratlar i¢in). Olgun miRNA i¢in
‘miR’ kisaltmasi eklenir. Daha sonra ilk kesfedildiginde 6zel bir sayi ile belirtilen
miRNA adi kodlanir. Ayni tiir i¢in benzer diziye sahip miRNA’lar i¢in a, b,c gibi
harfler numaranin ardina eklenir. Numaranin ayni olmast miRNA’larin ayni hedefi
oldugu anlamina gelmemektedir. Olgun miRNA’nin prekiirsdriin 3p ya da 5p
kolundan kaynaklanmasma goére de -3p veya -5p eklenir. Let-7 ailesi bu
adlandirmaya istisnadir. miRNA kodlyan genler, primer transkriptler ve prekiirsorler

ise italik olarak belirtilir ve ‘mir’ 6n ekini alirlar (24).
2.2.2. Mikro RNA Olusum ve Islev Mekanizmalari

Memelilerin transkriptinin %60’indan fazlasinin miRNA’larin  kontrolii
altinda oldugu tahmin edilmektedir (42). miRNA’larin ~%40’1 protein kodlayan
genlerin intronlarindan kodlanirken geriye kalanlarin genleri ise genom iizerindeki
intergenik bolgelerde (%50) veya RNA kodlayan genlerde (%10) yer almaktadirlar
(43). intergenik miRNA’lar kendi genlerinin promoterlarindan transkribe olurlarken,
intron miRNA’lar1 ise lokalize olduklar1 genlerin promoterlarindan transkribe olurlar.
Pekcok miRNA geni, genomik kiimeler seklinde bulunup tek bir polisistronik
transkript olusturmaktadirlar (34).

Olgun miRNA (matiir miRNA), fonksiyonel olan miRNA’dir. Olgun
MIRNA’nin olusumu bir dizi transkript, transport ve enzimatik reaksiyonlarla

meydana gelmektedir (Sekil 2.3).

Mikro RNA genleri RNA Polimeraz II ile yaklagik 2 kb uzunlugundaki
primer miRNA adi verilen, bir baghgi ve poli-A kuyrugu olan molekiillere (pri-
mMIiRNA) transkribe edilirler. Cekirdekte bunlar bir Rnase III enzimi olan Drosha ve
bir RNA-baglanma proteini olan DGCRS8 yardimi ile prekiirsor miRNA (pre-
miRNA) lara ¢evrilirler. Pre-miRNA’lar yaklasik 60-100 niikleotid uzunlugunda ve
sag tokasi (hairpin) seklindedir. Ayni1 zamanda mirtron adi verilen alternatif bir yolak
ile de intronlarin direkt splicing ile islenmesi {izerinden de pre-miRNA’lar

olusabilmektedir.
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Sekil 2.3: Mikro RNA Olusumu (44)

Hem pre-miRNA’lar hem de mirtron’lar Ran-GTP bagimli transpoter olan
Exportin 5 ile aktif olarak sitoplazmaya tasinirlar. Sitoplazmada bir diger Rnase III
enzimi olan Dicer enzimi ile TRBP ve PACT’den olusan kompleks araciligiyla pre-
miRNA’lar yaklasik 22 niikleotid uzunlugundaki bir fonksiyonel miRNA kilavuz
ipligi ve bir yolcu ipliginden olusan kararsiz ¢ift iplikli miRNA duplekslerine
boliniirler. Sonrasinda dupleksler helikaz enzimi tarafindan ayrilir, yolcu iplik
kaybolur, kilavuz iplik ise Argonuate proteinleri ile birlikte RNA-indiiklenmis
susturma kompleksine (RISC) girer (45).

Olgun miRNA RISC i¢ine girdikten sonra hedeflenen spesifik haberci
mRNA’nin 3> UTR bolgesine tamamlayici dizisi ile baglanir. Baglandiktan sonra
translasyon inhibisyonu ve/veya mRNA yikimi ile RISC post-transkripsiyonel gen
susturulmasini gergeklestirmis olur ve bdylece ilgili hedef proteinin miRNA-aracili
downregiilasyonu saglanmis olur (28). RISC yapisi, mRNA’ya kismi (inkomplet)

veya tam (komplet) bir sekilde baglanarak mRNA’dan protein sentezini engellemis
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olur (Sekil 2.4). miRNA ve hedefi olan mRNA arasindaki iliski, miRNA’nin 5’ ucu
ile sinirhidir. Hedef dizinin taninmasinda 2-8 niikleotid arasindaki dizi (seed bolgesi)
ve baglanma bolgesindeki komplementerlik diizeyi ¢ok Onemlidir. Bu yol ile
miRNA’lar hedef mRNA’ya 3’UTR bolgesinden baglanirlar. Olgun miRNA’nin
mRNA {izerindeki hedef bolgesine baglanmasi iki sekilde sonuglanir. Eger miRNA
hedef mRNA’ya eksik biitiinleyicilik ile baglanirsa (9-12 niikleotid bolgesinden) yar1
uyum olusur ve ilgili mRNA’nin translasyonunu ve destabilizasyonunu baskilayarak
translasyonu regiile eder. Eger olgun miRNA hedef mRNA’ya tam biitiinleyicilik ile
baglaniyorsa AGO2 endoniiklez aktivitesi ve mRNA deadenilasyonunun
hizlandirilmasi yoluyla mRNA’nin poli-A kuyrugu yikilir ve mRNA degrade olur ve
sonugta translasyon miktar1 daha fazla azalmis olur. Genellikle baskilayici olarak
islev gorse de miRNA’lar bazen translasyonun artmasia da neden olabilmektedir
(34). Ayrica RISC kompleksi translasyonun baglamasindan sonra da mRNA’ya

baglanabilir ve ribozomlar erken ayrilarak translasyon sonlanir.

Transcript degradation
(requires perfect complementanty)

Target \[IT8 ...
Cytoplasm transcript } w :

/| » Translational
Nucleus % repression
(requires only partial
Pasha complementarity)
Pr Pre- RISC |(Argonauts
/%NA Loy \ Egrai®
/

Mature-22-base-miRNA

Sekil 2.4: Mikro RNA’larin baglanma bolgelerine uyumluluguna gore islevleri (46)

Bir miRNA hedef dizilerin 6zelliklerine gore bir¢ok genin ifadesini
etkileyebilmekte, ylizden fazla transkriptin ekspresyonunu diizenleyebilmektedir.
Buna karsilik olarak bir tek gen de eger transkribe oldugu mRNA iizerinde bir¢ok
miRNA’ya uygun komplementer dizi bulunuyorsa farkli miRNA’lar tarafindan
regiile edilebilir. Bu faktorler nedeniyle yiliksek derecede karisik diizenleme

mekanizmalar1 olusmaktadir (47).

20



2.2.3. Mikro RNA’larin Hastaliklardaki Rolleri

Mikro RNA’lar ¢ok genis spektrum igerisinde dagilan, gelisimsel ve hiicresel
stiregclerde gen ekspresyon diizenlenmesinde gorev alirlar. Hem aktive edici hem de
baskilayict etkileri gozlenmektedir. Dokunun gelismesi, hiicre ¢ogalmasi, hiicre
boliinmeleri, noronal asimetri, kok hiicre 6zellikleri, apoptozis, viral enfeksiyon gibi
cok sayida siiregte etkili olmaktadir ve miRNA ekspresyon anomalileri ile pek ¢ok

hastaligin gelisimi arasinda dogrudan iligki vardir (34).

Gen regiilasyonundaki ve regiilasyon bozukluklarindaki etkileri giiniimiizde
miRNA’larin 6nemli bir arastirma alani olmasini saglamigtir. Normal dokularda
diizenli miRNA transkripsiyonu ve hedef mRNA’ya baglanmasi ile protein
translasyonu genellikle bloke edilerek normal araliklarda biiyiime, proliferasyon,

diferensiasyon ve hiicre 6liimii saglanmaktadir.

Kanser, insanlarda miRNA’larin hastaliklar ile iligkili oldugu ilk saptanan ve
bugiine kadar miRNA’lar ile ilgili en ¢ok arastirmanin yapildigi alan olmustur.
miRNA’larin tiimdrogenezisteki rolleri cok yogun olarak incelenmistir. insan normal
ve timor dokular karsilastirildiginda, miRNA ekspresyon diizeyleri farklilik
gostermektedir. miRNA’lar hem onkogen hem de tiimdr baskilayict gen etkisi
gostermektedirler ve tiimdrogenez siirecinde anahtar rol oynamaktadirlar. Ornegin,
miR-200 ailesi epitelyal-mezensimal transizyonda rol almaktadir. Tiimoérlerde, miR-
200 ailesinin CpGA asir1 metilasyonu, transkripsiyonel baskilayict olan ZEB1 ve
ZEB2 artisina, bu asir1 ekspresyon da E-caderin (CDH1) sentezini durdurmaktadir
(48).

Kanserde miRNA anomalileri, epigenetik degisiklikler ve genetik anomaliler
nedeniyle olabilir, primer miRNA transkript iiretimi, matiir miRNA donilisiimi
ve/veya hedef mRNA iliskileri etkilenebilir. Ornegin, B-hiicreli KLL’lerde
kromozom 13ql14 delesyonu sonucu, miR-15 ve miR-16 anomalileri nedeniyle
hastalik gelisebildigi ilk olarak saptanan-miRNA kanser iliskisidir. miRNA’lar over
ve meme karsinomlari ile melanomlarda kromozomlarin daha ¢ok frajil bolgelerinde

lokalizedirler (34). Kanser ile iliski kurulmus miRNA’lar genomda daha ¢ok kirilma
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bolgelerinde, amplifikasyon bolgelerde, heterozigotlugun kayboldugu bolgelerde ve
frajil bolgelerde yerlesmislerdir.

TARBP2, DICER1 ve Exportin 5 (XPO5) gibi miRNA biyogenezinde gorev
alan genlerdeki anomaliler, miRNA regiilasyon anomalilerine, dolayisiyla diizenleme
gorevlerinin yitirilmesine bagli olarak hiicresel transformasyona yol agmaktadir.
Timdr tipine géore miRNA tipleri, onkogenik/timor baskilayict rolleri ve miRNA
anomalileri degiskenlik gostermektedir. Ancak, tiimorlerde miRNA ekspresyon
profilleri genel miRNA iiretimi defektleri ile karakterizedir ki bu da global miRNA

ekspresyonunun azalmasinda neden olmaktadir (34).

Norodejeneratif hastaliklarin patogenezinde de miRNA disfonksiyonlarinin
rolii oldugu bilinmektedir. Alzheimer, Parkinson, Huntington ve Amyotrofik Lateral
Skleroz hastaliklart  etiyolojisinde miRNA’larin  etkili oldugu gosterilen

norodejeneratif hastaliklarin en ¢ok bilinenlerindendir (Sekil 2.5).
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Sekil 2.5: Mikro RNA’larin nérodejeneratif hastaliklardaki baslica rolleri(49)
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Genomdaki degisiklikler de miRNA aktivitelerinde diizensizliklere yol
acmaktadir. Down Sendromu hastalarinda 21. Kromozomun ekstra kopyasinda
fazladan bulunan miR-155’in upregiilasyonu nedeniyle komplemet faktér H
aktivitesi baskilanirken dogal immiin sistemin beyindeki primer ndroglial
hiicrelerinde asir1 inflamasyon artisina ve erken yasta Alzheimer gelisimine yol agtig1
gosterilmistir (50). Trizomil3 hastalarinda da ayni sekilde fazladan kromozom
kopyasinda ekspresyonu artan miR-15a ve miR-16-1 etkisiyle MYB geninin
baskilanmasi sonucunda hastalarda myoglobin proteininin daha az seviyelerde
olmasi ve gama globin gen ekspresyonunun dogumdan sonra baskilanmasinin
gecikmesi nedeniyle HbF’in postnatal donemde persistan olarak yiliksek seyretmesi

durumu agiklanmustir (13).

Bunlarin  diginda, immiin sistem hastaliklari, kardiyovaskiiler sistem
hastaliklar1 ve bir¢cok hastalik etiopatogenezinde miRNA’larin 6nemi arastirilmaya
devam etmektedir. Bugiine kadar onlarca hastalik grubunda yiizlerce miRNA ve
hastalik iliskisi gosterilmistir (51). Baz1 hastalik gruplar1 ve iliskili oldugu bildirilen
baslica miRNA’lar agsagidaki tabloda siralanmustir.

Tablo 2.6: Hastaliklarda rol oynadigi bildirilen baslica miRNA’lar

Hastahk miRNA Hastahk MiRNA

Kiiciik hiicreli disindaki let-7 Rett Sendromu  miR-14a, miR-146b,

Akciger Kanseri miR-29, miR-382

Kronik Lenfositik Losemi  miR-15a, miR-16 5q Sendromu miR-145, mir-146a

Meme kanseri, miR-21 ICF Sendromu miR-34b, miR-34c,

Pankreas kanseri miR-99b, miR-125a

Kolon kanseri miR-106a Crohn Hastaligi  miR-196

Papiller tiroid kanseri miR-221 Sagirlik miR-96

Romatoid artrit miR-155, Alzheimer miR-29, miR-146,
miR-146a miR-107

Hepatoseliiler Kanser niR-122 Parkinson miR-7, miR-184, let-7

Psoriazis miR-203 Sistemik Lupus  miR-189, miR-61, miR-78,

Eritematozus miR-21, miR-142-3p
Down Sendromu miR-99a, let-7c, Russel-Silver miR-96
miR-155, miR-802  Sendromu
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2.2.4. Mikro RNA’larin Tani, Prognoz ve Tedavide Kullanim

Mikro RNA’larin hastaliklarin patogenezindeki etkilerinin ortaya ¢ikmasi, bu
molekiillerin tani, prognoz ve tedavide de kullanilabilecegini glindeme getirmistir.
Kanser dokularinda miRNA profilinin normal dokulara gore degisiklik gosterdigi
saptanmistir. Solid doku tiimorlerinden yapilan caligmalarda 6zellikle hiicre igi
miRNA’larin diizeyi farkli oldugu tespit edilirken diger kanser tiirleri ve cesitli
hastaliklarda da dolasimda bulunan miRNA’larin da degisiklik gosterdigi

saptanmistir.

Biyobelirte¢ olarak kullanilmasi planlanan miRNA’larin ilk kez serumdaki
varhigr Lawrie ve arkadaglar tarafindan 2008 yilinda gosterilmistir (52). Ayni yil
Mitchell ve arkadaslar tarafindan insan plazma ve serumunda miRNA’larin varlig
tespit edilmistir (53). Sonrasinda miRNA’lar idrar, tiikkriik, beyin omurilik sivisi ve
stit dahil olmak tizere viicut sivilarinda genis oranlarda tespit edilmistir (54). Bu
sayede arastirmacilar dolasimdaki miRNA seviyelerini hastalar ve saglikli kontroller
arasinda kiyaslayarak tanisal ve prognoz amacli biyobelirte¢ olarak kullanimi ile

ilgili caligmalara baglamiglardir (24).

Dolasan miRNA’lar; eksozamal miRNA’lar (ex-miRNA), RNA-binding
proteinlere bagli miRNA’lar ve lipoproteinlere bagli miRNA’lardan olusmaktadir.
Eksozomlarin yeterli ve istikrarli bir miRNA tasiyicist oldugu bilinmektedir. Dolasan

miRNA tespiti ile noninvaziv tiimor tanisi giiniimiizde en popiiler arastirma

alanlarindan biridir (55).

Solid doku tiimérlerinde miRNA’lar timor tanisinda (56), timor tespiti ve
tiplendirmesinde (57), tiimor orjininin belirlenmesinde ve prognoz belirlemede
kullanilabilmektedir. Dolasimdaki miRNA’larin da noninvaziv tiimor tanisinda,
siiflandirilmasinda ve subtiplendirilmesinde (58), metastazi 6ngermede (59), timor
progresyonunu, ciddiyetini 6ngermede (60, 61), tedaviye cevabi ve direng gelisimini
degerlendirmede (62, 63) faydali oldugu gosterilmistir. Tim bu ozellikleri ile
miRNA’lar tani, prognoz tahmini, ekstraseliiler biyobelirteg, yeni tedavi hedefleri
yaklasimlarinda ara¢ olarak degerlendirilmektedir. Ornegin; miR-21 ve meme

kanseri hakkinda yapilan g¢aligmalar ile bir miRNA’nin hem hiicre i¢i ve hiicre
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disinda bir biyobelirte¢ olabilecegi, prognostik énemi oldugu hem de bir tedavi

hedefi olabilecegine dair 6rnekler gosterilmistir (64).

miRNA temelli tedavi yaklasimlar1 da giiniimiizde 6nemli bir arastirma
alamidir. Sentetik yapidaki miRNA antogonistlerinin ve mimik miRNA’nin asil
miRNA gibi hedef mRNA’ya baglanarak translasyonu susturdugu bir¢ok calismada
gosterilmistir (65, 66). Antagomirler, kimyasal olarak {retilmis yeni bir
oligonukleotid grubudur. Bu grup, spesifik miRNA’ya miikemmel bir sekilde
tamamlayic1 Ozellik gosteren kiiciik sentetik RNA molekiillerinden olusmaktadir.
Antagomirler, endojen miRNA’larin fonksiyonlarini bastirmak amaciyla kullanilirlar
(67). MikroRNA maskesi ise Xiao ve arkadaglar tarafindan dizayn edilen, endojen
miRNA’larin  hedef gen bolgesiyle miikkemmel komplementerlik gosteren

spesifikniikleotid dizileridir (68).

Mikro RNA’larin kanser patogenezindeki rollerinin gdsterilmesinden sonra
bu molekiillerin kanser tedavisinde dekullanilabilecegi 6ngoriilmiistiir. Onkogen
olarak gorev yapan miRNA’y1 hedef olarak taniyip baglanan ‘antogomir’ adli
antimiRNA oligonukleotidleri sentezlenmistir. Antagomir, hedef miRNA’ya
baglanip onu bloke ederek onkojenik aktiviteyi durdurur. Ayrica, tiimor baskilayict
gen olarak gorev yapan bazt miRNA’larin sentetik analoglar1 yapilmistir. Bunlarla
hiicrenin transfeksiyonu sonucu da onkojenik aktivite baskilanmig olur. miRNA ve
RNA interferans ile ilgili baska bir tedavi yontemi de antisense oligoniikleotidlerdir.
Bunlar, onkogene ait mRNA’ya komplet bir sekilde baglanip onu bloke ederek

mRNA’dan protein sentezini engeller ve dolayisi ile o onkogeni susturmus olurlar.

Tedavi ¢alismalar1 heniiz ¢ok yeni olmakla birlikte dozaj ayarlamasi, hedef
dis1 gen susturmalari, hedef dokuya ulagim sorunlari ve istenmeyen yan etkiler gibi
nedenlerle tedavide zorluklar bulunmaktadir. Insanlarda miRNA tedavi hedefi
tizerine yapilan ilk klinik calisma kronik hepaitit C viris (HCV) enfeksiyonu
tedavisinde miR-122’yi hedef alan Miravirsen (SPC3649) ile yapilmistir. Faz 11
caligmalar1 2013 yilinda yayimlanmistir (69). Bunun disinda preklinik c¢alismalari
devam eden onlarca miRNA hedefi bulunmaktadir. Kalp yetmezligi tedavisi igin
miR-208a inhibitorii, kanser tedavisi i¢in miR-34a stimiilan1 gibi tedavi adaylari

bulunmaktadir. MRX34 ise timor supressor protein p53 taklidi ile kanser
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bliylimesini inhibe ettigi gosterilmis Nisan 2013’te hepatoselliiler karsinom
hastalarinda faz I denemeleri yapilmistir fakat ciddi immiin yan etkilerinden dolay1

calisma sonlandirilmistir (70).
2.2.5. Kardiyovaskiiler Sistem ve Mikro RNA’lar

KVS hastaliklarinin  etiyolojisinde yer alan hiicresel ve molekiiler
mekanizmalarin anlagilmasina ragmen ve de tanida, prognoz tayininde ve tedavide
genis araclar kullanilmasina ragmen bugiin gelismis ve gelismekte olan iilkelerde
KVS hastaliklar ile iligkili mortalite ve morbidite ciddi bir problem olarak devam
etmektedir. Hastalik sikliginin artmasi ile birlikte bu hastaliklarin patolojisine
yonelik ileri molekiiler mekanizmalara ve yenilik¢i tedavi yaklagimlarina olan ihtiyag

da biliyiimektedir (25).

Mikro RNA’lar kardiyak dokularda gelisimin her evresinde rol almaktadir ve
fetal kalpte yiiksek oranlarda eksprese edilmektedir (71). miRNA’lar vaskiiler hiicre
farklilagmasi, ¢ogalmasi, yasami, metabolizmasi ve gelismesi gibi vaskiiler islevlerin
cok genis bir aralikta post-transkripsiyonel diizenleyicileri olarak goérev almaktadir
(18). Son yillarda yapilan c¢alismalar ile bazi1 kardiyovaskiiler hastaliklarin
patogenezinde miRNA’larin rolii olduguna dair kuvvetli bulgular birikmektedir (72).

Kardiyak gelisim, farkli hiicre hatlarindan gelen kardiyomiyositler,
endokardiyal, epikardiyal ve vaskiiler hiicreler, fibroblastlar ve iletim sistemindeki
hiicreler gibi farkli hiicre tipleri arasinda hassas ve karigik etkilesimleri
gerektirmektedir. Belirli miRNA’larin baz1 kardiyak hiicre tiplerine 6zgii olarak artig
gosterdigi bilinmektedir. Embriyonik kok hiicre farklilagsmasi, kardiyomiyosit
proliferasyonu, kasilma, iyon kanallarinin regiilasyonu ve kardiyak iletimin olugmasi
sirasinda  miRNA’lar rol almaktadirlar. (Sekil 2.6). miR-1 ve miR-133
proliferasyonu, farklilasmay1 ve kardiyak iletimi diizenleyerek normal bir kalbin
gelisiminde yer almaktadirlar. Ornegin, hiicre dongiisii regiilatorleri tarafindan
proliferasyon desteklenirken miR-1 ve miR-133 tarafindan bu regiilatorler bloke
edilerek proliferasyon diizenlenmektedir. miR-208a da iletim sisteminin

diizenlenmesine katkida bulunmaktadir (73).
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Sekil 2.6: Normal ve hipertorfik kalpte miRNA’larin fonksiyonel rolii (73)

Kalp hasarindan sonra bazi miRNA’lar patolojik remodelling ve kalp
yetmezligine gecise katkida bulunmaktadirlar. miR-29 ekstraseliiler matriks
bilesenlerinin ekspresyonunu inhibe ederek fibrozisi bloke ederken, miR-21 MAPK
sinyal yolagimmi uyararak fibrozisi desteklemektedir. miR-208 miyozin izoform
doniislimiinli, kardiyak hipertrofiyi ve fibrozisi kontrol etmektedir. miR-23a
hipertrofiyi engelleyen ubikitinin proteolizini inhibe ederek kardiyak hipertrofiye yol
agmaktadir. Hipoksi sonucuda, miR-320 ve miR-199 baskilanmas1 araciligiylaayri

ayr1 apoptozis uyarilmakta ve bloke edilmektedir (73).

miRNA dayali arastirmalar ve potansiyel klinik uygulamalar bugiin tiim
diinyada biiyiilk bir hizla devam etmektedir. Yakin zamanlarda kesfedilmesine
ragmen miRNA arastirmalar1 KVS hastaliklar1 ve tedavisinde onemli yeniliklere

onciiliik etmektedir. Klinik bakis agisindan miRNA’lar degerli tanisal ve prognostik
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belirtegler saglamaktadir (24). miRNA’lar araciligt ile vaskiiler genlerin
mutasyonlarinin ve/veya hatali ifadelerinin diizenlemesi KVS hastaliklarinin
mekanizmasinda etkili olan vaskiiler sinyal yolaklarinda oOnemli sonuglar
olusturmaktadir. Bu yiizden KVS hastaliklar1 tan1 ve tedavisinde potansiyel arag
olarak degerlendirilmektedir. Gen diizenlenmesindeki anahtar rolleri sayesinde
miRNA’lar umut veren tedavi hedefleri saglamaktadir. KVVS hastaliklar1 i¢in yapilan
hayvan modellerinde tedavilerde ¢ok biiyiik ilerlemeler kaydedilmistir. miR-25
inhibisyonu ile yetmezlige giden kalpte kasilma fonksiyonlarinin iyilestigi, miR-
208a’nin tedavi amagli inhibisyonunun kalp yetmezligi sirasinda kardiyak
fonksiyonlart artirdigi, miR-33 antagonizmasi ile farelerde kolesterol transportunun
tersine dondiigli ve aterosklerozun geriledigi gosterilmistir (74-76). Bu konuda insan
klinik arastirmalari ise heniliz baslama asamasindadir. Hangi miRNA’larin hangi
yontemlerle bu hastaliklarda translasyonu baskilayarak ve mRNA yikimini
baslatarak etkili olabilecegini anlamak icin kesin kaynaklarinin, yerinin, rollerinin
aydinlatilmas1 gerekmektedir. Bunun i¢in dolagimdaki miRNA’lar {izerinde yeni

caligmalara ihtiya¢ duyulmaktadir (24).

2.2.6. Mikro RNA'larin Koroner Arter Hastahgi ve Akut Koroner

Sendromdaki Rolii

Mikro RNA’larin dolagimda bulundugunun tespit edilmesinden sonra
ozellikle de Akut MI ve kalp yetmezliginde yeni belirtecler olarak arastirilmaya
baglanmistir. Su ana kadar yapilan ¢aligmalarin sonuglarina gore miRNA’larin Akut
MI tanisinda kardiyak troponin gibi geleneksel belirteclere benzer sekilde ve Akut
MI sonras1 prognoz belirlemede risk tahmini modellemelerinde degerli bir belirteg

olarak kullanilma potansiyeli bulunmaktadir (24).

Vaskiiler sistemin olusumunda ve hastaliklarinda da miRNA’larin rol
oynadig1 tespit edilmistir. KVS gorevini tam olarak yapabilmesi i¢in damar diiz kas
hiicrelerinin endotelyal hiicrelerle es zamanli olarak olgunlagsmasi ve uygun kan
akimimin kasilmalarla ve gerekli tonus ile saglanmasi gerekmektedir. Vaskiiler
gelisimin bu basamaklarini yoneten bazi miRNA’lar gosterilmistir (Sekil 2.7).
Hipoksi, miR-210 ve miR-92a’nin aktive olmasi ile anjiyogenezisin ayri ayri artmasi

ve inhibisyonu ile sonug¢lanmaktadir. Egfl7 geninin intronlari tarafindan kodlanan
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Sekil 2.7: Vaskiiler sistemde miRNA’larin fonksiyonel rolii (73)

endotelyal hiicrelerden zengin olarak bulunan miR-126 ise, aterosklerozis ve
anjiyogenezisi MAPK ve PI(3)K sinyal yolaklart araciligi ile diizenlemektedir.
Anjiyogenezis ayrica Slit genlerinin intronlar1 tarafindan kodlanan miR-218
tarafindan da diizenlenmektedir. miR-143 ve miR-145 diiz kas hiicrelerinde eksprese
olarak kan basincim1 ve vaskiiler tonusu kontrol ederken vaskiiler remodelling
stirecine de katkida bulunmaktadir. Vaskiiler hasardan sonra miR-21’in diiz kas
hiicreleri  tarafindan uyarilmasiyla proliferasyon ve neointima olusmasi
saglanmaktadir. Kirmizi kan hiicrelerinin proliferasyonu ve farklilasmasi da miR-451
tarafindan diizenlenmektedir (73).

Endotel hiicrelerinin islev bozuklugu veya kaybi bozulmus anjiyogenezisin
karakteristik bir 6zelligi olarak kabul edilir ve iskemik kalp hastaliginin, vaskiiler
hastaliklarin, inflamasyonun ve aterosklerozisin gelismesine Onciililk eder.

‘AngiomiRNA’lar adi1 verilen bir grup miRNA anjiyogenik islemlerin ve yanitlarin
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diizenlenmesinde rol alirlar. Mir-126 vaskiiler biitiinliigi saglar ve anjiyogenezisin
ana diizenleyicisi olarak endotel hiicrelerinde rol alir (19).

Anjiyogenezis rejenere olmus kalp kasmin oksijeninin ve beslenmesinin
saglanmasi i¢in de kritik oneme sahiptir. Bazi miRNA’larin anjiyogenezisi artirdigi
veya baskiladig1 gosterilmistir (Sekil 2.8). Ornegin miR-15, miR-24, miR-26 ve
miR-17~92 ailesindeki miRNA’lar anjiyogeneziste etkili olan genlerin endotelyal
hiicredeki islevlerini inhibe ederekantianjiyogenik etki gostermektedirler. Tam
tersine miR-210 ise antianjiyogenik faktorleri inhibe ederek anjiyogenezisi aktive
etmektedir (77).
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Sekil 2.8: Anjiyogenezis iizerine etkili oldugu gosterilmis baslica miRNA’lar (77)

KVS gelisimi ve hastaliklarinda rolleri oldugu bilinen miRNA ailelerinin en
onemlilerinden biri de miR-17-92 ailesidir. Kardiyomiyosit farklilagsmasi ve
proliferasyonunda gorevleri olan bu miRNA’lar aynm1 zamanda endotel
hiicrelerininbiiyiimesini de desteklemektedirler. KAH ve AKS durumunda
kardiyomiyositlerin profilerasyonunu artirmakta, kalp fonksiyonlarini iyilestirmekte
ve skar alanimni azaltmaktadirlar. miR-19 iskemik hasardan korurken miR-92a

endotelyal hiicrelerin anjiyogenezisini sinirlamaktadir. Iskemi sonrasi reperfiizyon
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hasarmi da miR-19b apoptozisi sinirlayarak ve kardiyomiyositlerin sag kalimini
artirarak hafifletmektedir. Bu miRNA’lar aym1 zamanda hiicre dongiistindeki

hedefleri araciligiyla kardiyak fibroblastlarin yaslanmasini engellemektedirler (78).

Akut MI gelisimi ve miRNA’larin iliskisi ile ilgili arastirmalar devam
etmektedir. Bugiine kadar yapilmis en genis kapsamli ¢alismada, Devaux ve
arkadaglar tarafindan acil servise akut gégiis agrisi ile gelen 1155 hastanin kanindan
altt ayrt miRNA’nin seviyeleri 6l¢iilmiis ve 224 Akut MI tanisi alan hastada mir-
208b, mir-499 ve mir-320a diizeylerinin belirgin olarak digerlerine gore daha yiiksek
oldugu tespit edilmistir (79). Wang ve arkadaslar ie ise Akut MI erken tanisinda
miRNA’larin troponin seviyelerinin plazmada tespitinden daha 6nce kullanilabilecek
bir belirte¢ olabilecegini ¢alismalarinda Onermislerdir. Kardiyak spesifik miR-
208a’nin plazmada yiikselmesinin insanlarda miyokart hasarmin erken tespiti i¢in
yeni bir biyobelirteg olabilecegini bildirmislerdir. Ayn1 zamanda miyokardit ve kalp
yetmezligini igeren KVS hastaliklarinin izlenmesi ile kardiyak cerrahi sirasinda
miyokardin korunmasi i¢in degerlendirilmesi sirasinda da kandaki miRNA’larin
duyarl bir biyobelirte¢ olabilecegini dile getirmislerdir (80). Widera ve arkadaslari
da unstabil anjinaya bagli olarak MI gelismis hastalarda miR-1, miR-133a ve miR-
208b diizeylerinin artmis oldugunu ve AKS hastalarinda biyobelirteg olarak
kullanilabilecegini belirtmislerdir (81).

KAH izlemine yonelik yapilan miIRNA ¢alismalarinda ise olduk¢a onemli
sonuglar elde edilmistir. Zampetaki ve arkadaslar1 prospektif bir KVS hastalik
caligmasinda 10 yillik takip sonucunda ti¢ miRNA’nin (mir-126, mir-197 ve mir-
223) Akut MI vakalarinin gelismesindeki riski tahmin edici degeri oldugunu
gostermislerdir (82). Buradan elde edilen veriler Framingham Risk Skorlamasina
eklendiginde sonuclarin daha yiiksek o6zgilliige sahip olacagi vurgulanmistir. Bu
sonuglar miRNA’larin gelecekteki Akut MI riskini belirlemede potansiyel prediktif
bir role sahip olabilecegini ortaya koymaktadir.

Fichtlscherer ve arkadaslar1 ise stabil KAH {izerine yaptiklari g¢alismada
endotel hiicrelerinde ekspresyonu bulunan miR-126, miR-92a, ve miR-17

downregiile olduklarini tespit etmislerdir. Diiz kas hiicrelerinde bulunan miR-145 ve
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inflamasyon ile ilisikli miR-155’in de belirgin olarak stabil KAH hastalarinda
downregiile olduklarini belirlemislerdir (83).

AKS sonrasinda post-iskemik anjiyogenezisin diizenlenmesinde miRNA’larin
rollerinden yola ¢ikarak sag kalimi artirmak ve komplikasyonlar1 azaltmak amaciyla
tedavi hedefleri gelistirilmeye ¢alisilmaktadir. Wang ve arkadaslar1t miR-126 nakavt
farelerde iskemik olay sonrast neovaskiilerizasyonun daha hizli oldugunu
gostermislerdir (19). Hu ve arkadaglar1 ise, MI miirin modellerinde vektorler
araciligityla miR-210’un tasinmast ile bu miRNA’nin fazla ekspresyonunun
anjiyogenezisi artirdigin1 tespit etmislerdir (84). Ghosh ve arkadaglar1 da fare
modellerinde miR-424 ekspresyonu ile post-iskemik yanit arasinda fizylojik bir iliski

oldugunu bu miRNA’y1 modiile ederek ortaya koymuslardir (85).

Dolasimdaki kararliliklar1 sayesinde giiniimiizde miRNA’lar Akut M1, kalp
yetmezligi, aterosklerotik hastaliklar, tip 2 diabetes mellitus (T2DM) gibi KVS
hastaliklarinda potansiyel belirte¢ olarak arastirilmaktadir (Sekil 2.9). Belirteglerin
erken donemde tespiti ile hastalik komplikasyonlar1 gelismeden birkag yil 6nce hatta
T1DM ve T2DM’de hastalik belirtileri goriilmeden miRNA profili yardimi ile erken
tespit edilme imkani ile kisilerin saglik durumlarinda biiyiik gelismelere katki
saglamasi beklenmektedir (25). Ayrica KVS hastaliklarinin baglangicindan 6nce
dolasimda goriilen aday belirteglerin varlig1 da obezite gibi ‘kardiyovaskiiler hastalik

oncesi durumu’nun erken tani almasimi saglamaya yardimci olmaktadir (86).

ATHEROSCLEROTIC CAD

/ MYOCARDIAL INFARCTION
miR-1, miR-7-1, miR-17, miR-92a, miR-126,
miR-133a, miR-181¢, miR-208b, miR-380

miR-455-3p, miR-499, miR-566, miR-636, ™7
miR-1254, miR-1291, miR -1915

HEART FAILURE
miR-1, miR-18b, miR-30b, miR-103,
miR-126, miR-129-5p, miR-142-3p,
miR-150, HS_202.1, miR-342-3p,

miR-423-5p, miR-622,

miRNAs

N

miR-675, miR-1254

' Circulating \

HYPERTENSION
miR-23b, hemv-miR-UL112,
miR-130a, miR-150, miR-191
miR-210, miR-451, miR-1246

\

miR-1, miR-17, miR-31, miR-92a,
miR-92b, miR-126, miR-135a,

miR-140-3p, miR-147, miR-155,

miR-182, miR-361-5p, miR-720,

DIABETES
miR-15a, miR-24, miR-25, miR-26a,
miR-27a, miR-27b, miR-28-3p, miR-29a
miR- 29b, miR-30a-5p, miR-126,
miR-148a, miR-152, miR-181a,
miR-200a, miR-210, miR-223,

Y

Sekil 2.9: Kardiyovaskiiler sistem hastaliklarinda dolasimdaki baslica miRNA’lar (25)
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2.2.7. miRNA profillendirme

Gen ifadesini belirlemede geleneksel olarak kullanilan yontemlerin yaninda
giinimiizde ¢ok daha genis kapsamli aragtirmalar yapmaya olanak saglayan yeni
teknikler ve cihazlarla ekspresyon calismalari yapilabilmektedir. Yapilan
arastirmanin amacina yonelik olarak iyi bir 6rnekleme metodu ve kaliteli bir sekilde
RNA c¢ikarimindan sonra farkli miRNA profillendirme yontemleri calisiimaya
Yapisal ve ozelliklerinden ve kendine

baslanabilmektedir. islevsel

ozgi
farkliliklarindan dolayr miRNA ekspresyonlarinin belirlenmesi sirasinda revers
transkripsiyon ve polimeraz zincir reaksiyonlar1 (PCR) sirasinda kullanilan
geleneksel primerlerden farkli 6zelliklerde primerler ve teknikler gelistirilmistir. Bu
amagla iyl bir sekilde tasarlanmis ve yerlesmis olan en sik kullanilan baglica
yontemler sunlardir: Es zamanl kantitatif PCR (qRT-PCR), hibridizasyona dayali
metodlar (DNA mikroarrayler gibi) ve yiiksek ¢iktilar1 olan dizileme yontemleri

(RNAseq gibi). miRNA profillendirmede kullanilan bu ii¢ 6nemli yaklagimin temel

Ozellikleri asagidaki tabloda 6zetlenmistir (87).

Tablo 2.7: miRNA profillendirme yontemlerinin 6zellikleri ve karsilagtiritlmasi

Ozellik

gRT-PCR

Mikroarray

RNAseq

Kantitatif duyarhhk
Dinamik arahk
Maliyet

Yeni miRNA tespiti
iSomiR ve
varyantlarin tespiti

Gerekli RNA miktari

Avantajlari

Simirhliklar

Mutlak miktar tayini
i¢in kullanilabilir

Yiksek dinamik aralik

Orta
Yeni miRNA tespiti
yapamaz

isomiR ve varyant
tespiti yapamaz

Cok diigiik miktarlar
yeterli

Duyarli ve 6zgiil,
ozellestirilebilir ve
uyumlu, mutlak miktar
tayini

Yeni miRNA tespit

edemez

Mutlak miktar tayini
yapamaz

Diisiik dinamik aralik

Diistik
Yeni miRNA tespiti
yapamaz

isomiR ve varyant tespiti
yapamaz

Diisiik miktarlar yeterli

Ucuz, daha ¢ok sayida
paralel dl¢tim imkanu, iki
durumun goreceli
karsilastirilmasina uygun
Diisiik duyarlilik,

dogrulama gerekli, yeni

miRNA tespit edemez

Mutlak miktar tayini
yapma potansiyeli var

Orta dinamik aralik

Yiksek
Yeni miRNA tespit
edebilir

isomiR ve varyantlarini
tespit edebilir

Orta miktarlar yeterli

Yiksek dogruluk ve
duyarlilik, yeni miRNA
tespiti, isomiR ve
varyant tespiti

Pahali, veri analizi igin

0zel hesaplama destegi

gerekli
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2.2.7.1 Es Zamanh Niceliksel Polimeraz Zincir Reaksiyon Metodu (QRT-PCR)

Mikro RNA’larin profillendirilmesinde baslica yontemlerden biri miRNAnin
revers transkripsiyonu ile ¢cDNA’ya doniisiimiiniin ardindan kantitatif polimeraz
zincir reaaksiyonu (qRT-PCR) ile reaksiyon iiriinlerinin birikiminin es zamanl
olarak goriintiilenmesidir (87). RT-PCR, klasik PCR’a gére hassaslik, 6zgiilliik,
dogruluk ve pratiklik gibi birgok avantaji bulunan deneysel olarak miRNA’larin
saptanip Olciilebilecegi ve miRNA profillendirmede kullanilan en Onemli
metotlardan biridir. Bu yéntemle pikogram diizeyleri (1pg=10"2 g) kadar az total
RNA kullanilarak, etkin ve dogru sonuglar almak miimkiin iken yeni miRNA
tespitinin olmamasi bu yontemin en 6nemli kisithiligidir. qRT-PCR yontemi genel
olarak en genis dinamik araliga ve en yliksek dogruluga sahip olan ve mutlak miktar
tayininin yapilabildigi metottur. Bu ¢ok Onemli 6zelliklerinin yaninda; olgun
miRNA’larin kisa (15-27 nt) olmasi, olgun mirRNA’lardaki GC miktarlarinin
farkliliklar gostermesinden dolayr miRNA’larin erime sicakliklari arasinda biiyiik
farkliliklar olugsmasi, olgun miRNA’nin revers transkripsiyonunda poly(A) o6zelligi
olmamasi ve ayni ailede yer alan miRNA’larin sadece birkag baz farkliliga sahip
olmalart gibi miRNA’larmn yapisal 6zelliklerinden dolayr qRT-PCR’m kullaniminda
da zorluklar olabilmektedir (88).

A. gRT-PCR

Mature Prime
miRNA

ﬁ Rov(-rs!

3 Primer
Stem-loop primer .
: 3 Detect by é

TagMan
Probe

orw ner

mIRNA AAAAAAA LLLLLELL
) Detect by e
s "= T i!’ﬂ'm a1 SYBR Green

—Te T
DT AP rim e ,
TTTTTT T —— -

Sekil 2.10: miRNA profillendirmede kullanilan baglica qRT-PCR teknikleri (87)

multiplex gqRT-PCR “Array”
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Revers transkripsiyon reaksiyonunda ¢cDNA elde edebilmek ig¢in iki ana

yontem kullanilmaktadir (Sekil 2.10):

1) Primer baglanma bdolgesinde bir stem-loop primeri kullanilarak bir revers

transkripsiyon baslatilmaktadir.

2) E.colipoly(A) polimerazi kullanarak poly(A) kuyrugu 3’ ucuna

eklenmekte ve oligo d(T) primerleri kullanilmaktadir.

Bu yontemlerin qRT-PCR asamasinda ise iki farkli sekilde amplifikasyonlar
tespit edilmektedir. Ik yontemde diziye 6zgii problar kullanilir. Buproblar qRT-PCR
cihazlar1 tarafindan saptanabilecek florofor icerirler ve DNA’daki 6zgiil bolgesine
baglanirlar. Hidroliz (TagMan) problari, molekiiler beacon, hibridizasyon problari,
LightUp prob, scorpion prob ve single problar gibi ¢ok farkli sekillerde tasarlanmis
problar bulunmaktadir.  Ikinci yontemde ise diziye ozgii olmayan belirleme
yontemiyle “SYBR Green I” gibi DNA’nin ¢ift iplikli haline baglanan floresan
boyalar kullanilir. Ortamda ¢ift iplikli DNA miktar1 arttik¢a 1s1ma da dogru orantili
olarak artar. SYBR Green, ¢ift sarmalli DNA molekiillerine baglanmasi sonucu belli
dalga boyunda uyarilarak yine belli dalga boylarinda 1s1ma yapar. Tepkimede dongii
sayist ilerledik¢e daha fazla ¢ift sarmalliDNA molekiilii sentezlendigi i¢in daha fazla

SYBR Green DNA’ya baglanir ve daha fazla 1s1ma yapar (89).
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3. GEREC VE YONTEM

Bu calisma prospektif klinik bir arastirma olup Adryaman Universitesi Tip
Fakiiltesi Girisimsel Olmayan Klinik Arastirmalar Etik Kurulu’nun 27.10.2015 tarih
ve 2015/07-8 sayili karar1 ile etik kurul onay1r (EK1) alinarak Adiyaman
Universitesi Tip Fakiiltesi Tibbi Genetik, Kardiyoloji ve Tibbi Biyoloji Anabilim
Dallar ile ortaklasa gergeklestirilmistir. Adiyaman Universitesi Bilimsel Arastirma
Projeleri Koordinasyon Birimi Baskanliginin 01.12.2015 tarih ve 2015/05-10 sayili

karari ile ¢alisma desteklenmistir.
3.1. CALISMA GRUBU

T. C. Saglik Bakanlig1 Adryaman Universitesi Egitim ve Arastirma Hastanesi
Kardiyoloji Boliimiine Kasim 2015-Mart 2016 tarihleri arasinda KAH ve AKS 6n
tanilar ile kabul edilip tan1 ve tedavi amagl koroner anjiyografi yapilan olgulardan;
koroner anjiyografisi normal olan ( <%50 darlik, non-obstriiktif) 45 olgu, koroner
arterlerinde kritik darlik saptanip ( >%50 darlik, obstriiktif)KAH tanisi alan 45 olgu,
koroner arterlerinde tam tikaniklik saptanip akut MI tanis1 alan 45 olgu olmak iizere

toplam 135 olgu calismaya dahil edilmistir.

Daha 6nceden akut koroner sendrom nedeniyle koroner anjiyografi yapilmis
olan hastalar ile son donem bobrek yetmezligi hastaligi olan, gebe ve gebelik sonrasi
ilk 6 ayinda olan, yeni teshis edilmis veya tedavi edilmis kanser tanis1 alan, sistemik
bir enfeksiyonu olup genel durumu 1yi olmayan ve serebrovaskiiler olay geg¢irmis

olan hastalar ¢alisma disinda tutulmustur.

Genetik ¢alismalar i¢in bilgilendirilmis goniillii olur formu (EK2) her hasta
i¢cin doldurulup imzalandiktan sonra c¢alismaya katilmay1 ve ornek vermeyi kabul
eden hastalardan, koroner anjiyografi islemi sirasinda serum tiiplerine 5’er ml
periferik kan 6rnegi alinmistir. Bu hastalarin yas, cinsiyet gibi demografik 6zellikleri
yaninda KAH i¢in belirlenen hipertansiyon, diabetes mellitus, hiperlipidemi, sigara
kullanim1 ve aile hikayesi gibi risk faktorleri sorgulanarak kaydedilmistir. Koroner
arter tutulumu olup olmamasina gore hastalar normal, koroner arter hastasi ve akut

M1 hastas1 olmak tizere {i¢ ayr1 grup olusturularak siniflandirilmastir.

36



3.2. VERIi TOPLAMA ARACLARI

3.2.1. Kullanilan Cihaz ve Aletler

Serum eldesi, RNA izolasyonu,

cDNA doniisiimii, Real Time ekspresyon

calismasi ve elde verilerin istatiksel analizi i¢in Tibbi Genetik Anabilim Dalina bagh

Genetik Tan1 Merkezi Laboratuvarlarinda mevcut arastirma olanaklarindan asagidaki

tabloda bulunan cihaz ve aletler calismada kullanilmistir.

Tablo 3.1: Projede Kullanilan Mevcut Makine-Techizat Listesi

Adi/ Modeli Projede Kullamm Amaci

Rotor-Gene Q Real Time PCR Cihazi/ Gergek Zamanli Amplifikasyon

Qiagen

Thermal Cycler (Iss  dongiileyici) Revers Transkripsiyon ile cDNA doniisiimii
Cihazi/SensoQuest ve Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PCR)

Derin Dondurucu (-86 °C) / Operon
Buzdolabi (-20 °C) / Vestel

Buzdolabi (+4 °C) / Argelik
Spektrofotometre / Thermo Scientific
NanoDrop

Calkalamah inkiibatér / Eppendorf

Gii¢c Kaynaklar1 / Necron, Esispower

Orbital Shaker Calkalayicl/ Cleaver

Vortex / Pro

Masaiistii Sogutmali Santrifiij /
Eppendorf- 5424 R

Masaiistii Cok Amach Santrifiij /
Eppendorf

Mikrosantrifiij / Hettich Zentrifugen
Thermo Santrifiij / Thermo Scientific

Masa Ustii Bilgisayar / Exper

Renkli Yazic1 / Lexmark

UV Sterilizasyon Kabini / Cleaver

Serum, RNA ve cDNA muhafaza etmek
Kit, kimyasal ve soliisyonlar1 saklamak
Kit, kimyasal ve soliisyonlar1 saklamak
Niikleik asit (RNA) konsantrasyon Ve
safligin1 6lgmek

Sivilar1 calkalayarak inkiibe etmek
Cihazlara gii¢c saglamak

Sivilar1  dogrusal ve dairesel bigimde
calkalamak

Santrifiyj tiiplerindeki sivilari karigtirmak

Coktiirme ve ayirma iglemi

Coktlirme ve ayirma iglemi

Coktiirme ve ayirma iglemi

Coktiirme ve ayirma islemi

Verilerin Kaydi ve Analiz Programinin
Kullanilmas1

Cikt1 Almak

Steril Ortam Saglamak
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Sterilizator / Electro-mag Sterilizasyon

Laminar Air Flow / Nuaire Calisgma  Ortaminin  Sterilizasyonu  ve

Homojenligini Saglamak

Buz Makinesi / Fiocchetti Buz Yapim

Otoklav / Stik Buharla Sterilizasyon

Ultra Saf Su Cihazi / Direct-Q Soliisyonlarin hazirlanmasi, yikama
islemleri

Mikropipet setleri (1-10 pl, 10-100 pl ve Kimyasal, soliisyon ve sivilari pipetlemek
10-100 pl) / Axygene, Gilson

3.2.2. Kullanilan Sarf Malzemeleri ve Kimyasallar

Serum

eldesi, RNA izolasyonu, cDNA doniistimii, Real Time ekspresyon

calismasi i¢in asagidaki sarf malzemeleri ve kimyasallar kullanilmistir.

> Steril eldiven

YV V. V V V V

o

o

10 cc’lik serum tiipleri

1.5 mI’lik eppendorf tiipleri (DNase free, RNase free)

2 ml’lik toplama tiipleri (DNase free, RNase free)

Steril Filtreli Pipet Uglar1 (10-100-1000 pl’lik)

DNase, RNAse Free Water

miRNeasy Mini Kit (Serum/plazma RNA izolasyon Kiti / Qiagen)

RNeasy MinElute spin kolonu: RNA’larin karisimdan toplanmasi igin
Qiazol: Serumdaki tasiyict proteinleri ve diger kiliflar1 pargalayip
RNA’y1 agiga ¢ikarabilmek i¢in

Kloroform: Faz ayrimimin yapilip RNA’nin DNA ve proteinlerden
ayrilabilmesi i¢in

Etanol: Qiazol ve kloroformun fazla etkisini giderebilmek i¢in

RWT buffer: Tampon gorevi goriip RNA’larin spin kolonuna daha 1yi
yapismasi ve safliginin artmasi i¢in

RPE buffer: Tampon gorevi goriip RNA’larin spin kolonuna daha iyi

yapismasi ve safliginin artmasi i¢in
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» miScript II RT Kit (¢cDNA doniisiimii kiti / Qiagen)
o 5x miScript HiSpec tampon: olgun miRNA’larin ¢cDNA’ya segici
doniisiimiinde kullanilan tampon
o 10x miScript Niikleik asit karistmi: dNTP’leri, rATP ve oligo-dT
primerlerini igerir
o miScript Reverse Transcriptase Mix: RNA kalibindan cDNA sentezi
icin gerekli olan poly(A) polimeraz ve revers transkriptaz enzimlerini
igerir
» miScript SYBR Green PCR Kit (Kantitatif real time ekspresyon kiti / Qiagen)
o 2x QuantiTect SYBR Green PCR Master Mix
o 10x miScript Universal Primer
» Strip Tubes and Caps 0.1 ml’lik qRT-PCR tiipleri
» miScript Primer Assays (Olgun miRNA primerleri / Qiagen)
o MS00008582 (hsa-miR-128-3p)
o MS00031563 (hsa-miR-196a-5p)
o MS00031815 (hsa-miR-373-3p)
o MS00031829 (hsa-miR-375)
o MS0003374 (RNU6-6P: RNA, U6 small nuclear 6, pseudogene )

3.3. YONTEMLER

Serum elde edilmesi, total RNA izolasyonu, cDNA doniisiimii ve real time
ekspresyon analizi yontemleri kullanilarak asagidaki calisma basamaklari sirasiyla
izlenmis ve toplam 135 Ornek icin tiim protokoller uygulanarak veriler elde

edilmistir.
3.3.1. Serum Elde Edilmesi

Calisma gruplarindan 10 ml’lik serum tiiplerine kan 6rnekleri alindi. Kan
ornegi alindiktan sonra birka¢ kez yavasca alt-list edilerek karistirildi ve alinan kan
ornekleri en ge¢ 2 saat igerisinde laboratuvara ulastirilip asagidaki basamaklar

izlenerek serum kisimlari ayrildi.
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1. Steril eldivenler giyilerek tiipler mikrosantrifiij aletine aynm1 hacimli olanlar
karsilikli gelecek sekilde dizildi. 3600 rpm’de 15 dk. siireyle santrifiij edildi
(Santrifiij aleti aniden durdurulmamali, santrifiij kendi kendine ve yavas yavas

durmalidir).
2. Santriflij sonras1 serum tiipiinde ii¢ ayr1 faz olustu:

-En altta kanin sekilli elemanlarinin piht1 olusturarak ¢oktiigii koyu kirmizi bir

tabaka,

-Ortada ince ‘buffy coat’ adim1 verdigimiz beyaz kan hiicreleri ve plateletlerden

olusan beyaz bir tabaka,

-En iistte dolagimdaki serbest RNA’larin da i¢cinde bulundugu seffaf serum tabakasi

olustu.

Santrifiij islemi sonunda tiipler sarsilmadan dikkatlice santrifiijden ¢ikartildi, tiiplerin

kapaklar1 yavagga ve sarsilmadan agildi.

3. 200 ul’lik pipetlerle 5 kezde toplam 1000 pl olacak sekilde tiipiin iist kisminda
toplanan serum 1.5 ml’lik DNaz ve RNaz icermeyen steril eppendorf tiiplerine
aktarildi (Bu islemler alttaki hiicresel kisim rahatsiz edilmeden DNaz ve RNaz

icermeyen steril filtreli pipet uglari ile yapilmalidir).

4. Toplanan 1000 pl’lik bu 6rnekler masaiistii ¢ok amagli santrifiij aletine karsilikli
gelecek sekilde dizildi. 13000 rpm de 5 dakika santrifiij edildi ve tiiplin en iist
kismindan 200 pl’lik kisim yeni bir eppendorf tiipiine konuldu. Yedekleme amaciyla

bir eppendrof tiipii i¢in daha 6rnek alind1 (200 pl’lik 2 6rnek saklandi).

Not: Yapilacak olan c¢aligma sayisina gore daha fazla serum Ornegi ayr1 ayri

alikotlama yapilarak saklanabilir.

5. Elde edilen serum ornekleri -80 °C’de saklanmak iizere derin dondurucuya

aktarildi.
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3.3.2. RNA izolasyonu

Serum Orneklerinden RNA izole etmek i¢cin Qiagen miRNeasy serum/plazma

Kit kullanildi. Serumdan total RNA izolasyon ¢alisma protokolii su sekilde yapildi:
1. Ornekler -80 °C den ¢ikarilarak +4 °C de ¢dziinmesi beklendi.

2. Eppendorf tiiplerinden 200 pl ( RNeasy MinElute spin kolonu i¢in kullanilabilecek
maksimum serum miktari) serum 6rnegi alinarak 2 ml’lik toplama tiiplerine konuldu
ve lizerine 5 kat hacimde (1000 ul) QIAzol Lysis Reagent eklenerek vortekslendi,

iyice karigsmasi saglanarak tiim RNA’larin agiga ¢ikmasi saglandi.
3. Karigim 5 dk. oda sicakliginda hafif el ile alt iist ederek inkiibe edildi.

4. Baslangi¢c materyali kadar (200 pl) kloroform eklendi. 1 dakika boyunca karigimin
icerisinde beyaz topaklar kalmayana dek iyice vortekslendi (Calkalama isleminin iyi

yapilmis olmasi faz ayrimina avantaj saglar).
5. 2-3 dakika oda sicakliginda hafif alt iist edilerek beklendi.

6. Tipler +4 °C’de 12000xg hizinda 15 dk. siireyle santrifiij edildi. Santrifiij islemi
sonrasinda kloroform sayesinde homojen hale gelmis olan dokuda faz ayrimi
sagland1 ve boylece RNA, DNA ve proteinler birbirinden ayristirilmis oldu. Toplama

tiiplinde Tli¢ ayr1 faz olustu:

- En iistte RNA igeren renksiz seffaf sulu faz

- Ortada DNA iceren beyaz renkli ara faz

- En altta protein i¢eren pembe-kirmizi renkli faz

7. Olusan ti¢ fazdan en iistte bulunan sulu kismindan 600 pl alinarak yeni bir 2 ml’lik
toplama tiipiine transfer edildi (Ara fazdan alinmamasi gerekir). 1,5 kati kadar

hacimde (900 pl) %100’liik saf etanol eklendi. Pipetlenerek iyice karigmasi saglandi.

8. 700 pl ornek alinarak RNeasy MinElute spin kolonuna yiiklendi (kolona bir
defada yiiklenebilecek maksimum 6rnek miktar1 700 pl’dir) ve 15-25 °C’de 8000xg

hizinda 15 saniye siireyle santrifiij yapildi. Santrifiij sonras1 alttaki toplama tiiplinde
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stiziilen sivi dokiildiikten sonra tiip kolonun altina tekrar yerlestirilerek kullanildi.

1500 pl 6rnegin tamami kolona yiiklenene kadar bu basamak tekrarlandi.

9. 700 ul Buffer RWT, RNeasy MinElute spin kolonuna eklenerek 15 saniye siireyle
8000xg hizinda santrifiij edildi. Santrifiij sonrasi alttaki toplama tiipiinde siiziilen sivi

dokiilerek tiip tekrar kullanildi.

10. 500 ul Buffer RPE, RNeasy MinElute spin kolonuna eklenerek 15 saniye siireyle
8000xg hizinda santrifiij edildi. Santrifiij sonrasi alttaki toplama tiipiinde siiziilen s1v1

dokiilerek tiip tekrar kullanildi.

11. 500 pl %80’lik etanol, RNeasy MinElute spin kolonuna eklenerek 2 dakika
stireyle 8000xg hizinda santrifiij edildi ve alttaki toplama tiipii degistirildi.

12. RNeasy MinElute spin kolonu 2 ml’lik yeni toplama tiipiine yerlestirildi. Kolon
kapagi acik birakilarak maksimim hizda 5 dakika boyunca membran kuruyana dek
santrifiij edildi (Kapaklar donme yoniiniin tersi yoniinde agik olacak sekilde tiipler

dizilmelidir).

13. RNeasy MinElute spin kolonu 1,5 ml’lik yeni toplama tiipiine yerlestirildi. 14 pl
RNaz icermeyen su spin kolonunun merkezine direkt olarak eklendi. 5 dakika oda

sicakliginda beklenerek maksimum hizda 1 dakika santrifiij edildi.

14. Konsantrasyonu artirmak icin elde edilen eliisyon tekrar ayn1 RNeasy MinElute
spin kolonuna yiiklenerek 5 dakika oda sicakliginda beklendikten sonra maksimum
hizda 1 dakika santrifiij edildi (Kolonun 6lii hacmi 2 pl kabul edildigi i¢in toplam 12
ul RNA (total RNA eldesine miRNA’lar da dahil ) elde edilmis oldu).

15. Elde edilen RNA’lar - 80 °C’de saklanmak iizere derin dondurucuya aktarildi.

Not: Serum/plazma calismalarinda elde edilen RNA konsantrasyonu ve safligi
spektrofotometre Nanodrop cihazi ile 6l¢iildiigiinde hiicre ve doku hatlarindan elde
edilenlere gore ¢ok daha diisiik degerlerde bulunmaktadir. Bu konsantrasyon ve

saflik dereceleri kantitatif real time ekspresyon ¢aligmalari igin yeterlidir.
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3.3.3. cDNA Doniisiimii

Izole edilen RNA &rneklerinden Qiagen miScript 1l RT (Reverse
Transcription) Kiti kullanilarak cDNA  (complementary DNA, tamamlayict DNA)
dontigiimii yapildi. Sekil 3.1°de gosterildigi gibi cDNA doniisiimii poliadenilasyon ve
oligo-d(T) primerleri kullanilarak daha sonraki asamada olgun miRNA primerlerine
uyumlu olarak real time ekspresyonunda kullanilabilecek sekilde kit bilesenleri

tarafindan gercgeklestirildi.

5 3' miRNA
5! AAAA(A), 3' Polyadenylation
5' MTTTTOTOTTITIT AAAA(A), 3° '
S ENYTTTTT 5
OligodT primer

with universal tog

:

S'VT T1 TTTTTT] AAAA{A)” < iy

3 enmmm—— NV TTTTT 5

5' ——*.n.---oo---->3'
miScript Primer Assay

miScript Primer Assay
(forward primer)
#‘ -n ’
3! 5!
5' 3|
4 Ll -«
miScript Universal Primer
(reverse primer)

Sekil 3.1: miScript HiSpec tamponu ve oligo-dT primerleri kullanilarak olgun miRNA’larin
Ozgiil olarak cDNA’ya doniisiimii (90).
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miScript HiSpec Tamponu ile revers transkripsiyon reaksiyonu sirasinda
olgun miRNA’lar poli(A) polimeraz tarafindan poliadenile edilir ve revers
transkriptaz tarafindan oligo-dT primerleri eklenerek cDNA’ya dontstiiriiliir. Olusan
cDNA daha sonra olgun miRNA ekspresyonu sirasinda real-time PCR reaksiyonunda

kullanilir.

cDNA doniisiimii agagidaki protokol izlenerek yapildi:

1. RNA soguk blok iizerine alinarak ¢oziinmeye birakildi.

2. 5x miScript HiSpec Buffer, 10x miScript Niikleer Mix ve RNaz icermeyen su oda
sicakliginda ¢oziinmeye birakildi (miScript Reverse Transcriptase Mix ise enzimin
1s1 ve 1siktan etkilenmemesi i¢in karanlik ortamda ve buzdolabinda tutularak sadece

karisim hazirlandigi an ¢gikarilmalidir).

3. Her bir 6rnek icin Tablo 3.2’de belirtildigi gibi 5x miScript HiSpec tampondan 4
ul, 10x miScript Niikleik asit karigimindan 2 pl, miScript Reverse Transcriptase
Mix’ten 2 ul olacak sekilde hesaplanarak revers transkriptaz reaksiyonu karigimi

soguk blok iizerinde hazirlandi.

4. Revers transkriptaz karistmina 12’°ser ul RNA eklenerek pipetlenip iyice karismasi
saglandi (Son hacim 20 pl oldu).

Tablo 3.2: ¢cDNA doniisiimii i¢in kullanilan bilesenler ve miktarlar

Bilesenler Tepkime Hacmi
5x miScript HiSpec tampon 4 ul

10x miScript Niikleik asit karisim 2 ul

miScript Reverse Transcriptase Mix 2 ul

Kalip RNA 12 pl

Toplam Hacim 20 pl

44



5. 37 °C’de 60 dakika (inkiibasyon),
95 °C’de 5 dakika (enzimlerin inhibisyonu),

4 °C’de bekleme olacak sekilde PCR protokolii ayarlandi ve drnekler thermal
cycler cihazina (Sekil 3.2) yiiklendi.

6. Cihazdan ¢ikan cDNA’lar 1/6 oraninda seyreltilerek (lizerine 120 pul RNaz
icermeyen su eklenerek ) real time ekspresyon c¢alismasinda (qRT-PCR)

kullanilmaya hazir hale getirildi.

7. cDNA’larin kullanim 6mriinii uzatmak i¢in -80 C’de muhafaza edildi.

Sekil 3.2: Thermal Cycler Cihazi (SensoQuest)

3.3.4. qRT-PCR (Quantitave Real Time-PCR, Es Zamanh-PCR)

Real-Time PCR reaksiyonu Qiagen miScript SYBR Green PCR kiti ve
miScript Primer Assays kullanilarak gerceklestirildi. qRT-PCR ¢alismalar1 i¢in
asagidaki islemler yapildi:

1. Calismada elde edilen 6rneklerden anjiyogenezis siirecinde rolleri oldugu bilinen
genlerle iliskili olgun hedef miRNA’larin (Tablo 3.3) ekspresyonlari oOl¢limii
amaciyla KLF4 geni i¢in hsa-miR-128-3p, HOXAS5 geni i¢in hsa-miR-196a-5p,
SIRT1 geni igin hsa-miR-373-3p, PTPN1 geni i¢in ise hsa-miR-375 segildi.
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Tablo 3.3: Hedef miRNA’lar ve iligkili genler

Olgun hedef miRNA miRTarBase 1D (41) Mliski kurulacak gen
hsa-miR-128-3p MIRT021926 KLF4
hsa-miR-196a-5p MIRT006906 HOXA5
hsa-miR-373-3p MIRT006158 SIRT1

hsa-miR-375 MIRT00545580 PTPN1

2.0lgun hedef miRNA’lar segildikten sonra ilgili mikro RNA primerleri (Tablo 3.4)

siparis edildi. Real time ekspresyon galismasi 6ncesinde primerler 550 pl TE (pH

8.0) ile kullanima hazir hale getirildi. Primerler alikotlanarak -20°C’de saklandi.

Tablo 3.4:0lgun Hedef miRNA primer dizileri

Olgun hedef miRNA  Uriin kodu Lot No miRBase ID Primer dizisi
hsa-miR-128-3p MS00008582 20160323124 MIMAT0000424 5'UCACAGUGAAC
CGGUCUCUUU
hsa-miR-196a-5p MS00031563 20151002148 MIMATO0000226 5'UAGGUAGUUUC
AUGUUGUUGGG
hsa-miR-373-3p MS00031815 20150910129 MIMATO0000726 5'GAAGUGCUUCG
AUUUUGGGGUGU
hsa-miR-375 MS00031829 20151002152 MIMATO0000728 5'UUUGUUCGUUC
GGCUCGCGUGA

3. Her bir 6rnek i¢in Tablo 3.5’de belirtildigi gibi soguk blok {izerinde tepkime

bilesenleri hazirlanarak uygun tiiplere ¢cDNA’lar dagitildi.

2x QuantiTect SYBR

Green PCR Master Mix’ten 10 pl, 10x miScript Universal Primer’den 2 pl, 10x

miScript Primer Assay’den 2 ul, RNaz i¢ermeyen sudan 1 pl olmak iizere 6rnek

sayist kadar hesaplanarak calisilacak primer adedince real time ekspresyon

reaksiyonu i¢in karisim hazirlandi. Hazirlanan karigimlar tiiplere dagitilip ilgili

orneklerden Onceden sulandirilmis cDNA’lar 5’er pl strip tiiplerine eklenerek

pipetlendi ve tiiplerin kapaklari kapatilarak reaksiyona hazir hale getirildi.
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Tablo 3.5:gRT-PCR i¢in kullanilan bilesenler ve miktarlari

Bilesenler Hacim
2x QuantiTect SYBR Green PCR Master Mix 10 pl
10x miScript Universal Primer 2 ul
10x miScript Primer Assay (ilgili miRNA primeri) 2 ul
RNaz icermeyen su 1 ul
cDNA (1/6 sulandirilmis) 5l
Toplam hacim 20 pl

4. Strip tliplerinde hazirlanan karisimlar qRT-PCR Rotor-Gene Q (Qiagen) cihazi
(Sekil 3.3) rotor-diskinde her bir 6rnek ve primerin sirast i¢in ayrilan kuyucuga
yerlestirildikten sonra Rotor-Gene Q Series Software 2.1.0 programinda da ilgili

ornek sira numaralaria primer ve 6rnek adlari yazilarak kaydedildi.

GOPOS
®O886
Rotor-Gene Q QIAGEN
3 T— -

Sekil 3.3: Real-Time PCR amplifikasyon cihazi (Qiagen Rotor-Gene Q)

5. Real-time PCR islemi i¢in Tablo 3.6’da ki gibi qRT-PCR tepkime kosullarina
gore program ayarlar1 kaydedildi. 95 °C’de 15 dakika siireyle baslangi¢ aktivasyon
(Tag DNA Polimeraz aktivasyonu) asamasindan sonra; 94 °C’de 15 saniye siireyle
denaturasyon, 55 °C’de 30 saniye siireyle annealing (baglanma), 70 °C’de 30 saniye
stireyle extension (uzama) (floresan i1gimalar green kanalinda bu asamada toplanir)

olacak sekilde 40 dongiide qRT-PCR islemi bitirildi.
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Tablo 3.6: qRT-PCR Tepkime Kosullari

Sicakhik Zaman

95°C 15 dk.

94 °C 15 sn.

55 °C 30 sn. 0 dongii
70°C 30 sn.

6. JRT-PCR islemi sonrasinda CT (cycle threshold) (CT degerleri; real-time PCR
deneylerinde floresan sinyal miktarinin gdzlemlenmesi i¢in gereken minimum esik
degerinin ge¢ildigi dongili sayisina verilen addir) degerleri her bir 6rnek icin kontrol
edilerek verilerin istatikseldegerlendirilmesine gegildi. Her bir kuyucuk i¢in floresan
1simalart (Sekil 3.4) ve bu 1simalar i¢in hesaplan CT degerleri tek tek incelendi. CT
degerlerinin dogrulugunu gosterebilmek i¢in Erime Egrisi (Melt Curve) analizi
yapildi. Primer ¢iftlesmesi veya spesifik olmayan PCR iiriinleri c¢alisma
sonuclarindan ¢ikarildi. Negatif kontrollerin egri olusturup olusturmadigina ve erime
egrisine bakildi. Tekrar edilmesi gereken ¢alismalar i¢in yeniden qRT-PCR islemi
tekrar yapildi. Tekrar deneyleri de bittikten sonra kontroller yapilarak tiim ¢aligmalar
i¢in treshold degeri ayni olacak sekilde ayarlanarak nihai CT degerleri hesaplandi ve

veriler analiz dosyasina kaydedildi.

0,5
05
o
=]
=
gl
E L
=]
=
0,2
0.0 Frrrgsno: : : : : ,
5 10 15 20 25 30 35 40
Cycle

Sekil 3.4:qRT-PCR amplifikasyonu sirasinda floresan 1s1ma egrilerinin goriiniimil
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3.4. VERILERIN iSTATISTIKSEL DEGERLENDIRILMESI

1. Real-time PCR ¢aligmalari tamamlandiktan sonra kaydedilen CT degerleri her ii¢
calisma grubu icin ornekler yan yana olacak sekilde gruplandirildi ve her 6rnek igin
calisilan CT degerleri bir siitunda olacak sekilde tablo olusturuldu. Olgun hedef
miRNA’lar da diger satirlara alt alta siraland1 ve tabloda her 6rnek icin karsisina
olgun hedef miRNA’nin CT degeri yazildi. CT degerleri icin cut off 35 olarak alind1.
CT degeri 35 ve alt1 olan 6rneklerin eksprese oldugu kabul edildi. Hi¢ amplifikasyon
egrisi olusturmayan Ornekler ‘None’ olarak belirtilerek eksprese olmadigi kabul
edildi. CT degeri 35 ve lizeri olanlar ise cut off degerinin diginda kaldigindan

anlamsiz olarak kabul edildi.

2. Hazirlanan bu tablo Qiagen Sabiosciences tarafindan hazirlanan ve
http://pcrdataanalysis.sabiosciences.com/pcr/arrayanalysis.php?target=upload ~ web
adresinden erisilebilen “RT? Profiler PCR Array Data Analysis Version 3.5

veritabanina yiiklendi.

3. Ekspresyon analizi icin  AACT formiilii kullanildi. Bu metoda gore
2 Act (ACt = CTHedef gen — CTReferans gen) formiilii ile referans gen ve hedef genin CT

degerleri arasindaki kath degisimleri(fold change) hesaplandi.

4. Normalizasyon i¢in Mestdagh ve ark. tarafindan gelistirilen ortalama ekspresyon
metodu kullanildi. Bu yonteme gore her 6rnek icin eksprese olan tiim miRNA’larin

ortalama ekspresyon degerleri normalizasyon faktorii olarak kabul edildi (91).

5. Calisgma gruplarmin demografik 06zelliklerinde ve klinik bulgularinda
(hipertansiyon, diabetes mellitus, hiperlipidemi, sigara kullanimi, yas ve aile 6ykiisii)
goriilen degiskenleri karsilagtirmak igin y2 (Kki-kare) testi kullanildi. Bu istatiksel
analiz i¢in IBM SPSS Statistics 22.0 istatistik programi kullanilda.

6. Gruplar arasindaki miRNA ekspresyon diizeylerinin karsilagtiriimasinda Wilcoxon
testi kullanildi. Gruplarin  demografik 6zelliklerinin ve klinik bulgularinin
(hipertansiyon, diabetes mellitus, hiperlipidemi, sigara kullanimi, yas ve aile Oykiisii)

miRNA ekspresyonlart ile iliskisininistatiksel olarak degerlendirilmesinde One-Way
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ANOVA testi kullanildi. Bu istatiksel analizler icin GraphPad Prism istatistik

programi kullanildi.

7. Tim istatiksel analizlerde ¢ift yonli p<0.05, p<0.01 veya p<0.001 degerleri

istatiksel olarak anlamli kabul edildi.
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4. BULGULAR

4.1. CALISMA GRUPLARININ GENEL OZELLIKLERI

Calisma gruplar1 belirlendikten sonra; koroner anjiyografisi normal olan
(<%50 darlik, non-obstriiktif ) 45 olgu ‘Kontrol grubu’, koroner arterlerinde kritik
darlik saptanip ( >%50 darlik, obstriiktif ) KAH tanis1 alan 45 olgu ‘Grup 1°, koroner
arterlerinde tam tikaniklik saptanip akut MI tanisi alan 45 olgu ise ‘Grup 2’ olarak
kabul edildi. Toplam 135 olgunun demografik 6zellikleri ve diger klinik bulgulari

Tablo 4.1°de 6zetlenmistir:

Tablo 4.1: Calisma gruplarinin klinik ve demografik 6zellikleri

Veriler /Gruplar Kontrol Grubu  Grup 1 Grup 2 Toplam
(n=45) (%) (n=45) (%) (n=45) (%) (n=135) (%)
Cinsiyet Kadin 30 (66,7) 12 (26,7) 15 (33,3) 57 (42,2)
Erkek 15 (33,3) 33(73,3) 30 (66,7) 78 (57,8)
Yas Ortalama 56,53 64,33 61,89 60,92
Diabetes Var 10 (22,2) 14 (31,1) 24 (53,3) 48 (35,6)
Mellitus Yok 35 (77.8) 31(689)  21(46,7) 87 (64.4)
Hipertansiyon  Var 26 (57,8) 32 (71,1) 32 (71,1) 90 (66,7)
Yok 19 (42,2) 13 (28,9) 13 (28,9) 45 (33,3)
Hiperlipidemi  Var 16 (35,6) 12 (26,7) 15 (33,3) 43 (31,9)
Yok 29 (64,4) 33(73,3) 30 (66,7) 92 (68,1)
Sigara Var 7 (15,6) 27 (60,0) 19 (42,2) 53 (39,3)
kullanm Yok 38 (84,4) 18 (40,0)  26(57.8) 82 (60,7)
Aile oyKkiisii Var 4 (8,9 14 (31,1) 18 (40,0) 36 (26,7)
Yok 41 (91,1) 31 (68,9) 27 (60,0) 99 (73,3)

Demografik ozelliklere ve klinik bulgulara gore ¢alisma gruplan
incelendiginde Grup 2 ve Grup 1°de hastaliga yatkinlik olusturan risk faktorlerinde
anlamli farkliliklar goriilmektedir. y2 (ki-kare) testi sonuglarina gore Diabetes
mellitus ile gruplar arasinda bir iliski goriilmektedir. Ozellikle Grup 2’de dibates
mellitus siklig1 belirgin olarak yiiksektir (p<0,05). Hipertansiyon ve hiperlipidemi
sikliklarinin  gruplar arasinda benzer sekilde dagildigr goriilmektedir. Sigara

kullanim1 ve aile Oykiisii sikliklar1 ise Grup 1 ve Grup 2’de kontrol grubuna gore
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kiyasla belirgin olarak yiiksektir (p<0,05). Kontrol grubuna kiyasla Grup 1 ve Grup
2’de yas ortalamasinin arttig1 goriilmektedir. Yine kontrol grubuna kiyasla Grup 1 ve

Grup 2’de erkek cinsiyetin daha fazla oldugu goriilmektedir.

4.2. EKSPRESYON ANALIZi BULGULARI
4.2.1. Cahsma Gruplarimmn miRNA Ekspresyon Diizeylerinin

Karsilastirilmasi

272t degerleri kullanilarak secilen olgun miRNA’larin  ekspresyon

seviyelerinin istatiksel olarak karsilastirilmalar1 asagidaki grafik ve tabloda
gosterilmistir (Tablo 4.2 ve Sekil 4.1).

Tablo 4.2: Calisma gruplari arasindaki miRNA ifade degisimlerinin p degerleri ile gosterimi

miRNA’lar Gruplar Grupl Grup2
hsa-miR-128-3p Kontrol grubu 0,0120 0,0664
Grupl - 0,0085
Grup2 0,0085 -
hsa-miR-196a-5p  Kontrol grubu 0,7983 0,0127
Grupl - 0,0987
Grup2 0,0987 -
hsa-miR-373-3p Kontrol grubu 0,6219 0,0078
Grupl - 0,0241
Grup2 0,0241 -
hsa-miR-375 Kontrol grubu 0,0064 0,0402
Grupl - 0,4072
Grup2 0,4072 -

*p<0.05ve **p<0.01 degerleri kirmiz1 ile gosterilmistir.
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hsa-mir-128-3p hsa-mir-196a-5p
*
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Z-ACt
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hsa-mir-373-3p hsa-miR-375
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Z-ACt
Z-ACt
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50+

Sekil 4.1: 27" degerlerine gore
olgun miRNA ekspresyonlarinin
calisma  gruplarinda istatiksel
olarak karsilagtirilmasi

(Grafiklerde p degerleri direkt
olarak yazilmayp *p<0.05 ve
**p<0.01 sembolleri ile
belirtilmistir)

Wilcoxon testi sonuglarma gore hsa-miR-128-3p icin yapilan ekspresyon
karsilagtirilmalarinda Grup 2 ile kontrol grubu arasinda (p<0.05) ve Grup 2 ile Grup
1 arasinda (p<0.01) istatiksel olarak anlamli ifade farkliliklari bulunmustur. Grup 1
ile kontrol grubu hsa-miR-128-3p ekspresyonlari arasinda ise istatiksel olarak ifade

farki bulunmamistir. hsa-miR-196a-5p i¢in yapilan ekspresyon karsilagtiriimalarinda
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Grup 2 ile kontrol grubu arasinda (p<0.05) istatiksel olarak anlamli ifade farklilig
bulunmustur. Grup 1 ile kontrol grubu ve Grup 2 ile Grup 1 arasinda hsa-miR-196a-
5p ekspresyonlari i¢in istatiksel olarak ifade farki bulunmamuistir. hsa-miR-373-3p
icin yapilan ekspresyon karsilagtirilmalarinda Grup 2 ile kontrol grubu arasinda
(p<0.01) ve Grup 2 ile Grup 1 arasinda (p<0.05) istatiksel olarak anlamli ifade
farkliliklar1 bulunmustur. Grup 1 ile kontrol grubu hsa-miR-373-3p ekspresyonlari
arasinda ise istatiksel olarak ifade farki bulunmamistir. hsa-miR-375 i¢in yapilan
ekspresyon karsilastirilmalarinda Grup 2 ile kontrol grubu arasinda (p<0.05) ve Grup
1 ile kontrol grubu arasinda (p<0.01) istatiksel olarak anlamli ifade farkliliklar
bulunmustur. Grup 1 ile Grup 2 hsa-miR-375 ekspresyonlari arasinda ise istatiksel

olarak ifade farki bulunmamustir.

4.2.2. Demografik Ozelliklere ve Klinik Bulgulara Goére miRNA
Ekspresyon Diizeylerinin Karsilagtirilmasi

Calisma gruplarinin demografik ozelliklerine ve klinik bulgularina goére
miRNA ekspresyonlar1 karsilastirilarak istatiksel olarak degerlendirilmistir. Kontrol
grubu ve hasta gruplari arasindaki ekspresyon diizeylerinin istatiksel olarak
karsilagtirilmalar1 asagidaki grafiklerde (Sekil 4.2, Sekil 4.3, Sekil 4.4 ve Sekil 4.5)
gosterilmigtir. Tablo 4.3’de ise demografik ozelliklere ve klinik bulgulara goére

mMiRNA ifade degisimlerinin p degerleri ile gosterimi bulunmaktadir.
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Tablo 4.3: Demografik o6zelliklere ve klinik bulgulara gére miRNA ifade seviyelerinin

karsilagtirilmasi
Parametre/ hsa-miR-128-3p  hsa-miR-196a-5p
mMiRNA Grupl Grup2  Grupl Grup2
Yas <60 >0.05 >0.05 >0.05 >0.05
60 veiistii  >0.05 >0.05 >0.05 >0.05
Cinsiyet Kadin >0.05 >0.05 >0.05 >0.05
Erkek >0.05 >0.05 >0.05 >0.05
DM Var >0.05 >0.05 >0.05 >0.05
Yok >0.05 >0.05 >0.05 >0.05
HT Var >0.05 >0.05 >0.05 >0.05
Yok 0.023 0.044 >0.05 >0.05
HL Var >0.05 >0.05 >0.05 >0.05
Yok >0.05 >0.05 >0.05 >0.05
Sigara  Var >0.05 >0.05 >0.05 >0.05
Yok >0.05 >0.05 >0.05 >0.05
Aile Var >0.05 >0.05 >0.05 >0.05
oykiisi Yok >0.05  0.029 >0.05 >0.05
Tablo 4.3 (devami)
Parametre/ hsa-miR-375 hsa-miR-373-3p
MiRNA Grupl  Grup2 Grupl  Grup2
Yas <60 >0.05 >0.05 >0.05 0.017
60 ve iistii  0.006 0.037 0.0042 0.019
Cinsiyet Kadin >0.05 >0.05 >0.05 >0.05
Erkek >0.05 >0.05 0.031 0.007
DM Var >0.05 >0.05 >0.05 >0.05
Yok >0.05 >0.05 0.004 0.007
HT Var 0.005 >0.05 0.017 0.017
Yok >0.05 >0.05 0.008 0.005
HL Var >0.05 >0.05 >0.05 >0.05
Yok >0.05 >0.05 0.009 0.005
Sigara Var >0.05 >0.05 >0.05 >0.05
Yok >0.05 0.041 0,0026  0,0002
Aile  Var 0.023 >0.05 0.001 0.02
oykiisii Yok 0.015 >0.05 >0.05  0.013

Karsilagtirmalar kontrol grubuna gore yapilmistir.
*p<0.05, **p<0.01ve ***p<0.001 degerleri kirmizi ile gosterilmistir
DM: Diabetes Mellitus, HT: Hipertansiyon, HL: Hiperlipidemi
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Sekil 4.2: hsa-miR-128-3p’nin demografik &zelliklere ve klinik bulgulara gore
degerlendirilmesi

A.Cinsiyet: B. Diabetes Mellitus:

hsa-miR-128-3p
hsa-miR-128-3p
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C. Hipertansiyon: D. Hiperlipidemi:
hsa-miR-128-3p
hsa-miR-128-3p
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2-A Ct

2-A Ct

E. Aile oykiisii: F. Sigara kullanim:
hsa-mir-128-3p
hsa-miR-128-3p
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G. Yas
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10+ Sekil 4.2: hsa-miR-128-3p’nin
8- demografik ozelliklere ve klinik
6- bulgulara gore degerlendirilmesi
4- (Grafiklerde p degerleri direkt
2- olarak yazilmayip *p<0.05 ile
0- belirtilmistir)
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Sekil 4.3: hsa-miR-196a-5p’nin demografik 6zelliklere ve klinik bulgulara gore
degerlendirilmesi

A.Cinsiyet: B. Diabetes Mellitus:

hsa-mir-196a-5p
hsa-mir-196a-5p
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C. Hipertansiyon: D. Hiperlipidemi:
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Sekil 4.4: hsa-miR-373-3p’nin  demografik &zelliklere ve klinik bulgulara gore
degerlendirilmesi

A.Cinsiyet: B. Diabetes Mellitus:
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Sekil 4.4: hsa-miR-373-3p’nin
demografik ozelliklere ve klinik
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(Grafiklerde p degerleri direkt
olarak  yazilmayip *p<0.05,
**p<0.01 ve ***n<0.001

sembolleri ile belirtilmistir)

One-Way ANOVA testi sonuglarina gore hsa-miR-373-3p’nin demografik

ozellikler ve klinik bulgulara goére calisma gruplari arasindaki ekspresyonlari

karsilastirildiginda, 60 yas iistiinde olanlarda, erkek -cinsiyette, hipertansiyonu

olanlarda ve aile Oykiisii bulunanlarda kontrol grubu ile Grup 1 arasinda ve kontrol

grubu ile Grup 2 arasinda istatiksel olarak anlamli ifade farkliliklar1 bulunmustur

(p<0.05 ve p<0.01).
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Sekil 4.5: hsa-miR-375’in demografik 6zelliklere ve klinik bulgulara gore degerlendirilmesi

A.Cinsiyet: B. Diabetes Mellitus:
hsa-miR-375
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E. Aile oykiisii:
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(Grafiklerde p degerleri direkt
olarak yazilmayp *p<0.05 ve
**p<0.01 sembolleri ile

belirtilmistir)

One-Way ANOVA testi sonuglarma gore hsa-miR-375in  demografik

ozellikler ve klinik bulgulara gore caligma gruplart arasindaki ekspresyonlar

karsilastirildiginda 60 yas iistiinde olanlarda kontrol grubu ile Grup 1 arasinda ve

kontrol grubu ile Grup 2 arasinda (p<0.05 ve p<0.01), ayrica hipertansiyonu

olanlarda kontrol grubu ile Grup 1 arasinda istatiksel olarak anlamli ifade farkliliklar

bulunmustur (p<0.01).
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5. TARTISMA

KVS hastaliklar1 tiim diinyada ve lilkemizde hastalik yiikii arastirmalarinda ve
olim nedenleri istatistiklerinde birinci sirada yer almaktadir. KVS hastaliklari
icerisinde de iskemik kalp hastaliklar1 olan KAH ve sonrasinda gelisen AKS en
o6nemli ve en biiyiik grubu olusturmaktadir. KAH ve sonrasinda gelisen AKS ayni
zamanda tiim diinyada olim ve is goremezligin baslica nedeni olarak kabul
edilmektedir (1). KVS hastaliklar nedenli 6liimlerin %80°1 ise diisiik ve orta gelirli
iilkelerde meydana gelmektedir. Gelismis olan {ilkelerde risk faktdrlerinin ve
tedavinin iyi yonetilmesine bagl olarak KVS hastaliklart 6liim hizi azalma gosterse
de toplumlarin yaglanmasi ve beklenen yasam siiresinde goriilen uzama ile gelismis
tilkelerde de kalp ve damar hastaligi sayisi artmakta ve bunlara bagl yik ise
azalmamaktadir. (4). KAH ve AKS yonetimi giderek artan bir sekilde Gnemini
korumaya devam etmektedir. Teknolojik gelismelerle birlikte es zamanli olarak tipta
yeni yontemlerin bulunmasiyla giiniimiizde farkli alanlardaki farkli yontemler
hastaliklarin morbidite ve mortalitesini azaltmak amaciyla kullanilmaya devam

etmektedir.

KAH ve AKS etiyolojisinde geleneksel olarak bilinen risk faktorleri ve yeni
tanimlanmis diger risk faktorlerinin disinda genetik temelli nedenler de énemli bir
kisminda rol oynamaktadir. Birbirinin ardi sira gelisen KAH ve AKS durumlarn
araliksiz bir biitiindiir ve patofizyolojileri heterojen ve dinamiktir. KAH gelisiminden
sorumlu olan aterosklerozun patofizyolojisinde ¢evresel faktorler tarafindan modifiye
edilen ve genler tarafindan kodlanan bir¢ok enzim, reseptor, tasiyici, ligand, protein,
belirte¢ ve bunlarin birbiri ile etkilesim i¢inde oldugu bir¢ok yolak yer almaktadir.
KAH; oksidatif stres, folat-homosistein metabolizmasi, tromboz ve fibirinolitik
sistemleri iizerinde etkili olan genlerin diger risk faktorleri ile etkilesimi ile lipid
bozukluklari, endotelyal disfonksiyon, arteriyel inflamasyon, kan basinci
diizensizlikleri, koagiilasyon bozukluklar1 ve tromboz sonucunda aterosklerozun

gelisimi ile olugsmaktadir (14).

KAH ve AKS tanisinda ve hastaligin prognozunu éngérmede bir¢ok biyolojik
belirte¢ kullanilmaktadir. Bu biyobelirteglerden en 6zgiil ve duyarli olanlar1 kardiyak
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hiicrelerden akut MI sirasinda hiicre hasar1 sonucunda salinan ve goglis agrisini
takiben 4-6 saat sonra yiikselen kardiyak troponinler (Troponin | veya Troponin
T)’dir (20). Kardiyak troponinler AMI sonrast ilk 4-6 saat i¢inde artar. Bu ilk artistan
%5°lik sitoplazmik bilesen sorumludur. Miyofibrillere bagl bilesenden troponinlerin
devam eden salinimi, seviyelerin 5-10 giin yiiksek seyretmesine neden olur.
Kardiyak troponinler Akut MI sonras1 gogiis agrisindan sonraki 6 saatlik donemde
diisiik bir klinik duyarlilik (%50-65) gosterirken agr1 sonrasinda gecen siire uzadikca
klinik duyarlilik %90’larin {izerine ¢ikmaktadir. Miyokart hasar1 i¢in ideal belirteg
ise su Ozellikleri tasimalidir: Akut MI i¢in erken tani imkani saglama, risk
belirlemede yardimci olma, trombolitik tedavi sonrasi reperfiizyon basarisinin
idaresini optimize etme, tekrarlayan okliizyon ve tekrarlayan enfarktiisleri saptama,
enfarkt boyutunu belirleme, kardiyak ve kardiyak olmayan cerrahi sirasinda Akut
MI’1 saptama ve 60 dakika iginde calisilabilme (92). Bobrek yetersizligi, kalp
yetersizligi, tasiaritmi veya bradiaritmiler, kardiyak veya kalp dis1 girisimler gibi
cesitli klinik durumlarda dakardiyak hasar olusmasi nedeniyle, kardiyak troponin
yiikselmesi ile kendini gosteren hiicre Oliimii ile seyreden miyokart hasar1 ve
kardiyak troponin seviyelerinde degisiklikler olabilmektedir (1). Ote yandan DSO,
kaynak kisithligi olmayan merkezlerde ESC ve AHA tarafindan tavsiye edilen
Evrensel Miyokart Enfarktiisii taniminin kullanilmasini onerirken; kaynak kisitlilig
olan yerlerde daha esnek standartlar 6nermektedir. Sinirli ekonomik kaynaklart olan
iilkelerde, birka¢ merkez disinda, kardiyak belirtecler ve goriintiileme teknikleri
mevcut olmayabilir ve EKG kayd1 olanagi dahi bulunmayabilir. Bu ¢evrede, DSO,
belirteg testleri veya diger yiiksek maliyetli tani1 testlerinin zorunlu tani kriteri olarak
kullanilmasinin uygun olmadigmi belirtmistir (93). KAH tanisinda altin standart
yontem isekoroner anatominin gorintiilenmesinde kullanilaninvaziv koroner
anjiyografidir. Koroner anjiyografi, tanida, lezyonlarin &zelliklerini belirlemede ve
tedavi yontemini belirlemede temel basamaktir.Hastalik sikliginin artmasi ile birlikte
bu hastaliklarin patolojisine yonelik ileri molekiiler mekanizmalara ve yenilik¢i tant
ve tedavi yaklagimlarina olan ihtiyag da biiyiimektedir (25). Gen ekspresyonunda ve
regiilasyonunda etkileri oldugu son yillarda anlasilan kisa kodlanmayan RNA’larin
onemli bir iiyesi olan Mikro RNA’larin dolasimda bulundugunun tespit edilmesinden

sonra Ozellikle de Akut MI ve kalp yetmezliginde yeni belirtegler olarak
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aragtirtlmaya baslanmistir. Mikro RNA’larin kardiyak troponin gibi geleneksel
belirteglere benzer sekilde ve Akut MI sonrasi prognoz belirlemede risk tahmini
modellemelerinde degerli bir belirte¢ olarak kullanilma potansiyeli bulunmaktadir.
Bu alanda tani, prognoz ve tedavi siirecinde mikro RNA’larin kullanimui ile ilgili
arastirmalar devam etmektedir (24). Tiim bu bilgiler 1518inda ve yeni gelismeler
dogrultusunda yeni tan1 ve tedavi araglarina olan ihtiyacin devam ettigi ve bu

yontemlerin kullanilabilirliginin incelenmesi gerektigini goriillmektedir.

Calismamizda KAH ve AKS hastalarinda miRNA ekspresyon diizeylerinin
belirlenerek, bu miRNA’larin KVS hastaliklar1 ile olan iliskisini incelemek
amaglandi. Bu amaca yonelik olarakhedeflenen, Adiyaman ilinde KAH veya AKS
nedeniyle tani ve tedavi igin koroner anjiyografi yapilan hastalardan koroner
anjiyografisi normal olan (<%50 darlik, non-obstriiktif ) 45 olgu, koroner arterlerinde
kritik darlik saptanip( >%50 darlik, obstriiktif ) KAH tanisi alan 45 olgu, koroner
arterlerinde tam tikaniklik saptanip akut MI tanist alan 45 olgu olmak iizere toplam
135 olguya ulasilarak miRNA ekspresyon profilleri belirlendi. Aragtirmamizda analiz
edilen miRNA’larin her birinin ( hsa-miR-128-3p, hsa-miR-196a-5p, hsa-miR-373-
3p ve hsa-miR-375) olusturulan ¢alisma gruplari arasindaki ekspresyonlar
karsilastirildiginda istatiksel olarak anlamli ifade farkliliklar1 gosterdikleri tespit
edildi. Calisma sonuglarinin vaskiiler kaynakli patolojileri degerlendirmede ve
ozellikle de anjiyogenezis ile iliskilimekanizmalara farkli bir bakis acis1 getirerek

KAH ve AKS olgularinin yonetiminde katkilari olacag: diigiiniilmektedir.

Koroner anjiyografisi normal olan olgular ‘Kontrol grubu’, koroner
arterlerinde kritik darlik saptanan olgular ‘Grup 1°, koroner arterlerinde tam
tikaniklik saptanan olgular ‘Grup 2’ olarak kabul edildikten sonra galisma gruplari
arasindaki farkliliklar istatiksel olarak incelendi. Demografik o6zelliklere ve klinik
bulgulara gore c¢alisma gruplart incelendiginde Grup 2 ve Grup 1’de hastaliga
yatkinlik olusturan risk faktorlerinde anlamli farkliliklar goriilmektedir. Kontrol
grubuna kiyasla Grup 1 ve Grup 2’de erkek cinsiyetin daha fazla oldugu
goriilmektedir. Yine Kontrol grubuna kiyasla Grup 1 ve Grup 2’de yas ortalamasinin
artigr  gorillmektedir. Diabetes mellitus ile gruplar arasinda da bir iliski
goriilmektedir. Ozellikle Grup 2’de dibates mellitus siklig1 belirgin olarak yiiksektir
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(p<0,05). Hipertansiyon ve hiperlipidemi sikliklarinin gruplar arasinda benzer
sekilde dagildig1 goriilmektedir. Sigara kullanimi ve aile dykiisii sikliklart ise Grup 1
ve Grup 2’de kontrol grubuna gore kiyasla belirgin olarak yiiksektir (p<0,05).
Calismamizda hsa-miR-128-3p i¢in yapilan ekspresyon karsilastirilmalarinda
Grup 2 ile kontrol grubu arasinda (p<0.05) ve Grup 2 ile Grup 1 arasinda (p<0.01)
istatiksel olarak anlamli ifade farkliliklart bulunmustur. Grup 1 ile kontrol grubu hsa-
miR-128-3p ekspresyonlari arasinda ise istatiksel olarak ifade farki bulunmamustir.
Bu sonuglar bize KAH olan veya daha heniiz hastalik tanis1 almayan bireylerde hsa-
miR-128-3p’nin ifade edilmesi durumunda AKS gelisimi i¢in uyarici nitelikte
olabilecegini ve hsa-miR-128-3p’nin AKS gelisiminde rolii olabilecegini
diistindiirmektedir. hsa-miR-128-3p’nin hedef gen-miRNA iliskisi ‘miRDB’ veri
tabaninda incelendiginde aterotrombotik olaylara karsi koruyucu rolleri oldugu
bilinen KLF4 geni ilehedef puani (target score) 73 olarak verilmektedir (94). Bu skor
bize hsa-miR-128-3p’nin KLF4’i hedef alarak gen ifadesi degisiklikleri ile etkili
oldugu yolaklarda hastaliklara yatkinlik olusturabilecegi bilgisini vermektedir.
Ayrica ‘miRTarBase’ elektronik veritabaninda da KLF4 geni i¢in hsa-miR-128-3p
tarafindan hedeflendiginin deneysel olarak kanitlanmis oldugu MIRT021926 ID’si
ile gosterilmektedir (41). KLF4 geni ve Akut MI iligkisi,bu genin endotelyal hiicre
disfonksiyonunda oynadigr roliin gosterilmesi iledaha Onceden arastirmacilar
tarafindan farkli miRNA ekspresyonlart gosterilerek c¢alisilmistir. Zhou ve ark.
farelerdeyaptiklar1 ¢aligmada bu genin iiriinii olan endotelyal kruppel-like factor 4
proteinin aterotrombotik olaylara karsi koruyucu oldugunu gostermislerdir (95).
Loyer ve ark. aterosklerotik farelerde KLF4 ve diger genlerin de rol oynadigi
oksidatif stress yolaginda miR-92a’nin upregiile olarak hastaligin siddetlenmesinde
etkili oldugunu gostermislerdir.Bu ¢alismada diisiik endotel kayma geriliminin (shear
stres) sonucunda damar ¢eperinde inflamasyonun siddetlenmesine neden olduguna
deginilerek KLF4 geninin de bu diizenlemede gorev aldigi ve miR-92a etkisi ile
inflamasyonun siddetinin arttig1 ve miR-92a’nin inhibisyonu ile endotelyal hiicre
disfonksiyonunun giderilebilecegini bildirilmistir (96). Fang ve Davies ise domuz
aort damarlarinda yaptiklar1 ¢alismada miR-92a’nin inhibisyonu ile KLF2 ve KLF4
gen ekspresyonlarinin arttigini ve endotelyal inflamasyon gostergelerininazaldigini

ortaya koymuslardir. miR-92a’nin arttigi durumlarda ise her iki KLF geninin
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ekspresyonunun azaldigini ve aort damarlarinda inflamasyonun siddetlendigini tespit
etmiglerdir (97). Bizim ¢alismamiz sonucunda Akut MI grubu hastalarinda belirgin
olarak farkli ifade gosteren ve KLF4 genini hedefleyen hsa-miR-128-3p’nin AKS
gelisiminde rolii olabilecegini, bir biyobelirte¢ olarakve bir tedavi hedefi olarak
kullanilabilecegini diisiinmekteyiz.

Calismamizda hsa-miR-196a-5p icin yapilan ekspresyon
karsilastiritlmalarinda Grup 2 ile kontrol grubu arasinda (p<0.05) istatiksel olarak
anlaml ifade farkliligi bulunmustur. Grup 1 ile kontrol grubu ve Grup 2 ile Grup 1
arasinda hsa-miR-196a-5p ekspresyonlar1 igin istatiksel olarak ifade farki
bulunmamistir. Calisma gruplart arasindaki katli degisimler (fold change)
incelendiginde ise kontrol grubundan Akut MI grubuna dogru gidildikge
downregiilasyon oldugu saptanmistir. Kontrol grubunagére Grup 1’in katli degisimi
0,6 iken Grup 2’nin katli degisimi 0,3 olarak tespit edilmistir. Bu sonuglar bize hsa-
miR-196a-5p’nin serum diizeyleri ile KAH sidddeti arasinda ters bir iligki
olabilecegini diistindiirmektedir. hsa-miR-196a-5p’nin hedef gen-miRNA iliskisi
‘miRDB’ veri tabaninda incelendiginde endotel hiicreleri kayma gerilimi yanitinda
ve aterosklerozda rolleri oldugu bilinen HOXAS geni ile hedef puani (target score) 92
olarak verilmektedir (94). Bu skor bize hsa-miR-196a-5p’nin HOXA5’i kuvvetli bir
sekilde hedef alarak gen ifadesi degisiklikleri ile HOXAS5’in etkili oldugu yolaklarda
hastaliklara yatkinlik olusturabilecegi bilgisini vermektedir. Ayrica ‘miRTarBase’
elektronik veritabaninda da HOXA5 geni i¢in hsa-miR-196a-5p tarafindan
hedeflendiginin deneysel olarak kanitlanmis oldugu MIRT006906 ID’si ile
gosterilmektedir (41). Bu genin fonksiyonlari ilgili ¢alismada, Dunn ve ark. farelerde
Hoxa5 transkriptlerinin endotelyal hiicre hasari stresi yanitinda ve aterosklerozda
ozellikle epigenetik diizenlemeler ile gen degisiminde rol oynadigini belirtmislerdir
(98). Chen ve Gorski ise insan hiicre kiiltiirlerinde miR-130a transfeksiyonu
sonucunda antianjiyogenezis mekanizmalarinda roli oldugu bilinen GAX ve HOXAS
genlerinin ekspresyonunu azaldigin1 gostermiglerdir. Bdoylece GAX ve HOXA5
genlerinin antianjiyogenezis mekanizmasindaki rolleri antogonize edilerek miR-
130a’nin antianjiyogenik tedavi hedefi olabilecegi bildirilmistir (99). Bizim
calismamiz sonucunda Akut MI grubu hastalarinda belirgin olarak farkli ifade

gosteren ve HOXAS genini hedefleyen hsa-miR-196a-5p’nin AKS gelisiminde roli
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olabilecegini bir biyobelirteg ve bir tedavi hedefi olarak kullanilabilecegini

diistinmekteyiz.

Calismamizda hsa-miR-373-3p i¢in yapilan ekspresyon karsilastiriimalarinda
Grup 2 ile kontrol grubu arasinda (p<0.01) ve Grup 2 ile Grup 1 arasinda (p<0.05)
istatiksel olarak anlamli ifade farkliliklart bulunmustur. Grup 1 ile kontrol grubu hsa-
miR-373-3p ekspresyonlari arasinda ise istatiksel olarak ifade farki bulunmamistir.
Bu sonuglar bize KAH olan veya daha heniiz hastalik tanis1 almayan bireylerde hsa-
miR-373-3p’nin ifade edilmesi durumunda AKS gelisimi i¢in uyarici nitelikte
olabilecegini ve hsa-miR-373-3p’nin AKS gelisiminde rolii olabilecegini
diistindiirmektedir. hsa-miR-373-3p igin hedef gen-miRNA iliskisi ‘miRTarBase’
elektronik veritabaninda da incelendiginde SIRT1 geni igin hsa-miR-373-3p
tarafindan hedeflendiginin deneysel olarak kanitlanmis oldugu MIRT006158 ID’si
ile gosterilmektedir (41). SIRT1 (Silent information regulator 2 homolog 1) geni
‘uzun Omiirli olma geni’ (longevity gene) olarak dabilinen ve kardiyovaskiiler
sistemde birgok koruyucu ozellikleri bilinen sirtuin ailesinden bir gendir. Bir ¢esit
deasetilaz proteini lirtinii olan gen, kodladigi tip 3 protein deasetilaz araciligiyla stres
direnci, metabolizma, apoptozis ve enerji dengesini igeren birgok 6nemli fizyolojik
olay1 diizenlemektedir. Kolesterol transportunu tersine g¢evirerek aterosklerozis ve
KVS hastalik gelisimi riskini azaltmaktadir (100). Ito ve ark. farelerde yaptiklar
calisma sonucunda endotel hiicre yaslanmasi ile miR-34a miktarinin arttigini ve
bunun SIRT1 gen {iriiniin koruyucu etkisini azaltarak yasla birlikte aterosklerozise
yatkinlik olusturdugunu Dbildirmislerdir (101). Bonauer ve ark. isemiyokart
enfarktiislii ve ekstremitelerinde iskemi olan fare modellerinde yaptiklar1 ¢alismada
miR-92a’nin asirt eksprese oldugunu ve miR-92a’y1 hedef alan antogomiR
uygulandiktan sonra anjiyogenezisin uyarildigint ve yeni damarlarin olustugunu
gozlemlemislerdir. Proanjiyogenik protein iiriiniine sahip olan SIRT1 geninin etkinlik
kazanarak anjiyogenezisin arttigint ve miR-92a’nin tedavi hedefi oldugunu
belirtmiglerdir (102). Bizim c¢alismamiz sonucunda Akut MI grubu hastalarinda
belirgin olarak farkli ifade gosteren ve SIRT1 genini hedefleyen hsa-miR-373-3p’nin
AKS gelisiminde rolii olabilecegini bir biyobelirte¢ ve bir tedavi hedefi olarak
kullanilabilecegini ~ diisiinmekteyiz. Ayrica hsa-miR-373-3p’nin  demografik

ozellikler ve klinik bulgulara goére calisma gruplari arasindaki ekspresyonlari
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karsilagtirildiginda, 60 yas dstiinde olanlarda, erkek cinsiyette, hipertansiyonu
olanlarda ve aile Oykiisii bulunanlarda kontrol grubuna gore KAH ve AKS hasta
gruplarinin  tiimiinde istatiksel olarak anlamli ifade farkliliklar1 goriilmektedir
(p<0.05 ve p<0.01). Bu ifade farkliliklar1 hsa-miR-373-3p’nin risk faktorleri ile ilgili

mekanizmalar ile de iligkili olabilecegi bilgisini vermektedir.

Calismamizda hsa-miR-375 i¢in yapilan ekspresyon karsilastirilmalarinda
Grup 2 ile kontrol grubu arasinda (p<0.05) ve Grup 1 ile kontrol grubu arasinda
(p<0.01) istatiksel olarak anlamli ifade farkliliklart bulunmustur. Grup 1 ile Grup 2
hsa-miR-375 ekspresyonlari arasinda ise istatiksel olarak ifade farki bulunmamustir.
Bu sonuglar bize hastalik tanisi almayan bireylerde hsa-miR-375’in ifade edilmesi
durumunda KAH veya AKS gelisimi i¢in uyarici nitelikte olabilecegini ve hsa-miR-
375’in KAH ve AKS gelisiminde rolii olabilecegini diisiindiirmektedir. hsa-miR-375
icin hedef gen-miRNA iligkisi ‘miRTarBase’ elektronik veritabaninda da
incelendiginde PTPN1 geni i¢in hsa-miR-375 tarafindan hedeflendiginin deneysel
olarak kanitlanmig oldugu MIRTO00545580 ID’si ile gosterilmektedir (41). PTPN1
geninin iriinii olan PTP1b araciligiyla VEGFA geni tiriinleri tizerindeki kisitlayict
etkisi bulundugu ve antianjiyogenik ozelliklere sahip oldugu bilinmektedir (103).
Garikipati ve ark. farelerde yaptiklar1 c¢aligmada miyokart enfarktiisii sonrasinda
miR-375’in downregiilasyonu ile miyokart hasarinin giderildigini ve miyokart
fonksiyonlarinda artig goriildiigiinii bildirmislerdir (104). Zhu ve ark. gebe kadinlarin
serumlarindan yaptiklar1 c¢aligmalarinda konjenital kalp defekti olan bebeklerin
tayininde miR-375’in bir biyobelirteg olabilecegini bildirmislerdir (105). Bizim
calismamiz sonucunda kontrol grubuna gore KAH ve AKS hastalarinda belirgin
olarak farkli ifadeler gosteren ve PTPN1 genini hedefleyen hsa-miR-375’in AKS
gelisiminde rolii olabilecegini diisiindiirmektedir. hsa-miR-375in biyobelirteg olarak
kullanilabilecegini ve tedavi calismalarinda hedef olarak alinabilecegini
diisinmekteyiz. Ayrica hsa-miR-375’in demografik ozellikler ve klinik bulgulara
gore calisma gruplan arasindaki ekspresyonlar1 karsilastirildiginda 60 yas iistiinde
olanlarda kontrol grubuna gére KAH ve AKS hasta gruplarinin timiinde (p<0.05 ve
p<0.01), hipertansiyonu olanlarda ise Grup 1 ile kontrol grubu arasinda istatiksel

olarak anlaml ifade farkliliklar1 gériilmektedir (p<0.01). Bu ifade farkliliklari hsa-
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miR-375’in risk faktorleri ile ilgili mekanizmalar ile de iliskili olabilecegi bilgisini

vermektedir.

Hipertansiyon ve miRNA profilinin anjiyogenezis iizerindeki -etkilerini
calisan arastirmacilardan Fernandes ve ark. hipertansif farelerde miRNA-16 ve
MIRNA-21’in egzersiz sirasinda arttigin1  hedefledikleri VEGF ve Bcl-2
aktivitelerinde azalma oldugunu gozlemlemislerdir. Ayrica mIRNA-126
ekspresyonunun azalarak hedefledigi PI3KR2 aktivitesinin arttig1, sonugta bu
miRNA’larin hipertansif durumda kapiller sayisinda azalma ve antianjiyogenik
etkileri olduklarini bildirmislerdir (106). Hipertansiyon ve anjiyogenezis iliskisinde
rolleri iyi bilinen diger miRNA’lar miR-92a ve miR-126’dir. miR-92a endotel
fonksiyonunun diizenlenmesinde 6zellikle eNOS iizerinden gorev alirken, miR-126
ise VCAM-1 ve PI3KR2 iizerinden proanjiyogenik roller istlenmektedir (107).
Bizim ¢alismamizda hipertansif hasta gruplarinda kontrol grubuna gore ifade
farkliliklar1 buldugumuz hsa-miR-373-3p ve hsa-miR-375’in KAH ve AKS
olgularinda anjiyogenezis tizerinden etkileri ile tedavi hedefi olabilecegini

diisiinmekteyiz.

Calismamizda gruplar arasinda bulunan ekspresyon farkliliklarinin KAH ve
AKS etiyopatogenezini agiklamaya yonelik yardimecr olabilecegini ve yeni tedavi
hedeflerinde yol gosterebilecegini diisinmekteyiz. Kardiyak dokunun Akut MI
sonrasi yeniden islev kazanabilmesi i¢in yeterli miktarda dolasim destegine ihtiyaci
bulunmaktadir. Yeni damarlarin olusmasi ve kan akimi ile gerekli besin ve oksijen
desteginin saglanmas1 agisindananjiyogenezisin ¢ok kritik bir dneme sahip oldugu
bilinmektedir. Anjiyogenezisi etkileyen birkag miRNA tanimlanmis fakat bunlarin
cogu kalp tizerinde calisilmadigi bildirilmistir (77). Bugiline kadar yapilan birgok
calisma ile miRNA tarafindan diizenlenen hiicresel olaylarin stres ve hasarlanma
durumunda yetersiz veya asirt sekilde gerceklesmesi seklinde oldugunun goriilmesi
miRNA’larin hastaliklarin olusumundaki asil roliinlin anlasilmasini saglamistir
(108). Zaman gectikge miRNA’larin insan hastaliklarinda nasil bir rol {stlendigi
konusu daha da merak uyandirmis ve bu sorulara yanit aramaya yonelik birgok

calisma yiirtitiilmustiir, gelisimini tamamlamis dokularin fizyolojik ve patofizyolojik
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strese verdigi cevabin miRNA’lar tarafindan son derece etkilendikleri ortaya
cikarilmigtir (109).

Gilinimiizde miRNA-hedef gen ¢alismalart ve bu caligmalar sonucunda
biyobelirteg ve tedavi arastirmalart tim hiziyla devam ederken kompleks
etkilesimler, miRNA’larin kendi dogal 6zelliklerinden dolay1 izlenecek yontemlerin
karmagikligi ve hedeflerin ¢ok g¢esitlilik gostermesi gibi nedenler miRNA
arastirmalarindaki zorluklarm bashicalar1 olarak karsimiza ¢ikmaktadir. Ornegin; bir
miRNA hedef dizilerin 6zelliklerine gore bir¢cok genin ifadesini etkileyebilmekte,
yiizden fazla transkriptin ekspresyonunu diizenleyebilmektedir. Buna karsilik olarak
bir tek gen de eger transkribe oldugu mRNA iizerinde bir¢ok miRNA’ya uygun
komplementer dizi bulunuyorsa farkli miRNA’lar tarafindan regiile edilebilmektedir
(47). Ayrica hedef dizi uyumluluguna ve komplementer dizinin baglanma
bolgelerindeki noktalara gore de her bir miRNA’nin etkinligi degisebilmektedir.
Bunun yaninda herhangi bir miRNA ekpresyonu ile mi hastaliklarin ortaya ¢iktigi,
yoksa hastalik durumdan dolayr m1 miRNA’larin eksprese edildigi ayr1 bir dilemma
olarak karsimiza cikmaktadir. ilave olarak miRNA ekspresyonu ve islevlerini
diizenleyen diger genlerde goriilebilen mutasyonlar da bu hastaliklara yol
acabilmektedir. Dahasi miRNA fonksiyonlarim1 kontrol eden ve miRNA’lar
baskilayan diger kodlanmayan RNA’larin (circRNA) varliginin da bu hastaliklarin
gelismesinde rol oynayabilecegi bilinmektedir (110). Tiim bu nedenleri tam olarak
anlayabilmenin en iyi yolunun deneysel ¢aligmalar ile hedeflenen miRNA’larin ve

etkilerinin ¢aligilip gosterilmesinden gegtigi agiktir.

Biyobelirte¢ arastirmalarinda giiniimiiz teknolojileri ile serum ve plazma
orneklerinden 0Ozellikle kanser alaninda minimal invaziv tam1 (liquid biopsy)
caligmalar1 yapilabilmektedir. Bu sayede gereksiz biyopsilerden kaginilarak
eksozomal ve dolagimdaki serbest belirtegler biiyiik bir 6zgiilliikk ve etkinlik ile tespit
edilebilmektedir (111). miRNA arastirmalarinin da bezer sekillerde bu alanda

gelecekte biiyiik 6nem teskil edecegi ongoriilmektedir.

Calismamizin ¢ok Onemli sonuclarinin yaninda bazi kisithliklar1 da
bulunmaktadir. Birincisi, ¢aligmamizda kontrol grubu, koroner anjiyografi uygulanip

koroner arterlerinde kalp fonksiyonlarini etkilemeyecek diizeyde (<50%) darlik
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bulunan veya hi¢ darlik bulunmayan hastalardan olusmaktadir. Bu tercihin nedeni
koroner arterlerde tikaniklik ve anjiyogenezis iizerinde daha etkin bir sekilde
arastirma yapabilmekti. Fakat tamamen saglikli goniillillerden olusan bir kontrol
grubu olusturularak da hedef miRNA’larin ekspresyonunda bir farklilik olup
olmadig1 arastirilmalidir. ikincisi, ¢alismamizda housekeeping gen olarak segilen
RNUG-6P geninin serum orneklerinde eksprese olmadigi tespit edilmistir. Bunun
yerine Mestdag ve ark. tarafindan qRT-PCR miRNA ekspresyon calismalari igin
gelistirilen ortalama ekspresyon tizerinden normalizasyon metodu kullanilmistir (91).
Tekrarlayan c¢aligmalarda serumda eksprese oldugu bilinen baska housekeeping
genler (SNORDG61 gibi) kullanilarak normalizasyonun g¢alisma esnasinda birlikte
yapilmasi daha faydali olacaktir. Bir diger onemli konu, bulunan bu ekspresyon
farkliliklarnin KAH ve AKS olgularinda bilinen en iyi biyobelirteg olan kardiyak
troponinler ile karsilastirilarak etkinlikleri hakkinda ¢ikarimlarda bulunulmalidir.
Son olarak bulunan bu ekspresyon farkliliklarinin hedef gen ve tiriinlerinde 6zellikle

de protein ekspresyonu diizeyinde konfirme edilmesi gerekmektedir.

Sonug olarak calismamizda hedefledigimiz gibi KAH ve AKS olgularinda
belirgin ifade farkliliklar1 olan miRNA’lar1 gostermis olduk. Hasta gruplarinda farklh
ekspresyon diizeylerini saptadigimiz miRNA’larin KAH ve AKS gelisiminde rolleri
oldugunu ve ayrica bu hastaliklar i¢in bir biyobelirteg¢ ve tedavi hedefi olabilecegini

diistinmekteyiz.
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6. SONUCLAR

Koroner Arter Hastaligi ve Akut Koroner Sendrom gelisiminde rol oynayan

mikro RNA’lar1 arastirdigimiz bu ¢alismamizda;

1. hsa-miR-128-3p icin yapilan ekspresyon calismalart sonucunda koroner
arterlerinde tam tikaniklik olan hasta grubu ile koroner arterlerinde darlik
olmayan grup arasinda (p<0.05) ve koroner arterlerinde tam tikaniklik olan
hasta grubu ile koroner arterlerinde kritik darlik olan hasta gruplar1 arasinda
(p<0.01) istatiksel olarak anlamlt MiIRNA ifade farkliliklar1 bulunmustur.

2. hsa-miR-196a-5p igin yapilan ekspresyon calismalar1 sonucunda koroner
arterlerinde tam tikaniklik olan hasta grubu ile koroner arterlerinde darlik
olmayan grup arasinda (p<0.05) istatiksel olarak anlamli miRNA ifade
farklilig1 bulunmustur.

3. hsa-miR-373-3p igin yapilan ekspresyon calismalari sonucunda koroner
arterlerinde tam tikaniklik olan hasta grubu ile koroner arterlerinde darlik
olmayan grup arasinda (p<<0.01) ve koroner arterlerinde tam tikaniklik olan
hasta grubu ile koroner arterlerinde kritik darlik olan hasta gruplari arasinda
(p<0.05) istatiksel olarak anlamlt MiIRNA ifade farkliliklar1 bulunmustur.

4. hsa-miR-373-3p icin yapilan ekspresyon caligmalari sonucunda 60 yas
istlinde olanlarda, erkek cinsiyette, hipertansiyonu olanlarda ve aile dykiisii
bulunanlarda koroner arterlerinde darlik olmayan gruba gore koroner
arterlerinde tam tikaniklik olan hasta grubu ve koroner arterlerinde kritik
darlik olan hasta gruplart arasinda istatiksel olarak anlamli miRNA ifade
farkliliklar1 bulunmustur (p<<0.05 ve p<0.01).

5. hsa-miR-375 igin yapilan ekspresyon ¢alismalari sonucunda koroner
arterlerinde tam tikaniklik olan hasta grubu ile koroner arterlerinde darlik
olmayan grup arasinda (p<0.05) ve koroner arterlerinde kritik darlik olan
hasta grubu ile koroner arterlerinde darlik olmayan grup arasinda (p<0.01)
istatiksel olarak anlamlit MiRNA ifade farkliliklar1 bulunmustur.

6. hsa-miR-375 i¢in yapilan ekspresyon ¢aligmalari sonucunda 60 yas iistiinde

olanlarda koroner arterlerinde darlik olmayan gruba goére koroner arterlerinde
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tam tikaniklik olan hasta grubu ve koroner arterlerinde kritik darlik olan hasta
gruplar1 arasinda istatiksel olarak anlamli mMIRNA ifade farkliliklar
goriilmektedir (p<0.05 ve p<0.01). Hipertansiyonu olanlarda da koroner
arterlerinde darlik olmayan gruba gore koroner arterlerinde kritik darlik olan
hasta grubu arasinda istatiksel olarak anlamli MIRNA ifade farklilig

bulunmustur (p<0.01).

Sonuglar1 anlamli ifade farkliliklart sunan bu miRNA ekspresyon calismasinin
daha anlamli olabilmesi i¢in daha biiylik kontrol ve hasta gruplar ile tekrar
gosterilmeli, ayrica mRNA ve protein diizeyinde de calismalar yapilmalidir. Hedef
gen-miRNA iligkisinden yola ¢ikarak Koroner Arter Hastaligi ve Akut Koroner
Sendrom i¢in biyobelirteg ve tedavi hedefi olarak kullanilabilme olanaklari

arastirilmalidir.
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GENETIK CALISMALAR ICIiN BILGILENDIRILMiS GONULLU OLUR FORMU

LUTFEN DIKKATLICE OKUYUNUZ !!!
Bu ¢aligmaya katilmak iizere davet edilmis bulunmaktasiniz. Bu ¢aligmada yer almay1 kabul
etmeden Once g¢alijmanin ne amagla yapilmak istendigini anlamaniz ve kararmizi bu
bilgilendirme sonrasi 0Ozgiirce vermeniz gerekmektedir. Size 06zel hazirlanmig bu
bilgilendirmeyi liitfen dikkatlice okuyunuz, sorulariniza acik vanitlar isteyiniz.

Kalp ve damar hastaliklarinin genetik (kalitimsal) nedenlerini bulmak tizere yeni bir
arastirma yapmaktayiz. Arastirmanin ismi “Adiyaman Ilinde Akut Koroner Sendrom
Olgularinda miRNA Ekspresyon Diizeylerinin Belirlenmesi” dir.

Sizin de bu arastirmaya katilmanizi 6neriyoruz. Ancak hemen ifade etmek gerekir ki
bu arastirmaya katilip katilmamakta serbestsiniz. Calismaya katilim goniilliiliik esasina
dayalidir. Kararmizdan once aragtirma hakkinda sizi bilgilendirmek istiyoruz. Bu bilgileri
okuyup anladiktan sonra arastirmaya katilmak isterseniz formu imzalayiniz.

Aragtirmaya davet edilmenizin nedeni sizde/ailenizin bir iiyesinde koroner arter
hastaliginin bulunmus olmasidir. Adiyaman Universitesi Tibbi Genetik Anabilim Dali bu
hastaligin nedenlerini ortaya ¢ikaracak bir arastirma gergeklestirilecektir. Sizin de bu
caligmaya katiliminiz arastirmanin basarist i¢in Onemlidir. Arastirmaya katilacak hasta
gontlli sayist 150°dir.

Muayene esnasinda sizden biyokimyasal ve genetik analizler i¢in kan alinacak ve bulgular
kaydedilecektir. Bu kayitlar ilerde tekrar incelenerek dogru tani konulmasia yardimci
olacaktir. Bu kayitlar kimliginiz belirtilmeden bilimsel nitelikte yaymlarda kullanilabilir. Bu
amaglarin disinda bu kayitlar kullanilmayacak ve bagkalarina verilmeyecektir.

Bu calismay1 yapabilmek i¢in kolunuzdan 5-10 (1-2 tiip) ml. kadar kan almamiz
gerekmektedir. Bu kandan genetik materyal (DNA ve RNA) elde edilecektir. Bu asamada
basarisiz olundugunda bir kez daha kan vermeniz istenebilir.

Bu c¢alismaya katilmaniz i¢in sizden herhangi bir iicret istenmeyecektir. Calismaya
katildiginiz i¢in size herhangi bir 6deme yapilmayacaktir.

Kan alinmast sirasinda olusabilecek riskler: Kan alma islemi ile ilgili riskler arasinda
bayilma, agri ve/veya kan alma bolgesinde morarma sayilabilir. Ender durumlarda igne
deliginin yerinde enfeksiyon ya da kii¢lik bir kan pihtis1 olabilir. Olas1 bir soruna kars1 gerekli
tedbirler tarafimizdan alinacaktir.

Yapilacak genetik testin getirebilecegi olast riskler: Genetik bilginin kullanilmasina bagl
olarak sosyal, ekonomik ve psikolojik sorunlar ortaya ¢ikabilir. Size ait genetik bilginin gizli
kalacagina dair elimizden geleni yapacagiz. Ancak hemen belirtmemiz gerekir ki; yaptigimiz
testler sizin veya ailenizin bir ferdinin ileriki bir zamanda bu genetik hastaliktan
etkilenebilecegini ortaya cikarabilir. Bu bilginin koti yonde kullanilmasi sizi ekonomik ve
sosyal yonden etkileyebilecegi gibi, boyle bir hastalifa sahip oldugunuzu 6grenmeniz sizi
psikolojik yonden de etkileyebilir. Sizin anormal bir gen tasidiginizi saptadigimizda
bulgularimiz1 herhangi bir iicret talep etmeden size bildirecegiz. Ancak bdylesi bir bilgiyi
ogrenmeyi reddetmek her zaman hakkinizdir. Yine hemen belirtmeliyiz ki; bu bilgiyi sizin
disinizda birisi ile paylasmamiz sadece sizin izninizle olacaktir. Genetik testlerin 6nemli bir
riski de bu testler sonucunda anne ya da babanin biyolojik kimliginin de saptanmasidir. Bu
durumlarda gizlilik ilkesine bagl kalinacaktir.



Yukarida sayilanlar bdylesi bir analizde yasanabilecek potansiyel risklerdir. Ancak
bunlardan en az oranda zarar gormenizi saglamak i¢in elimizden geleni yapacagiz.
Calismanin devami sirasinda ortaya ¢ikabilecek sorun ve riskler katilimcinin/hastanin
kendisine ya da sorumlusuna iletilecektir.

Yapilacak genetik testin getirecegi olast yararlar: Boyle bir analiz ilgili genetik
hastaligin nedeninin 6grenilmesinde yararli olacaktir. Su anda bu ¢alismanin hemen size veya
yakinlarimiza bir fayda olarak donlip donmeyecegini bilmiyoruz. Ancak ilgili hastaligin
temelinde yatan nedenlerin 6grenilmesi ileride ilgili hastaliktan etkilenmis bireylere fayda
saglayacaktir.

Bu caligmaya katilmay1 reddedebilirsiniz. Bu aragtirmaya katilmak tamamen istege baglidir ve
reddettiginiz takdirde size uygulanan tedavide herhangi bir degisiklik olmayacaktir. Yine
calismanin herhangi bir asamasinda onaymizi ¢ekmek hakkina da sahipsiniz. Eger 6rneginizin
imha edilmesine karar verirseniz, bu isteginizden once iiretilmis her tiirlii veri ve yapilmis
analiz ortadan kaldirilmayacak ama daha fazla analiz yapilmayacaktir. Aksi halde, saklama
siiresinin sonunda 6rnegin imha edilmesinden destekleyici/arastirici sorumludur.

Kan Orneklerinin Saklanmasi
Bu bilimsel aragtirma sirasinda alinan kan o6rneklerinin tamami kullanilmayip bir bolimii
benzeri arastirmalarda kullanilmak tizere saklanabilir.

(Katilimcinin/Hastanin Beyant)

Sayin Dog¢. Dr. Mustafa Cetin tarafindan Adiyaman Universitesi Tip Fakiiltesi Kardiyoloji
Anablim Dalinda tibbi bir arastirma yapilacagi belirtilerek bu arastirma ile ilgili yukaridaki
bilgiler bana aktarildi. Bu bilgilerden sonra boyle bir arastirmaya  “katilimci” (goniillii)
olarak davet edildim.

Eger bu arastirmaya katilirsam hekim ile aramda kalmasi gereken bana ait bilgilerin
gizliligine bu arastirma sirasinda da biiyiilk 6zen ve saygi ile yaklasilacagina inaniyorum.
Arastirma sonuglarinin egitim ve bilimsel amaclarla kullanimi sirasinda kisisel bilgilerimin
ihtimamla korunacagi konusunda bana yeterli giiven verildi.

Projenin yiiriitiilmesi sirasinda herhangi bir sebep gostermeden arastirmadan gekilebilirim.
Ancak arastirmacilari zor durumda birakmamak i¢in aragtirmadan g¢ekilecegimi dnceden
bildirmemim uygun olacaginin bilincindeyim. Ayrica tibbi durumuma herhangi bir zarar
verilmemesi kosuluyla aragtirmaci tarafindan arastirma dis1 tutulabilirim.

Arastirma i¢in yapilacak harcamalarla ilgili herhangi bir parasal sorumluluk altina
girmiyorum. Bana da bir 6deme yapilmayacaktir.

Ister dogrudan, ister dolayli olsun arastirma uygulamasindan kaynaklanan nedenlerle
meydana gelebilecek herhangi bir saglik sorunumun ortaya ¢ikmasi halinde, her tiirlii tibbi
miidahalenin saglanacagi konusunda gerekli giivence verildi. (Bu tibbi miidahalelerle ilgili
olarak da parasal bir yiik altina girmeyecegim).

Arastirma sirasinda bir saglik sorunu ile karsilastigimda; herhangi bir saatte, Do¢. Dr. Mustafa
Cetin’e ulasabilecegimi ve kendisini arayabilecegimi biliyorum.



Bu arastirmaya katilmak zorunda degilim ve katilmayabilirim. Arastirmaya katilmam
konusunda zorlayicit bir davranisla karsilasmis degilim. Eger katilmayr reddedersem, bu
durumun tibbi bakimima ve hekim ile olan iliskime herhangi bir zarar getirmeyecegini de

biliyorum.

Bana yapilan tiim agiklamalar1 ayrintilariyla anlamis bulunmaktayim. Kendi basima belli bir
diistinme siiresi sonunda adi gegen bu arastirma projesinde “katilime1” olarak yer alma
kararin1 aldim. Bu konuda yapilan daveti biiyiik bir memnuniyet ve goniilliiliik igerisinde

kabul ediyorum.

Bu formun imzal1 ve tarihli bir kopyas1 bana verildi.
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