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OZET
ATEROSKLEROZLU HASTALARIN KORONER ARTER
PLAKLARINDA VE DOLASIMLARINDAKI MIKRORNA-221/222
IFADE DUZEYLERININ INCELENMESI

Aslihan Esra BILDIRICI
Yiiksek Lisans Tezi
Tibbi Biyoloji Ana Bilim Dali
Danisman: Dog. Dr. Serdal ARSLAN
2016, 87 sayfa

Ateroskleroz, atardamarlar1 etkileyen ve yaygin olarak “damar sertlesmesi”
olarak isimlendirilen arteriosklerozun bir tiiriidiir. Tiirkiye Istatistik Kurumu verileri,
Tiirkiye’de kalp ve damar hastaliklarina bagli oliimlerin oranmnin 2014 yilinda
%40,4’e yiikseldigini ortaya koymaktadir. MikroRNA’ lar (miRNA) (19-25
niikleotid), hedef gen ifadesini post-transkripsiyonel seviyede diizenleyen, hiicre
cogalmasi, farklilagsmasi ve apoptoz gibi pek ¢ok fizyolojik ve patolojik siireglerde
hayati rol oynayan kodlama yapmayan RNA’ larin bir smifidir. miR-221/222,
aterosklerotik stirecte gorevli vaskiiler diiz kas hiicreleri ve endotelyal hiicrelerde
yiiksek seviyelerde bulunur ve hiicrelerin hastalik patolojisindeki degisikliklerinden
sorumludur. Bu c¢alismada, ateroskleroz siirecinde miR-221/222’nin koroner arter
plaklarinda ve dolasgimdaki ifadelenme seviyelerinin incelenmesi amaglanmistir.
Daha Onceki ¢alismalardan farkli olarak ilk defa, koroner arter by-pass cerrahisi
sirasinda alinan aterosklerotik koroner arter plaklari ile internal mammarian arterden
(IMA) alman doku ornekleri ve anjiografi sonuglarina gore hasta ve kontrol grubu
olarak siniflandirilan kan érnekleri kullanilmistir. Orneklerden total RNA izolasyonu
yapilmis ve daha sonra Real Time-PCR (Real Time-Polimeraz Zincir Reaksiyonu)
kullanilarak bu miRNA’larmn ifade diizeylerine bakilmistir.

Yapilan son ifade analizleri ve istatistiksel degerlendirmeler sonucunda miR-
221’in ifadesinin koroner arter plaklarinda IMA dokusuna gore istatistiksel olarak
anlamli bir artisa sahip oldugu gérilmiistiir (p= 0,015). Artis orani ise 8,94 kat olarak
bulunmustur. miR-222"nin ifadesinin ise koroner arter plaklarinda IMA dokularina
oranla 14,91 kat arttig1 gézlenmis, fakat istatistiksel olarak herhangi bir anlamlilik
tespit edilememistir (p=0,117). Bunun aksine kan orneklerinde yapilan analizlerde
her iki miRNA da istatistiksel olarak anlamli bulunmamakla birlikte (miR-221 i¢in
p=0,139, miR-222 i¢in p=0,080) miR-221 hasta grubunda kontrol grubuna gére 6,22
kat, miR-222 ise 5,19 kat daha az ifadelenmektedir. Koroner arter plak olusumunda,
dokunun yeniden modellenmesindeki patolojik siireclerde miR-221 ve miR-222’nin
hiicre spesifik etkiye sahip dnemli belirtegler olabilecegi diisiiniilmektedir.

Anahtar Kelimeler: Ateroskleroz, Koroner Arter, miR-221, miR-222
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ABSTRACT

EVALUATION OF MICRORNA-221/222 EXPRESSION LEVELS IN
PATIENTS WITH CORONARY ARTERY IN ATHEROSCLETOTIC
PLAQUE AND CIRCULATION

Aslihan Esra BILDIRICI
MSc Thesis
Department of Medical Biology
Supervisor: Assoc. Prof. Serdal ARSLAN
2016, 87 pages

Atherosclerosis is a kind of arteriosclerosis that affecting arteries and commonly
referred to as “hardening of vein”. Data from Turkey Statistical Agency suggested
that the rate of deaths dependent to cardiovascular diseasein Turkey increased to
%40,4 in 2014. MicroRNAs (miRNAS) (19-25 nt) are a class of non-coding RNAs
that regulates target gene sequence in posttranscriptional level and have a critical role
in pathological and physiological processes such as cell proliferation, differentation
and apoptosis. miR-221/222 are found in high levels in vascular smooth muscle cells
and endothelial cells and are responsible for roles of cells in pathology of the disease.
In this study, we aimed to investigate of the levels of miR-221/222 in coronary arter
plaques and circulating during the atherosclerosis. Different from the previous
studies, in this study use of coronary artery plaques that obtained by coronary artery
by-pass surgery for the first time and internal mammarian artery (IMA) tissue
samples and the blood samples that are classified as the patient and control groups
according to the result of angiography. Total RNA was isolated from samples and
then expression levels of these miRNAs was measured using Real Time-PCR (Real
Time Polymerase Chain Reaction).

According to the final results of expression analysis and statistical evaluation,
expression of miR-221 has a statistically significant increase in coronary artery
plaques compared IMA tissue (p=0,015). The fold change was found 8,94. It was
observed that the expression of miR-222 increased 14,91 times in coronary artery
plaques compared with IMA tissues, but no statistical significant could be
determined (p=0,117). In contrast this, in analysis of blood samples both of the
miRNAs were not found statistical significant (miR-221 p=0,139 and miR-222
p=0,080) but miR-221 is 6,22 times less expressed in patients group compared with
control group and miR-222 is 5,19 times. According to these results, thought that
miR-221 and miR-222 will be important markers that have the cell specific effects in
coronary artery plaque formation and the pathological processes of the tissue
remodelling.

Key Words: Atherosclerosis, Coronary Artery, miR-221, miR-222
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1. GIRIS
1.1.Problemin Tanim ve Onemi

Kardiyovaskiiler hastaliklarin (KVH) diinyada hizla artan yayginligi nedeniyle
ontimiizdeki 15 yil icerisinde diinyada Sliimlerin baslica nedenlerinden biri olmasi
beklenmektedir. KVH, Tirkiye’de tiim Olimlerin % 40 nedeni, 65 yas altinda
Avrupa erkeklerde oliimlerin en sik, kadinlarda ikinci en sik goriilen nedenidir. Her
yil, 310 bin yeni koroner olay meydana gelmekte ve bunlarin yaklasik 90 bini
yasamini yitirirken 220 bini kronik koroner arter hastalarina eklenmektedir (Onat ve
ark, 2007). Koroner arter hastaliginin (KAH) en yaygin nedeni koroner arterlerdeki
aterosklerozdur. Ateroskleroz, primer olarak orta ve biiylik boyuttaki elastik
arterlerin intima tabakasmi etkileyen, karakteristik lezyonu plak olan ve
asemptomatik yagl ¢izgilenmelerden damar liimenini daraltan stabil veya komplike
lezyonlara kadar degisik formlari olan kesintisiz bir siiregtir (Zengin, 2011).
Birbirleri ile sinerjik etki gosteren 200’{in iizerinde faktoriin ateroskleroz olusum ve
gelisiminden sorumlu oldugu diislintilmektedir (Wilson ve ark, 1998; Assmann ve
ark, 2002; Magnus ve Beaglehole, 2001) ve son yillarda kodlama yapmayan (non-
coding) RNA (ncRNA) aracil1 epigenetik olaylar bu konuda 6nemli oyuncular olarak
ortaya ¢ikmaktadir.

Kisa kodlama yapmayan RNA’larin bir sinift olan mikro-RNA’lar (miRNA ya
da miR) gen ekspresyonunu transkripsiyon sonrast diizenleyerek, insan
hastaliklarinin  gelisiminde ve cesitli biyolojik siireclerde anahtar rol oynar.
mMiRNA’lar, endotelyal damar diiz kas hiicreleri ve kardiyovaskiiler homeostaz
baglaminda ateroskleroz patogenezinde onemli bir rol {istlenebilir (Ceviker ve ark,
2016). Plak gelisiminin farkli agamalarinda miRNA’larin farkli setleri bulunmustur
ve miRNA’larin fonksiyon bozuklugu aterosklerotik plaklarin kararsiz hale
gelmesinde ve yirtilmasinda olduk¢a 6nemli roller oynamaktadir. Anjiyogenez ve
endotelyal hiicre biitiinliigiinde rol oynayan pek ¢ok miRNA da in vitro ¢aligmalarla
tepsit edilmistir (Urbich ve ark, 2008).

Dolasim halindeki miRNA’larin, hiicre dis1 haberciler olarak hiicre-hiicre
iletisiminde ve kardiyovaskiiler hastaliklar i¢in potansiyel biyobelirte¢ olarak
kullaniminda 6nemli olduklar1 son birka¢ yil i¢inde kabul edilmistir (Reid ve ark,

2011; Simons ve Raposo, 2009).



Vaskiiler biyolojide miR-221 ve miR-222 VSMC (vaskiiler diiz kas hiicresi) ve
endotelyal hiicrelerde gosterdikleri etkiyle 6nemli oyuncular olarak karsimiza
cikmaktadir (Chistiakov ve ark, 2014). insan miR-221 ve paralogu olan miR-222,
VSMC’lerdeki fenotipik degisikliklerle ve endotelyal hiicrelerin anjiogenik
Ozelliklerinin etkilenmesiyle damar aginda oOnemli aktiviteler gostermektedir
(Poliseno ve ark, 2006; Davis ve ark, 2009).

MiRNA’larin ateroskleroz patogenezindeki rolliniin ac¢iklanmasi tedaviye
yonelik hedeflerin belirlenmesi agisindan 6nemlidir.

1.2.Arastirmanin Amaci

Bu ¢alismada bir bireyin koroner arter by-pass cerrahisi sirasinda ilk defa alinan
aterosklerotik darlik gelismis olan koroner arter plaklari ile aterosklerotik olmayan
(anjiyografik normal) IMA (Internal Mammarian Arter) dokusu ve yine
aterosklerozlu hasta ve herhangi bir kalp damar hastaligima ek olarak baska bir
hastaligi da bulunmayan saglikli bireylerden alinan kan oOrnekleri kullanilmistir.
Ornekler arasindaki miR-221/222 ifadelenme farklarina bakilarak koroner arter plak
olusumunda miR-221/222’nin Oneminin incelenmesi amaclanmistir. Dolasimdaki
seviyeleri incelenerek miR-221/222’nin  ateroskleroz igin biyobelirte¢ olup

olmadiginin degerinin belirlenmesi hedeflenmistir.



2. GENEL BILGILER
2.1.Ateroskleroz

Kalp veya kan damarlarmin (arterler ve venler) hastaliklarini igeren gruba genel
olarak kardiyovaskiiler hastaliklar (KVH) denir (Maton, 1993). KVH tiirleri arasinda;
koroner arter hastalifi (KAH), kardiyomiyopati, hipertansif kalp hastaligi, kalp
yetmezligi, kor pulmonela, kardiyak aritmiler, inflamatuvar kalp hastaligi, kalp
kapak hastaliklar1, inme ve periferik kalp hastaliklar1 sayilabilir.

Koroner arter hastaligir (KAH), koroner arterlerin duvarinda gézlenen plaklardan
dolay1 ortaya ¢ikan bir hastaliktir. KAH’1n en sik nedeni aterosklerozdur (Cagatay ve
Soydan, 1997).

Geligmis tilkelerde ateroskleroz, dliimlerin en basta gelen sebebidir. Bu nedenle;
aterosklerozun sebebi, epidemiyolojisi, patogenezi ve miimkiin oldugunca erken
teshis ve tedavisi lizerinde yillardir yogun bir sekilde galisiimaktadir (Kurban ve
Mehmetoglu, 2005). Diinya Saghk Orgiiti'niin (WHO) 2015 Ocak ayinda
yayinladigi uluslararas1 KVH istatistiklerine gore 2012 yilinda tiim kiiresel 6liimlerin
%31’ini temsil etmek iizere tahminen 17,5 milyon insan KVH nedeniyle hayatim
kaybetmistir (WHO, 2015). Yine 2012 Kiiresel Saglik Gozlemevi (GHO) verilerine
gore, Tirkiye’de yas bagimli kardiyovaskiiler 6liim oranlari 100.000 niifus basina
kadinlarda 256.0, erkeklerde 384.2 ve her iki cinsiyet de baz alindiginda 310.3’tiir
(GHO, 2012).

Ateroskleroz, kronik, progressif ve multifokal bir intimal hastaliktir (Cagatay ve
Soydan, 1997). Aterosklerozun yaygin o&zelligi, neointimal formasyondur; yani
tromboz olusumuna ve damar tikanikligina neden olabilecek sekilde arteryal duvarin
tunika medya tabakasinda g¢ok-tabakali bir bolme iiretecek ve bdylece damar
limeninin yavas yavas daralmasin indiikleyecek olan endotelyal hiicre fizyolojisinin
degismesi ve vaskiiler diiz kas hiicrelerinin hiperplazisidir (Quintavalle ve ark,
2011). Ateroskleroz, arterlerde inflammasyon, lipid birikimi, hiicre 6liimii ve fibrozis
ile karakterize lezyonlarin olusumuna yol agmaktadir (Hansson ve Libby, 2006).

Ateroskleroz, baslangicta sadece akim sinirlayict daralmalara yol agabilecegi
gibi; ilerleyen donemlerde ise aterosklerotik plagin parcalanmasi ile trombiislere yol
acarak miyokard infarktiisii, iskemik fel¢ ve abdominal aorta anevrizmalar1 gibi insan

hayatin1 tehlikeye diislirecek cok ciddi komplikasyonlara yol acabilmektedir.



Ateroskleroz gelisiminin ilk agsamasinda kronik endotel hasar1 ve hasarli endotelden
gecen immiin sistem hiicreleri ve lipidlerin birikimi gozlemlenir, bu erken asamadaki
lezyon yagh ¢izgilenme olarak adlandirilir. Bu asamada lezyonda en fazla sayida
bulunan hiicreler makrofajlarin fagosite ettikleri lipidlerle sismeleri ile olusan kopiik
hiicreleridir, ancak bu asamada lezyonlarda T hiicreleri de yer almaktadir (Sekil 1)
(Hansson ve Libby, 2006). Bu siirecin sonucunda zamanla lezyon ilerleyip
olgunlasarak aterom plagi denilen olgun aterosklerotik plaklari olusturur. Bu plagin
merkezinde kopilik hiicreleri ve hiicrelerarasi yag damlaciklarindan olugmus bir
cekirdek bulunur ve bu cekirdegin etrafi diiz kas hiicreleri ve kollajenden zengin bir
fibroz kapakla ¢evrilir. Bu olgun arterosklerotik plaklarda dendritik hiicreler, mast

hiicreleri ve B hiicrelerinin de bulundugu bilinmektedir (Weaver ve ark, 2006).

S lastik famina § @5;&»}

Intima
V‘\Q\
Medva' >_00 7. Hiicre kalntilars
s = “ ‘O dogve kolesterol

F S ‘Q ‘)
in \Q_o(n °__ /og Y7

e H ’3;\5‘32 &8 o @& o @

Kolesterol Olii hiicre Dendritik hiicre Kopiik hiicresi Makrofaj Masst hiicresi Monosit Diiz kas hiicresi T hiicresi

Sekil 1:0lgun ateroskleroz plaginin sematik goriiniimii (Hansson ve Libby, 2006).

Plagin merkezinde 6lii hiicreler ve kolesterolden olugsmus olan ¢ekirdek bolgesini,
diiz kas hiicreleri ve kollajen liflerinden olusmus fibroz kapak ¢evrelemektedir. Plak
igerisinde yogun bagisiklik hiicresi aktivitesi dikkat ¢gekmektedir (Hansson ve Libby,
2006).



2.2.Arterin Normal Yapisi
Normal arterin duvarint (Sekil 2); intima, medya ve adventisya olarak
isimlendirilen ii¢ tabaka olusturmaktadir (Zengin, 2011).

Arter NDuvarinimn Y Aapisi

Tunika medya
Tunika adventisy7 Tunika intitna

Endotel

Dz kas

Eksternal elastikc

membran Internal elastik

membran

Sekil 2:Arter duvarimin  yapisi  (http://www.catatandokter.com/2015/02/endotel-
vaskular.html, Erisim tarihi: Ocak 2016).

Tek sira bir halde liimene bakan yiizde siralanmis endotel hiicreleri, bu hiicreleri
destekleyen subendotelyal matriks ve bazal membran intima tabakasini olusturur.
Tek kath endotel, bir bazal lamina iizerine oturur ve bu lamina tip-4 kollajen gibi
fibriler olmayan kollajen tiplerini, laminin, fibronektin ve diger ekstra seliiler matriks
molekiillerini igeren bir yapidir (Zengin, 2011). internal elastik membran intima
tabakasini, medya tabakasindan ayirir.

Diiz kas hiicrelerinin ¢ogalmasina paralel olarak, arteriyel agacin dallanma
bolgelerinde endotel gegirgenligi ve intima kalinligi artar; bunu takiben medya
tabakasindaki hiicrelerinin diizeni bozulur ve yastik¢iklar gelisir (Zengin, 2011).
Arter yataginin her tarafinda intima tabakasini olusturan temel yapilar ayni olmasina
ragmen intima kalinhiginda lokal farkliliklar gozlenir. Arter catallanma bdlgeleri ve
yan dallarin ag1z bolgeleri intima kalinliginin en fazla oldugu bélgelerdir.

Intima tabakasi, iki alt tabakadan olusur. Liimenin altinda bulunan i¢ tabaka
proteoglikan tabaka olarak adlandirilir ve ince bir ag yapisinda fibréz olmayan bir
proteoglikan zemin maddesinden olusur. Bu tabakada elastik lifler nadir olarak
bulunurken diiz kas hiicreleri graniillii endoplazmik retikulumdan zengin sentetik

fenotipte ya da miyofilamentten zengin kontraktil fenotipte bulunabilir. Proteoglikan
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tabakanin hemen altinda bulunan ve medya ile komsu olan tabakaya muskuloelastik
tabaka adi verilir ve diiz kas hiicreleri ile elastik fibrilleri yogun olarak icerir. Bu
bolge proteoglikan tabakaya goére daha fazla kollojen igerir. Diiz kas hiicreleri
miyofilamentten zengin yan yana yerlesmis hiicrelerdir.

Arter duvarinin ortasinda yer alan ve en kalin olan tabaka medya tabakasidir.
Medya tabakasi, konsantrik bir sekilde glikozaminoglikanlardan olusan matriks igine
dizilmis diiz kas hiicreleri ve kollajen eclastik liflerden olusur. Bu tabaka, damar
duvarinda bulunan ve fibroblast benzeri hiicrelere doniisebilme yetenegine sahip olan
damar diiz kas hiicrelerinin neredeyse tamamini igerir (Zengin, 2011). Eksternal
elastik membran medya tabakasi ile adventisya tabakasini birbirinden ayirir.

En dista bulunan tabaka adventisya tabakasidir. Vasovazorumlardan, sinir
uclarindan ve kollajen liflerden olusan bu tabaka gevsek bag dokusu yapisindadir
(Vallace, 1996). Cogunlukla fibroblastlari, tip I kollajen liflerini, ve uzunluguna
yonlenmis elastik lifleri iceren gevsek bir bag dokusundan olusmustur. Intima ve
medya tabakalariyla kiyaslandiginda daha seyrek bir hiicre dagilimina sahip oldugu
goriilmektedir.

2.3.Ateroskleroz Gelisiminde Rol Alan Hiicreler:

Ateroskleroz, gelisiminde diiz kas hiicreleri, endotel hiicreleri ve 1okositlerin

onemli rollere sahip oldugu karmasik yapili bir hastaliktir (Enar, 2006).
2.3.1. Vaskiiler Diiz Kas Hiicreleri

Diiz kas hiicreleri normal sartlar altinda boliinmeyen pasif hiicrelerdir. Ancak
damarda bir hasar olustugunda, hasara karsi proliferatif bir cevap olusturmak
amaciyla medyal diiz kas hiicreleri boliiniir, intima tabakasina go¢ eder ve intimal
kalinlagma olusturmak igin teker teker boliiniir (Stanley, 2000).

Damar tonusundan sorumlu olan vaskiiler diiz kas hiicreleri damarda herhangi
bir hasar gelismedigi zamanlarda damar duvarinin medya tabakasinda yerlesmis
durumdadir. Medya tabakasinda bulunan diiz kas hiicreleri olduk¢a fazla kontraktil
protein igerigine sahiptir. Ateroskleroz olusumu sirasinda, diiz kas hiicreleri medya
tabakasindan intima tabakasina go¢ ederler ve fazla olan kontraktil protein igeriginde
bir azalma olusurken sentetik organel sayisinda artis gdzlenir. Intima tabakasina gog
eden kas hiicrelerinin fenotipi artik kontraktil fenotipten bu hiicrelerin

proliferasyonda islev gérmesini saglayan sentetik fenotipe degisir.



Medya tabakasinda yerlesik diiz kas hiicreleri ketokolamin, anjiotensin II ve
endotelin gibi vazokonsiktorlere ve prostasiklin (PGI2) ve nitrik oksit (NO) gibi
vazodilatatorlere cevap verir, intima tabakasinda bulunan diiz kas hiicreleri ise
platelet kokenli biiyiime faktorii (PDGF) gibi mitojenlere yanit olusturur (Zengin,
2011). Bununla paralel olarak; insanlarda, vaskiiler diiz kas hiicreleri (VSMC),
ateroskleroz yatkinligi olan alanlarda, aktif endotel hiicreler tarafindan olugturulan
PDGEF’ye olasi bir cevap olarak kdpiik hiicre olusumundan 6nce intimal kalinlasmay1
olusturmak i¢in erkenden birikir (Allahverdiyan ve ark, 2012). PDGF’nin genel
olarak, intima icine gerceklesen gogle birlikte kontraktil damar VSMC’lerinin
kontraktil fenotipten sentetik fenotipe farklilagmasinin ger¢eklesmesinde rol oynadigi
distintiliir (Galkina ve Ley, 2009).

Son zamanlarda vaskiiler diiz kas hiicrelerinin aterosklerozda yikict bir rol
oynamaktan ¢ok yapici onarict bir rol aldigi disiiniilmektedir. Bu hiicreler,
glikozaminoglikan, elastin ve kollojen gibi matriks proteinlerinin biiyiik bir miktarin
iretirler, ¢iinkii bu proteinler plagin lipid bakimindan zengin olan ¢ekirdeginde
fibroz sapka olusturmak ve damar tamirini gergeklestirmek icin gereklidir.
Aterosklerotik lezyona kararlilik kazandirmak igin plak kapsiilii i¢erigini sentezler ve
trombositlerle pihtilasma kaskadi proteinlerinden trombojenik olan lipid yoniinden
zengin plak ¢ekirdegini ayirirlar (Zengin, 2011).

2.3.2. Endotel Hiicreleri

Damarin kanla temas eden 6nemli yilizeyini olusturan endotel hiicreleri, ayni
zamanda hemostazda c¢ok iyl diizenlenen ve bir o kadar da Onemli olan
mekanizmalarin sahibidir.

Endotel hiicreleri arasindaki baglar normal sartlar altinda oldukga sikidir, bu
sikilik albiiminden daha biiyiik olan molekiillerin gecisine izin vermeyecek olclidedir
(Zengin, 2011). Endotel zedelendiginde ise bu engel oOzelligi bozulur ve
lipoproteinlerin ~ subendotelyuma  gecisi  hizlamir  (Erol, 2004). Endotel
disfonksiyonunu takiben reseptor gorevi goéren adezyon molekiilleri endotel
hiicresinde goze carpmaya baslar (Zengin, 2011).

NO molekiilii endotelin 6zelliklerinin birgoguna aracilik eder. NO, endotel
hiicreleri iizerinde gorev yapan giiclii bir trombosit agregasyonu inhibitorii ve

vaskiiler tonusu azaltmak suretileyle vazodilatasyon olusturan giicli bir



vazodilatatordiir. Bununla birlikte anti-inflamatuvar 6zelligi sayesinde aterosklerozu
her evrede engelleyici bir etki gosterir (Zengin, 2011).

Aktif haldeki endotel hiicreleri, VCAM-1 (vaskiiler hiicre adezyon molekiilii-1),
E-selektin ve P-selektin ve gibi adezyon molekiillerini ve kemokin MCP-1’i
(makrofaj/monosit kemoatraktan protein-1) hazirlar (Ross ve ark, 2014). NO
molekiilii ateroskleroz engelleyici etkisini inflamasyon ortaya ¢ikardiklar1 bilinen
ICAM-1 (interselliller adezyon molekiili-1), VCAM-1, MCP-1, P-selektin gibi
molekiillerin sentezini gerceklestiren genlerin ifadelenmesini engelleyerek gosterir
(Zengin, 2011).

2.3.3. Makrofajlar

Makrofaj hiicrelerinin kokeni dolasimdaki monositlerdir. Okside LDL (diisiik
yogunluklu lipoprotein) partikiillerinin uyaric1 etkisiyle salinan kemotaktanlarin
giiciiyle monosit kandan intimaya ¢ekilir. Bu kemotaktanlarin basinda MCP-1 gelir.
MCP-1, diiz kas hiicreleri, makrofajlar ve endotel hiicreleri tarafindan salinir (Farugi
ve Di Corleto, 1993). Monositlerin makrofajlara doniisiimii ise MCSF (makrofaj
koloni sitiimiile edici faktor) etkisiyle ger¢eklesir (Zengin, 2011).

Monositler ve olas1 nétrofiller 6nce endotele gevsekge baglanip sonra sikica
tutunan ve subendotelyal alana taginan erken inflamatuvar hiicreler arasindadir.
Monositler, makrofajlara doniistirler ve patojen-iligkili molekiiler paternler (PAMP),
hasar-iligkili molekiiler paterneler (DAMP) ve interlokin (IL)-1, tiimor nekrozis
faktor-o (TNF-a)) ve IL-6 gibi cesitli sitokinlerle karsilastiginda aktif hale gegerler
(Ross ve ark, 2014).

Makrofajlar, kopiik hiicrelerini olusturan esas hiicrelerdir. Makrofajlar, LDL nin
oksidasyonunu tamamlarlar ve okside haldeki LDL, iizerinde bulunan apo-B
proteininin makrofajlarin  lizerindeki ¢Opgli  reseptorlerce taninacak sekle
dontigsmesiyle ¢opeii reseptorlerin araciligiyla fagositoza ugrar (Zengin, 2011).

2.4.Ateroskleroz Patogenezi

Yeni tedavilerin gelistirilmesinde Onemli yatirimlar olmasina ragmen
ateroskleroz, sanayilesmis toplumlarda hasta olma ve 6liim oranlarinda basta gelen
neden olmaya devam etmektedir. Kronik inflamatuvar bir hastalik olan ateroskleroz,
kalpte inflamatuvar kaskadlar, diizensiz lipid metabolizmasi ve oksidatif strese bagh

olarak ortaya ¢ikar (Ross ve ark, 2014). Dissal (ekzojen) ve igsel (endojen) kiiciik



molekiiller ve bunlarin iiretiminde ya da degrade olmasinda gorevli enzimler bu
stireclerde 6nemli rollere sahiptirler (Matthwes ve Ross, 2015).

Arterlerin (atardamarlarin) “sertlesmesi” veya “tikanmasi” anlamina gelen
ateroskleroz, arterlerin i¢ duvarlarinda “plak™ olarak isimlendirilen kolesterol ve yag
birikintilerinin olugmasidir. Bu plaklar, arteri fiziksel olarak tikamak veya anormal
arter tonu ve fonksiyonuna neden olmak suretiyle kalp kasina kan akisini
siirlandirabilir (Sydell and Arnold Miller Family Kapl ve Damar Enstitiisii, 2000-
2009).

“Yag cizgileri” olusumu, aterosklerozun mikroskop altinda goriilebilen ilk
asamasidir. Gelip gecici olabilme o6zelligindeki bu yag c¢izgileri endotelin altinda
bulunur ve i¢i lipid dolu hiicre topluluklaridir. Arter yapisi, 6zellikle monosit tiirevi
makrofaj gibi I0kosit hiicrelerinin ve degisime ugramis lipoproteinlerin arter
damarlarinda birikmesiyle dogru orantili olarak degisime ugrar. Bu degisimi takip
eden yangi (enflamasyon), arterin intima tabakasinda aterom plaklarinin olugmasina
sebep olur.

Ateroskleroz olusmasi ile ilgili yilizyillardir ¢esitli teoriler 6ne siirtilmiistiir. 1846
yilinda Virchow tarafinda ileri siiriilen “hasara yanit hipotezi” yillar i¢inde edinilen
bilgiler 1s181inda gelistirilmistir.  Virchow, aterosklerozla alakali “dejeneratif
degisikliklerin olusturdugu hasara karsilik arteryel intimanin iyilesme cevabi
neticesinde olustugu” goriisiini ileri stirmiis; 1973 yilinda Russel Ross ve John
Glomset, Virchow’un hipotezini degistirerek yillarca kabul edilen “modifiye hasara
yanit hipotezi’ni gelistirmislerdir. Bu hipotezde, “endotel yaralanmasi1 ve hasarina
karsilik olarak diiz kas hiicrelerinin asir1 proliferasyonu sonucu aterom plaginin
olustugu” ileri siriilmiistiir. Daha sonra, bu hipotez de giiniimiiz bilgilerinin
dayandigi temeli olusturmak adina revize edilmistir (Braunwald, 1992; Di Corleto ve
Gimbrone, 1996).

Tiim arteryel yataktaki (hem koroner damar yataginda hem de periferik
arterlerde) intima-medya kalinliginda gozlenen artma, aterosklerotik hastaligin erken
donemindeki en 6nemli degisikliktir (Glagov ve ark, 1987). Viicuttaki tiim biiyiik ve
orta genislikteki miiskiiler arterlere tesir eden ve sistemik bir hastalik olan

aterosklerozun klinik bulgular1 gozlenebilir hale geldiginde hastalik genellikle ileri



sathadadir. Bu agamadan sonra yapilan girisimler daha ¢ok palyatif amach veya
ikincil korumaya yonelik olmaktadir (Dogan ve ark, 2015).
2.5.Aterojenez

Aterojenez, aterom plaklarinin gelisme siirecidir. Klinik olarak belirginlesen
ateroskleroz dort ana adimin sonunda ortaya ¢ikar: 1) endotelyal hiicre
aktivasyonunun baslamas1 ve inflamasyon, 2) intimal lipoprotein birikimi,
saklanmasi, modifikasyonu ve kopiik hiicre olusumunun gelismesi, 3) plak
bliylimesi, nekrotik c¢ekirdegin genislemesi, fibréz, tromboz ve yeniden
modellenmeyle karmasik plaklarin gelismesi, 4) akut olaylarin baslamasi (Hopkins
ve Williams, 1981; Ross ve ark, 2014).

Aterojenezin anahtar patolojik Ozelliklerinden biri endotel hiicre fonksiyon
bozuklugudur. Endotelyal hiicre katmani bozulmaya basladiginda, kanda dolagim
halinde bulunan monositler yarali endotel hiicreler tarafindan salinan MCP-1 gibi
kemokinler ve sitokinlerce yarali alana alinirlar (Hopkins, 2013). Endotelyal hiicre
tabakas1 boyunca go¢ ve sonug olarak da damar duvari intimal bosluga alimi takiben
monositler farklilasmay1 indiikleyen bir dizi inflamatuvar ve toksik maddeye maruz
birakilirlar (Ross ve ark, 2014). ilerleyen siireclerde, biiyiiyen aterosklerozun isareti
olan kopiik hiicre olusumuna neden olacak sekilde korunmus ve modifiye haldeki
lipoproteinler, makrofajlar ve VSMC’ler tarafindan alinir (Ross ve ark, 2014).

Saglikli haldeki normal endotelde, vazodilatasyon ve vazokonstriiksiyon
arasindaki denge korunur (Tablo 1). Saglikli endotel, damar tonusunu ayarlar ve kan
hiicreleri ile damar duvar arasindaki dengeyi saglar. Eger bu denge bozulursa,
endotel aktif hale gecer ve proaterojenik ve proinflamatuar bir rol oynar (Davignon
ve Ganz, 2004; Libby, 2002). Endotel zedelendiginde salgilanan histamin, seratonin,
adrenalin ve adenozin difosfat (ADP) damar gecirgenliginin artmasina sebep olur
(Dursunoglu ve Dursunoglu, 2005). NO iiretiminin veya aktivitesinin azalmasi
endotelin vazodilatator kapasitesinin bozulmasina neden olarak LDL’ nin
oksidasyonunu artirir, bilindigi gibi bu aterosklerozun en Onemli basamagidir

(Steinberg ve ark, 1989).
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Tablo 1:Saglikli ve hasarli endotel farklar

Normal Endotel Hasarh Endotel

Vazodilatasyon Vazokonstriiksiyon

Trombosit ve 16kositlerin adezyonunda azalma Trombosit ve 16kositlerin adezyonunda artis
Diiz kas hiicre go¢ii/proliferasyonunda azalma Diiz kas hiicre go¢ii/proliferasyonunda artis
LDL kolesterol bariyeri Lipid depolanmas artist

Lipoprotein lipaz aktivitesi Lipid klerensinde azalma

(Dursunoglu ve Dursunoglu, 2005)

Endotel disfonksiyonu ile beraber proinflamatuar molekiillerin {iretimi artar.
Lokosit adezyon molekiilleri ve 16kosit kemoatraktanlari bunlar arasindadir (Miller
ve ark, 2005). Makrofajlar da oksidatif kosullarda LDL kolesteroliin oksidasyonuna
katkida bulunurlar (Aviran ve ark, 1998). Aterojenez mekanizmasinda immun cevap
da rol almaktadir. Bunun en 6nemli kanitlari; stabil olmayan aterosklerotik plaklarda
makrofaj ve T hiicreleri gibi immiin sistem hiicreleri ile birlikte proinflamatuar
sitokinlerin (IL-6, TNF-a), adezyon molekiillerinin (VCAM-1), kemokinlerin, CD40,
CDA40 ligandinin ve C-reaktif proteininin saptanmasi sayilabilir (Jara ve ark, 2006).

Ateroslerotik plakta birgok yapi bulunmaktadir. Bunlar okside edilmig LDL
iceren makrofajlar (kopiik hiicreleri), T lenfositler, mast hiicreleri, plazma hiicreleri,
ekstraseliiler lipid ve birbirlerinden ayrilmis intimal diiz kas hiicreleridir.

2.5.1. Endotelyal Hiicre Aktivasyonu ve Inflamasyon

Ateroskleroz patogenezinin ilk temel basamagmi endotel disfonksiyonu
olusturur. Ross’un onerdigi “hasara tepki hipotezi” olaylarin endotel disfonksiyonu
tarafindan baslatildigin ileri stirmektedir (Ross, 1993). Disfonksiyon, tek sira olarak
dizilenmis endotel hiicrelerinin secgici gegirgen 6zelligini ve antitrombotik ylizey
Ozelligini bozar. Ayrica disfonksiyon gelismesini takiben vazodilatasyona olan
egilim vazokonstriksiyona dogru degisirken, antitrombotik 6zellik protromboz
tarafina, antiproliferatif 6zellik proliferatif 6zellik tarafina dogru dengeyi bozacak
sekilde degismeye baslar (Koeng, 1999). Endotel disfonksiyonu ile beraber
proinflamatuar molekiillerin iiretimi de artar.

Endotel hiicreleri arasindaki baglarin, normal sartlar altinda albiiminden daha
biiyiilk olan molekiillerin ge¢mesine olanak vermeyecek Olgiide siki oldugu
bilinmektedir. Endotel zedelendiginde damarin permeabilitesi arttigr i¢in, bu endotel

engeli asilarak LDL’nin damar duvarindan gegisi kolaylasir. Bu esnada LDL
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modifikasyonunun meydana geldigi bildirilmistir (Landmesser ve ark, 2004; Xu ve
ark, 1993). Endotel hiicreleri, intimaya yerlesen lipoprotein molekiillerinin ilk
modifikasyonunu yapar. Aterosklerozun ortaya ¢ikmasindaki en Onemli basamak
okside olan LDL’nin meydana geldigi bu modifikasyondur.

Aterojenez mekanizmasinda immun cevap da rol almaktadir. Insanda
aterosklerozun tiim safhalarimda CD4" ve CD8" lenfositleri gdsterilmistir. Bu
hiicrelerin varlig1 aterosklerozda bagisikligin gérev aldigina dair teorinin bir destegi
olmustur (Schwartz, 1995). Bu durumun diger onemli kanitlar1 olarak; stabil
olmayan aterosklerotik plaklarda makrofaj ve T hiicreleri gibi immiin sistem
hiicreleri ile birlikte proinflamatuar sitokinlerin (IL-6, TNF-a), adezyon
molekiillerinin (VCAM-1), kemokinlerin, CD40, CD40 ligandinin ve C-reaktif
proteininin saptanmasi sayilabilir (Jara ve ark, 2006). Aktive olan trombositlerdeki
CD40 ligand1 endotelde yangisal (inflamatuvar) olaylar1 tetikler ve C reaktif
proteinin dolayli olarak ylikselmesine ve bir¢ok inflamatuvar yanit hiicresinin
(makrofajlar, aktive T-lenfositler, aktive degraniile olan mast hiicreleri) birikmesine
yol acar (Kumral, 2003). Inflamasyon; enfeksiyon ya da baska bir nedenle meydana
gelmis doku hasarina karsi hiicresel ve humoral cevaptir. Burada amag¢ hasarlanmig
dokunun tamiri ve yenilenmesini saglamaktir. Bu hipoteze gore ateroskleroz; damar
duvarinda gelisen bir yaranin iyilesme siirecinde karsilasilan olaylarin tlimiidiir.

2.5.2. Intimal Lipoprotein Modifikasyonu ve Képiik Hiicre Olusumu

Normalde albiiminden daha biiyiilk molekiiller endotel hiicreleri arasindan
gecemezler, ¢linkii bu gecise hiicreler arasindaki siki bag miisaade etmez. Transsitoz,
albiimine oranla ¢ok daha biiyiik olan lipoproteinlerin endotel engelini asmak icin
kullandiklar1 bir mekanizmadir. Bu mekanizma kandaki lipoprotein seviyesi ile
iligskiliyken lipoprotein reseptorlerinden bagimsiz olarak islev goérmektedir. Fakat,
endotel zedelendigi zaman hiicrelerin olusturdugu bu engelin bozuldugu ve boylece
subendotelyuma lipoproteinlerin gegisinin hizlandig: ileri strtilmustiir (Erol, 2004).
Lipoprotein partikiilleri intima ic¢inde proteoglikanlara baglanirlar ve boylece
intimada kalis siireleri uzar (Camejo ve ark, 1998; Williams ve Tabas, 1998). Bu
uzama LDL’nin oksidasyonuna olanak saglar.

Nitrik oksit iiretiminin veya aktivitesinin azalmasi endotelin vazodilatator

kapasitesinin bozulmasina neden olarak LDL’ nin oksidasyonunu artirir, bilindigi
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gibi bu aterosklerozun en 6nemli basamagidir (Steinberg, 1989). LDL’nin okside hali
diiz kas hiicreleri ve makrofajlar icin de aktivatdrdiir. LDL’nin okside halinin bu
hiicrelerdeki doku faktorii sentezini de uyardigi bildirilmistir (Taubman, 2001).
Lokosit adezyonu saglikli endotel hiicresinde direngle karsilasir. Adezyon
molekiillerinin endotel yiizeyindeki ifadesi ise monositler ve T lenfositlerin endotele
adezyonuna olanak saglamaktadir. Adezyondan sonra meydana gelen ve kemokin
olarak bilinen maddelerce saglanan bir sinyal, 16kositlerin intima i¢ine gegmesi igin
gereklidir. LDL’nin okside halinin uyarmasi ile endotel ve diiz kas hiicrelerini de
iceren pek ¢ok hiicre tarafindan monositleri ¢ekmekle gorevli protein MCP-1
salgilanmasi baglar. MCP-1, monositlerin segiCi-yonlendirilmis gog¢iinii saglamakla
gorevlidir (Zengin, 2011). Hasarli intimada {iretilen herhangi bir sitokin ya da
bliylime faktorii, monositlerin makrofajlara doniisiimiinii uyarir ve bu asama
ateroskleroz gelisimi i¢in onemlidir (Smith ve ark, 1995; Hansson, 2005). Bu
biiyiime faktorleri toll benzeri reseptorler ve temizleyici reseptorlerdir (Peiser ve ark,

2002; Janeway ve Medzhitov, 2002) (Sekil 3).
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Sekil 3:inflamatuvar hiicrelerin endotele adezyonu ve gogii (Libby ve Ridker, 2006).
Inflamatuvar veya oksidatif stres durumlarinda, saglikli endotelin yiizeyinde olmayan
kemotraktanlar ve adezyon molekiilleri aciga c¢ikarak inflamatuvar hiicrelerin
endotele adezyonu ve transendotelyal gogiine sebep olur (Libby ve Ridker, 2006).
Monosit adezyonunun artisi, ICAM-1, VCAM-1 ve selektinlerin endotelyal
hiicreler inflamatuvar aktivasyona ugradiklarinda meydana gelen ifade artis1 ile

gerceklesir (Huo ve Ley, 2001; Cook-Miles, 2002). Bir kere yapisan monositler
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endotel hiicrelerinin arasindan subendotelyal alana dogru harekete gegerler. Arteryal
intimaya girdikleri zaman makrofajlari ve modifiye edilmis lipoproteinlerin
fagositozunda islev goren ¢Opgii reseptorleri (MARCO, SR-B1, SR-A, CD36 gibi)
olustururlar (Kunjathoor ve ark, 2002; Yoshida ve ark, 1998). Erken aterosklerotik
lezyonlarin en belirgin 6zelliklerinden biri olan kdpiik hiicrelerinin veya lipid yiikli
makrofajlarin olugmasi lipoprotein partikiillerinin fagositozu ile gerceklesir (Sekil 4).

Okside LDL’yi kontrolsiiz bir sekilde fagosite eden kopiik hiicreler, LDL
oksidasyonuyla olusan lipit peroksidazlarla veya apoptozis vasitasiyla pargalanip
intima tabakasinda ekstraselliiler lipid birikmesine sebep olurlar (Ball ve ark, 1995).
Hiicresel apoptozis, 6zellikle hiicresel plaklarda bol miktarda var olan TNF-a ile
birlikte MCSF-1 gibi biiyiime faktorlerinin bitmesi tarafindan indiiklenir (Badimon
ve ark, 1999). Bu sirada makrofajlardan, endotelden ve trombositlerden salgilanan
biiyiime faktorleri ve sitokinler araciligi ile medya tabakasindaki diiz kas hiicreleri de
intima tabakasina go¢ etmektedir. Intimada prolife olan bu hiicreler de
yiizeylerindeki ¢opgii reseptorler araciligiyla okside haldeki LDL’yi iclerine almak
suretiyle kopiik hiicresine doniismektedirler (Guyton ve Klemp, 1994).

Okside edilmis LDL’den tiireyen kolesterol hiicrelere yeterli miktarda
gonderilmezse bunlar sitosolik parcalar seklinde birikirler. Bu hiicreler
aterosklerozda prototip hiicre olan koOpiik hiicrelerine doniiserek birikimi baslar
(Hansson, 2005; Libby, 2002). Ardindan arter duvarinin medya tabakasinda bulunan
damar diiz kas hiicreleri de (Li ve Forsterman, 2000) medya tabakasindan intimaya
goc¢ ederek ileri lezyon ve plak olusumuna neden olmaktadir (Berliner ve ark, 1995;
Doran ve ark, 2008).
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Sekil 4:Ko6piik hiicrelerinin olusumu, diiz kas hiicrelerinin gog¢ii ve asir1 ¢ogalmasi (Libby ve
Ridker, 2006).

Endotel gegirgenliginde meydana gelen artmayla birlikte LDL subendotel intima
tabakasinda okside ve modifiye LDL formlarma donistirilir. Makrofajlarin
yiizeyinde bulunan ¢opcii reseptorlere baglanabilen bu formlar makrofajlarin igine
aliarak kopiik hiicrelerini olustururlar. Kopiik hiicreleri, 16kositler i¢cin kemokinleri,
makrofajlarin  olusum ve gelisimi igin proinflamatuvar sitokinleri ve medya
tabakasindaki diiz kas hiicrelerinin intima tabakasina gocilinii ve aktivasyonunu
saglamak i¢in biiylime faktorlerini salgilayarak aterom plaginin ilerlemisini saglar.
(Libby ve Ridker, 2006).

2.5.3. Karmasik Plaklarin Gelismesi

Makrofajlardaki kopiik hiicreleri yliksek miktarda kolesterol esterleri igerir ve
ayni zamanda hiicreler erken ve ge¢ lezyonlarin belirleyicisidir (Giuseppe ve ark,
2009).

Ateroskleroz lezyonunun erken yaslarda dahi g6zlenebilen bir formu olan yagl
cizgilenme gozle goriilebilir niteliktedir ve kopiik hiicrelerinin intima tabakasinda
asir1 birikimi sonucu olusur. Makroskopik anlamda goriilebilen bu sar1 ¢izgiler damar
liimeninde kan akim1 yoniindedir (Fuster ve ark, 1999).

Biiylime faktorlerinin etkisiyle de diiz kas hiicreleri medya tabakasindan

intimaya go¢ ederek hem ¢ogalirlar hem de yeni hiicreler aras1 matriks sentezleyerek
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intimal kalinlasmaya neden olurlar (Giuseppe ve ark, 2009). Hiicre gogiiniin ve
cogalmanin devam etmesi, lipit birikiminin artmasiyla lezyonlar fibroz baslik
olusumuna neden olur (R0ss,1999; Paulsson ve ark, 2000). Fibroz baslik medya
tabakasindan intima tabakasina go¢ eden diiz kas hiicrelerinden ve
glikozaminoglikanlar, kollajen lifler, preteoglikanlar ve elastin gibi diiz kas
hiicrelerinin {irettigi bag dokusundan meydana gelir (Sekil 5). Fibroz plaklar,
makroskopik olarak incelendiginde genellikle liimene dogru biiyiiyen beyaz renkli
lezyonlar olarak tanimlanir. Damar liimenini dikkate deger sekilde daraltiyor olsalar
da eger saglam durumdalarsa énemli herhangi bir klinik vakaya neden olmadiklar
distintilmektedir. Bu baglamda denilebilir ki; fibroz baslik ne kadar kalin olursa plak
o Olglide kararlidir. Bunun aksine, inflamatuvar hiicreler ve lipid bakimindan zengin
ve ince bir fibroz kapsiilii olan plaklarin yirtilma ve zedelenme riskleri bir o kadar

yiiksektir (Zengin, 2011).
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Sekil 5:Plak biiylimesi, nekrotik c¢ekirdegin genislemesi, fibréz, tromboz ve yeniden

modellenmeyle karmasik plaklarin gelismesi. (Giuseppe ve ark, 2009).
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2.5.4. Akut Olaylarin Baslamasi

[lerlemis aterosklerotik lezyonlara ragmen, damar liimeninin progresif daralmasi
sonucunda iskemik semptomlar olusur. Miyokard infarktiisii ve kalp krizi gibi
kardiyovaskiiler olaylar tikaniklik veya plak yirtilmasi sonucunda meydana gelir
(Davies ve ark, 1993; Lee ve Libby, 1997). Plak, 6nemli bir stenoza sebep olsa bile
zengin kollajen igerigi olan plaklarda yirtilma olasiligr azdir (Kumral, 2003).

Plak yirtilmasi sonucu, plak lipidleri ve doku faktorii, kan bilesenleriyle birlikte
pihtilasgmanin baslamasina neden olur. Bunun sonucunda trombosit yapismasi
gerceklesir ve trombozis gergeklesir (Davies ve ark, 1993; Lee ve Libby, 1997).
Trombozis hem intralimen hem de intraplak olarak, neredeyse her zaman
ateroskleroza, arteryel sistemde meydana  getirdigi  lezyonun  klinik
manifestasyonlarina ve anatomik progresyonuna eslik etmektedir. Koroner
trombozun temel iki nedeni vardir: plak yirtilmasi ve endotelyal yipranma. Plak
yirtilmasi tehlikelidir ¢iinkii plak yirtilmasi plak ¢ekirdeginden kana kadar olan bolge
tim trombotik materyallere (fosfolipidler, doku faktorleri ve platelet adesif matriks
molekiilleri) maruz kalir (Hansson, 2005). Fibroz keplerin zayif ve kismen
parcalandig1 yerlerde yirtiklar meydana gelir ve bu yerlerde aktif bagigiklik hiicreleri
yogundur (Van der Wal ve ark, 1994). Bunlar kepleri zayiflatan ve g¢ekirdekte
hiicreleri aktive eden, sabit plaklar1 hassas ve hareketli plaklara doniistiiren
inflamatuar molekiilleriyle proteolitik enzimleri iiretir. Bu hareketli yap1 yirtilabilir
(Sekil 6), trombusa doniisebilir ve akut koroner sendromuna neden olabilir (Hansson,

2005).

Sekil 6:Miyokardial enfarktiisten 6len bir hastanin arteri (Hansson, 2005).
Lipidce zengin plakta trombus vardir. Lipidce zengin ¢ekirdegi kaplayan fibroz kep
yirtilir. Kirmizi kisimlar luminal trombus ve plak arasi kanamay: ifade eder, mavi

kisimlar ise kollajenlerdir. (Hansson, 2005).
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Ateroskleroz komplikasyonlarinin %70’ini plak riiptliri ve iizerinde gelisen
trombiis olusturur. Aterosklerozun diger komplikasyonlar1 arasinda; plak erozyonu,
plak Kalsifikasyonu, plak i¢i hemoraji, anevrizma ve damar stenozu sayilabilir.
(Naghavi ve ark, 2003; Fuster ve ark, 2005; Enar, 2004).

2.6.Ateroskleroza Neden Olan Risk Faktorleri

Bugiine kadar elde edilen bilgiler temel alindiginda, aterosklerozun ¢evresel risk
faktorlerinin etkisi sonucunda belli bir genetik alt yap1 ve riske sahip bireylerde
olustugu gozlenmistir. Eskiden sanildigi gibi kaginilmaz, dejeneratif bir hastalik
degil; onlenebilir, baslamigsa durdurulabilir ve hatta geriletilebilir bir hastaliktir.
Epidemiyolojik aragtirmalar Tablo 3’te verilen faktorlerin risk faktorleri olarak
ateroskleroz gelismesinde rolii oldugunu ortaya ¢ikarmistir (Sonel, 2002).

Tablo 2: Ateroskleroz risk faktorleri.

Degistirilmesi miimkiin olmayanlar | Degistirilmesi miimkiin olanlar

1. Aile hikayesi 1. Total kolesterol ve LDL kolesteroliiniin
2. Cinsiyetin erkek olmasi yiiksekligi

3. [lleri yas HDL kolesteroliiniin diisiik olmas1
Hipertansiyon

Diyabet

Sigara

Sedanter hayat

Sismanlik ve instiliin direnci

Emosyonel stres

Homosistein yiiksekligi

©CooNO WD

(Sonel, 2002)

Aterosklerozun risk faktorlerinin ortak noktast endotel disfonksiyonudur
(Zengin, 2011). Onemli risk faktdrleri genellikle aterosklerozun birden fazla
basamaginda gorevlidirler. Ornegin, hiperlipideminin farkli gesitleri endotelyal
aktivasyona katkida bulunabilir (lipoproteinlerin oksidasyonuyla ya da bu durum
olmaksizin) (Suriyaphol ve ark, 2002), NOS’un bozulmasi ya da kullanilabilirligi
(Aikawa ve ark, 2002), kopiik hiicre olusumunun baglamasi (gesitli olasi
degisikliklerden sonra) (Tabas ve ark, 2007), trombosit aktivasyonu ve trombotik
potansiyelin artmasi (6rnegin; hiperlipidemik serumda trombosit ¢Opgii reseptor
CD36 ile etkilesimde olan fazla miktarda okside fosfolipit bulunmustur) (Podrez ve
ark, 2007), ve geri doniistimlii plak istikrarsizliginin baglamasi (Kockx ve ark, 1998;
Libby, 2009).
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2.6.1. Degistirilmesi Miimkiin Olmayan Risk Faktorleri

1. Yas: Degistirilmesi miimkiin olmayan risk faktorleri arasinda en onemlisi
olarak diisiintilebilir, ¢iinkii yasin ilerlemesiyle birlikte koroner kalp hastaligi
insidans1 ve prevalansi artis gosterir (Fuster ve ark, 2002). Kadinlarda erken
menopoza ek olarak 55 yas ve lizeri, erkeklerde ise 45 yas ve lizeri kalp hastalig
icin giiclii bir risk faktoriidiir (Yiiksel, 2006; Ilicin ve ark, 2006).

2. Cinsiyet: Yapilan bir ¢ok ¢alismaya gore, cinsiyetin erkek olmasi basli bagina
bir risk faktorii olarak belirlenmistir. Erkekler ateroskleroza kadinlardan ¢ok daha
fazla egilimlidirler. Erkeklerde aterosklerotik damar hastaliginin 10-20 yil kadar
erken basladigir ve sikliginin kadinlarla kiyaslandiginda 3-6 kat daha fazla oldugu
bilinmektedir. Erkeklerde, 10 yas daha yash olan kadinlar ile ayn1 oranda koroner
kalp hastalig1 insidans1 goriiliir. Menopoza kadar olan siire¢ kadinlar1 hastalik yapan
ileri aterosklerozdan korur. Menopoz Oncesi siiregteki kadinlarda, diyabet, biiyiik
olasilikla ailesel olan ve sik goriilmeyen hiperlipidemi formlar1 ya da ciddi bir
hipertansiyon gibi predispozan durumlar olmadik¢a miyokard infarktiisii ender
goriilen bir durumdur. Beyaz kadin ve erkek bireyler arasinda yapilan calismalara
gore 35-55 yaslarinda koroner kalp hastaligi nedeniyle gergeklesen Sliim oraninin
beste bir oldugu gosterilmistir (Crawford ve Di Marco, 2003; Castelli, 1984).

3. Aile Hikayesi: Takip eden nesilde gozlenen yiiksek hastalik riskinin ailedeki
erken baglangicli KAH 6ykdsii ile iliskili oldugu iyi bilinen bir ger¢ektir (Crawford
ve Di Marco, 2003). Bir bireyde ateroskleroz gelismesi riskini, erken koroner arter
hastaliginin bireyin ailesindeki birinci dereceden kadin akrabalarda 64 yasindan
once, birinci dereceden erkek akrabalarda ise 55 yasindan once goriilmesi 1,3-1,6
kat yiikseltmektedir (Fuster ve ark, 2002). Erken yaslarda olusan koroner kalp
hastaligina sahip akraba sayisindaki artis veya ailede koroner kalp hastaligina
yakalanma yasindaki azalma, aile dykiisiiniin tahmin edici degerini artirir (Rissanen,
1979; Williams ve ark, 1994). Her ne kadar aile hikayesinin degistirilmesi miimkiin
olmayan bir risk faktorii oldugu diisiiniilse de olumlu aile oykiisii bireylerin detayli
bir sekilde taranmasini zorunlu kilar. Bu durumda erken yaslarda yapilan taramalarla

diger risklerin 6nlenmesi veya tedavisi sz konusu olabilir (Williams ve ark, 1994).
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2.6.2. Degistirilmesi Miimkiin Olan Risk Faktorleri

1. Total Kolesterol ve LDL Kolesteroliin Yiiksekligi: Lipoproteinler, endotel
disfonksiyonunun baslamasinda ve ilerlemesinde islev goriir. En 6nemli aterojenetik
lipoprotein ise LDL’dir (Babiak ve Rudel, 1987; Goldstein ve ark, 1983). Kolesterol,
karacigerden diger dokulara LDL vasitasiyla taginir. Damar duvarinda kolesterol
bakimindan zengin olan aterom plaginin meydana gelmesinde ve ilerlemesinde LDL
yiiksekligi ilk siralarda yer alan etkenlerden biridir.

Pek cok calisma sonucuna gore, plazma LDL kolesterol diizeyleri de koroner
kalp hastaligmin en &nemli belirleyicilerindendir (Tokgézoglu, 2003). Endotel
fonksiyon kaybi, plak bicimlenmesi ve biiyiimesi, plak stabilitesinin bozulmasi,
plagin yirtilmasi ve tromboz olmak iizere aterosklerozun biitiin evrelerinde yiiksek
LDL seviyeleri rol almaktadir. LDL’nin proinflamatuar bir ajan oldugu ve
aterosklerotik lezyonun en kritik gostergesi olan kronik inflamatuar yaniti harekete
gecirdigi son zamanlarda yapilan ¢alismalarla gosterilmistir (Navab ve ark, 1996).

Serum total kolesterol yiiksekligi, koroner arter hastalig1 i¢cin bagimsiz 6nemli
risk faktorleri arasindadir (Wood ve ark, 1998; Criqui ve ark, 1998). Kolesterol
diizeyi ile koroner arter hastaligi riski arasinda dogrusal bir iliski vardir. Plazmadaki
total kolesterol miktarinda gozlenen %10’luk diisiis, koroner arter hastaliginin
olusmasi riskinde %20’lik azalma meydana getirir (Grundy ve ark, 2004; Law ve
ark, 1994).

2. HDL Kolesteroliin Diisiik Olmasi: Kardiyovaskiiler hastalik riski, kanda
total kolesterol ve LDL diizeylerinin yiikselmesiyle birlikte artar. KAH’ 1n negatif
risk farktorlerinden olan HDL’nin (yiiksek yogunluklu lipoprotein) diizeyi ise ne
kadar yiiksek olursa hastalik riski o kadar disiiktiir (Boyaci, 2003). HDL kolesterol
diizeyinin 60mg/dl {izerinde Olgiilmesi hastalik riskini azaltir ve risk
hesaplamalarindan bir risk faktoriiniin elenmesini saglar (Yiiksel, 2006). Prematiir
koroner arter hastaligi olan bireylerde, HDL diizeylerinin diisiik oldugu saptanmistir
(Navab ve ark, 1996). Diisilk HDL kolesterol diizeyleri, yasam tarzi, obeziteye yol
acan asir1 kilo alimi, sigara, genetik faktorler ve fiziksel inaktivite ile iligkilidir
(Genest ve ark, 1992).

3. Hipertansiyon: Klinik olarak nadiren tek bir gendeki mutasyon

hipertansiyona yol agabilir. Buna monogenik tiirde hipertansiyon denir.Esansiyel

20



hipertansiyonun biiyiik ¢ogunlugu birden fazla gen noktasindaki mutasyona bagli,
yani poligeniktir (Tokgdzoglu, 2003). Koroner kalp hastaligi igin kritik risk
faktorlerinden biri de hipertansiyondur. Hipertansiyon, tiim aterosklerotik
kardiyovaskiiler vakalarin %35 kadarinin sorumlusudur (Kannel, 1996). Kan
basincinin 140/90mm/Hg’den fazla olmasi veya antihipertansif tedavi goriiyor olmak
koroner hastalik riskini artirir ve bu durum diger risk faktorlerinden bagimsizdir
(Yiksel, 2006; Kannel, 1996).

Bozulmus endotel fonksiyonu, artmis miyokardiyal oksijen ihtiyaci, endotel
lipoprotein gecirgenliginin artigi, artmis miyokardiyal duvar stresi, oksidatif stresin
artmasi ve akut plak riiptiiriinii harekete geciren hemodinamik stres hipertansiyonun
koroner olaylar1t meydana getirisindeki olasi mekanizmalar arasindadir (Franklin ve
ark, 1999).

4. Diyabet: Tip II diabetes mellitus kompleks bir metabolik hastalik olup hem
insiilin direnci hem de kismi insiilin eksikligi ile karakterizedir (Tokgdzoglu, 2003).
Diyabet koroner arter hastaliginin varligina 6zdes bir rizikoya sahip oldugu i¢in risk
faktorii olarak degerlendirmede de ayr1 bir yere sahiptir (Yiiksel, 2006).

Diyabet KAH esdegeri olarak goriilmektedir. Yapilan pek ¢ok epidemiyolojik
calisma, hem insiiline bagimli hem de bagimli olmayan diyabetin kritik bir koroner
risk etkeni oldugunu gostermektedir (Aronson ve Rayfield, 1996).

5. Sigara: Degistirilebilir risk faktorlerinin en 6nemlisi olan sigara, iilkemizdeki
yaygin kullanimi nedeniyle 6zel bir 6nem tagimaktadir. TEKHARF verilerine gore
sigara kullanimimin Tirkiye’de goriilme siklig1 erkek cinsiyette 10,4 milyon, kadin
cinsiyette ise 3,9 milyon kisidir (Onat ve ark, 2007; Keles, 2008).

Kronik tiitiin kullanimiyla birlikte HDL diizeyinde bir diisiis, prototip bir akut
faz proteini olan C-Reaktif Protein diizeyinde ve fibrinojen konsantrasyonunda bir
artis, sekonder polistemi ve kan viskozite artis1 (kan akisinda yavaglama ve
hidrostatik basingtaki artis ile damar frajilitesinin artmasi) neticesinde endotel
disfonksiyonu gelisebilmektedir. Ayrica sigara tiirketimiyle birlikte artan serbest
radikal olusumu ile eksojen ve endojen antioksidanlarin asig1 regiile olmasiyla da
endotel hiicrelerde, monositlerde ve vaskiiler diiz kas hiicrelerinde disfonksiyon
meydana gelerek aterosklerotik plak olusumu artmaktadir (Jonas ve ark, 1992;

Barnoya ve Glantz, 2005). Uzun siireli sigara kullanimi endotel hiicrelerine direkt
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toksik etki yapmaktadir. Sigara nitrik oksit inaktivasyonunu, HDL, LDL
oksidasyonunu ve sistemik inflamatuvar cevabi artirmaktadir (Barnoya ve Glantz,
2005).

Aktif sigara tiiketiminin yami sira pasif igicilik de koroner dolagimda endotel
disfonksiyonu olusturabilmektedir (Ridker ve ark, 2005). Boylece pasif igiciligin de
koroner riski artirdig1 gosterilmistir.

6. Sedanter Hayat: Giinltimiizde siiratle gelisen teknoloji, insan giiciine duyulan
ihtiyac1 giderek azaltmis ve bunun neticesinde insan, egzersiz eksikligiyle de dogal
yapisina uymayan  hareketsiz (sedanter) bir yasam bi¢imi benimsemistir.
Giliniimiizdeki bu az hareket, Hypokinetic Disease (hareket azlig1 hastaliklari) adi
verilen yeni bir hastalik grubunun dogmasma neden olmustur ve bu hastaliklar,
ozellikle de bu grubun ilk siralarinda yer alan kalp-damar hastaliklar giiniimiizde en
¢ok mortalite oran1 olan hastaliklardir (Karacan, 2003).

Sedanter hayat tarzi, olduk¢a Onemli bir takim saglik problemlerini de
beraberinde getirmektedir. Ozellikle bdyle bir yasam tarzi benimseyen orta yas ve
tizeri donemlerdeki bireylerde yiiksek tansiyon, obezite, kas zayifligi, postiirel
bozukluk, diyabet ve koroner arter risk fartorlerinin artmasi gibi pek ¢ok problem
yaygin olarak goriilmektedir (Karacan, 2003). Sedanter yasam tarzi dogrudan ve
dolayli olarak kardiyak riskleri ortaya ¢gikarmaktadir. Kalp kasindaki zayiflama ve
pompalama islevinin aktivitesini kaybedip dolasimin daha tesirsiz hale gelmesi
dogrudan risklerdir. Dolayl riskler ise kandaki LDL kolesterol seviyesinin
yiikselmesi, hipertansiyon ve sismanligin artmasi olarak siralanabilir (Solak ve ark,
2010).

7. Sismanlik ve Insiilin Direnci: Obezite sadece gorsel bir sorun degil, ayni
zamanda kronik hastaliklara zemin hazirlayan bir etkendir (Thomson ve ark, 1999).
Her sene yaklasik olarak 300.000 insanin obezitenin meydana getirdigi miizmin
rahatsizliklar sebebiyle o6ldiigii rapor edilmektedir (Prentice, 1997). Calismalar
obezitenin hipertansiyon, dislipidemi, diyabet, kardiyovaskiiler sistem hastaliklar1 ve
kolon, endometrium, safra kesesi ve meme gibi belirli tipteki kanserlere yakalanma
risklerini artirdigin1 gostermistir (Eker ve Sahin, 2002). Obezite sadece insiilin
direncine ve diyabete sebebiyet vermez ayrica aterojenik dislipidemiye de yol agar

(Alizadeh ve ark, 2008; Yudkin ve ark, 1999). Diinya Saglik Orgiitii'niin obezite
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degerlendirmesi igin kullanilan beden kitle indeksi (BKI) ile yaptigi siniflamaya
gore; 18.8-24.9 normal, 25-29.9 kilo fazlaligi, >30 obezite, >40 ileri derecede obezite
olarak tanimlanmaktadir. BKi’deki bir birimlik artis koroner kalp hastaliginin
mortalitesinde %4-5 artisa neden olmaktadir (National Institutes of Health, 1998). C
reaktif protein ve lipoprotein-A diizeylerinin de obez bireylerde normal bireylere
oranla yiiksek oldugu gosterilmistir. Kardiyovaskiiler hastalik riskini artiran bir alt
grup da abdominal obezitedir ve karin i¢i yag kitlesinin artisi ile karakterizedir (Rao
ve ark, 2001).

Klinik bir durum olan insiilin direnci sendromunda, bozulmus glikoz toleransina
ek olarak inflamasyon, dislipidemi, hiperinsiilinemi, hipertansiyon, obezite ve
hiperkoagiilabilite  bulunmaktadir. Insiilin direncinin temelinde yer alan
patofizyolojik mekanizmayr hedefleyen tedavi stratejilerinin ayni zamanda
kardiyovaskiiler hastaliklarin meydana gelmesini 6nlemede de oldukea etkin olacagi
diistiniilmektedir (Bell, 2004).

8. Emosyonel Stres: Bedensel giidiilerimize ya da disaridan gelen uyaricilara
kars1 kalitsal, tiire has ve dnceden ayarlanmis olan belli tepkiler veririz. Emosyonlar,
genelde hayatta kalmak amacina yonelik gelistirilmis ve sahnesi viicut olan davranig
kaliplart olarak tanimlanir. Emosyon dedigimizde anlasilacak olan, uyariciya veya
diisiinceye karsilik olarak i¢ ortamdaki degismeyi takiben bir davranigsal yanitin
meydana gelmesidir (Savrun, 2005).

Tiirk Kardiyoloji Dernegi (TKD)’nin 2002’de yayinladigi Koroner Kalp
Hastaligi Korunma ve Tedavi Klavuzu’nda “Psikososyal Etkenler” basligi altinda
“ruhi depresyon, kaygi durumu, diismanlik duygusu ve sosyal yalnizlik gibi
psikososyal etkenler sigara igme gibi riskli davranislara eslik etmenin yani sira
sempatik sinir sitemini aktive etmeyi de igeren dogrudan fizyopatolojik
mekanizmalar yoluyla koroner kalp hastalig: riskini arttirirlar” ifadesi yer almaktadir.
Koroner arter hastalig1 gelisiminde ve ilerlemesinde psikososyal etkenlerin 6neminin
uzun siiredir tartisilmasinin  yani sira olduk¢a kapsamli bir literatlir bilgisi
psikososyal etkenlerin koroner arter hastaliginin patogenezine oldukca biiyilik
katkilart oldugunu gostermektedir (Rozanski ve ark, 1999). Insanlarda emosyonel
stresle koagulasyon anormalliklerinin ortaya ¢ikabilecegi de bilinen gerceklerdendir

(EUROSAPIRE Study Group, 1997).
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9. Homosistein Yiiksekligi: Homosistein, insan plazmasinda hem homosisterin
(stilfiirli indirgenmis form) hem de homosistin (disiilfidli oksitlenmis form) seklinde
bulunabilen, metiyonin metaboliti, siilfiirlii bir aminoasittir. 1969 yilinda, McCully
tarafindan ilk defa kardiyovaskiiler hastaliklarla plazma homosistein diizeyindeki
artigin klinik iliskisi gosterilmistir (McClly, 1969). Normalde homosistein plazmada
birikmez. Sivi halde olduk¢a dayaniksizdir ve miktar1 ¢ogalinca oksidasyonla
homosistine doner. Saglikli bireylerin idrarindaki homosistein tespit edilemeyecek
kadar azdir (Temel ve Ozerol, 2002).

Total homosisteinin (tHcy) gesitli mekanizmalara yaptig etki sayesinde vaskiiler
hasara neden olabilecegi One siiriilmigstir. Bu mekanizmalar arasinda, lipid
oksidasyonu, endotelyal disonksiyon, ekstraselliiler matriks proliferasyonu, diiz kas
hiicre proliferasyonu, sitotoksisite veya koagulasyon ve trombositler sayilabilir
(Bellamy ve McDowell, 1997). Aterojenez, sonucunda gelisen ateroskleroz ve
komplikasyonlarina eslik eden trombozda homosisteinin rolii tam olarak
bilinmemektedir. Ancak son yillarda yapilan ¢alismalarda, hiperhomosisteineminin
dogrudan vaskiiler endotel hiicrelerinde hasar olusturabilecegi, endotelin
antikoagulan 6zelligini prokoagulana doniistiirebilecegi ve in vitro sartlarda diiz kas
hiicrelerinin proliferasyonuna neden olabilecegi ortaya konmustur (Tsai ve ark, 1994;
Tang ve ark, 1998). Ayrica homosistein, vaskiiler diiz kas hiicrelerinde mitogenez ve
sitotoksik etki ortaya ¢ikarabilir (Chen ve ark, 2000).

Damar diiz kas hiicrelerinin proliferasyonununda gozlenen asir1 artista
homosisteine maruz kalmanin roli biiyiiktiir. Homosisteine bagli olarak iretilen
ROS, diiz kas hiicre proliferasyonunda temel islev goren NF-«kB transkripsiyon
etmen etkinligini uyardig: diigiiniilmektedir (Seshadri ve Robinson, 2000).

Centro laboratuvarlari tarafindan homosistein konusunda yapilan bir ¢alismada,
homosisteinin yiiksek miktarinin 6liimciil veya Oliimciil olmayan aterosklerotik
vaskiiler hastaligin goriilme riskini koronerlerde 1.7, serebral dolagimda 2.5 ve
periferik dolasimda da 6.8 kat artirdig1 belirlenmistir. Yine bu ¢alismanin analizinde
vaskiiler risk ve homosistein arasinda paralel bir iliski oldugu ve tHcy miktarindaki
her 5 pmol/L’lik yiikselise karsilik KAH riskinin erkeklerde %60 ve kadinlarda %80

oraninda arttig1 saptanmistir (Centro Laboratuvarlari).
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2.7.Internal Mammarian Arter Dokusu ve By-pass Uygulamasindaki
Tercih Sebepleri

Vaskiiler duvardaki yapisal modifikasyonlarla ve embriyogenez ve
neovaskiilarizasyon gibi adaptif yanitlar sirasinda meydana gelen vaskiiler gelisimsel
degisikliklerle iligkili fizyolojik siirecler “vaskiiler yeniden modellenme” olarak
adlandirtlir (Korshunov ve ark, 2007; Cowan ve Langille, 1996). Vaskiiler yeniden
modellenme, rutin endotelyal degisimin ve sirasiyla vaskiiler biitiinligi ve
fonksiyonu siirdiirmek ve trombozu Onlemek i¢in hasarli damar duvari onariminin
oldukg¢a 6nemli bir mekanizmasidir (Krankel ve ark, 2014).

Koroner arter, tikanmanin biiylimesine bagli olarak daralir ve nihayetinde,
tikanikligin oldugu bolgede kan akisini1 yeniden yonlendirecek sekilde yeni bir damar
aginin olusmasi olarak tanimlanan “kolleteral dolasim” gelistirebilir. Her ne kadar bu
bir 6nlem olsa da asir1 efor veya stres meydana geldigi zamanlarda, bu yeni arterler
kalp kasina oksijence zengin kan saglama konusunda yetersiz kalabilirler. Kalbe
normal kan akisini yeniden saglamak i¢in bir kan damar1 grefti ile bir veya daha fazla
tikanmis koroner artere bypass (Koroner Arter Bypass Greftleme [CABG]) yapilir
(Sydell ve Arnold Miller Family Kalp ve Damar Enstitiisii, 2000-2009). Koroner
bypass, kelime anlami olarak “ugramadan ge¢me” demektir, burada bahsedilen
“kan”mn koronere ugramamasidir, dolayisiyla koroner bypass, bir kisminda darlik
olusmus hasta arterin saglikli kismina kanin ulagsmasimi saglamak anlamina
gelmektedir. Bu olay “greft” ad1 verilen viicudun bagka yerlerinden alinip koronere
dikilen bagka damarlar sayesinde gergeklestirilir (Ogus, 2014). Greftler genellikle
hastanin gogiis, kol veya bacagindaki kendi arter ve toplardamarlarindan gelir. Greft,
tikanan arterin (veya arterlerin) cevresinden dolasip kalbe oksijence zengin kanin
akmasi amaciyla yeni yollar olusturur (Sydell ve Arnold Miller Family Kalp ve
Damar Enstitiisti, 2000-2009). CABG, giiniimizde en sik yapilan kalp
ameliyatlarindan biridir.

Arteriyel greft ve vendz greft olmak lizere iki ayr1 greft tipi bulunmaktadir.
IMA, radial arter, sag gastroepiploik arter ve inferior epigastrik arter sirasiyla en sik
kullanilan arteriyel greftlerdir. Arteriyel greftler, vendz greftlere gore plak
gelismesine ve okliizyona daha direnglidir, fakat ven6z greftlerin temini daha kolay
oldugu i¢in kullanimda daha ¢ok tercih edilirler (Cox ve ark, 1991).
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Koroner arter bypass cerrahisinde, greft olarak ilk kez 1964 yilinda Kolesov
tarafindan sirkumfleks arterin marginal dalina kullanilan IMA (Bashour ve ark,
1986) son yillarda yapilan c¢alismalarla bugiin koroner arter by-pass cerrahi
uygulamalarinda saglikli dokuya en ¢ok benzeyen greft oldugu saptanmistir. Rus
cerrah Kolesov tarafindan ilk defa gerceklestirilen bu CABG ameliyati hem koroner
bypass ameliyati alaninda hem de “calisan kalpte” gergeklestirilmesi agisindan bir ilk
olma o6zelligi tasimaktadir (Ogus, 2014). IMA greftleri, aterosklerotik degisikliklere
direngli, dolayisiyla yiliksek patentlik oranina sahip greftlerdir (Dursun ve Sanli,
2013). Bu durum da IMA dokusunu ilk tercih edilen kondiiit yapmaktadir. Ciinkii,
IMA kullanim1 erken ve uzun donem hayatta kalma iizerinde olumlu etkiye sahiptir,
bununla da kalmayip CABG sonrasinda da daha sorunsuz bir sorvi saglar (Mery ve
Turek, 2011). IMA dokusuna ait en 6nemli 6zellik, insanlarda elastik yapiya sahip
tek periferik arter olmasidir (Yazicioglu ve ark, 1999). Bu greftler, duvarlarinda
internal elastik lamina ve adventisya tabakalarinda vazovazorum bulunmadigi igin
intimal hiperplazi ve selliiler goge karsi direng gosterir (Motwani ve Topol, 1998).
Ayrica medya tabakalarinda muskiiler hiicrelerin daha az oranda bulunmasi ve
medya tabakanin ince olmasi vazokonstriksiyona egilimi azaltir. Ateroskleroza karsi
direng olusturmada endotelyumun sentezledigi prostoglandinler gibi trombosit
inhibitdrlerinin ve NO gibi vazodilatorlerin de katkisi vardir (Douglas, 1994). IMA,
arterin ¢ikarilmasi sirasinda meydana gelebilecek olan endotel hasarina karsi da
direngli oldugundan ateroskleroz gelisimi gézlenmez (Mery ve Turek, 2011).

IMA’larda, %2 oraninda bir aterosklerotik degisiklik goriildiigii rapor edilmistir
(Krijne ve ark, 1990). Yasa bagl olarak IMA’larda herhangi bir dejenerasyon
olusmadigy, ilerleyen yaslarda da IMA’nin yine ayni fizyolojik niteliklerini korudugu
gozlenmistir (Yazicioglu ve ark, 1999). Altmis bes yas altindaki hastalarin
IMA’larinda aterom saptanmasi ¢ok nadirdir. Bu nedenle bir koroner artere greft
olarak uygulandiginda intimal hiperplazi degisimi, safen ven greftlere oranla ¢ok
daha seyrek olmaktadir. Bununla birlikte IMA tikanikliginin yine de goriilmesi,
aterosklerotik nedenlerden c¢ok mekanik nedenlerden kaynaklanmakta gibi
goriinmektedir (Sag ve ark, 1997). Pratikte IMA greftinde diizenli, parobolik ve
laminar akim o6zelligi gozlenir ve bundan dolayr bu greftte duvar shear stresi

yiiksektir. Duvar shear stresinin yiiksek olmasi; endotelyal yaniti harekete gegirir,
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noétrofil adezyonuna karst direng gelistirir ve diiz kas hiicrelerinin proliferasyonunu
engeller. Duvar shear stresinde gelisen azalma ise arteriyel ¢ap1 kiigiiltiir ve intimal
hiperplazi ve ateroskleroz gelisimini tetikler (Sterpetti ve ark, 1993).

Sol internal mammarian arter (LIMA) ve sag internal mammarian arter (RIMA),
caplart 1-3 mm boyutunda olan ve sol/sag kol atar damarlarindan ¢ikip gogsiin iki
tarafindan karin kaslarina dogru ilerleyen atardamarlardir. Bu atardamarlarin her iki
yaninda da goglis duvari, sternum ve kaburgalar1 besleyen yan dallar vardir. Karin
icinde Iliac arterlere kadar ulasirlar, viicudun dogal arterinden olusmus, kollardan
bacaklara dogru birer koprii damarlaridir. Bu 6zellikleri sebebiyle ¢ikarilip viicudun
baska herhangi bir yerinde kullanilmasi, saglikli bireyde eksiklik gibi bir sorun
olusturmaz (Ogus, 2014). Hem sag hem de sol IMA greftleri in situ greft
uygulamasinda kullanilirlar, ancak sol IMA in situ greft olarak sag IMA greftlerine
oranla daha fazla tercih edilmektedir (Gurevitch ve ark, 2003). Sag ve sol IMA
arasinda fizyolojik ya da morfolojik baglamda herhangi bir farkin saptanmadig1 ve
hedefteki koroner arterin ve onun anotomik lokasyonunun &nemli noktayi
olusturdugu ¢esitli caligmalarda belirtilmistir (Chow ve ark, 1994).

2.8.Kodlama Yapmayan RNA’lar

Insan genomu zarif fakat sifreli bir bilgi deposudur. Yaklasik ii¢ milyar baz cifti,
dogrudan ya da dolayl olarak, insan hiicre, doku ve organlarinin her bir formunun
neredeyse biitiin molekiillerinin sentezi igin talimatlar1 kodlar (The ENCODE Project
Consortium, 2007). Insan genom dizisi, 24 kromozomun her biri igin son derece
dogru DNA dizisini saglar (International Human Genome Sequencing Consortium,
2004). Ancak, insan genomumun yalnizca protein kodlayan transkriplerden degil
ayn1 zamanda ¢ok sayida ve farkli biiyiikliikteki NCRNA’dan olustugu bugiin agikca
goriilmektedir (Birney ve ark, 2007; Kapranov ve ark, 2007). Kodlama yapmayan bu
transkriptler boylari, biyogenezleri, polariterleri ve olast fonksiyonlarina dayali
olarak c¢esitli siniflara ayrilirlar (Brosnan ve Voinnet, 2009). Bu ncRNA’larin
fonksiyonel yedi sinifin1 belirlemek ve tanimlamak otuz bes yildan fazla zaman
almistir: ribozomal (r), transfer (t), kiiciik niikleer (small nuclear / sn), antisense
(AS), kiiciik niikleolar (small nucleolar / sno), mikro (mi) ve Piwi-etkilesimli (pi)

(Willingham ve Gingeras, 2006).
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NcRNA’larin, gen ifadelenmesi igin giiglii ve 6zgiin diizenleyiciler olarak rol
oynadiklar1 bugiine kadar yapilan caligmalarla hemen hemen tiim tiirlerde kabul
gormiistiir. NcRNA’lar tarafindan yapilan diizenleme; mRNA transkripsiyonu,
splicingi, eksportu, kararlilig1 ve translasyonu gibi ¢esitli basamaklarin hem pozitif
hem de negatif diizenlenmesini etkileyebilir. NcRNA’larin ifadelenmesi genellikle,
stres ve c¢evresel uyaranlar tarafindan diizenlenmektedir ve belirli gelisimsel
asamalardaki pek ¢ok farli ncRNA’nin birikimi ya da ¢ok hiicreli organizmalarda,
Ozgiin hiicre tiplerinde hatta belirli hiicre-i¢i alanlarin i¢inde bulunmalar1 6nemli ve
sik1 kontrollii biyolojik rollerinin oldugunu diisiindiirmektedir (Brosnan ve Voinnet,
2009). Son yillarda elde edilen pek ¢ok veri de yine protein kodlamaktan sorumlu
olmayan bu ncRNA’larin kardiyovaskiiler hastaliklarin da dahil oldugu pek ¢ok
hastaligin gelisiminde 6nemli bir rol oynadigin1 gostermektedir (Nishiguchi ve ark,
2014).

2.8.1. MikroRNA’lar

miRNA’lar, intergenik alanlarda, intronlarda ya da kodlayan dizilerde bulunan
onciil kok-halka (steem-loop) yapisindan Dicer enzimi tarafindan iiretilen 20-24 nt
uzunlugundaki RNA’lardir (Brosnan ve Voinnet, 2009). Yiksek seviyede
korunmusluga sahip, miRNA kodlayan yiizlerce genin varligi kesfedilmis
durumdadir ve giinlimiiz itibaiyle 1000’in {izerinde miRNA insan genomunda
tamimlanmustir (Saydam ve ark, 2011).

MiRNA ailesinin ilk kesfedilen tiyeleri, bir toprak solucani olan Caenorhabditis
elegans'm gelisimi sirasinda gozlenen ve spesifik ifadelenme modelleri sebebiyle
“kiigiik gegici RNA’lar” olarak tarif edilen “linage-4 (lin-4)” ve “lethal-7 (let-7)”dir
(Saydam ve ark, 2011). miRNA’lar ilk kez Victor Ambros laboratuvarlarinda, Lee ve
calisma arkadaslari tarafindan 1993 yilinda kesfedilmistir (Lee ve ark, 1993). Lee ve
arkadaglart 1993 yilinda C. elegans’t gen igerigi bakimindan taramiglar ve larva
gelisiminin zamanlamasini kontrol ettigi bilinen lin-4 ismini verdikleri genin
herhangi bir protein kodlamasi yapmamasina ragmen 22 nt uzunlugunda kiiciik bir
RNA transkribe ettigini bildirmiglerdir. miRNA lin-4’tin, lin-14 mRNA’smin
translasyonunu baskiladigini géstermislerdir (Lee ve Ambros, 2001). 2000 yilinda ise
bu defa Reinhart ve ¢alisma arkadaslar1 yine C. elegans’ta 22 nt uzunlugunda, let-7

olarak isimlendirilen ve canlinin gelisim zamanlamasinin diizenlenmesini saglayan
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bagka bir miRNA’nin varligini tespit etmislerdir (Reinhart ve ark, 2000). Ancak,
kesfedilen bu genetik materyale ilk defa 2001 yilinda “mikroRNA” ismi verilmistir
(Lee ve ark, 1993; Ruvkun, 2001). ilerleyen senelerde lin-4 ve let-7’ye benzeyen pek
cok kiiciik RNA molekiilii, asagi yukar1 biitlin ¢ok hiicreli organizmalarda
kesfedilmis ve hepsi i¢in “miRNA” terimi kullanilmistir (Saydam ve ark, 2011,
Lagos-Quintana ve ark, 2001).

mMiRNA’lar, tamamlayic1 dizilerdeki spesifik mesajlara tamamen ya da kismen
baglanabilmek i¢in RNA-indiiklii susturucu komplekslerin (RISC) rehberligindeki
baz eslesmesini kullanirlar. Hedeflenen mesajlarin baskilanmasi RISC’in isin igine
girmesinin genel bir sonucudur ve translasyonel inhibisyon yoluyla eksoniikleolitik
mRNA yikilmasinda bir hizlanma ya da miRNA-mRNA c¢iftlerinde kesilmeler
meydana gelebilir. miRNA’lar, gelismede, stres adaptasyonunda ve hormanal
sinyallerde hayati rollere sahiptirler ve bunlarin kokenleri, biyogenezi ve faaliyetleri
ile baslangigta beklenenden ¢ok daha fazla iliskili goriinmektedirler (Brosnan ve
Voinnet, 2009). mMiRNA’larin hedef mRNA ile komplementerligi tam ise mRNA’nin
par¢alanmasiyla, komplementerlik daha az ise translasyonun baskilanmasiyla

sonuglanir (Sekil 7) (Paranjape ve ark, 2009).
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Sekil 7:MikroRNA’nin hedef mRNA ’ya baglanmasi (Paranjape ve ark, 2009).

MIiRNA’lar tiimor baskilayicilar ve onkogenler (6rnegin; Bcl2, Ras, Myc ve
E2F’nin diizenlenmesiyle) gibi davranabilirler ve hiicresel proliferasyonu ve
apoptozisi diizenleyebilirler. Insan genomunda yiizlerce miRNA oldugu tespit

edilmistir ve sayisal analizler insan genlerinin %20-%30’undan daha fazlasinin
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miRNA’lar tarafindan diizenlendigini gdstermektedir. Mikroarray deneyleri de bu
goriisii desteklemektedir, hedef mRNA’larin biiylik bir kisminin miRNA aracilikli
bir sekilde down-regiile oldugu ortaya ¢ikarilmistir (Willingham ve Gingeras, 2006).
2.8.2. MikroRNA’larin Biyogenezi

mMIiRNA’lar, hairpin (sa¢ tokasi) formundaki genomik sekanslardan ifadelenirler
(Sekil 8). Bu RNA sag tokasi yapilart Rnaz-111 enzimine benzer olan Dicer ve Drosha
enzimleri tarafindan tanimir (Lagos-Quintana ve ark, 2001; Lau ve ark, 2001; Lee ve
Ambros, 2001). Bir ¢ok durumda, miRNA’lar sifreleyen genomik diziler, omurgali
evrimi boyunca ve bocekler ve diger kurtguklar gibi tiirlerde korunmustur (Sharp,
2009). Bir kriter olarak hedef dizilerin evrimsel korunmuslugu kullanilarak,
MIiRNA’larin omurgalilarda tim mRNA’larin yaklasik %50’sinin diizenledigi tahmin
edilmektedir (Friedman ve ark, 2009). Bu diizenlemeye temelde mRNA’nin 3’
cevrilmeyen bolgesinin (3 UTR) ig¢indeki dizinin tanmmasi aracilik eder.
MIiRNA’larin “ tohum” dizisini tamamlayict korunmus diziler (bazlar miRNA’nin
5’ucundan 2-7 pozisyonlarini kaplarlar) herhangi bir normalizasyon protokoliinden
beklenenden 3 kat daha yiiksek frekansta bulunurlar. Genelde, tiim mRNA’larin
yarist kisa 3> UTR’ye sahip gibi goriinmektedir ve bu tip diizenleme i¢in uygun
hedef degildir, oysa uzun 3> UTR’si olanlar genellikle hedef durumundadirlar. Uzun
3> UTR’si olan bu RNA’lar, ortalama olarak, 3> UTR basina dort korunmus miRNA
hedef sitesi igerir. Bu nedenle, bu sistemlerde miRNA tarafindan yapilan gen
ifadelenmesinde kapsamli bir diizenleme mevcuttur. Son kanitlar ayni zamanda
kanser ve otoimmiin yetersizlikler gibi bir¢ok hastaliin da miRNA’lar tarafindan
yapilan diizenlemelerdeki degisikliklerle iliskili oldugunu gostermistir (Sharp, 2009).

MIiRNA’lar (~22 nt), mRNA bozulmasini ve/veya translasyonel baskilanmasini
uyarirlar. miRNA’nin 5’ ucunda bulunan 2-7 niikleotid “cekirdek (tohum)” olarak
isimlendirilir ve hedefle hibridizasyon i¢in 6nemlidir (Bartel, 2009). Bir sinif olarak
miRNA’lar, her bir miRNA tiirli uzaysal-zamansal olarak 6zgiin bir ifade modeli
gosteriyor olmasina ragmen biitlin dokularda bulunur. Bir miRNA, lokal bir sa¢
tokasi yapilanmasini igeren uzun bir ilkin transkriptten (pri-miRNA) koken alir (Kim
ve ark, 2009). Hayvanlarda, niikkleer Rnaz-III Drosha, sa¢ tokasi seklindeki oncii
miRNA’nin (pre-miRNA) ac¢iga ¢ikmasimi saglar. Sitoplazmik Rnaz-I1l Dicer,
fonksiyonel miRNA zinciri ve yolcu (*) zinciri igeren bir kiiciik RNA dubleksi
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(miRNA/miRNA*) olusturmak i¢in terminal loop’u (dongiiyii) kaldirir. Dubleks
daha sonra, fonksiyonel miRNA zincirinin (olgun miRNA’nin) Ago’ya eklenmesini
saglayan Dicer, TRBP (Transaktivasyondan sorumlu RNA baglayici protein) ve
Argonat’tan olusan “Argonat Yiikleme Kompleksi’ne baglanir (Kim ve ark, 2010).
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Sekil 8:miRNA biyogenezi (Paranjape ve ark, 2009).

Insanlarda miRNA’lar1 kodlayan genlerin transkripsiyonu RNA pol II tarafindan
niikleusta gerceklestirilir. 1 kb’dan daha biliyiik diziler halinde transkribe olan
molekiil primer MiIRNA (pri-miRNA) olarak adlandirilir ve pri-miRNA’larin 5° cap
ve 3’ poly A kuyruklar1 vardir. Pri-miRNA, Drosha enzimi ve kofaktdr proteini
Pasha (DiGeorge sendromu kritik bolgesi 8/ DGCRS) ile kesilerek ~70 nt’lik onciil
molekiil pre-miRNA’y1 olusturur. Drosha bir niikleaz, Pasha ise ¢ift iplikli RNA
baglayan bir proteindir, ikisinin olusturdugu kompleks ise “mikro islemci kompleks
(micro-processor complex)” olarak adlandirilir. Pre-miRNA’nin  niikleustan
sitoplazmaya taginmasi ise niikleer tasima reseptorii eksportin-5 ve niikleer protein
Ran-GTP araciligi ile olur. Sitoplazmada pre-miRNA, TRBP ve Dicer tarafindan
kesilir ve sonugta bir zinciri kilavuz miRNA, diger zinciri (yolcu zincir) kilavuz
miRNA’ya eslenik diziyi barindiran ¢ift zincirli molekiil olusur. Dicer, 6ncelikle pre-
miRNA’ nin sap-ilmik yapisini keser daha sonra RISC’in i¢inde bulunan ve bir Rnaz
olan argonatin etkisiyle miRNA dubleksinden 5’ ucu daha stabil olani kilavuz iplik

olarak tayin eder. Olgun miRNA dizileri kdken aldiklar1 6nciil sap-ilmek kolunun
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hangisi oldugunu temsil etmek i¢cin miRNA-5p veya miRNA-3p olarak adlandirilir.
Bu ¢ift zincirli molekiiliin kilavuz zinciri RISC ile birlesir ve hedef mRNA dizisinin
inhibisyonuna neden olur veya translasyonunu engeller, yolcu zincir ise parcalanir
(He ve Hannon, 2004; Saydam ve ark, 2011; Shomron ve Levy, 2009; Lee ve ark,
2003; Esquela-Kerscher ve Slack, 2006; Feinver ve Moore, 2016).

2.8.3. MikroRNA’lar ve Ateroskleroz

MiRNA’larin ¢ogu doku, hiicre ve/veya hastalia spesifik tarzda eksprese
oldugundan onlarin ekspresyon paternleri altta yatan patofizyolojik olaylar
yansitmaktadir (Small ve ark, 2010). Yapilan son g¢alismalar ile miRNA’lardaki
mutasyonlar ve ekspresyon diizensizlikleri ile bir¢ok hastalik arasinda direkt bir iligki
oldugu gosterilmistir (Lawrie ve ark, 2008). miRNA’lar organizmada birgok
biyolojik siirecte gorev aldigr i¢in, miRNA genlerinde meydana gelen cesitli
mutasyonlar hastaliklara neden olabilmektedir. miRNA’larin basta kanser olmak
tizere, kardiyovaskiiler bozukluklar, inflamatuar hastaliklar, infeksiyonlar, gelisimsel
bozukluklar, miiskiiler bozukluklar, norodejeneratik hastaliklar gibi cesitli
hastaliklarla iligkisi oldugu gosterilmistir (Lu ve ark, 2008).

Biriken ¢alismalar, aterosklerotik plak gelisimi ve gerileme dengesini degistiren
anahtar sinyalizasyon ve lipit homeostazi yollarinin diizenlenmesinde miRNA’larin
Onemini ortaya koymustur. miRNA’larin son zamanlarda hiicresel adezyon,
proliferasyon, lipid alimi ve salinimi gibi patofizyolojik siireglerin 6nemli
diizenleyicileri olarak ortaya g¢ikmalari ve inflamatuvar aracilarin olusmasi, bu
ateroskleroz yolaklar1 ve tanimlanan yeni tedavi hedeflerine olan etkilerine dair yeni
molekiiler bilgiler saglamaktadir. Bunlara ek olarak, miRNA’larin dolagimdaki kan
da dahil olmak {izere hiicre disinda tespit edilebilir olmasi, tan1 ve prognoz i¢in veya
kardiyovaskiiler tedavilere yanitta biyobelirte¢ olarak kullanim ihtimalini artirmistir
(Feinber ve Moore, 2016).

MiRNA’lar, endotelyal hiicre, VSMC ve makrofaj fonksiyonlarini kontrol eder
ve boylece aterosklerozun ilerlemesini diizenler (Madrigal-Matute ve ark, 2013).
mMiRNA’larin gen ifadelenmesi diizenleyicisi olarak endojen fizyolojik roliine
ilaveten hiicreler pasif ve/veya aktif olarak miRNA salinimi yaparlar ve bodylece
diger hiicrelerin gen ifadelenmesini diizenleyen parakrin molekiiller gibi fonksiyon

gosterirler (Hergenreider ve ark, 2012; Vickers ve ark, 2011). Bu nedenle, kanser,
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metabolit ve beyin hasarlar1 ya da aterosklerozu da igeren ¢esitli hastaliklarin
miRNA fonksiyon bozukluguyla iligkili olmas1 sasirtict degildir (Madrigal-Matute ve
ark, 2013).

Kolesterol homeostazi hiicre fizyolojisi i¢in gereklidir ve hiicresel ya da sistemik
kolesteroliin degisen seviyesi metabolik hastaliklarla iligkilidir. LDL kolesteroliin
yiiksek seviyeleri ya da HDL kolesteroliin diisiik seviyeleri gibi hiicresel kolesteroliin
birikimini destekleyen dengesizlikler aterosklerozu tetikler. Bu baglamda bakilacak
olursa, HDL ve LDL’nin fazlaligimmi ve islevini kontrol eden miRNA’larin son
zamanlardaki kesfi, plazma lipoprotein seviyelerini idare eden diizenleyici devrelere
dair olan anlayisimizi biiyiik Olglide genisletmistir (Feinberg ve Moore, 2016).
Boylece, miRNA’larin kolesterol ve yag asidi metabolizmasinin diizenlenmesinde
onemli bir rol oynadiklarini sdyleyebiliriz (Madrigal-Matute ve ark, 2013).

Siirekli  hiperlipidemi ve degismis shear stress (kayma gerilmesi) damar
duvarinda aterosklerotik lezyon olusumuna zemin hazirlar. Endotelyal hiicreler,
biyokimyasal ve biyomekanik uyaranlara cevap olarak aterogenezi tetikleyen,
VCAM-1, ICAM-1 gibi baz1 adezyon molekiillerinin ifadesinin erken indiiksiyonu,
E-selektinin damar duvarina 16kosit alimini kolaylastirmasi ve heniiz olgunlagsmamis
plaklar ile iligkili en erken isaretler arasinda olmasini saglayacak molekiiler ve
hiicresel anlamda bir dizi yapisal degisiklikler gegirirler (Libby ve ark, 2011). Cesitli
miRNA’lar dogrudan bu molekiillerin 3’UTR’lerini  hedefleme kabiliyetleri
sayesinde aterogenezle iliskilendirilmislerdir (Suarez ve ark, 2010).

Bagisiklik  tepkileri  aterogenezi  sekillendiren o6nemli faktorlerdendir.
Aterosklerozun erken patojenik olaylarindan birisi arter duvarinda endotelyal
disfonksiyonu ve lipoprotein tutulumunun oldugu bolgelere dolasgimdan monosit
alinimidir. Makrofajlara farklilasmalarinin ardindan bu hiicreler, damar duvarinda
lipid homeostazin1 saglayarak ve arter duvarinda hem immiin hem de immiin
olmayan hiicre tipleri iizerinde hareket eden inflamasyonu destekleyici arabuluculari
salgilayarak aterosklerozda merkezi bir rol oynarlar. Heniiz olgunlagmamis plaklara
makrofajlar tarafindan lipoprotein alinimi, ateroskleroz isaretlerinden biri olan lipid-
yiiklii makrofaj kopiik hiicre formasyonuyla sonuglanir (Moore ve ark, 2013).
mMiRNA’lar, aterosklerozun ilerlemesini etkileyen bu anahtar makrofaj siireglerinin

her birine etki edebilir. Pek ¢ok miRNA makrofaj kolesterol mekanizmasiyla
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iliskilendirilmistir (Feinberg ve Moore, 2016). Makrofajlar, mikro-¢evresel sinyallere
yanit olarak farkli aktivasyon programlari baslatabilirler ve siirekli uzayan bir listesi
olan miRNA’larin  bazilar1  bu farkli  fenotipler arasindaki dengenin
diizenlenmesinden sorumlu tutulmaktadir (Moore ve ark, 2013). Diger bazi
miRNA’larsa makrofajlarin inflamatuvar uyaranlara karsi cevabinin artirilmasi ya da
azaltilmasiyla iligkilendirilmistir (Feinberg ve Moore, 2016).

T-hiicre (Thl, Th2, Th17 ve Treg) ve B-hiicre alt populasyonlar1 ateroskleroz
gelisimini modiile edebilir. Bu nedenle, bagisiklik hiicre farklilasmasi ve
fonksiyonunu diizenleyen miRNA’larin plak evriminde genis etkilere sahip olmasi
beklenir. insan T- ve B-hiicre alt tiplerindeki miRNA ifade modellerine dair olan
atlas son zamanlarda tamamlanmis ve T- ve B-hiicre farklilagmasi, aktivasyonu ve
fonksiyonunun diizenlenmesindeki rolleri incelenmistir (Rossi ve ark, 2011,
Zernecke, 2012). Ancak, makrofajlarla karsilagtirildiginda bu immiin hiicre alt
tiplerinin ateroskleroz siirecinde miRNA diizenlemesi yeteri kadar anlagilamamistir
(Feinberg ve Moore, 2016).

VSMCler, bir farklilagma olarak kabul edilen kontraktil fenotipleriyle vaskiiler
duvar fonksiyonunun korunmasina katkida bulunurlar. Vaskiiler yaralanmaya cevap
sirasinda, VSMC’ler, gocii, proliferasyonu ve inflamasyonu destekleyen sinyalleri
indiikleyen bir etkiye sahip olan sentetik fenotip doniisiimiine maruz kalirlar (Doran
ve ark, 2008). Baz1 miRNA’larin, transkripsiyon faktorleri, koaktivatorler, transfer
biiyiime faktorii-p sinyal etkileyicileri ya da sitokinler/biiyiime faktorleri gibi 6nemli
VSMC diigiim diizenleyicilerinin diizenlenmesinde rol oynadigi bilinmektedir
(Feinberg ve Moore, 2016).

Son zamanlarda miRNA’lar karsimiza, gen ifadelenmesinin hassas
ayarlanmasiyla 6nemli endotel hiicre fonksiyonu diizenleyicileri olarak da ¢ikmistir
(Sun ve ark, 2013). Tip 2 diyabeti olan hastalarda kardiyovaskiiler hastalik riski daha
yiiksektir ve endotel hiicre fonksiyon bozuklugu ve vaskiiler inflamasyon da tip 2
diyabet patogeneziyle yakindan iliskilidir (Howard ve ark, 1996; Guerci ve ark,
2001). Pek ¢ok miRNA’nin diyabetik kosullar altinda endotel hiicre fonksiyonu ile
iliskili oldugu ortaya ¢ikarilmistir (Sun ve ark, 2013). Yas da aterosklerozu da igeren
kardiyovaskiiler hastaliklar icin major risk faktorleri arasinda sayilmaktadir ve pek

¢ok miRNA’nin endotel hiicre yaslanmasin1 modiile ettigi, erken ve ge¢ insan gobek
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vaskiiler endotel hiicre (HUVEC) hatlarinda yapilan 6l¢iimlerle bulunmustur (Vasa-
Nicotera ve ark, 2011).

Aterosklerozun klinik  belirtisi, ileri tromboz olusumu, istikrarsizlik ve
yirtilmanin bir sonucudur ve biz heniliz sadece KVH ile olan potansiyel iligkisini
anliyor olmamiza ragmen miRNA’lar bu senaryonun baglica aktorleri gibi
goriinmektedirler (Madrigal-Matute ve ark, 2013).

2.8.4. Dolasimdaki MikroRNA’lar

Dolasim halindeki miRNA’larin iyi birer biyobelirteg, bir hastaligin ana
oyuncular1 ya da her ikisi olarak diisiiniiliip diisiiniilemeyecegi hala bir tartisma
konusudur (Madrigal-Matute ve ark, 2011). Yine de dolasimdaki miRNA’lar,
karaciger yaglanmasi, ateroskleroz ve kanser gibi pek ¢ok hastalikta farkli miRNA
profillerinin tanimlanmasindan beri yeni hastalik belirtecleri olarak oldukca fazla bir
potansiyele sahiptir (Cheung ve Sanyal, 2010; Fichtlscherer ve ark, 2011; Mmanus
ve Ambros, 2011; Kosaka ve ark, 2010). Bu miRNA’lar, pek ¢ok hiicreden salinan
endositik kokenli 30-90 nm boyuntundaki vezikiillerde tespit edilebilir, ayrica HDL
partikiillerinde ya da AGO2-miRNA’lar gibi lipidsiz protein komplekslerinde
bulunabilirler (Vickers ve ark, 2011; Chen ve ark, 2012; Creemers ve ark, 2012;
Arroyo ve ark, 2011).

MiRNA’lar hiicreler ve dokular arasinda tasinabilir. Kanda hem vezikiil
baglantili miRNA’lara hem de membran igermeyen miRNA’lara rastlamak
miimkiindiir. Vezikiil baglantili olmayan miRNA’larin Argonat 2 ve niikleofosmin
gibi RISC proteinlerinin olusturdugu protein kompleksleri tarafindan kararli hale
getirildigi diisiiniilmektedir (Arroyo ve ark, 2011; Wang ve ark, 2010). Membrana
bagli miRNA’lar apoptotik cisimlerde, eksozomlarda ve mikrovezikiillerde bulunur.
miRNA’larin bu kesecikler i¢inde paketlenmesi rastgele olabilir, ancak ayni zamanda
diizenlenmis bir mekanizma One striilmiistiir, 6rnegin Zernecke ve arkadaglar1 bazi
miRNA’larin apoptotik cisimcikleri zenginlestirdigini gostermistir (Zernecke ve ark,
2009). Dolasimdaki miRNA’lar aym1 zamanda HDL partikiillerinde bulunur.
mMiRNA’larin HDL ile hiicresel eksportunun nétral sfingomiyelinaz tarafindan
diizenlendigi ve alic1 hiicrelere dagitimin da ¢opcii reseptor smifi B tip I bagimh

oldugu gosterilmistir (Vicker ve ark, 2011).
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Dolasimdaki miRNA’larin sadece kanda bol miktarda bulunmasi ile degil ayn
zamanda oldukga kararli bir yap1 gostermesi nedeniyle klinikte hastaliklarin tanisi ve
prognozunda 6nemli bir biyobelirte¢ olarak kullanilabilecegi gdsterilmistir. Yapilan
son caligmalarla miRNA’larin basta kan olmak iizere ¢esitli viicut sivilarinda varligi
potansiyel klinik biyobelirtegler olarak kullanimint miimkiin kilmistir. miRNA’lar
plazmada bulunan RNAaz’lara olduk¢a direnglidirler. Bunlarin yani sira
miRNA’larin  kaynatma, yiliksek-diisiik pH, uzun siireli depolama, dondurup
¢ozdiirme gibi zor kosullara dayanikli oldugu da bildirilmistir (Mitchel ve ark, 2008).

Dolasimdaki miRNA’lar, onlar1 dikkat ¢ekici aday molekiiler biyobelirte¢
yapacak pek cok ozelligi vardir. Kararlidirlar ve evrimsel olarak korunmuslardir,
ayrica ifadelerinde meydana gelen degisiklik siklikla doku ya da hastaliga 6zgiildiir.
Urin, plazma, serum ve beyin omurilik sivist gibi pek c¢ok viicut sivisinda da
varliklart tespit edilmistir ve kantitatif PCR dizilemeyle hassas ve 6zgiill miRNA
belirlemesi yapmak miimkiindiir (Creemers ve ark, 2012).

Eksozomlara miRNA girisini, dagitimini, hedefleme yapmasini ve algilanmasini
yoneten makinanin mekanizmasini anlamaya yonelik calismalara karsi oldukca
biiylik bir ilgi sz konusudur. Bu baglamda, dolagima salinan miRNA’larla ilgili
yapilacak ileri arastirmalarin kardiyovaskiiler hastaliklarin tedavisinde ve yine bu
miRNA’larin potensiyel bir biyobelirte¢ olarak kullaniminda yeni kapilar agmasi
muhtemeldir (Madrigal-Matute ve ark, 2013).

2.8.5. MikroRNA-221 ve MikroRNA-222

miR-221/222 kiimesi vaskiiler biyolojide, VSMC ve endotelyal hiicrelerde
gosterdikleri etkiyle anahtar bir oyuncudur (Chistiakov ve ark, 2014). Insan miR-221
ve paralogu olan miR-222, VSMC’lerdeki fenotipik degisikliklerle ve endotelyal
hiicrelerin anjiogenik 6zelliklerinin etkilenmesiyle damar aginda 6nemli aktiviteler
gostermektedir (Poliseno ve ark, 2006; Davis ve ark, 2009).

Insan DNA’sinda miR-221/222 gen kiimesi kromozom Xpl1.3 konumunda
yerlesmistir (Sekil 9) (Di Leva ve ark, 2010). miR-221 ve miR-222 genleri 726
bp’lik bir mesafeyle birbirlerinden ayrilirlar. Her iki genin niikleotid dizisi de
birbirleriyle oldukg¢a yiiksek benzerlik tasir. Aslhinda, bu genler atasal genin
duplikasyonuyla olusan iki paralog gendir. Bu genler, RNA polimeraz II ile tek bir

uzun kodlamayan RNA oOnciilii olarak transkribe olurlar (Leung ve ark, 2013).
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Promotor bolgesi, pre-miR-222’nin 550 ve 190 bp yukarisinda yerlesmis vaziyette
iki tane standart TATA kutusu icerir. Ug¢ adet poli-A sinyali, pre-miR-221’in
asagisinda yerlesmis durumdadir. Cekirdekte, ortak pri-miR-221/222 transkripti daha
sonra Drosha/DiGeorge sendrom kritik alan gen 8 (DGSR8) “mikroislemci”
kompleksi tarafindan kesilip eklenir ve her biri 110 nt uzunluga sahip olan ayr1 ayr
pre-miR-221 ve pre-miR-222 onciilleri olusur. Sonug olarak, pre-miR-221’in
olgunlagsmasi olgun 23 nt uzunlugundaki miR-221-5p ya da miR-221-3p’yi olusturur.
miR-222 i¢in de 21 nt uzunlugunda iki olgun miRNA (miR-222-5p ve miR-222-3p)

olusumundan s6z etmek miimkiindiir (Chistiakov ve ark, 2014).
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Sekil 9:insan miR221/222’sinin biyogenezi (Chistiakov ve ark, 2014).

MIRNA kodlayan genler kirmizi kutular i¢inde gosterilmistir. Ortak promotordeki
TATA kutulan yesil icgen oklarla isaret edilmistir. Poli (A) sinyalleri mavi oklarla
gosterilmistir. Sayilar, diizenleyici transkripsiyon elementleri arasindaki mesafeyi,
her bir MIRNA’nin uzunlugunu ve genler arasindaki bosluklart (bp olarak)

belirtmektedir. Olgun miRNA dubleksinin dizisi kirmizi kutu i¢inde gosterilmistir.
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Ago2: Argonat-2; DGCRS: DiGeorge sendromu bolge geni 8; GW182: 182 kDa
agirh@indaki glisin-triptofan protein; MTDH: metadherin; PACT: protein kinaz R-
aktive edici protein; Ran-GTP: GTP baglayan niikleer protein Ran; SND1: stafilokok
niikleaz domaini igeren protein 1; TRBP: TAR RNA-baglayan protein (Chistiakov ve
ark, 2014).

flging bir sekilde, miR-221/222 kiimesi, endotelyal hiicrelere ve VSMC’lere
kars1 zit etkiler sergiler (Sekil 10). Bu miRNA’lar, endotelyal hiicrelerde
proliferasyon ve migrasyonu inhibe eder ve pro-apoptoza neden olur. VSMC’lerde
ise her iki miRNA da proliferasyon ve hiicre hareketliligini uyarir ve anti-apoptozisi
indiikler (Liu ve ark, 2012).

miR-221/222, VSMC’lerin dediferansiyonunun tetiklenmesinde anahtar bir rol
oynar ve kontraktil fenotipten sentetik fenotipe gegiste kilit deger tasir. miR-221/222
kiimesinin vaskiiler yaralanmaya olusturulan cevapta ve proliferatif VSMC’lerde
durgun VSMC’leri biiylik 6l¢lide up-regiile ettigi bildirilmistir (Liu ve ark, 2012).
VSMC’lerde, yaralanmaya olusturulan cevapta miRNA kiimesinin sentezlenmesi
PDGF tarafindan indiiklenir (Davis ve ark, 2009). Neointimal hiperplazide,
VSMC’ler aktif olarak prolife olurlar ve birincil tunika medyadan tunika intimaya
go¢ ederler, bu durum da arteriyal duvarin kalinlasmasina neden olur (Purcell ve ark,
1997). VSMC’lerin anormal proliferasyonu, ateroskleroz, postanjioplasti ya da stent
i¢i restenoz ve transplant vaskiilopati gibi vaskiiler proliferatif hastaliklarda siklikla
rol oynar (Owens, 2007). miR-221 ve miR-222, neointimal lezyonlarda yaralanmaya
yanit olarak artar (Liu ve ark, 2012). In vitro ¢alismalar, miR-221/222’yi VSMC
proliferasyonunun PDGF aracilikli diizenlenmesiyle iliskilendirmistir. PDGF,
VSMC’lerde miR-221/222’yi indiikler ve ortaya bu miRNA’larin hedef genleri olan
c-Kit ve p27Kip1’in ifadelenmesini artirirken diiz kas hiicresine 6zgiil kontraktil gen
ifadelenmesini azaltan bir etki ¢ikar (Davis ve ark, 2009). Nakavt edilmis miR-
221/222 kullanilarak yapilan in vivo calismalar gostermistir ki p27Kipl ve
p57Kip2’nin hedeflenmesiyle mekanik yaralanmadan sonra miR-221/222 eksikligi
VSMC proliferasyonu ve neointimal lezyon formasyonu azaltir (Liu ve ark, 2012).

Normal damarlar, adventisyal vasavazorum limeninde meydana gelen oksijen
difiizyonu yoluyla beslenir, fakat intimal duvar kalinlagtifinda oksijenin etkin

difizyon mesafesi bozulur ve vasavazorum damar duvarinin i¢ katmanlarinda ¢ogalir
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(Suarez, 2010). Kolesterol yiiklii makrofajlar kismen, yeni damar olusumunu
destekleyen sitokinlerin iretiminden sorumludurlar. Bu silireg, miR-221/222
tarafindan endotelyal nitrik oksit sentazin (eNOS) hedeflenmesiyle kontrol edilir
(Suarez ve ark, 2007).

Endotel hiicrelerinin, proanjiogenik transkripsiyonel program ve hiicresel fenotip
ve davranigindaki degisikliklerin indiiklenmesiyle vaskiiler yaralanmaya karsi
kendiliginden cevap olusturdugu bulunmustur. Endotel hiicrelerinde miR-221/222
kiimesinin antianjiogenik aktivitesi ve vaskiiler yeniden modellenme ve
neovaskiilarizasyona karsi endotelyal aktivasyonu korudugu gosterilmigtir. miR-
221/222, endotel hiicrelerinin sessiz fenotipinin olusturulmasindan ve vaskiiler
endotelyumun homeostazinin korunmasindan sorumludur (Chistiakov ve ark, 2014).
Olgun insan endotel hiicrelerinde miR-221/222, c-Kit, transkripsiyon faktérleri Ets1,
Ets2, ¢inko-parmak E-kutusu baglayici homeobox 2 (ZEB2), sinyal aktivator ve
transdiiktoric SA (STATSA) ve eNOS gibi pek ¢ok hedefin inhibisyonunun aracilik
ettigi giiclii antianjiogenik ozellikler sergiler (Poliseno ve ark, 2006; Dentelli ve ark,
2010; Chen ve ark, 2010; Kuehvacher ve ark, 2007; Suarez ve ark, 2007). miR-221
ifadesi, ileri glikasyonun son tiriinlerine ya da glikoza cevaben endotelyal hiicrelerde
artig gosterir ve miR-221’in asir1 ifadelenmesi c-Kit ifadesini diistiriir (Li ve ark,
2009). Bu durumun aksine oldukga yenilerde yapilan bir ¢alismada, glikozun ya da
ileri glikasyonunun son {irlinlerinin yiiksek konsantrasyonunun endotel hiicrelerinde
miR-221/222 ifadelenmesini azalttigi gosterilmistir. Ayrica, azalmis miR-221/222
ifadesi, bu miRNA’larin direkt hedefleri olarak bilinen p27Kipl ve p57Kip2’ye
(siklin bagimli kinaz inhibitorleri) bagli hiicre dongiisii durdurulmasini indiikler
(Togliatto ve ark, 2011). Endotelyal hiicrelerin c-Kit bagimli anjiogenik 6zellikleri
de miR-221/222 tarafindan hedeflenir (Poliseno ve ark, 2006). Vaskiiler endotel
hiicrelerinde, miR-221/222’nin rolii gelisimsel basamaga ve mikrogevreye bagh

olarak biiyiik 6l¢tide degisir (Chistiakov ve ark, 2014).
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Sekil 10:Aterosklerotik vaskiiler yeniden modellenmede, miR-221/222’nin vaskiiler
endotelyum ve vaskiiler diiz kas hiicreleri iizerine etkileri (Chistiakov ve ark, 2014).

Arteriyal endotelyal hiicrelerde miR-221/222’nin ifadelenmesi anjiotensin Il ve kan
akis gerilmesi tarafindan artarak diizenlenebilir. miR-221/222, CREB (CAMP tepki
elemant baglayici protein) inhibitdrii olan RAS p21 protein aktivatorii 1 (RASA1)’in
baskilanmas1 yoluyla ekspresyonun pozitif diizenleyicisi olabilir, boylece anjiotensin
II’'nin her iki miRNA’nin da ifadelenmesini indiikklemesi tesvik edilmis olur. miR-
221/222’nin artmis seviyesi, endotelyal proliferasyon ve migrasyonu inhibe etmek
suretiyle terminal olarak farklilagmis sessiz endotelyal hiicrelerin anjiogenik
aktivasyonunu baskilar. Proliferasyon, miR-221/222 kiimesinin, siklin bagimli kinaz
hiicre dongiisii diizenleyicileri p21Cipl ve p27Kipl, transkripsiyon faktorleri Ets1 ve
Ets2, sinyal transdiiktor ve aktovatorii STATSA ve sap/kok hiicre biiylime faktorii c-
Kit tizerindeki negatif etkileri yoluyla baskilanir. miR-221/222 ¢zellikle, eNOS
ifadelenmesini azaltarak diizenler, bu durum da vaskiiler endotelyal hiicrelerin
proliferasyonunda ve fonksiyonunda onemli bir modiilatér olan NO’nun distiik
seviyede iretilmesine neden olur. Azalan NO {iretimi endotelyal fonksiyon
bozukluguna katkida bulunur ve endotelyal hiicrelerin yaslanmasini destekler. miR-
221/222, p21Cipl1°1 direkt olarak ya da p21Cipl’in transkripsiyonel bir aktivatorii
olan mezensim homeobox2 (MEOX2 ya da GAX) translasyonunu baskilayan
ZEB2’nin (¢inko-parmak E-kutusu baglayict homeobox2) bloklanmasi Yyoluyla

down-regiile edebilir. miR-221/222 kiimesi, matriks metaloproteinazlar (MMP) ve
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ICAM-1, VCAM-1, integrin-B3 ve serin/treonin-protein kinaz PAKI1 gibi ¢esitli
anahtar adezyon modulatorlerinin endotelyal {iretiminin baskilanmasiyla endotel
hiicre migrasyonunu azaltir. miR-221/222 kiimesi, adiponektin reseptér AdipoR1’in
endotelyal ifadelenmesini azalttigi distiniilmektedir. Adiponektin, adipositler
tarafindan tretilir ve endotelyal fonksiyon bozuklugunun oniine gegerek endotelyal
hiicreler i¢in koruyucu bir rol oynar. Obezitede, miR-221/222 adipoz dokuda up-
regiile olur, bu durum yag asidi sentaz ve diger lipid-sentezleyen enzimlerin
ifadelenmesini kontrol eden bir transkripsiyon faktorii olan Etsl’in inhibisyonuyla
lipid katabolizmasinin (lipoliziz ve yag hiicresi oksidasyonu) aktivasyonuna yol agar.
Sonug olarak, adipositlerden kana salinan serbest yag asidi miktar1 artar bu durumda
da karacigerdeki insiliin sinyalleri inhibe edilir ve iskelet kaslar1 periferal insiilin
direncini indiikler. Insiilin direnci, endotelyal fonksiyon bozukluguna katkida
bulunur. VSMC’lerde, miR-221/222’nin ifadelenmesi anjiotensin 11 ve aktif
platelerler tarafindan ve vaskiiler yaralanmaya yanit olarak endotel hiicrelerinden
saliman PDGF tarafindan uyarilir. Bu miRNA’larin up-regiile olmast VSMC’lerin
proliferasyonunu ve hareket yeteneginin artmasini destekler. VSMC’lerde miR-
221/222, farklilasma ve VSMC’lerin kontraktil fenotipinin olusmasi i¢in kritik olan
p21Cipl, p27Kipl, p57Kip2, c-Kit ve fosfataz ve tensin homologu (PTEN) gibi
cesitli diizenleyici faktorleri inhibe eder. p57Kip2 ve c-Kit, miyogeneze dahil olan
iki anahtar transkripsiyon faktorii; MyoD ve miyokardini aktive eder. Gergekten de,
diiz kas hiicresine spesifik kontraktil proteinlerin ifadelenmesinin miR-221/222-
bagimli azalarak diizenlenmesi, VSMC’lerin yeniden-farklilasmasina ve “kontraktil”
fenotipten “sentetik” fenotipe geg¢ise neden olur. PTEN’in baskilanmasiyla, miR-
221/222, MCP-1 ve aterosklerotik plaklar gibi iltihaplanmis bolgelere makrofajlar,
dentritik hiicreler ve proinflamatuvar lenfositleri ¢eken stromal hiicre-kdkenli
bliylime faktori la (SDF-la) gibi g¢esitli  proinflamatuvar kemokinlerin
ifadelenmesini indiikler. Bunlara ek olarak, miR-221/222, kritik bir apoptotik uyarici
olan PUMA (apoptozun p53-up-regiile edici modiilatorii)’yr down-regiile eder,
bdylece, VSMC’lerin apoptozunu Onlemis olur. Son olarak, VSMC’lerin yeniden-
farklilagsmasi, arteriyal duvarin ateroskleroz iligkili yeniden modellenmesinde 6nemli

bir basamak olan, neointimal formasyona dahil olur (Chistiakov ve ark, 2014).
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3. MATERYAL-METOD
3.1.0rneklerin Toplanmasi ve Saklanmasi

Calisma kapsaminda ateroskleroz tanisi konmus hastalarin hem doku hem de
kan ornekleri kullanilmistir. 20 adet doku Ornegi 214S031 ve 155S044 numaral
TUBITAK projeleri igin 02.07.2013 tarihli, 2013-07/05 ve 2013-07/06 nolu etik
kurul karar1 ¢ercevesinde alinmis olan etik kurul geregince toplanmis 6rneklerden
saglanmistir. Buna ek olarak ¢alismada kullanilmak tizere 44 adet hasta ve 36 adet
kontrol grubuna ait toplam 80 adet kan ornegi alinmistir. Calisma kapsaminda
kullanilacak hasta ve kontrol gruplarina ait 6rnekler i¢in Cumhuriyet Univeristesi Tip
Fakiiltesi Klinik Arastirmalar Etik Kurulu’ndan onay alinmistir (Etik Kurul No:
2015-03/62). Hasta grubu Cumhuriyet Universitesi Tip Fakiiltesi Arastirma ve
Uygulama Hastanesi Kalp Damar Cerrahisi ve Kardiyoloji Anabilim dallari
tarafindan ateroskleroz hastaligi kesin tanisi konmus bireylerden olusturulmustur.
Calismada kullanilacak kontrol grubunu ayni anabilim dallar1 tarafindan klinik
muayenesi sonucu herhangi bir kalp-damar hastaligi ve herhangi baska bir hastaligi
bulunmayan saglikli bireyler olusturmustur. Toplanan doku parcalari, RNA later
(dokuda RNA koruyucu) (Qiagen, Cat No./ID: 76104) igine alinmis ve kullanilma
zamanina kadar -80°C’de saklanmistir. Bireylerden kan alinirken igerisinde 6zel
tespit sivisinin  oldugu RNA tiipleri (PreAnalytix, Cat No: 762165 (BD))
kullanilmistir . Kan 6rnekleri, calisma sirasina kadar -80 °C’ de saklanmustir.

3.2.RNA izolasyonu
3.2.1. Doku Orneklerinden RNA izolasyonu

Alman doku orneklerinden miRNeasy Mini Kit (Qiagen, Cat No: 217004)
Protokolii modifiye edilerek miRNA iceren total RNA izolasyonu yapildi. Buna
gore, RNA later igerisinde saklanan doku Orneklerinden yaklagik 40 mg tartilir ve
daha 6nceden kaynamis su, %70’lik alkol ve RNase away ile temizlenip RNase away
(Sigma, Product No: 83931) muameleli stre¢ filmle kaplanmis olan steril havanlara
alinir. Sivi azotla parcalama igleminin ardindan dokularin tizerine 700 pl Trizol
(ThermoFisher, Cat No: 15596026) eklenir ve numuneler MagNa Lyser
homojenizatérde (Roche) homojenize edilmek ilizere MagNa Lyser Green Beads
(Roche, Product No: 03358941001) tiiplere alinir. 7000 g’de 30 sn 2 Kkere

homojenizasyon yapilir. iki homojenizasyon arasinda drnekler yaklasik 1dk soguk
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zincir lizerinde bekletilir. Homojenat yeni bir tiipe aktarilip 5 dk oda sicakliginda
bekletilir. Daha sonra iizerine 140 pl kloroform eklenip 15 sn karistirilir ve oda
sicakliginda 2-3 dakika beklenip +4°C’de 15 dk 12000 g’de santrifiij yapilir. Ust faz
yeni bir toplama tiipline alinip iizerine 1,5 hacim %100 etanol eklenir ve pipetaj
yapilir. Bu karisimdan 700 pl 2 ml’lik toplama tiipline yerlestirilmis olan miRNeasy
mini kolona eklenir ve 9600 g’de 15 sn oda sicakliginda santrifiij yapilip atik
dokiilir. Kalan Ornekle bu asama tekrarlanir. 700 ul Buffer RWT mini kolona
eklenip oda sicakliginda 15 sn 9600 g’de santrifiij yapilip atik dokiiliir. 500 pl
Buffer RPE mini kolona eklenir. Yine oda sicakliginda 15 sn 9600 g’de santrifiij
yapilip atik dokiiliir. Tkinci kez 500 ul Buffer RPE mini kolona eklenir ve bu defa
oda sicakliginda 2 dk 9600 g’de santrifiij yapilip atik dokiiliir. Kolon kurutma
maksadiyla yeni bir 2 ml’lik toplama tiiptine alinir ve 1 dk en yiiksek hizda santrifiij
edilir. 1,5 mP’lik yeni bir tiipe yerlestirilen mini kolona 30-50 pul RNase icermeyen su
eklenir ve 1 dk 9600 g’de santrifiijle RNA elue edilmis olur. Elde edilen 6rnekler bir
sonraki agsamaya kadar -20°C’de saklanir.
3.2.2. Kan Orneklerinden RNA izolasyonu

PAXgene Blood RNA tiiplerine alinan kan 6rneklerinde, tam kandan miRNA
igerikli total RNA izolasyonu yapmak i¢in miRNeasy Serum/Plazma Kit (Qiagen,
Cat No/ID: 217184) Protokolii’'nde bazi modifikasyonlar gerceklestirildi. Buna gore,
1200 pl kan ornegi direkt olarak tiiplerden alinip 2 ml’lik ependorflara aktarilir.
Ornekler 4500 g’de 10 dk +4°C’de santrifiij edilip {ist faz yeni bir tiipe aliir. 16000
g’de 10 dk +4°C’de ikinci bir santrifiij yapilip iist faz aliir. Uzerine 350 pl 2-
merkaptoetanol eklenmis TES (Tris-EDTA-NaCl) tamponu, 50 pl %10’luk SDS
(Sodyum Dodesil Siilfat), 30 pl proteinaz-K ve 1 pl glikojen eklenir. 58°C’de 20 dk
su banyosunda inkiibasyona birakilir. inkiibasyon sonras1 érneklerin iizerine 1200 pl
Trizol eklenip 5 dk oda sicakliginda bekletilir. Uzerine, 400 ul kloroform eklenip 15
sn karigtirilir. 2 dk oda sicakliginda inkiibasyonun ardindan 12000 g’de 15 dk
+4°C’de santrifiij yapilir. Ust faz yeni bir tiipe alinip 1,5 hacim %100 etanol eklenip
pipetaj yapilir ve 700 ul 6rnek 2 ml’lik tiiplere yerlestirilmis miRNeasy mini kolona
yiiklenir. Oda sicakliginda 15 sn 11000 g’de santrifiij yapilip atik dokiiliir. Ornegin
artan kismi i¢in ayni islem tekrarlanir. Atik dokiildiikten sonra kolona 700 ul Buffer
RWT eklenip oda sicakliginda 15 sn 11000 g’de santrifiij yapilir. Atik dokiiliip 500
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ul Buffer RPE eklenir ve oda sicakliginda 15 sn 11000 g’de santrifiij yapilir. Atik
dokiiliip 500 pl %80’lik etanol eklenir ve oda sicakliginda bu defa 2 dk 11000 g’de
santrifiij yapilir, toplama tiipii atilip kolon yeni bir toplama tiipiine alinir. Kapagi agik
olarak kurutma maksatli en yiiksek hizda 5 dk santrifiij yapilip toplama tilipi
degistirilir. Yeni 1,5 ml’lik tiiplere alinan kolana 14 pl RNase icermeyen su eklenir
ve 1 dk en yiiksek devirde santrifiij islemi gerceklestirilir. Elde edilen 6rnekler bir
sonraki asamaya kadar -20°C’de saklanir.
3.3.RNA Miktar ve Safliginin Belirlenmesi

MiRNA igeren total RNA’nin miktar1 Qubit 3.0 Fluorometer kullanilarak
belirlendi. Olgiime baslanmadan &nce tiim deney reaktifleri oda sicakligina getirilir.
Standartlar i¢in iki adet deney tiipii ve her bir 6rnek i¢in de birer tiip hazirlanir. Qubit
Calisma Sollisyonu hazirlamak i¢in Qubit reagent 1:200 oraninda Qubit buffer ile
sulandirilir. Her bir standart ve 6rnek i¢in 200 pl Calisma Soliisyonu hazirlanir.
Deney tiipleri asagidaki tabloya (Tablo 5) uygun olarak hazirlanir.

Tablo 3:Qubit 3.0 Fluorometer dl¢iimii i¢in deney tiiplerinin hazirlanmasi.

Standart Ornek

Deney Tiipti Deney Tiipti
Eklenecek Caligsma Soliisyonu Hacmi 190 pul 180-199 ul
Eklenecek Standart Soliisyon Hacmi 10 pl --
Kullanilan Ornekten Eklenecek Hacim -- 1-20 ul
Herbir Deney Tiipii icin Toplam Hacim 200 pl 200 pl

Biitiin tiipler 2-3 sn vortekslenir. 2 dk boyunca oda sicakliginda inkiibasyon
yapilip ardindan Olgiime gecilir. Once standartlar ardinda da ornek tiipleri
fluorometera yiiklenip okutulur.

3.4.cDNA Sentezi ve RT-PCR

Ateroskleroz hastalig1 tanis1 konmus bireylerin endoraktomi materyali ve IMA
dokularindan alman Ornekler ve ateroskleroz kesin tanis1 konmus bireylerle
atersokleroz ve bagka herhangi bir hastalifi bulunmayan bireylerden alinan kan
orneklerinden izole edilen miRNA igerikli total RNA’lardan segilen miRNA’larin
ifade diizeylerinin incelenmesi i¢in cDNA sentezi miRCURY LNA Universal RT
microRNA PCR sistemine uygun olarak yapilmistir. Bu sistem, SYBR Green
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kullanilarak kantitatif real time PCR ile miRNA’larin hassas ve dogru bir sekilde
algilanmasi i¢in tasarlanmis LNA tabanli miRNA’ya 6zgiil bir sistemdir. Metod,
genel ters transkripsiyonu takiben LNA gelistirilmis primerlerle real time PCR
amplifikasyonuna dayanir. miRCURY LNA Universal RT microRNA PCR
protokolii iki kisimdan olusur.
3.4.1. Tek-Zincir cDNA Sentezi

cDNA sentezi i¢in Orneklerin RNA konsantrasyonu RNase i¢ermeyen su
kullanilarak (~ 100 ng) esitlenir. Reaktantlar ¢oziiliip vortekslenir ve hemen buz
tizerine yerlestirilir. Liyofilize halde gelen RNA Spike-in protokoliine uygun olarak
80 ul RNase igermeyen su ile ¢oziiliip -20°C’ye kaldirilir. Asagidaki tabloya (Tablo
6) uygun olarak reaksiyon bilesenleri hazirlanir.

Tablo 4:Reverse transkripsiyon reaksiyon bilesenleri

Bilesenler Bir Tiip icin Gerekli Hacim
(1)

5x Reaksiyon Tamponu 2

Niikleaz Igermeyen Su Degisken

Enzim Mix 1

Sentetik RNA Spike ins 0,5

Total RNA Degisken

Toplam Hacim 10

Reaksiyon tiipleri biitiin bilesenlerin iyice karigmast ic¢in vortekslenir ve
ornekler, 60 dk 42°C’de, 5 dk 95°C’de (enzim inaktivasyonu) termal dongii
cthazinda inkiibe edilerek cDNA sentezi gercgeklestirilir. Cihazdan alinan 6rnek
tiiplerine 40 pl RNase igermeyen su eklenir ve bir sonraki asama i¢in +4°C’de
saklanir.

3.4.2. Real Time PCR Amplifikasyonu

RT-PCR’da PCR iiriinlerinin olusumu, SYBR Green 1 molekiillerinin
olusturdugu floresan 1simanin Ol¢limii ile takip edilebilmektedir. SYBR Green I
molekiiliiniin ¢ift zincirli DNA molekiillerine baglanma verimi ¢ok yliksektir ve
serbest boya molekiilleri ¢cok az floresan 1sima yapmaktadir. PCR siirecinde
primerlerin hedef DNA molekiiliine baglanmasiyla 530 nm’de SYBR Green floresan
1s1mast Olgiilebilir hale gelmekte ve uzama fazinda ise daha fazla ¢ift zincir DNA

molekiiliiniin olugsmasiyla floresan sinyal giderek giiclenmektedir. Bu sayede real
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time PCR’da her uzama fazinin sonunda 530 nm’de floresans miktar1 dlgiilerek PCR
tirtin miktar1 hesaplanabilmektedir.

Reaksiyonlarda Exigon marka mikroRNA (miR-221, miR-222) spesifik
primerleri ve referans gen olarak da SNORD primeri kullanilmistir. Liyofilize halde
gelen LNA primer karisimlart 220 pl niikleaz igermeyen su ile ¢ozdiriiliir. Her bir
plaka kuyusuna 5 ul PCR Master Mix, 1 ul primer ve 4 ul cDNA 6rnegi yiiklenir.
Yiikleme isleminin ardindan seffaf okuyucu yiizey plaka iizerine yapistirilir. Plaka
LightCycler®96 Real-Time PCR System (Roche) cihazina yerlestirilir. Reaksiyon
kosullar1 Tablo 7°de gosterilmektedir.

PCR sonrasinda hedeflenen genler disinda bir iirlinlin ¢ogalmadigindan ve
primer dimerlerinin olusmadigindan emin olmak icin “erime egrisi analizi”
yapilabilir. Erime egrisi analizi ile PCR {irlin karakterizasyonu; DNA molekiiliiniin
uzunlugu ve GC igerigine bagh olarak, sicaklik muamelesiyle %50’sinin tek sarmalli
hale geldigi %50’sinin ise ¢ift sarmalli olarak kaldig1 karakteristik bir erime
sicakligina sahip olmasina dayanmaktadir. Analiz sirasinda reaksiyon karisimi 95
°C’ye kadar isitilir. Isitma siirecinde sicaklik, PCR iiriiniiniin erime sicakligina
ulastiginda ¢ift zincirli DNA denatiire olur ve SYBR Green floresan isimasinin
keskin bir sekilde azalmasina neden olur. Bu sayede sicaklik gecislerinde floresan
1simanin siirekli olarak takip edilmesiyle olusturulan erime egrileriyle analiz sonucu
gozlemlenebilir.

Tablo 5:Light Cycler 96 platformunda gergeklestirilen QRT-PCR reaksiyon kosullar

Sicalik (°C) | Siire | Dongii Sayisi
PCR Baslangig Inkiibasyonu 95 10 dk 1
Amplifikasyon 95 10 sn 45
60 1 dk
Erime Egrisi Analizi 95 10 sn
65 1 dk 1
97 1sn
Sogutma 37 30 sn 1

Real time PCR deneyleri sonucu elde edilen ham veriler AACT metodu ile analiz

edilmistir. Istatistiksel olarak anlamliliklar igin ise t-test (p<0,05) uygulanmustir.
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4. BULGULAR

Calismamiz, kesin hastalik tanist konup koroner bypass cerrahisi uygulamasi
sirasinda tikanikligr olan 20 adet hastanin koroner arter plaklar1 ve yine aym
hastalarn IMA dokusu kullanilarak gergeklestirilmistir. Doku 6rneklerine ek olarak
anjiyografi sonuglarina gore 44 hasta, 36 kontrol (hig¢ aterosklerotik plak gelisimi
gozlenmeyen veya anjiografi sonuglart %50’nin altinda olan) olmak iizere toplam 80
adet kan orneginde de inceleme yapilmustir.

20 adet doku o6rnegi, 5 kadin ve 15 erkekten olusmaktadir. Doku 6rneklerinin
alindig1 bireylerden 17 tanesi hem sigara i¢mektedir hem de hipertansiyon
hastaligina sahiptir, 3 tanesinin ise hipertansiyonu yoktur ve sigara igmemektedir.
Bireylerin 8 tanesinde diyabet varken 12 tanesinde yoktur ve calisma grubunu
olusturan bireylerin tamami hiperlipidemiye sahiptir. Kan 6rneklerinin alindigi
bireylere ait demografik veriler ise Tablo 8’de 6zetlenmistir.

Tablo 6: Kan 6rneklerine ait demografik bilgiler

Hasta Kontrol
Toplam 44 36
Cinsiyet
Kadin 11 (%25) 20 (%55,56)
Erkek 33 (%75) 16 (%44,44)
Sigara Durumu
Var 39 (%88,63) 14 (%38,9)
Yok 5 (%11,37) 22 (%61,1)
Hipertansiyon
Var 40 (%90,9) 23 (%63,9)
Yok 4 (%9,1) 13 (%36,1)
Diyabet
Var 33 (%75) 16 (%44,44)
Yok 11 (%25) 20 (%55,56)

Calisma kapsaminda plakli koroner arter dokular1 ile IMA dokularinda ve hasta-
kontrol gruplarina ait kan Ornekleri arasinda miR-221/222’nin ifade diizeylerinin
karsilagtirilmast yapilmistir. Bu baglamda oOncelikle doku ve kan Orneklerinden

miRNA igerikli total RNA izolasyonu gergeklestirilmistir. Bunu takiben RNA’lar
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cDNA’ya ¢evrilmis ve ardindan secilen miRNA’larin ateroskleroz hastaligiyla

iligkisini belirlemek amaciyla RT-PCR uygulamasi yapilmaistir.
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Sekil 11:miR-221/222 ve kontrol geni SNORD’a ait doku 6rneklerinde RT-PCR floresan
egrileri
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Sekil 12:miR-221/222 ve kontrol geni SNORD’a ait kan Orneklerinde RT-PCR floresan
egrileri
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Sekil 13:miR-221/222 ve SNORD’a ait erime egrisi analiz sonuglart

Ifade diizeyleri incelenmis olan miR-221/222 genleri ve kontrol geni olarak
secilen SNORD’a ait RT-PCR’daki florosan egrileri ve Cq degerlerinin bir kismi
yukarida gosterilmistir (Sekil 11, Sekil 12, Sekil 13). Genlerin ifade diizeyleri RT-
PCR cihazinda AACt metodu kullanilarak analiz edilmistir. Koroner arter
plaklarindan elde edilen ifade sonuglar1 ile IMA’lardan elde edilen sonuglar ve hasta
kan ornekleri ile kontrol kan 6rneklerinin sonuglar1 kiyaslanmistir. Verilerin AACt
metodu ile istatistiksel analizi “RT? Profiler RT-PCR Array Data Analysis Version

3.5” (http://pcrdataanalysis.sabiosciences.com/pcr/arrayanalysis.php) yazilimi

kullanilarak yapilmustir.

49


http://pcrdataanalysis.sabiosciences.com/pcr/arrayanalysis.php

Fald Change

d-"’ﬁ Q.a*‘*

[mmir-221 mmir-222

Sekil 14:Kontrol grubu olarak kullanilan IMA doku 6rneklerine gore hasta grubu koroner
arter doku 6rneklerindeki miR-221/222 genlerinin kat degisimleri

Fold Change

Group 1

Control Group

[-o-miR-221 - mir-222|
Sekil 15:Doku 6rneklerinde miR-221 ve miR-222 genlerinin hasta grubunda kontrol grubuna
gore ifade diizeylerinde gozlemlenen artis oranlari
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Sekil 16:Genlerin, koroner arter dokularinda IMA dokularana gore ortalama Delta Cq
degisimi

Hem miR-221 hem de miR-222 geninin ifadesinde koroner arter plaklarinda
IMA’ya oranla artis gdzlenmistir (Sekil 14, Sekil 15, Sekil 16). miR-221 geninin
ifade diizeyinde kontrol grubuna gore koroner arter plaklarinda istatistiksel olarak
anlaml (p=0,015) 8,94 kat artis gdzlenirken miR-222 geninin ifade diizeyindeki
14,91 Kkat artis istatistiksel olarak anlamli bulunmamstir (p=0,117).
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Fold Change
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Sekil 17:Kan 6rneklerinde miR-221 ve miR-222 genlerinin hasta grubunda kontrol grubuna
gore ifade diizeylerinde gozlemlenen azalig oranlari
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Sekil 18:Genlerin, hasta bireylerin kan drnkelerinde saglikli bireylerin kan drneklerine gore
ortalama Delta Cq degisimi

Kan orneklerinde, miR-221/222’nin ifadelenme seviyelerinde hasta grubunda
kontrol grubuna gore azalma goriilmesine ragmen istatistiksel olarak bir anlamlilik
tespit edilmemistir (miR-221 i¢in p=0,139 ve miR-222 i¢in p=0,080). miR-221
saglikli bireylerin tiim kan 6rneklerinde hasta bireylerden toplanan 6rneklere oranla
6,22 kat daha fazla ifadelenirken miR-222 saglikli bireylerde hasta bireylere oranla
5,19 kat daha fazla ifade oldugu bulunmustur (Sekil 17, Sekil 18).
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5. TARTISMA-SONUC

Calisma kapsaminda, miR-221/222’nin ifadelenme seviyeleri bu alanda
kullanimi ilk defa gergeklestirilecek olan aterosklerotik koroner arter plaklari ile ayni
bireylerden alinan IMA dokularinda karsilastirilmistir. Doku drneklerine ek olarak
hasta ve kontrol grubu olarak ayrilan bireylerden alinan kan 6rneklerinde de miR-
221/222’nin ifadelenme seviyeleri karsilastirilmistir.

Koroner kalp hastaliklar iilkemizde ve tiim diinyada goriilme siklig1 giderek
artan baglica 6liim nedenlerinden olan kronik bir hastaliktir (Bazo ve ark, 2011).
Aterosklerotik lezyon gelisiminde etkisi olan pek c¢ok faktdor daha oOnceki
calismalarda gosterilmistir, son zamanlarda ise bu faktorlere ek olarak epigenetik
olaylar da hastalik gelisiminde ve ilerlemesinde sorumlu ve 6nemli bir etken olarak
karsimiza ¢ikmaktadir.

Nc-RNA’larin hem uzun hem de kisa olarak ayrilan siniflar1 epigenetik
diizenlemelerde rol oynar. Kisa kodlama yapmayan RNA’larin bir sinifi olan
miRNA’lar; hiicre biiyiimesinde, yag metabolizmasinda, doku farklilasmasinda,
hiicre ¢ogalmasinda, embriyonik gelisimde, organogenez ve apoptoziste gorev
almaktadir (Esquela-Kerscher ve Slack, 2006). Ayrica hiicre sinyal aginda (Cui ve
ark, 2006), gen ekspresyonunun tiirler arasi farklilagmasinda (Cui ve ark, 2007) ve
transkripsiyon faktorlerinin diizenlenmesinde (Cui ve ark(b), 2007) de gorev aldiklari
diistiniilmektedir. Aterosklerozun yaygin bir karakteristigi, endotelyal hiicre
fizyolojisindeki degisiklik ve vaskiiler diiz kas hiicrelerinde hiperplazi olarak kendini
gosteren neointimal bi¢imlenmedir. Vaskiiler patoloji ve gen ekspresyon
modifikasyonu arasindaki iligki, miRNA’larin damar hastaliklarinin patogenezinde
merkezi bir role sahip olduklarina dair makul bir agiklama verir (Quintavalle ve ark,
2011).

Eritropoezis, farklilagma, anjiogenez, cogalma ve hiicre go¢ii miR-
221/222°nin bilinen gorevleri arasindadir. Her iki miRNA’nin da diiz kas hiicreleri
ve endotelyal hiicrelerde yliksek derecede ifadelendigi bulunmustur (Wei ve ark,
2012). Pek ¢ok c¢alismada; c-Kit, p27 (Kipl) ve p57 (Kip2) miR-221/222’nin diiz kas
hiicresi ve endotelyal hiicreleri de igeren farkli hiicre tiplerinde varsayilan hedefleri
oldugu gosterilmistir ve s6z konusu bu genlerin diiz kas hiicre ¢ogalmasi ve

neointimal bi¢imlenmeye katildig1 diisliniilmektedir (Quintavalle ve ark, 2011).
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p27(Kipl) antimitojenik sinyallere karsi olusan cevapta, biiylimeyi diizenleyen
o6nemli bir molekiildiir (Nho ve Sheaff, 2003). p57; p27 ile %40 oraninda homolojiye
sahip olup, proliferasyon ve diferansiyasyonda gorevlidir (Zieske, 2000). Kok hiicre
faktor reseptorii olan c-Kit (CD117) ise bir kok hiicre belirtecidir. c-Kit doku 6zgiil
kok hiicrelerin bir¢ok tipinde ifade edilen bir reseptor tirozin kinazdir ve hematopoez
ve melanogenez de igeren birgok gelisimsel islemler i¢in gereklidir, c-Kit reseptor
ligand, kok hiicre faktorii, biiylime faktorlerinin PDGF ailesinin bir iiyesidir ve epitel
hiicreleri, 16kositler, fibroblastlar ve miyofibroblastlar tarafindan salgilanir (Pamukgu
Baran ve ark, 2007).

Vaskiiler sistem inflamasyonunda yer alan farkli hiicre tiplerinde miRNA
ifadesinin incelenmesine dair bir ¢ok arastirma yapilmistir (Weber ve ark, 2010;
Urbich ve ark, 2008). miR-221/222 ile ilgili olarak da pek ¢ok fare modelinde ve
insanda, baska hastalik ve dokularda calismalar yapilmistir. Bizim g¢alismamizda
koroner arter plaklari miR-221/222‘nin ifadelenme seviyeleri agisindan IMA
dokular1 ile kiyaslamistir. Calisma sonucunda, koroner arter plaklarinda IMA
dokularina oranla miR-221 8,94 kat, miR-222 ise 14,91 kat artis gOstermistir.
Bununla birlikte miR-221’in artig1 istatistiksel olarak anlamliyken (p=0,015), miR-
222’nin artiginda istatistiksel agidan bir anlamlilik gozlenmemistir (p=0,117). Benzer
sekilde, Raitoharju ve arkadaslarinin 2011 yilinda yaptiklar1 bir ¢alismada alt1 adet
LIMA (sol internal mammarian arter) ve on iki adet de aortik, karotis ve femoral
aterosklerotik arterlerden elde edilen plaklarda miRNA ifadelenme profilleri
karsilastirilmistir. Calisma sonuglarina gore, miR-221 hastalikli dokularda kontrole
gore bizim sonuglarimiza benzer sekilde istatistiksel olarak anlamli olarak fazla
ifadelenirken miR-222de istatistiksel Oneme sahip bir degisiklik izlenmemistir
(Raitoharjua ve ark, 2011).

Yapilan bazi ¢alismalar gostermistir ki, miR-221 ve miR-222 endotelyal
hiicrelerin gociinii ve proliferasyonunu desteklemezken apoptozunu tetikler ve Ets-1
transkripsiyon faktoriinii hedefleyerek endotel hiicrelerinin bazi inflamatuvar
molekiillerini artirir. Bu durumun aksine, vaskiiler diiz kas hiicrelerinde bu
miRNA’lar proliferasyon ve gocii desteklerken apoptozu baskilar (Liu ve ark, 2012;
Zhu ve ark, 2011). Baska bir ¢alismada bu miRNA’larin ayn1 zamanda, VSMC’lerin

proliferasyonunu uyaran Anjiotensin II etkisine aracilik ettikleri belirlenmistir
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(Leung ve ark, 2013). Liu ve arkadaslarimin 2012 yilinda gergeklestirdikleri
calismada da bunu destekler bicimde, miR-221/222’nin vaskiiler duvardaki biyolojik
fonksiyonunun hiicre 6zgiil oldugu belirlenmistir (Liu ve ark, 2012). In vitro
sartlarda miR-221/222°nin  hiicre ddngiisii inhibitérleri olan p27(Kipl) ve
p57(Kip2)’nin hedeflenmesiyle diiz kas hiicre ¢ogalmasina aracilik eder. miR-222
diiz kas hiicrelerinin ¢ogalmasinin artmasi yoluyla neointimal biiyiimeyi destekler.
Diiz kas hiicreleri graniillii endoplazmik retikulumdan zengin sentetik fenotipte ya da
miyofilamentten zengin kontraktil fenotipte bulunabilir. Sentetik fenotipi destekleyen
miR-221 diiz kas hiicrelerinin proliferasyonundan ve trombosit tiirevi biiylime
faktoriiniin indiikledigi farklilagsmanin giderilmesinde kritik bir rol oynar. Endotelyal
hiicrelerin ¢ogalmasi ise miR-221/222 tarafindan inhibe edilir. miR-221/222 diiz kas
hiicrelerinin apoptozunu azaltir ve gociinii artirir, oysa endotelyal hiicrelerin gogii ve
apoptozunda zit etki yaptigi gosterilmistir (Wei ve ark, 2012). p27(Kipl) ve
p57(Kip2) ifadesi de bununla uyum i¢inde diiz kas hiicrelerinde fazladir fakat
endotelyal hiicrelerde her ikisinin de mRNA ve protein seviyesi diisiiktiir. Aksine c-
Kit de endotelyal hiicrelerde yiiksek ifadelenme gdosterirken diiz kas hiicrelerinde
gostermedigi bulunmustur (Liu ve ark, 2012).

2012 yilinda Liu ve arkadaslar1 yaptiklar1 bir ¢aligmayla miR-221/222
inhibisyonunun endotelin yeniden olusturulmasini artirma giicline sahip oldugunu
gostermistir. Bunun aksine neointimal bigimlenme miR-221/222 inhibisyonuyla
Oonemli Ol¢lide azalir. Sonug¢ olarak miR-221/222’nin aterosklerozlu, anjioplastili,
stent implantasyonu olan ya da arter by-pass gegiren hastalarda ideal terapotik hedef
olabilecegi onerilmistir (Liu ve ark, 2012).

Bagka bir calismada, karotid plaklarla aterosklerotik olmayan sol internal
torasik arterlerde (LITA) bazi miRNA’larin ifadelenme seviyeleri karsilastirilmis ve
miR-30e-5p, miR-26b ve miR-125a’nin ifadesi artarken miR-520b ve miR-105’in
ifadesinin azaldigr gozlenmistir (Bidzhekov ve ark, 2012). Raitoharju ve
arkadaglarinin periferal arterlerden (karotis, femoral ve abdominal aort) elde ettikleri
insan aterosklerotik plaklarin1 LITA’larla kiyasladiklar1 ¢aligmada, miR-21, miR-
34a, miR-146a, miR-146b-5p ve miR-210’un aterosklerotik plaklarda oldukga fazla
ifadelendigi tespit edilmistir. Ayrica ayni calismada bu miRNA’larin bazi tahmini

hedeflerinin de HDL ve LDL metabolizmasinin yani sira VSMC’lerin morfolojisine,
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fenotipine ve proliferasyonuna bagli olarak azaldigi bulunmustur (Raitoharjua ve ark,
2011).

Endotelyal onciil hiicreler (EPC) de vaskiiler yaralanmalarin onarilmasinda
onemli bir rol oynar. Minami ve arkadaslari EPC’lerdeki miR-221/222 seviyesini
incelemek i¢in kardiyovaskiiler hastaligi olan ve olmayan iki grup olusturmustur.
RT-PCR kullanilarak yapilan c¢aligma sonucunda EPC’lerde miR-221/222
seviyesinin artig1 hasta grubunda kontrol grubuna gore onemli bulunmustur. Hasta
grubunda EPC miktartyla miR-221/222 seviyesi arasinda zayif bir negatif iliski
oldugu bulunmustur (Minami ve ark, 2009). miR-221/222’nin arteriyel
yaralanmadan sonra intimal kalinlagsmay1 tetikledigi goriilmistiir (Coleman ve ark,
2013).

Vaskiiler hiicrelerin gelisimin ve fonksiyonunun dogrudan diizenlenmesine ek
olarak, miR-221 ve miR-222 vaskiiler olmayan dokular {izerinde de etkilerini
gosterirler. Bu fonksiyonel aktivitelerden bazilar1 ateroskleroz gelisimiyle ya da
aterogenezi destekleyen kardiyometabolik risk faktorleri ile iliskili olabilir
(Chistiakov ve ark, 2014). Ornegin, miR-221’in adipoz dokuda yag metabolizmasini
PPAR- (peroksizom proliferator aktive edici reseptdr-) bagimli yolag: etkileyerek ve
dogrudan adiponektin reseptorii AdipoR1 ve Etsl’i hedefleyerek kontrol ettigi
yenilerde bulunmustur (Meerson ve ark, 2013).

Calisma sonuglarimiz, benzer dokularda yapilan caligmalarla paralellik
gostermektedir. miR-221/222nin  aterosklerotik plak olusumunda ve hastalik
patofizyolojisinde gorev alan hiicre tiplerinde normalde yerlesik olarak bulundugu
bilinmektedir. Hastalik gelisimiyle bu miRNA’larin ifadelenme seviylerindeki artisa
bakarak patolojik silirecin ilerlemesinde miR-221/222’nin  gérev  aldig1
diiginiilmektedir. miR-221/222’nin ifadelenme seviyesinin artmasinin hastalik
gelisimini destekledigi diisiiniilmektedir. Buna gére miR-221/222’nin aterosklerotik
stirecin gozlendigi doku tiplerinde uygun bir biyobelirte¢ oldugu sdylenebilir.

Dokulardan seruma salinan miRNA’lar daha kararli ve niikleaz sindirimine
kars1 direnglidirler ve baz1 hastaliklar i¢in gosterge niteligi tagimaktadirlar (Chen ve
ark, 2008). Bu nedenle miR-221/222’nin ifadelenme seviyesi kan 6rneklerinde de
incelenmigstir. Ciinkii, total kan Orneklerinden elde edilen kan miRNA’lar1 6zel

isaretler olabilir ve bir hastaligin tani, tedavi ve hatta etiyolojisi i¢in bile biyobelirteg
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tanimlanmasinda kullanilabilir (Li ve ark, 2010). Bizim ¢alismamizda kullanilan tam
kan Orneklerinden elde edilen sonuglara gore hastalik gelisiminin gozlendigi grupta
saglikli bireylerden olusturulmus kontrol grubuna gore her iki miRNA’da da
istatistiksel olarak anlamli bir farkliliga rastlanmamistir (miR-221 ig¢in p=0,139 ve
miR-222 i¢in p=0,080). Kan 6rneklerinde hasta grubunda kontrol grubuna gére miR-
221 6,22 kat, miR-222 ise 5,19 kat daha az ifadelenmistir. Li ve c¢alisma
arkadaglarinin 2010 yilinda aterosklerotik obliterans (ASO) hastalarinin intima
dokular1 ve kan ornekleri ile yaptiklar1 bir ¢alismada bazi miRNA’larin hem doku
hem serum oOrneklerinde ifadelenme seviyesinin degistigi gosterilmistir. Bu
calismaya gore, miR-21, miR-130a, miR-27b ve miR-210 6nemli derecede artis
gosterirken miR-221, miR-222 ve let-7f’de hafif bir artis ya da azalis goriilebilir
olmasina ragmen serumda onemli bir degisiklik izlenmemistir. Buna gére bu yedi
miRNA’dan yalnizca ii¢li (miR-130a, miR-27b ve miR210) serum biyobelirteci
olarak kullanima uygun bulunmustur, bu sonu¢ dokudaki miRNA’larin yalnizca bir
kismmin seruma salinmasiyla iliskilendirilmistir (Li ve ark, 2010). Weber ve
arkadaglar1 yaptiklar1 bir ¢alismada 10 KAH’li ve 15 saglikli bireyin tam kan
orneklerini kullanmiglardir. RT-PCR kullanarak 16 aday miRNA’nin seviyelerini
belirlemislerdir. Calisma sonuglarina gore, miR-222’nin de dahil oldugu 11 adet
MiRNA’nin hastalikli bireylerin kan oOrneklerinde azaldigini tespit etmislerdir
(Weber ve ark, 2011).

Tsai ve arkadaslar tarafindan, 67 iskemik inmeli, 66 herhangi bir karotid plak
skoru olmayan aterosklerozlu ve 157 saglikli birey iizerinde gergeklestirilen bir
calismada serumda miR-221 seviyesinin saglikli bireylerle kiyaslandiginda hastalikli
orneklerde onemli derecede bir azalma oldugu gozlenmistir. Calismada, miR-21 ve
miR-221 ile hastaliklar arasindaki iligki incelenmis, miR-21 ve miR-221’in bagimsiz
belirleyiciler oldugu ve sonugta ateroskleroz ve inme igin yeni birer biyobelirteg
olduklar1 gosterilmistir (Tsai ve ark, 2013). Baska calismalarda da; eritrositlerde,
plateletlerde, serum ve plazmada miRNA’larin profillerine bakilmis ve KVH’li olan
ve olmayan bireylerde her bir ornek tipindeki miRNA profilinin farkli oldugu
gosterilmistir (Fichtlscherer ve ark, 2010). Dolasimdaki miR-221’in serumdaki
seviyesinin hipertansiyon, obezite, metabolik sendrom, KAH ve karotid ateroskleroz

gibi pekcok vaskiiler ve metabolik patolojilerde onemli degisiklikler sergiledigi
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gosterilmistir ve bu durum bu miRNA’y1 potansiyel bir tani biyobelirteci haline
getirmektedir (Chistiakov ve ark, 2014).

Klinik bir ¢alismada, ateroskleroz hastaligi ile iliskisi oldugu diisiiniilen
subklinik hipotiroidizm (SCH) hastaligina sahip bireylerde dolasim halindeki alti
adet miRNA’nin ifadelenme diizeylerine RT-PCR ile bakilmistir. Bu calismada
Zhang ve arkadaglari normal kontrol orneklerinden, sadece SCH°‘li hastalardan,
SCH’ye ek olarak ateroskleroz hastaligi da olan bireylerden ve yalnizca
aterosklerozu olan bireylerden olusan gruplarda miRNA profillerini analiz
etmislerdir. Sonugta, miR-221 ve miR-222’nin hem SCH ve aterosklerozu birlikte
tastyan hem de yalnizca ateroskleroz hastaligina sahip olan bireylerde azaldigini, iki
durum arasindaki ifadelenme seviyesinde ise bir farklilik olmadigim
gozlemlemislerdir (Zhang ve ark, 2013).

Dolagim halindeki miRNA igerikleri ayni bireyin kan Orneklerinin farkl
komponentlerinde bile farklilik gdstermektedir. Ornegin Wang ve arkadaslar
tarafindan 2012 yilinda yapilan bir ¢alismada ayni saglikli bireylere ait serum ve
plazma ornekleri arasindaki miRNA spektrumlar1 kiyaslanmistir. Buna gore serum
ornekleri miRNA konsantrasyonu bakimindan plazma &rneklerinden daha yogun
bulunmustur. Bu farkliligin sebebinin bazi fizyolojik etkiler oldugu diisiiniilse de
buna dair kesin bir yorum getirilememistir (Wang ve ark, 2012).

Kanitlar, kanser gibi hastaliklar sirasinda serumda gozlenen miRNA’larin
yalnizca dolasimdaki kan hiicrelerinden degil ayn1 zamanda hastalik devam ederken
etkilenmis olan diger dokulardan da tiiretildigini desteklemektedir ve bu miRNA’lar
serumda potansiyel biyobelirtecler olarak islev gorebilir (Volinia ve ark, 2006).
Ornegin, aterosklerozda plak ve trombus bigimlenmesine katilan biitiin hiicresel
bilesenler (endotelyal hiicreler, makrofajlar, diiz kas hiicreleri gibi) dolasimda
bulunan ve ateroskleroz i¢in biyobelirte¢ olma potansiyeline sahip miRNA’larin
salgilanmasini yapabilir. Ayrica, bu hiicresel bilesenler de teorik olarak dolagimdan
miRNA alim1 ya da daha az miRNA salinimi yapabilir, her iki durum da dolagimdaki
miRNA seviyesinde bir azalmayla sonuglanir (Tijsen ve ark, 2012).

Benzer calismalarda oldugu gibi bizim calismamizda da kan Orneklerinde
miR-221/222 seviyesinin hasta grubunda kontrol grubuna gore azaldigi tespit

edilmistir. Buna gore, bu miRNA’larin dolasima saliniminin azalmasindan ve hatta
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teorikte belirtildigi lizere dolasimdan ateroskleroz patolojisinde yer alan hiicrelere
gecisinden soz edilebilir.

Sonug olarak, bu ¢alismada koroner arter plaklari ile IMA dokular1 ve hasta-
kontrol grubu olarak ayrilan kan Orneklerinde miR-221/222’nin ifadelenme
seviyeleri arasindaki farkliliklar incelenmistir. Kan 6rneklerinde miRNA’larin hasta
grubunda kontrol grubuna gore ifadesinin azaldigr gozlenmistir. miR-221 ve miR-
222‘nin, koroner arter plaklarinda IMA dokularima oranla artmis ifade seviyeleri
bulunmustur ve miR-221’in seviyesindeki artis ile ateroskleroz arasinda istatistiksel
olarak bir anlamlilik tespit edilmistir. miR-221/222’nin artan ifadelenme
seviyelerinin koroner arter plak olusumu ve hastaligin patolojik siirecinde 6nemli bir

etken olabilecegi diisiiniilmektedir.

59



6. KAYNAKLAR

Aikawa, M., Sugiyama, S., Hill, C.C., Voglic, S.J., Rabkin, E., Fukumoto, Y.,
Schoen, F.J., Witztum, J.L., Libby, P. (2002). Lipid Lowering Reduces Oxidative
Stress and Endothelial Cell Activation in Rabbit Atheroma. Circulation,
106:1390-1396.

Alizadeh Dehnavi, R., De Roos, A., Rabelink, T.J, Van Pelt, J., Wensink, M.J.,
Romijn, J.A., Tamsma, J.T. (2008). Elevated CRP Levels are Associated with
Increased Carotid  Atherosclerosis  Independent of Visceral Obesity.
Atherosclerosis, 200:417-423.

Allahverdian, S., Pannu, P.S., Francis, G.A. (2012). Contribution of Monocyte-
Derived Macrophages and Smooth Muscle Cells to Arterial Foam Cell Formation.
Cardiovasc Res, 95:165-172.

Anderson, T.J. (1999). Assessment and Treatment of Endothelial Dysfunction in
Humans. J Am Coll Cardiol, 34:631-638.

Aronson, D., Rayfield, E.J. (1996). Diabetes and Obesity. Atherosclerosis and
Coronary Artery Disease, Philadelphia, Volume 1, 2:327-359.

Arroyo, J.D., Chevillet, J.R., Kroh, E.M., Ruf, 1.K., Pritchard, C.C., Gibson, D.F.,
Mitchell, P.S., Bennett, C.F., Pogosova-Agadjanyan, E.L., Stirewalt, D.L., Tait,
J.F., Tewari, M. (2011). Argonaute2 Complexes Carry A Population of
Circulating MicroRNAs Independent of Vesicles in Human Plasma. Proc Natl
Acad Sci U S A., 108:5003-5008.

Assmann, G., Cullen, P., Schulte, H. (2002). Simple Scoring Scheme for Calculating
The Risk of Acute Coronary Events Based on The 10-Year Follow-Up of The
Prospective Cardiovascular Munster (PROCAM) Study. Circulation,105:310-315.

Aviram, M., Rosenblat, M., Bisgaier, C.L., Newton, R.S., Primo-Parmo, S.L., La Du,
B.N. (1998). Paraoxonase Inhibits High Density Lipoprotein Oxidation and
Preserves Its Functions. A Possible Peroxidative Role for Paraoxonase. J Cin
Invest, 101:1581-1590.

Babiak, J., Rudel, L.L. (1987). Lipoproteins and Atherosclerosis. Baillieres Clin
Endocrinol Metab, 1:515.

Badimon, J.J., Lettino, M., Toschi, V., Fuster, V., Berrozpe, M., Chesebro, J.H.,
Badimon, L. (1999). Local Inhibition of Tissue Factor Reduces The
Thrombogenicity of Disrupted Human Atherosclerotic Plaques: Effects of Tissue
Factor Pathway Inhibitor on Plaque Thrombogenicity Under Show Conditions.
Circulation, 99(14):1780-1787.

60



Ball, R.Y., Stowers, E.C., Burton, J.H., Cary, N.R., Skepper, J.N., Mitchinson, M.J.
(1995). Evidence That The Death of Macrophage Foam Cells Contributes to The
Lipid Core of Atheroma. Atherosclerosis, 114(1):45-54.

Barnoya, J., Glantz, S.A. (2005). Cardiovascular Effects of Secondhand Smoke:
Nearly as Large as Smoking. Circulation, 111:2684-2698.

Bartel, D.P. (2009). MicroRNA Target Recognition and Regulatory Functions. Cell,
136(2):215-233.

Bashour, T.T., Hanna, E.S., Mason, D.T. (1986). Myocardial Revascularization with
Internal Mammary Artery Bypasss: An Emerging Treatment of Choice. Am Heart
J,11:143-153.

Bazo, A.P., Salvadori, D. Jr., Salvadori, R.A., Sodré, L.P., Da Silva, G.N., De
Camargo, E.A., Ribeiro, L.R., Salvadori, D.M. (2011). DNA repair gene
polymorphism is associated with the genetic basis of atherosclerotic coronary
artery disease. Cardiovasc Pathol, 20(1):e9-15.

Bell, D.S. (2004). Type 2 Diabetes Mellitus: What is The Optimal Treatment
Regimen? Am J Med, 116:23-29.

Bellamy, M.F., McDowell, I.F. (1997). Putative Mechanisms for Vascular Damage
by Homocysteine. J Inherit Metab Dis, 20:307-315.

Berliner, J.A., Navab, M., Fogelman, A.M., Frank, J.S., Demer, L.L., Edwards, P.A.,
Watson, A.D., Lusis, A.J. (1995). Atherosclerosis: Basic Mechanisms. Oxidation,
Inflammation, and Genetics. Circulation, 91(9):2488-2496.

Bidzhekov, K., Gan, L., Denecke, B., Rostalsky, A., Hristov, M., Koeppel, T.A.,
Zernecke, A., Weber, C. (2012). MicroRNA Expression Signatures and Parallels
Between Monocyte Subsets and Atherosclerotic Plagque in Humans. Thromb
Haemost., 107(4):619-625.

Birney, E., Stamatoyannopoulos, J.A., Dutta, A., Guigo, R., Gingeras, T.R.,
Margulies, E.H., Weng, Z., Synder, M., Dermitzakis, E.T. (2007). Identification
and Analysis of Functional Elements in 1% of The Human Genome by The
ENCODE Pilot Project. Nature, 447:799-816.

Boyaci, B. (2003). Tiirk Kardiyoloji Dernegi Koroner Kalp Hastaligi Korunma
Kilavuzu ve ATP III Benzerlikleri ve Farkliliklari. Lipid Giindemi, 6:1-3.

Braunwald, E. (1992). Heart Disease A Textbook of Cardiovascular Medicine. W. B.
Saunders, 4.th. Edd. s:1114.

61



Brosnan, C.A., Voinnet, O. (2009). The Long and The Short of Noncoding RNAs.
Cell Biology, 21:416-425.

Camejo, G., Hurt-Camejo, E., Wiklund, O., Bondjers, G. (1998). Association of
Apo-B Lipoproteins with Arterial Proteoglycans: Pathological Significance and
Molecular Basis. Atherosclerosis, 139:205-222.

Castelli, W.P. (1984). Epidemiology of Coronary Heart Disease: The Framingham
Heart Study. Am J Med, 76:4.

Centro Laboratuvari (Erigim Tarihi: 29.02.2016). Homosistein.
http://www.centro.com.tr/download/homosistein.pdf

Chen, C., Halkos, M.E., Surowiec, S.M., Conklin, B.S., Lin, P.H., Lumsden, A.B.
(2000). Effects of Homocysteine on Smooth Muscle Cell Proliferation in both
Cell Culture and Artery Perfusion Culture Models. J Surg Res, 88:26-33.

Chen, X., Ba, Y., Ma, L., Cai, X,, Yin, Y., Wang, K., Guo, J., Zhang, Y., Chen, J.,
Guo, X, Li, Q., Li, X,, Wang, W., Zhang, Y., Wang, J., Jiang, X., Xiang, Y., Xu,
C., Zheng, P., Zhang, J., Li, R., Zhang, J., Shang, X., Gong, T., Ning, G., Wang,
J., Zen, K., Zhang, J., Zhang, C.Y. (2008). Characterization of MicroRNAs in
Serum: A Novel Class of Biomarkers for Diagnosis of Cancer and Other Diseases.
Cell Research, 18:997-1006.

Chen, X,, Liang, H., Zhang, J., Zen, K., Zhang, C.Y. (2012). Secreted MicroRNAs:
A New Form of Intercellular Communication. Trends Cell Biol., 22:125-132.

Chen, Y., Banda, M., Speyer, C.L., Smith, J.S., Rabson, A.B., Gorski, D.H. (2010).
Regulation of The Expression and Activity of The Antiangiogenic Homeobox
Gene GAX/MEOX2 by ZEB2 and MicroRNA-221. Molecular and Cellular
Biology, 30:3902-3913.

Cheung, O., Sanyal, AJ. (2010). Role of MicroRNAs in Non-Alcoholic
Steatohepatitis. Curr Pharm Des.,16:1952-1957.

Chistiakov, D.A., Sobenin, I.A., Orekhov, A.N., Bobryshev, Y.V. (2014). Human
MiR-221/222 in Physiological and Atherosclerotic Vascular Remodeling. BioMed
Research International, 2015:1-18.

Chow, M.S.T., Sim, E., Orszulak, T.A., Schaff, H.V. (1994). Patency of Internal
Thoracic Artery Grafts: Comparison of Right Versus Left and Importance of
Vessel Grafted. Circulation,90(2):129-132.

Coleman, B.C., Lightell, Jr. J.D., Moss, S.C., Bates, M., Parrino, P.E., Woods, T.C.
(2013). Elevation of MiR-221 and MiR-222 in The Internal Mammary Arteries of

62


http://www.centro.com.tr/download/homosistein.pdf

Diabetic Subjects and Normalization with Metformin. Molecular and Cellular
Endocrinology,374: 125-129.

Cook-Miles, J.M. (2002). VCAM-1 Signals During Lymphocyte Migration: Role of
Reactive Oxygen Species. Molecular Immun, 39:499-508.

Cowan, D.B., Langille, B.L. (1996). Cellular and Molecular Biology of Vascular
Remodeling. Current Opinion in Lipidology, 7(2):94-100.

Cox, J.L., Chiasson, D.A., Gotlieb, A.l. (1991). Stranger in A Strange Land: The
Pathogenesis of Saphenous Vein Graft Stenosis with Emphasis on Structural and
Functional Differences Between Veins and Arteries. Prog Cardiovasc Dis, 34:45-
68.

Crawford, M.H., Di Marco, J.P. (2003). Crawford Kardiyoloji. And Yayincilik,
Istanbul, 1. Baski, 5:1-10.

Creemers, E.E., Tijsen, A.J., Pinto, Y.M. (2012). Circulating MicroRNAs: Novel
Biomarkers and Extracellular Communicators in Cardiovascular Disease? Circ
Res., 110:483-495.

Criqui, M.H, Heiss, G., Cohn, R., Cowan, L.D., Suchindran, C.M., Bangdewala, S.,
Kritchevsky, S., Jacobs, Jr. D.R., O’Grady, H.K., Davis, C.E. (1998). Plasma
Triglyceride Level and Mortality From Coronary Heart Disease. NEJM,
328:1220-1225.

Cui, Q., Yu, Z., Purisima, E.O., Wang, E. (2006). Principles of MicroRNA
Regulation of A Human Cellular Signaling Network. Mol Syst Biol, 2: 46.

Cui, Q., Yu, Z., Pan, Y., Purisima, E.O., Wang, E. (2007). MicroRNAs Preferentially
Target The Genes with High Transcriptional Regulation Complexity. Biochem
Biophys Res Commun, 352:733-738.

Cui, Q., Yu, Z., Purisima, E.O., Wang, E. (2007). MicroRNA Regulation and
Interspecific Variation of Gene Expression. Trends Genet, 23:372-375.

Cagatay, G., Soydan, 1. (1997). Klinik Kardiyoloji. Saray Medikal Yayncilik, Izmir,
Sayfa:99.

Davies, M.J., Richardson, P.D., Woolf, N., Katz, D.R., Mann, J. (1993). Risk of
Thrombosis in Human Atherosclerotic Plaques: Role of Extracellular Lipid,
Macrophage, and Smooth Muscle Cell Content. Br Heart J, 69:377-381.

Davignon, J., Ganz, P. (2004). Role of Endothelial Dysfunction in Atherosclerosis.
Circulation, 109:27-32.

63



Davis, B.N., Hilyard, A.C., Nguyen, P.H., Lagna, G., Hata, A. (2009). Induction of
MicroRNA-221 by Platelet-Derived Growth Factor Signaling is Critical for
Modulation of Vascular Smooth Muscle Phenotype. J Biol Chem., 284:3728-
3738.

Dentelli, P., Rosso, A., Orso, F., Olgasi, C., Taverna, D., Brizzi, M.F. (2010).
MicroRNA-222 Controls Neovascularization by Regulating Signal Transducer
and Activator of Transcription 5A Expression. Arteriosclerosis, Thrombosis, and
Vascular Biology, 30:1562—-1568.

DiCorleto, P.E., Gimbrone, M.A. (1996). Vascular Endothelium. Atherosclerosis and
Coronary Artery Disease, PHiladelphia: Lippincott-Raven; vol 1. s:387.

Di Leva, G., Gasparini, P., Piovan, C., Ngankeu, A., Garofalo, M., Taccioli, C.,
lorio, M.V., Li, M., Volinia, S., Alder, H., Nakamura, T., Nuovo, G., Liu, Y.,
Nephew, K.P., Croce, C.M. (2010). MicroRNA Cluster 221-222 and Estrogen
Receptor « Interactions in Breast Cancer. Journal of the National Cancer
Institute, 102:706— 721.

Dogan, 1., Aktop, Z., Erdem, Z., Erden, O., Dogan, S.M. (2015). Koroner Arter
Hastaligy Varlig1 ve Karotis Intima-Media Kalinliginin Anjiyografik Iliskisi. Eur J
Health Sci, 1:20-26.

Doran, A.C., Meller, N., McNamara, C.A. (2008). Role of Smooth Muscle Cells in
The Initiation and Early Progression of Atherosclerosis. Arterioscler Thromb Vasc
Biol, 28:812-819.

Douglas, J.S. Jr. (1994). Percutaneous Approaches to Recurrent Myocardial Ischemia
in Patients with Prior Surgical Revascularization. Semin Thorac Cardiovasc
Surg,6: 98-108.

Dursun, M., Sanl1, §. (2013). Koroner Baypass Greftlerinin Degerlendirilmesi. Tiirk
Radyoloji Seminerleri, Trd Sem, 1:83-92.

Dursunoglu, N., Dursunoglu, D. (2005). Obstriiktif Uyku Apne Sendromu, Endotel
Disfonksiyonu ve Koroner Ateroskleroz. Tiiberkiiloz ve Toraks Dergisi,
53(3):299-306.

Eker, E., Sahin, M. (2002). Birinci Basamakta Obeziteye Yaklasim. Siirekli Tip
Egitim Dergisi, cilt 11, say1 7:246-249.

Enar, R. (2004). Akut Miyokard Infarktiisii. Trombokardiyoloji, Nobel Tip
Kitabevleri,

Enar, R. (2006). Ateroskleroz-Aterotromboz. I.U. Cerrahpasa Tip Fakiiltesi Siirekli
Twp Egitimi Etkinlikleri Sempozyum Dizisi, 52:9-27.

64



Erentlirk, S. (1997). Koroner Bypass Operasyonlarinda Greft Secimi. GKD Cer
Derg, 5:145-155.

Erol, C. (2004). Klinik Kardiyoloji. Medikal & Nobel Tip Kitap Saray, 3:9-15.

Esquela-Kerscher, A., Slack, F.J. (2006). Oncomirs — MicroRNAs with A Role in
Cancer. Nat Rev Cancer, 6(4):259-269.

EUROASPIRE Study Group (1997). A European Society of Cardiology Survey of
Secondary Prevention of Coronary Heart Disease: Principal Results. Eur Heart J,
18:1569-1582.

Farugi, R.M., Di Corleto, P.E. (1993). Mechanisms of Monocyte Recruitment and
Accumulation. B.H.J., 69:19-29.

Feinberg, M.W., Moore, K.J. (2016). MicroRNA Regulation of Atherosclerosis.
Circulation Research, 118:703-720.

Fichtlscherer, S., De Rosa, S., Fox, H., Schwietz, T., Fischer, A., Liebetrau, C.,
Weber, M., Hamm, C.W., Roxe, T., Miiller-Ardogan M., Bonauer, A., Zeiher,
AM., Dimmeler, S. (2010). Circulating MicroRNAs in Patients with Coronary
Artery Disease. Circ Res, 107(5):667-684.

Fichtlscherer, S., Zeiher, A.M., Dimmeler, S. (2011). Circulating MicroRNAS:
Biomarkers or Mediators of Cardiovascular Diseases? Arterioscler Thromb Vasc
Biol., 31:2383-2390.

Franklin, S.S., Khan, S.A., Wong, N.D., Larson, M.G., Levy, D. (1999). Is Pulse
Pressure Useful in Predicting Risk for Coronary Heart Disease? The Framingham
Heart Study. Circulation, 100: 354-360.

Friedman, R.C., Farh, K.K., Burge, C.B., Bartel, D.P. (2009). Most Mammalian
MRNAs are Conserved Targets of MicroRNAs. Genome Research, 19:92-105.

Fuster, V., Fayad, A.Z., Badimon, J.J. (1999). Acute Coronary Sendromes: Biology.
Lancet, 353:5-9.

Fuster, V., Alexander, R.W., O’Rourke, R. (2002). Hurt’s The Heart. And
Danmigmanlik Egitim Yayincilik ve Organizasyon Ltd. Sti., 1. Baski, 1065-1109.

Fuster, V., Moreno, P.R., Badimon, J.J. (2005). Atherothrombosis and High-Risk
Plague. JACC, 46:937-954.

Galkina, E., Ley, K. (2009). Immune and Inflammatory Mechanisms of
Atherosclerosis. Annu Rev Immunol, 27:165-197.

65



Genest, J. Jr., Martin Munley, S.S., McNamara, J.R., Ordovas, J.M., Jenner, J.,
Myers, R.H. (1992). Familial Lipoprotein Disorders in Patients with Premature
Coronary Artery Disease. Circulation, 85:2025-2033.

Giuseppe, P., Barbara, S., Simona, G., Gabriella, L. (2009). Cholesterol Oxidation
Products in The Vascular Remodeling Due to Atherosclerosis. Mol Aspects Med,
30(3):180-189.

Glagov, S., Weisenberg, E., Zarias, C.K., Stankunaviclus, R., Kolettis, G.J. (1987).
Compensatory Enlargement of Human Atherosclerotic Coronary Arteries. N Engl
J Med, 316: 1371-1375.

Goldstein, J.L, Kita, T., Brown, M.S. (1983). Defective Lipoprotein Receptors and
Atherosclerosis:  Lessons From An Animal Counterpart of Familial
Hypercholesterolemia. N Eng J Med, 309:288-296.

Grundy, S.M., Cleeman, J.I., Merz, C.N.B., Brewer, H.B., Clark, L.T., Hunninghake,
D.B., Pasternak, R.C., Smith, S.C., Stone, N.J. (2004). For The Coordinating
Committee of The National Cholesterol Education Program Implications of
Recent Clinical Trials for The National Cholesterol Education Program Adult
Treatment Panel 111 Guidelines. Circulation, 110:227-2309.

Guerci, B., Bohme, P., Kearney-Schwartz, A., Zannad, F., Drouin, P. (2001).
Endothelial Dysfunction and Type 2 Diabetes. Part 2: Altered Endothelial
Function and The Effects of Treatments in Type 2 Diabetes Mellitus. Diabetes
Metab., 27:436-447.

Gurevitch, J., Gaspar, T., Orlov, B. (2003). Noninvasive Evaluation of Arterial
Grafts with Newly Released Multidetector Computed Tomography. Ann Thorac
Surg, 76:1523-1527.

Guyton, J.R., Klemp, K.F. (1994). Development of The Atherosclerotic Core Region.
Chemical and Ultrastructural Analysis of Microdissected Atherosclerotic Lesions
from Human Aorta. Arterioscler Thromb., (8):1305-1314.

Hansson, G.K. (2005). Inflammation, Atherosclerosis, and Coronary Artery Disease.
N Engl J Med, 352:1685-1695.

Hansson, G.K., Libby, P. (2006). The Immune Response in Atherosclerosis: A
Double-Edged Sword. Nat Rev Immunol, 6(7):508-519.

He, L., Hannon, G.J. (2004). MicroRNAs: Small RNAs with A Big Role in Gene
Regulation. Nature Reviwes Genetics, 5:522-531.

Hergenreider, E., Heydt, S., Treguer, K., Boettger, T., Horrevoets, A.J.G., Zeiher,
A.M., Scheffer, M.P., Frangakis, A.S., Yin, X., Mayr, M., Braun, T., Urbich, C.,

66



Boon, R.A., Dimmeler, S. (2012). Atheroprotective Communication Between
Endothelial Cells and Smooth Muscle Cells through MiRNAs. Nat Cell
Biol.,14:249-256.

Hopkins, P.N., Williams, R.R. (1981). A Survey of 246 Suggested Coronary Risk
Factors. Atherosclerosis, 40: 1-52.

Hopkins, N.P. (2013). Molecular Biology of Atherosclerosis. Physiol Rev, 93: 1317—
1542.

Howard, G., O'Leary, D.H., Zaccaro, D., Haffner, S., Rewers, M., Hamman, R.,
Selby, J.V., Saad, M.F., Savage, P., Bergman, R. (1996). Insulin Sensitivity and
Atherosclerosis. The Insulin  Resistance Atherosclerosis Study (IRAS)
Investigators. Circulation, 93(10):1809-1817.

Huo, Y., Ley, K. (2001). Adhesion Molcules and Atherogenesis. Acta Physiol Scand,
173:35-43.

International Human Genome Sequencing Consortium (2004). Finishing The
Euchromatic Sequence of The Human Genome. Nature, 431:931-945.

Ilicin, G., Biberoglu, K., Siileymanlar, G., Unal, S. (2003). Ic Hastaliklar1. Giines
Kitabevi, 2. Baski, 449-474.

Janeway, C.A. Jr., Medzhitov, R. (2002). Innate Immune Recognition. Annu Rev
Immunol, 20:197-216.

Jara, L.J., Medina, G., Vera Lastra, O., Amigo, M.C. (2006). Accelerated
Atherosclerosis, Immune Response and Autoimmune Rheumatic Diseases.
Autoimmun Rev, 5:195 201.

Jonas, M.A., Oates, J.A., Ockene, J.K., Hennekens, C.H. (1992). Statement on
Smoking and Cardiovascular Disease for Health Care Proessionals. Circulation,
86:1664-1669.

Kannel, W.B. (1996). Blood Pressure as A Cardiovascular Risk Factor: Prevention
and Treatment. JAMA, 275:1571-1576.

Kapranov, P., Cheng, J., Dike, S., Nix, D.A., Duttagupta, R., Willingham, A.T.,
Stadler, P.F., Hertel, J., Hackermiiller, J., Hofacker, I.L., Bell, I., Cheung, E.,
Drenkow, J., Dumais, E., Patel, S., Helt, G., Ganesh, M., Ghosh, S., Piccolboni,
A., Sementchenko, V., Tammana, H., Gingeras, T.R. (2007). RNA Maps Reveal
New RNA Classes and A Possible Function for Pervasive Transcription. Science,
316:1484-1488.

Karacan, S. (2003). Sedanter Yasamin Toplum Hayatina Zararlar1. TSA, 7/1:133-145,

67



Keles, 1. (2008). Tiirk Eriskinlerde Kalp Hastaligt ve Risk Faktorleri (Tekharf
Calismas1). LU Cerrahpasla Tip Fakiiltesi Siirekli Tip Egitimi Etkinlikleri
Kardiyoloji Giindemi Sempozyum Dizisi, 64:11-14.

Kim, V.N., Han, J., Siomi, M.C. (2009). Biogenesis of Small RNAs in Animals.
Nature Reviews Molecular Cell Biology, 10:126-139.

Kim, Y.K., Heo, I., Kim, V.N. (2010). Modifications of Small RNAs and Their
Associated Proteins. Cell, 143:703-709.

Kockx, M.M., De Meyer, G.R., Buyssens, N., Knaapen, M.W., Bult, H., Herman,
A.G. (1998). Cell Composition, Replication, and Apoptosis in Atherosclerotic
Plaques After 6 Months of Cholesterol Withdrawal. Circ Res, 83:378-387.

Koeng, W. (1999). Athersclerosis Involves More Than Just Lipids: Focus on
Inflammation. Eur. Heart. J.,1:19-26.

Korshunov, V.A., Schwartz, S.M., Berk, B.C. (2007). Vascular Remodeling:

Hemodynamic and Biochemical Mechanisms Underlying Glagov’s Phenomenon.
Arteriosclerosis, Thrombosis and Vascular Biology, 27(8):1722-1728.

Kosaka, N., Iguchi, H., Ochiya, T. (2010). Circulating MicroRNA in Body Fluid: A
New Potential Biomarker for Cancer Diagnosis and Prognosis. Cancer Sci.,
101:2087-2089.

Krankel, N., Luscher, T.F., Landmesser, U. (2014). Novel Insights into Vascular
Repair Mechanisms. Current Pharmaceutical Design, 20(14):2430-2438.

Krijne, R., Deng, M.C.-H.K., Heinrich, K.W., Sons, H., Krian, A. (1990).
Semiselective Angiography of The Internal Mammary Arteries as A Preparation
for Coronary Bypass Surgery. Am J Cardiol,66:377-378.

Kuehbacher, A., Urbich, C., Zeiher, A.M., Dimmeler, S. (2007). Role of Dicer and
Drosha for Endothelial MicroRNA Expression and Angiogenesis. Circulation
Research, 101:59-68.

Kumral, E. (2003). Aterosklerozun Epidemiyolojisi ve Genel Ozellikleri.
Ateroskleroz ve Serebrovaskiiler Hastaliklar, Tayf Matbacilik, Istanbul, 1.
Baski:3-9.

Kunjathoor, V.V., Febbraio, M., Podrez, E.A., Moore, K.J., Andersson, L., Koehn,
S., Rhee, J.S., Silverstein, R., Hoff, H.F., Freeman, M.W. (2002). Scavenger
Reseptors Class A-I/11 and CD36 are The Principal Reseptors Responsible for The
Uptake of Modified Low Density Lipoprotein Leading to Lipid Loading in
Macrophages. J Biol Chem., 277:49982-49988.

68



Kurban, S., Mehmetoglu, 1.(2005). Okside Diisiik Dansiteli Lipoprotein
Otoantikorlar1 ve Klinik Onemi. Tiirkiye Klinikleri J Med Sci, 25:73-84.

Lagos-Quintana, M., Rauhut, R., Lendeckel, W., Tuschl, T. (2001). Identification of
Novel Genes Coding for Small Expressed RNAs. Science, 294:853-858.

Landmesser, U., Hornig, B., Drexler, H. (2004). Endothelial Function: A Critical
Determinant in Atherosclerosis? Circulation, 11-27-11-33.

Lau, N.C., Lim, L.P., Weinstein, E.G., Bartel, D.P. (2001). An Abundant Class of
Tiny RNAs with Probable Regulatory Roles in Caenorhabditis elegans. Science,
294:858-862.

Law, M.R., Wald, N.J., Thompson, S.G. (1994). By How Much and How Quickly
Does Reduction in Serum Cholesterol Concentration Lower Risk of Ischaemic
Herat Disease? BMJ, 308:367.

Lawrie, C.H., Gal, S., Dunlop, H.M., Pushkaran, B., Liggins, A.P., Pulford, K.,
Banham, A.H., Pezzella, F., Boultwood, J., Wainscoat, J.S., Hatton, C.S.R.,
Harris, A.L. (2008). Detection of Elevated Levels of Tumour-Associated
MicroRNAs in Serum of Patients with Diffuse Large B-Cell Lymphoma. British
Journal of Haematology, 141:672-675.

Lee, R.C., Feinbaum, R.L., Ambros, V. (1993). The C. elegans Heterochromic Gene
lin-4 Encodes Small RNAs with Antisense Complementarity to lin-14. Cell,
75(5):843-854.

Lee, R.C., Ambros, V. (2001). An Extensive Class of Small RNAs in Caenorhabditis
elegans. Science, 294:862-864.

Lee, R.T., Libby, P. (1997). The Unstable Atheroma. Aterioscler. Thromb. Vasc.
Biol, 17:1859-1867.

Lee, Y., Ahn, C., Han, J., Choi, H., Kim, J., Yim, J., Lee, J., Provost, P., Radmark,
O., Kim, S., Kim, V.N. (2003). The Nuclear RNase IlIl Drosha Initiates
MikroRNA Processing. Nature, 425(6956):415-419.

Leung, A., Trac, C., Jin, W., Lanting, L., Akbany, A., Saetrom, P., Schones, D.E.,
Natarajan, R. (2013). Novel Long Noncoding RNAs are Regulated by
Angiotensin Il in Vascular Smooth Muscle Cells. Circulation Research, 113:266—
278.

Li, H., Forsterman, U. (2000). Nitric Oxide in Pathogenesis of Vascular Disease. J
Pathol, 190:244-254.

69



Li, T., Cao, H., Zhuang, J., Wan, J., Guan, M., Yu, B., Li, X., Zhang, W. (2010).
Identification of miR-130a, miR-27b and miR-210 as Serum Biomarkers for
Atherosclerosis Obliterans. Clinica Chimica Acta, 412:66-70.

Li, Y., Song, Y.H., Li, F., Yang, T., Lu, Y.W., Geng, Y.J. (2009). MicroRNA-221
Regulates High Glucose-Induced Endothelial Dysfunction. Biochem Biophys Res
Commun., 381(1):81-83.

Libby, P. (2002). Inflamation in The Atherosclerosis. Nature, 420:868-874.

Libby, P., Ridker, P.M. (2006). Inflammation and Atherothrombosis. J Am Coll
Cardiol, 48:33-46.

Libby, P. (2009). Molecular and Cellular Mechanisms of The Thrombotic
Complications of Atherosclerosis. J Lipid Res, 50:352-357.

Libby, P., Ridker, P.M., Hansson, G.K. (2011). Progress and Challenges in
Translating The Biology of Atherosclerosis. Nature, 473:317-325.

Liu, X., Cheng, Y., Yang, J., Xu, L., Zhang, C. (2012). Cell-Specific Effects of MiR-
221/222 in Vessels: Molecular Mechanism and Therapeutic Application. J Mol
Cell Cardiol., 52:245-255.

Lu, M., Zhang, Q., Deng, M., Miao, J., Guo, Y., Gao, W., Cui, Q. (2008). An
Analysis of Human MicroRNA and Disease Associations. PloS ONE,
3(10):e3420.

Madrigal-Matute, J., Martin-Ventura, J.L., Blanco-Colio, L.M., Michel, J.B.,
Meilhac, O. (2011). Heat-Shock Proteins in Cardiovascular Disease. Adv Clin
Chem, 54:1-43.

Madrigal-Matute, J., Rotllan, N., Aranda, J.F., Fernandez-Hernando, C. (2013).
MicroRNAs and Atherosclerosis. Curr Atheroscler Rep, 15:322.

Magnus, P., Beaglehole, R. (2001). The Real Contribution of The Major Risk Factors
to The Coronary Epidemics: Time to End The “only-50%” Myth. Arch Intern
Med;161:2657-2660.

Matthews, A.T., Ross, M.K. (2015). Oxyradical Stress, Endocannabinoids and
Atherosclerosis. Toxics, 3(4):481-498.

Maton, A. (1993). Human Biology and Health. Englewood Cliffs, N.J.:Prentice Hall

McCully, K.S. (1969). Vascular Pathology of Homocysteinemia: Implications for
The Pathogenesis of Arteriosclerosis. Am J Pathol, 56:111-128.

70



McManus, D.D., Ambros, V. (2011). Circulating MicroRNAs in Cardiovascular
Disease. Circulation, 124:1908-1910.

Meerson, A., Traurig, M., Ossowski, V., Fleming, J.M., Mullins, M., Baier, L.J.
(2013). Adipose MicroRNA-221 is Up-Regulated in Obesity and Affects Fat
Metabolism DowStream of Leptin and TNF-a. Diabetologia, vol.56, n0.9:1971-
1979.

Mery, C.M., Turek, JW. (2011). TSRA Review of Cardiothoracic Surgery. (Erisim
tarihi: 20.05.2016) http://Kitaplar.ankara.edu.tr/dosyalar/pdf/851.pdf

Miller, Y.l., Viriyakosol, S., Worrall, D.S., Boullier, A., Butler S., Witztum J.L.
(2005). Toll- Like Receptor 4-Dependent and —Independent Cytokine Secretion
Induced by Minimally Oxidized Low-Density Lipoprotein in Macrophages.
Arterioscler. Thromb. Vasc. Biol, 25(6):1213-1219.

Minami, Y., Satoh, M., Maesawa, C., Takahashi, Y., Tabuchi, T., Itoh, T.,
Nakamura, M. (2009). Effect of Atorvastatin on MicroRNA221/222 Expression in
Endothelial Progenitor Cells Obtained from Patients with Coronary Artery
Disease. European Journal of Clinical Investigation,39:359-367.

Mitchel, P.S., Parkin, R.K., Kroh, E.M., Fritz, B.R.,, Wyman, S.K., Pogosova-
Agadjanyan, E.L., Peterson, A., Noteboom, J., O’Briant, K.C., Allen, A., Lin,
D.W., Urban, N., Drescher, C.W., Knudsen, B.S., Stirewalt, D.L., Gentleman, R.,
Vessella, R.L., Nelson, P.S., Martin, D.B., Tewari, M. (2008). Circulating
MicroRNAs as Stable Blood-Based Markers for Cancer Detection. Proc Nalt
Acad Sci U.S.A., 105(30):10513-10518.

Moore, K.J., Sheedy, F.J., Fisher, E.A. (2013). Macrophages in Atherosclerosis: A
Dynamic Balance. Nat Rev Immunol, 13:709-721.

Motwani, J.G., Topol, E.J. (1998). Aortocoronary Saphenous Vein Graft Disease:
Pathogenesis, Predisposition and Prevention. Circulation, 97:916-931.

Naghavi, M, Libby, P., Falk, E., Casscells, S.W., Litovsky, S., Rumberger, J.,
Badimon, J.J., Stefanadis, C., Moreno, P., Pasterkamp, G., Fayad, Z., Stone, P.H.,
Waxman, S., Raggi, P., Madjid, M., Zarrabi, A., Burke, A., Yuan, C., Fitzgerald,
P.J., Siscovick, D.S., De Korte, C.L., Aikawa, M., Airaksinen, K.E.J., Assmann,
G., Becker, C.R., Chesebro, J.H., Farb, A., Galis, Z.S., Jackson, C., Jang, I.K.,
Koenig, W., Lodder, R.A., March, K., Demirovic, J., Navab, M., Priori, S.G.,
Pekhter, M.D., Bahr, R., Grundy, S.M., Mehran, R., Colombo, A., Boerwinkle, E.,
Ballantyne, C., Insull, W., Schwartz, R.S., Vogel, R., Serruys, P.W., Hansson,
G.K,, Faxon, D.P., Kaul, S., Drexler, H., Greenland, P., Muller, J.E., Virmani, R.,
Ridker, P.M., Zipes, D.P., Shah, P.K., Willerson, J.T. (2003). From Vulnerable
Plague to Vulnerable Patient. Circulation, 108:1664-1672.

71


http://kitaplar.ankara.edu.tr/dosyalar/pdf/851.pdf

National Institutes of Health (1998). Clinical Guidelines on The Identification,
Evaluation and The Treatment of Overweight and Obesity in Adults: The
Evidence Report. Obes Res, 6(supp2):51-209.

Navab, M., Berliner, J.A., Watson, A.D., Hama, S.Y., Territo, M.C., Lusis, A.J.,
Shih, D.M., Van Lenten, B.J., Frank, J.S., Demer, L.L., Edwards, P.A., Fogelman,
A.M. (1996). The Yin and Yang of Oxidation in The Development of The Fatty
Streak: A Review Based on The 1994 George Lyman Duff Memorial Lecture.
Arterioscler Thromb Vas Biol, 16:831.

Nho, R.S., Sheaff, R.J. (2003). p27kipl Contributions to Cancer. Prog Cell
CycleRes., 5:249-259.

Nishiguchi, T., Imanishi, T., Akasaka, T. (2014). MicroRNAs and Cardiovascular
Diseases. Hindawi Publishing Corporation BioMed Research International, 14
pages.

Ogus, N.T. (2014). Koroner Kalp Hastaligi Nedir? (Erisim Tarihi: 20.05.2016)
http://www.noyantemucinogus.com.tr/koroner-kalp-hastaligi-nedir/

Onat, A., Albayrak, S., Karabulut, A. (2007). TEKHARF 2006 Taramasinda Oliim
ve Koroner Olaylar. Tiirk Kardiyol Dern Ars, 35:149-153.

Owens, G.K. (2007). Molecular Control of Vascular Smooth Muscle Cell
Differentiation and Phenotypic Plasticity. Novartis Foundation Symposia,
283:174-191.

Pamukgu Baran, O., Nergiz, Y., Bahgeci, S. (2007). Gébek Kordonu Kan ve Stromal
Kokenli Hiicrelerin Sinir Hiicrelerine Farklilasmasi. Dicle Tip Dergisi, 34(3):233-
238.

Paranjape, T., Slack, F.J., Weidhass, J.B. (2009). MicroRNAs: Tools for Cancer
Diagnostics. Gut, 58:1546-1554.

Paulsson, G., Zhou, X., Torrielli, M., Hansson, G.K. (2000). Oligoclonal T Cell
Expansion in Atheroslcerotic Lesions of Apoliprotein E-Deficient Mice.
Aterioscler Thromb Vasc Biol, 20:10-17.

Peiser, L., Mukhopadhyay, S., Gordon, S. (2002). Scavenger Receptors in Innate
Immunity. Curr Opin Immunol, 14:123-128.

Podrez, E.A., Byzova, T.V., Febbraio, M., Salomon, R.G., Ma, Y., Valiyaveettil, M.,
Poliakov, E., Sun, M., Finton, P.J., Curtis, B.R., Chen, J., Zhang, R., Silverstein,
R.L., Hazen, S.L. (2007). Platelet CD36 Links Hyperlipidemia, Oxidant Stress
and A Prothrombotic Phenotype. Nat Med, 13:1086-1095.

72


http://www.noyantemucinogus.com.tr/koroner-kalp-hastaligi-nedir/

Poliseno, L., Tuccoli, A., Mariani, L., Evangelista, M., Citti, L., Woods, K.,
Mercatanti, A., Hammond, S., Rainaldi, G. (2006). MicroRNAs Modulate The
Angiogenic Properties of HUVECSs. Blood, 108:3068-3071.

Prentice, M. (1997). Obesity The Inevitable Penalty of Civilisation. British Med
Bulletin, 53 (suppl 2):229-237.

Purcell, C., Tennant, M., McGeachie, J. (1997). Neointimal Hyperplasia in Vascular
Grafts and Its Implications for Autologous Arterial Grafting. Annals of the Royal
College of Surgeons of England, 79:164-168.

Quintavalle, M., Condorelli, G., Elia, L. (2011). Arterial Remodeling and
Atherosclerosis: miRNA Involvement. Vascular Pharmacology, 55:106-110.

Raitoharju, E., Lyytikdinen, L.P., Levula, M., Oksala, N., Mennander, A., Tarkka,
M., Klopp, N., Illig, T., Kdhonen, M., Karhunen, P.J., Laaksonen, R., Lehtiméki,
T. (2011). miR-21, miR-210, miR-34a and miR-146a/b are Up-Regulated in
Human Atherosclerotic Plaques in The Tampere Vascular Study. Atherosclerosis,
219(1):211-217.

Rao, S.V., Donahue, M., Pi-Sunyer, X., Fuster, V. (2001). Obesity as A Risk Factor
in Coronary Artery Disease. Am Heart J; 142:1102-1107.

Reid, G., Kirschner, M.B., Van Zandwijk, N. (2011). Circulating MicroRNAs:
Association with Disease and Potential Use as Biomarkers. Crit Rev Oncol
Hematol;80:193-208.

Reinhart, B.J., Slack, F.J., Basson, M., Paquinelli, A.E., Bettinger, J.C., Rougvie,
A.E., Horvitz, H.R., Ruvkun, G. (2000). The 21 Nucleotide let-7 RNA Regulates
Developmental Timing in Caenorhabditis elegans. Nature, 403:901-906.

Ridker, P.M., Rifai, N., Cook, N.R., Bradwin, G., Buring, J.E. (2005). Non-HDL
Cholesterol, Apolipoproteins A and B, Standart Lipid Measures, Lipid Ratios and
CRP as Risk Factors for Cardiovascular Disease in Women. JAMA, 294:326-333.

Rissanen, A.M. (1979). Familial Aggregation of Coronary Heart Disesase in A High
Incidence Area. Br Heart J, 42:294.

Ross, R. (1993). The Pathogenesis of Atherosclerosis. Nature, 362:801-809.

Ross, R. (1999). Atherosclerosis an Inflammatory Disease. N Eng J Med, 340:115-
126.

Ross, M.K., Matthews, A.T., Mangum, L.C. (2014). Chemical Atherogenesis: Role
of Endogenous and Exogenous Poisons in Disease Development. Toxics, 2(1):17-
34.

73



Rossi, R.L., Rossetti, G., Wenandy, L., Curti, S., Ripamonti, A., Bonnal, R.J.P.,
Birolo, R.S., Moro, M., Crosti, M.C., Gruarin, P., Maglie, S., Marabita, F.,
Mascheroni, D., Parente, V., Comelli, M., Trabucchi, E., De Francesco, R.,
Geginat, J., Abrinani, S., Pagani, M. (2011). Distinct MicroRNA Signatures in
Human Lymphocyte Subsets and Enforcement of The Naive State in CD4+ T
Cells by The MicroRNA miR-125b. Nat Immunol, 12:796-803.

Rozanski, A., Blumenthal, J.A., Kaplan, J. (1999). Impact of Psychological Factors
on The Pathogenesis of Cardiovascular Disease and Implication for Therapy.
Circulation, 99:2192-2217.

Ruvkun, G. (2001). Molecular Biology. Glimpses of A Tiny RNA World. Science,
294(5543): 797-799.

Sag, C., Uzun, M., Kirllmaz, A., Kursaklioglu, H., Ering, K., Baysan, O., Demirkan,
D. (1997). Proksimal Sol On inen Arter Cerrahisinde Mammarian Arter Aciklig
Uzerine Etkili Faktorlerin Degerlendirilmesi. Tiirk Kardiyol Dern Ars,25:35-38.

Saydam, F., Degirmenci, 1., Giines, H.V. (2011). MikroRNA’lar ve Kanser. Dicle
Medical Journal, 32(1):113-120.

Savrun, M. (2005). Emosyonel Sistem ve Stres. LU. Cerrahpasa Tip Fakiiltesi
Stirekli Tip Egitimi Etkinleri Medikal A¢idan Stes ve Careleri Sempozyum Dizisi,
47:75-88.

Schwartz, S.M., De Blois, D., O’Barien, E.R. (1995). The Intima: Soil for
Atherosclerosis and Restenosis. Circ res, 77:445-465.

Schulte, C., Zeller, T. (2015). MicroRNA-Based Diagnostics and Therapy in
Cardiovascular Disease—Summing up The Facts. Cardiovasc Diagn
Ther.,5(16):17-36.

Seshadri, N., Robinson, K. (2000). Homocysteine, B Vitamins, and Coronary Artery
Disease. Med Clin of North America, 84:215-237.

Sharp, P.A. (2009). The Centrality of RNA. Cell, 136:577-580.

Shomron, N., Levy, C. (2009). MicroRNA-Biogenesis and Pre-miRNA Splicing
Crosstalk. Journal of Biomedicine and Biotechnology, 2009:1-6.

Simons, M., Raposo, G. (2009). Exosomes-Vesicular Carriers for Intercellular
Communication. Curr Opin Cell Biol;21:575-81.

Small, E.M., Frost, R.J.A., Olson, E.N. (2010). MicroRNAs Add A New Dimension
to Cardiovascular Disease. Circulation,121:1022-1032.

74



Smith, J.D., Trogan, E., Ginsberg, M., Grigaux, C., Tian, J., Miyata, M. (1995).
Decreased Atherosclerosis in Mice Deficient in Both Macrophage Colony-
Stimulating factor (op) and Apolipoprotein E. Proc Natl Acad Sci USA, 92:8264-
8268.

Solak, H., Solak, T., Gormiis, N., Solak Go6rmiis, |. (2010). Koroner Arter
Hastaliklar1 ve Cerrahisi. Efil Yayinevi, 1. Baski, 33-36.

Sonel, A. (2002). Kardiyoloji. Semih Ofset, Ankara, 4. Baski, s498.

Sterpetti, A.V., Cucina, D., D’Angelo, L.S., Cardillo, B., Cavallaro, A. (1993). Shear
Stress Modulates The Proliferation Rate, Protein Synthesis and Mitogenic
Activity of Arterial Smooth Muscle Cells. Surgery,113:691-699.

Suarez Y., Fernandez-Hernando C., Pober J.S., Sessa W.C. (2007). Dicer Dependent
MicroRNAs Regulate Gene Expression and Functions in Human Endothelial
Cells. Circ Res., 100:1164-1173.

Suarez, Y. (2010). Microregulation of Plaque Neovascularization. Arterioscler
Thromb Vasc Biol., 30:1500-1501.

Suarez, Y., Wang, C., Manes, T.D., Pober, J.S. (2010). Cutting Edge: TNF-Induced
MicroRNAs Regulate TNF-Induced Expression of E-Selectin and Intercellular
Adhesion Molecule-1 on Human Endothelial Cells: Feedback Control of
Inflammation. J Immunol, 184:21-25.

Sun, X., Belkin, N., Feinberg, M.W. (2013). Endothelial MicrRNAs and
Atherosclerosis. Curr Atheroscler Rep, 15:372.

Suriyaphol, P., Fenske, D., Zahringer, U., Han, S.R., Bhakdi, S., Husmann, M.
(2002). Enzymatically Modified Nonoxidized Low-Density Lipoprotein Induces
Interleukin-8 in Human Endothelial Cells: Role of Free Fatty Acids. Circulation,
106:2581-2587.

Stanley, L. (2000). Robbins Temel Patoloji. Saunders Company (Editor: Ugur
Cevikbas), 6.Basm s:283.

Steinberg, D., Parthasarathy, S., Carew, T.E., Khoo, J.C., Witztum, J.L. (1989).
Beyond Cholesterol, Modifications of Low-Density Lipoprotein That Increase Its
Atherogenicity. N Engl J Med, 320:915-924.

Sydell and Arnold Miller Family Kalp ve Damar Enstitiisii (2000-2009). Koroner
Arter Hastalik Tedavisi Rehberi. www.clevelandclinic.org/heart

75


http://www.clevelandclinic.org/heart

Tabas, 1., Williams, K.J., Boren, J. (2007). Subendothelial Lipoprotein Retention as
The Initiating Process in Atherosclerosis: Update and Therapeutic Implications.
Circulation, 116:1832-1844.

Tang, L., Mamotte, C.D., Van Bockxmeer, F.M., Taylor, R.R. (1998). The Effect of
Homocysteine on DNA Synthesis in Cultured Human Vascular Smooth Muscle.
Atherosclerosis, 136:169-173.

Taubman, M.B. (2001). Atherosclerosis, Thrombosis and Coroner Artery Disease.
Hematology, Chapter:130, s:1743-1752.

Temel, 1., Ozerol, E. (2002). Homosistein Metabolizma Bozukluklar1 ve Vaskiiler
Hastaliklarla liskisi. [nonii Universitesi Tip Fakiiltesi Dergisi, 9:149-157.

The ENCODE Project Consortium (2007). Identification and Analysis of Functional
Elements in 1% of The Human Genome by The ENCODE Pilot Project. Nature,
447:799-816.

Thomson, D., Edelsberg, J., Colditz, G.A. (1999). Lifetime Health and Economic
Consequence of Obesity. Arch Intern Med, 159:2177-2813.

Tijsen, AJ., Pinto, Y.M., Creemers, E.E. (2012). Circulating MicroRNAs as
Diagnostic Biomarkers for Cardiovascular Diseases. Am J Physiol Heart Circ
Physiol, 303:1085-1095.

Togliatto, G., Trombetta, A., Dentelli, P., Rosso, A., Brizzi, M.F. (2011). MiR-
221/MiR222-Driven Post-Transcriptional Regulation of P27KIP1 and P57KIP2 is
Crucial for High-Glucose- and AGE-Mediated Vascular Cell Damage.
Diabetologia, 54(7):1930-1940.

Tokgozoglu, L. (2003). Aterosklerozun Genetigi. Ateroskleroz ve Serebrovaskiiler
Hastaliklar, Istanbul Tayf Matbacilik, 1. Baski:15-25.

Tsai, J.C., Perrella, M.A., Yoshizumi, M., Hsieh, C.M., Haber, E., Schlegel, R., Lee,
M.E. (1994). Promotion of Vascular Smooth Muscle Cell Growth by
Homocysteine: A Link to Atherosclerosis. Proc Natl Acad Sci USA, 91:6369-
6373.

Tsai, P.C., Liao, Y.C., Wang, Y.S., Lin, H.F., Lin, R.T., Juo, S.H. (2013). Serum
MicroRNA-21 and MicroRNA-221 as Potential Biomarkers for Cerebrovascular
Disease.J. Vasc. Res., 50:346-354.

Urbich, C., Kuehbacher, A., Dimmeler, S. (2008). Role of MicroRNAs in Vascular
Diseases, Inflammation and Angiogenesis. Cardiovascular Research, 79:581-
588.

76



Vallace, P. (1996). Vascular Endothelium, Its Physiology and Pathophysiology.
Weatherall DJ et al. Oxford text book of medicine, 3rd ed Oxford Medical
Publications, 2:2295-2300.

Van Der Wal, A.C., Becker, A.E., Van Der Loos, C.M., Das, P.K. (1994). Site of
Intimal Rupture or Erosion of Thrombosed Coronary Atherosclerotic Plaques is
Characterized by An Inflammatory Process Irrespective of The Dominant Plaque
Morphology. Circulation, 89:36-44.

Vane, J.R., Anggard, E.E., Botting, R.M. (1990). Regulatory Functions on The
Vascular Endothelium. N Eng J Med, 323:27-36.

Vasa-Nicotera, M., Chen, H., Tucci, P., Yang, A.L., Saintigny, G., Manghini, R.,
Mahe, C., Agostini, M., Knight, R.A., Melino, G., Federici, M. (2011). MiR-146a
is Modulated in Human Endothelial Cell with Aging. Atherosclerosis,
217(2):326-330.

Vickers, K.C., Palmisano, B.T., Shoucri, B.M., Shamburek, R.D., Remaley, A.T.
(2011). MicroRNAs are Transported in Plasma and Delivered to Recipient Cells
by Highdensity Lipoproteins. Nat Cell Biol.,13:423-433.

Volinia, S., Calin, G.A,, Liu, C.G., Ambs, S., Cimmino, A., Petrocca, F., Visone, R.,
lorio, M., Roldo, C., Ferracin, M., Prueitt, R.L. Yanaihara, N., Lanza, G., Scarpa,
A., Vecchione, A., Negrini, M., Harris, C.C., Croce, C.M. (2006). A MicroRNA
Expression Signature of Human Solid Tumors Defines Cancer Gene Targets. Proc
Natl Acad Sci U.S.A., 103:2257-2261.

Wang, K., Zhang, S., Weber, J., Baxter, D., Galas, D.J. (2010). Export of
MicroRNAs and MicroRNA-Protective Protein by Mammalian Cells. Nucleic
Acids Research, 1-12.

Wang, K., Yuan, Y., Cho, J.H., McClarty, S., Baxter, D., Galas, D.J. (2012).
Comparing The MicroRNA Spectrum Between Serum and Plasma. Plos ONE,
7(7):e41561.

Weaver, C.T., Harrington, L.E., Mangan, P.R., Gavrieli, M., Murphy, K.M. (2006).
Th17: An Effector CD4 T Cell Lineage With Regulatory T Cell Ties. Immunity,
24:677-688.

Weber, C., Schober, A., Zernecke, A. (2010). MicroRNAs in Arterial Remodelling,
Inflammation and Atherosclerosis. Curr Drug Targets, 11(8):950-956.

Weber, M., Baker, M.B., Patel, R.S., Quyyumi, A.A., Bao, G., Searles, C.D. (2011).
MicroRNA Expression Profile in CAD Patients and The Impact of ACEI/ARB.
Cardiol Res Pract, 2011: 532915.

77



Wel, Y., Schober, A., Weber, C. (2012). Pathogenic Arterial Remodeling: The Good
and Bad of MicroRNAs. Am J Physiol Heart Circ Physiol,304:1050-1059.

Williams, K.J., Tabas, I. (1998). The Response-to-Retention Hypothesis of
Atherogenesis Reinforced. Curr. Opin. Lipidol, 9:471-474.

Williams, R.R., Hopkins, P.N., Wu, L.L., Schumacher, C., Hunt, S.C. (1994).
Evaluating Family History to Prevent Early Coronary Heart Disease. Primer in
Preventive Cardiology, (editors, Pearson, T.A., Criqui, M.H., Luepker, R.V,,
Oberman, A., Winston, M.), Dallas: American Heart Association, 93-106.

Willingham, A.T., Gingeras, T.R. (2006). TUF Love for “Junk” DNA.
Cell,125:1215-1220.

Wilson, P.W., D’Agostino, R.B., Levy, D., Belanger, A.M., Silbershatz, H., Kannel,
W.B. (1998). Prediction of Coronary Heart Disease Using Risk Factor Categories.
Circulation,97:1837-1847.

Wood, D., De Backer, G., Faergeman, O., Graham, I., Mancia, G., Pyoérala, K.
(1998). Prevention of Coronary Heart Disease in Clinical Practise. Eur Heart J,
19:1434-1503.

Xu, Q., Willeit, J., Marosi, M., Kleindienst, R., Oberhollenzer, F., Kiechi, S., Stulng,
T., Luef, G., Wick, G. (1993). Association of Serum Antibodies to Hear Shock
Protein 65 with Carotid Atherosclerosis. Lancet, 341:225-229.

Yazicioglu, L., Aral, A., Akalin, H. (1999). Internal Mammarian Arter Greftlerinde
Ateroskleroz Gelisimi. GKDC Dergisi,7:195-199.

Yoshida, H., Kondratenko, N., Green, S., Steinberg, D., Quehenberger, O. (1998).
Identification of The Lectin-Like Receptor for Oxidized Lowdensity Lipoprotein
in Human Macrophages and Its Potential Role as A Scavenger Receptor. Biochem
J., 334:9-13.

Yudkin, J.S., Stehouwer, C.D.A., Emeis, J.J., Coppack, S.W. (1999). C-Reactive
Protein in Wealthy Subjects: Associations with Obesity, Insulin Resistance, and
Endothelial Dysfunction Apotential Role for Cytokines Originating from Adipose
Tissue? Arteriosclerosis Thrombosis and Vascular Biology, 19:972-978.

Yiiksel, H. (2006). Aterosklerotik Kardiyovaskiiler Hastaliklarda Primer ve Sekonder
Korunma. IU. Cerrahpasa Tip Fakiiltesi Siirekli Tip Egitimi Etkinlikleri
Sempozyum Dizisi, 52:77-88.

Zengin, H. (2011). Ateroskleroz Patogenezi. J. Exp. Clin. Med., 29:101-106.

78



Zernecke, A., Bidzhekov, K., Noels, H., Shagdarsuren, E., Gan, L., Denecke, B.,
Hristov, M., Koppel, T., Jahantign, M.N., Lutgens, E., Wang, S., Olson, E.N.,
Schober, A., Weber, C. (2009). Delivery of MicroRNA-126 by Apoptotic Bodies
Induces CXCL12-Dependent Vascular Protection. Sci Signal, 2(100):ra81.

Zernecke, A. (2012). MicroRNAs in The Regulation of Immune Cell Functions
Implications for Atherosclerotic VVascular Disease. Thromb Haemos, 107:626-633.

Zhang, X., Shao, S., Geng, H., Yu, Y., Wang, C., Liu, Z,, Yu, C., Jiang, X., Deng,
Y., Gao, L., Zhao, J. (2014). Expression Profiles of Six Circulating MicroRNAs
Critical to Atherosclerosis in Patients with Subclinical Hypothyroidism: A
Clinical Study. J Clin Endocrinol Metab, 95(5):E766-774.

Zhu, N., Zhang, D., Chen, S.Liu, X., Lin, L., Huang, X., Guo, Z., Liu, J., Wang, Y.,
Yuan, W., Qin, Y. (2011). Endothelial Enriched MicroRNAs Regulate
Angiotensin Il-Induced Endothelial Inflammation and Migration.Atherosclerosis,
215(2):286-293.

Zieske, J.D. (2000). Expression of Cyclin-Dependent Kinase Inhibitors During
Corneal Wound Repair. Prog Retin Eye Res., 19(3):257-270.

79



EKLER
EK 1. Bilgilendirilmis Olur Formu

GENETIK CALISMALAR ICIN BILGILENDIRILMIS GONULLU OLUR
FORMU

LUTFEN DIKKATLICE OKUYUNUZ Il
Bu galismaya katilmak ilizere davet edilmis bulunmaktasiniz. Bu galismada yer
almay! kabul etmeden 6nce ¢alismanin ne amagla yapilmak istendigini anlamaniz ve
kararinizi bu bilgilendirme sonrasi 6zgiirce vermeniz gerekmektedir. Size ozel
hazirlanmis bu bilgilendirmeyi litfen dikkatlice okuyunuz, sorulariniza agik
vanitlar isteyiniz.

Aterosklerozu etkileyen hastaliklarin genetik (kalitimsal) nedenlerini bulmak
lizere yeni bir arastirma yapmaktayiz. Arastirmanin ismi “Koroner Arter Hastalarinin
Plaklarinda ve Dolagimlarindaki Uzun Kodlama Yapmayan RNA Ifade Diizeylerinin
Incelenmesi”dir. Bu galismadaki temel amag; Ateroskleroza neden olan genetik
mekanizmalarin arastirilmasidir.

Bu arastirmaya katilip katilmamakta serbestsiniz. Calismaya katilim
goniilliiliik esasina dayalidir. Kararinizdan oOnce arastirma hakkinda sizi
bilgilendirmek istiyoruz. Bu bilgileri okuyup anladiktan sonra arastirmaya katilmak
isterseniz formu imzalayiniz.

Arastirmaya davet edilmenizin nedeni ¢ocugunuzda/ailenizin bir iiyesinde
kalp damar hastaligi sikayetinin bulunmasi/ tanisinin  konulmus olmasidir.
Cumhuriyet Universitesi Tip Fakiiltesi Kalp Damar Cerrahisi Anabilim Dali’nda bu
hastaligin nedenlerini ortaya ¢ikaracak bir arastirma gergeklestirilecektir. Kendinizde
bir sikdyet olmasa bile katiliminiz arastirmanin basarisi i¢cin 6nemlidir. Arastirmaya
katilacak goniillii sayis1 20°dir.

Bu ¢alismay1 yapabilmek i¢in gecirmis oldugunuz by-pass ameliyat: sirasinda
sizden alimmis olan dokularinizi kullanacagiz. Bu dokudan genetik materyal RNA
elde edilecektir. Bu calismaya katilmaniz i¢in sizden herhangi bir {icret
istenmeyecektir. Calismaya katildiginiz i¢in size ek bir 6deme de yapilmayacaktir.

Doku alinmasi sirasinda olusabilecek riskler: Rutin By-Pass ameliyati
yapilacaktir. By-pass ameliyati disinda alinacak doku ile ilgili baska bir risk
bulunmamaktadir. By-pass ameliyatinin geregi olarak bu dokular alinip atilmaktadir.
Bizim amacimiz bu dokular1 atmadan arastirma i¢in saklamaktir. Bu g¢alismaya
katilmaniz i¢in sizden herhangi bir {icret istenmeyecektir. Calismaya katildiginiz i¢in
size ek bir 6deme de yapilmayacaktir.

Yapilacak genetik testin getirecegi olas1 yararlar:Boyle bir analiz ilgili
genetik hastaligin nedeninin 6grenilmesinde yararli olacaktir. Su anda bu ¢alismanin
hemen size veya cocugunuza bir fayda olarak doniip donmeyecegini bilmiyoruz.
Ancak ilgili hastaligin temelinde yatan nedenlerin Ogrenilmesi ileride 1ilgili
hastaliktan etkilenmis bireylere fayda saglayacaktir.
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Bu caligmaya katilmay1 reddedebilirsiniz. Bu arastirmaya katilmak tamamen
istege baghidir ve reddettiginiz takdirde size uygulanan tedavide herhangi bir
degisiklik olmayacaktir. Yine ¢alismanin herhangi bir asamasinda onayinizi ¢ekmek
hakkina da sahipsiniz. Eger Orneginizin imha edilmesine karar verirseniz, bu
isteginizden Once lretilmis her tiirlii veri ve yapilmis analiz ortadan kaldirilmayacak
ama daha fazla analiz yapilmayacaktir. Aksi halde, saklama siiresinin sonunda
Oornegin imha edilmesinden destekleyici/arastirici sorumludur.

Doku Orneklerinin Saklanmasi: Sizden alman o6rneklerin kullanimi bu olur
formunda tanimlanan arastirma ile sinirli olacaktir. Eger bu ornekleri bu olur
formunda tanimlanmayan baska test/amaclar i¢in kullanmak istersek, once Etik
Kurul’a onay verilmesi i¢in basvurulacaktir. Eger yeni ¢alisma onaylanacak olursa
sizden baska bir bilgilendirilmis olur formu imzalamaniz istenecektir.

Veya

Bu bilimsel arastirma sirasinda alinan kan Orneklerinin tamami kullanilmayip bir
boliimii benzeri arastirmalarda kullanilmak iizere saklanabilir. Liitfen asagidaki
seceneklerden size uygun olan bir tanesini isaretleyiniz.

( ) Kan ve DNA orneklerinin sadece bu caligmayla ilgili olarak kullanilmasini
istiyorum. Caligma bitiminde kalan oOrneklerin uygun sekilde yok edilmesini
istiyorum. Ilerde yapilmasi olas1 diger calismalar i¢in onay vermiyorum.

( ) Kan ve DNA o6rnekleri bu ¢alismada kullanildigr gibi gelecekteki hastaligimla
ilgili diger bilimsel calismalarda kullanilabilir. Ancak kalan 6rneklerimin hastaligim
disindaki baska bir aragtirmada kullanilmasini uygun bulmuyorum.

( ) Tarafimdan alinan kodlanmis 6rnegin yalnizca onerilen ¢alisma i¢in kullanimim
onayliyorum; ileri c¢aligmalar i¢in tekrar bilgilendirilmek ve yeni onay vermek
istiyorum.

( ) Tarafimdan alinan kodlanmis Ornegin, arastirma konusuyla baglantili diger
caligmalarda kullannmin1  onayliyorum, ancak farkli calismalar icin tekrar
bilgilendirilmek ve yeni onay vermek istiyorum.

( ) Tarafimdan alman kodlanmis oOrne8in oOnerilen c¢alisma icin kullanimim
onayliyorum ve gelecekte de her tiirlii genetik ¢alismada anonim (kimligim ile
baglantisiz) olarak kullanilmasini onayliyorum.

*Kodlanmis 6rnek: Sizden alinan 6rnege bir kod numarasi verilir. Kod numarasini
yalnizca arastirict bilir ve sizin kimlik bilgilerinize yalnizca arastirici ulasabilir.
Boylece kimlik bilgileriniz gizli tutulmus olur.

(Katilimeinin/Hastanin Beyani)

Sayin Prof. Dr. Ocal Berkan ve Prof. Dr. Birhan Yilmaz tarafindan Cumhuriyet
Universitesi Tip Fakiiltesi Kalp-Damar Cerrahisi Anabilim Dali’nda tibbi bir
aragtirma yapilacagi belirtilerek bu arasgtirma ile ilgili yukaridaki bilgiler bana
aktarildi. Bu bilgilerden sonra bdyle bir arastirmaya “katilimer” (goniillii) olarak
davet edildim.

Eger bu arastirmaya katilirsam hekim ile aramda kalmasi gereken bana ait
bilgilerin gizliligine bu arastirma sirasinda da biliylilk 6zen ve saygi ile
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yaklagilacagina inaniyorum. Arastirma sonuglarinin egitim ve bilimsel amaclarla
kullanim1 sirasinda kisisel bilgilerimin ihtimamla korunacag: konusunda bana yeterli
giiven verildi.

Projenin yiiriitiilmesi sirasinda herhangi bir sebep gostermeden arastirmadan
¢ekilebilirim. Ancak arastirmacilari zor durumda birakmamak icin arastirmadan
cekilecegimi onceden bildirmemim uygun olacaginin bilincindeyim. Ayrica tibbi
durumuma herhangi bir zarar verilmemesi kosuluyla arastirmaci 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 g¢ikmasi
halinde, her tiirlii tibbi miidahalenin saglanacagi konusunda gerekli glivence verildi.
(Bu tibbi miidahalelerle ilgili olarak da parasal bir yiik altina girmeyecegim).

Arastirma sirasinda bir saglik sorunu ile karsilastigimda; herhangi bir saatte,
Prof. Dr. Ocal Berkan’1 0532 786 90 21 no.’lu telefon ve Tip Fakiiltesi Kalp-Damar
Cerrahisi Anabilim Dali’nda arayabilecegimi biliyorum.

Bu arastirmaya katilmak zorunda degilim ve katilmayabilirim. Arastirmaya
katilmam konusunda zorlayici bir davranisla karsilagsmis degilim. Eger katilmayi
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 gecen bu arastirma projesinde
“katilimec1” olarak yer alma kararini aldim. Bu konuda yapilan daveti biiyiik bir
memnuniyet ve goniilliiliik i¢erisinde kabul ediyorum.
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Bu formun imzal1 ve tarihli bir kopyasi bana verildi.

GONULLUNUN

IMZASI

ADI & SOYADI

ADRESI

TEL. & FAKS

TARIH

VELAYET VEYA VESAYET ALTINDA BULUNANLAR ICIN
VELI VEYA VASININ

IMZASI

ADI & SOYADI

ADRESI

TEL. & FAKS

TARIH

ARASTIRMA EKIBINDE YER ALAN VE YETKIN BiR
ARASTIRMACININ

IMZASI

ADI & SOYADI

TARIH

GEREKTIGI DURUMLARDA TANIK

IMZASI

ADI &
SOYADI

GOREVI

TARIH
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iZINLER

EK 2. Cumhuriyet Universitesi Tip Fakiiltesi Klinik Arastirmalar Etik
Kurulu Karar Formu

KLINIK ARASTIRMALAR ETIK KURULU KARAR FORMU

ARASTIRMANIN ACIK ADI

Arter
ifade

Hastalarin Koroner
mikroRNA-221/222

Aterosklerozlu
Dolasimlarindaki
Incelenmesi

Plaklarinda ve
Diizeylerinin

VARSA ARASTIRMANIN PROTOKOL KODU

ETiK KURUL
BILGILERI

"ETIK KURULUN ADI

Cumbhuriyet Universitesi Klinik Arastirmalar Etik Kurulu

ACIK ADRESI:

Cumhuriyet Universitesi Egitim ve Arastirma Hastanesi, Klinik
Arastirmalar Etik Kurulu Bashekimlik Girisi
TR-58140 Merkez/Sivas

TELEFON 0346 258 00 25
FAKS 0346 258 00 24 B
E-POSTA

cuetikkurul@gmail.com

.

BASVURU BILGILERI

KOORDINATOR/SORUMLU
ARASTIRMACI
UNVANI/ADI/SOY ADI

Dog¢. Dr. Serdal Arslan

KOORDINATOR/SORUMLU
ARASTIRMACININ UZMANLIK
ALANI

Tibbi Biyoloji Anabilim Dali

KOORDINATOR/SORUMLU
ARASTIRMACININ
BULUNDUGU MERKEZ

Cumbhuriyet Universitesi Tip Fakiiltesi

VARSA IDARI SORUMLU
UNVANI/ADI/SOYADI

DESTEKLEYICI

PROJE YURUTUCUSU
UNVANI/ADI/SOY ADI
(TUBITAK vb. gibi kaynaklardan
destek alanlar igin)

DESTEKLEYICININ YASAL
TEMSILCISI

ARASTIRMANIN FAZI VE
TURU

FAZ 1

FAZ 2

FAZ 3

FAZ 4

Gozlemsel ilag ¢aligmasi

Tibbi cihaz klinik aragtirmas:

In vitro tibbi tani cihazlari ile
yapilan performans
degerlendirme calismalari
Ilag dis1 klinik arastirma

®R| O |Ofjojojo/o|o

Diger ise belirtiniz

ARASTIRMAYA KATILAN
MERKEZLER

. .
K MBIS_RKI:A ULUSLARARASI ]

COK MERKEZLI
O

ULUSAL
O

Etik Kurul Baskaninin
Unvani/Adi/Soyadi: Prof. Dr. Emin Ye

Imza:

/

Not: Etik kurul bagkani, imzasimn yer almadig her sayfaya imza atmalidir.
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KLINIK ARASTIRMALAR ETIiK KURULU KARAR FORMU

Aterosklerozlu

Hastalar

Koroner

B h—. n Arter  Plaklarinda ve
5 ¢ Dolagimlarindaki ~ mikroRNA-221/222  ifade  Diizeylerinin
Incelenmesi
VARSA ARASTIRMANIN PROTOKOL KODU
- o Versi e
5 Belge Adi Tarihi cryon Dili
= Numarasi
= & - . .
.g ..:; ARASTIRMA PROTOKOLU Tirkee X ingilizce (] Diger [J
é Q| BILGILENDIRILMIS GONULLU OLUR FORMU Tiirkge [X]  ingilizce (] Diger []
= OLGU RAPOR FORMU Tiirkee [] ingilizce []  Diger []
= g 2
= e
= ARASTIRMA BROSURD Tiirkce [] ingilizce (]  Diger []
Belge Adi Aciklama
S~ [SIGORTA (]
S 2 [ARASTIRMA BUTCESI O]
‘=8 | BIYOLOJIK MATERYEL TRANSFER FORMU O
Z= [ian [
22 [ YILLIK BILDIRIM O
= % [SONUC RAPORU []
=2 [ GUVENLILIK BILDIRIMLERI []
=2  |DIGER: []
Karar No: 2015-03/62 Tarih: 31.03.2015

KARAR
BiLGILERI

Toal

Yukarida bilgileri verilen bagvuru dosyas ile ilgili bel

geler arastir

is ve uygun bul s olup arastir 1

bagvuru dosyasinda belirtilen merkezl

gerekge, amag, yaklagim ve yontemleri dikkate alinarak
de gergeklestirilmesind

bulunmadigina toplantiya katilan etik kurul itye tam sayisiin salt gogunlugu ile karar verilmistir.

flag ve Biyolojik Uriinlerin Klinik Arastirmalan Hakkinda Yonetmelik kapsaminda yer alan arastirmalar/cahismalar i¢in Tirkiye ilag ve Tibbi Cihaz

Kurumu’ndan izin gerekmektedir.

etik ve bilimsel sakinca

KLINiK ARASTIRMALAR ETiK KURULU

ETiK KURULUN CALISMA ESASI

Kilavuzu

Tlag ve Biyolojik Uriinlerin Klinik Arastirmalari Hakkinda Yonetmelik, Iyi Klinik Uygulamalar

BASKANIN UNVANI/ ADI / SOYADI:

Prof. Dr. Emin Yener Giiltekin

Unvan/Ady/Soyad Uzmanhk Alam Kurumu Cinsiyet Arasi::;:im ile Katilim * Imia/
Prof. Dr. Emin Yener Giltekin Uroloji Cumbhuriyet Universitesi E KO |0 |HR |EX |00 %// V
Prof. Dr. Kurgat Karaday: Genel Cerrahi Cumbhuriyet Universitesi EX KO |0 |HXE | E H[
Dog. Dr. Hiilya Toker Periodontoloji Cumbhuriyet Universitesi EO KX [0 |HK |ER |H D(b»l(f ACH
Dog. Dr. Ayse Demirkazik Cangalar’ Biyofizik Cumbhuriyet Universitesi EO KX |0 |HR |[EX |[HO =%
Dog. Dr. Aynur Engin E{:ﬁ;ﬁ :(};2: Cumbhuriyet Universitesi EO KR |[EOQ |HK | E Hd E&X{b\, \(
Dog. Dr. Fatih Kiligh Endokrinoloji Cumbhuriyet Universitesi EX KO |EQO |HRK | E HO A
Dog. Dr. Fatih Bolat Gocuk SIMEIVE | Cumhuriyet Universitesi ER | kO |e0 |uw |em | w0 (G|
Yrd. Dog. Dr. Ziynet Cinar Biyoistatistik Cumhuriyet Universitesi E KR (EO |H EX |HO M

Etik Kurul Bagkaninin
Unvani/Adi/Soyadi: Prof. Dr. Emin Yen

imza:

/

ekin

Not: Etik kurul baskani, imzasimn yer almadigt her sayfaya imza atmalidir.
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KLINIK ARASTIRMALAR ETIK KURULU KARAR FORMU

ARASTIRNANIN ACTCADY Aterosklerozlu  Hastalarm  Koroner Arter Plaklarinda ve

$ oy Dolasimlarindaki ~ mikroRNA-221/222  ifade  Diizeylerinin

Incelenmesi
VARSA ARASTIRMANIN PROTOKOL KODU
Yrd. Dog. Dr. Galay Yildirim Tip Tarihi ve Etik Cumhuriyet Universitesi EO K= ECO HEX EO HEX Izinli
Yrd. Dog. Dr. Ahmet Altun Tibbi Farmakoloji | Cumhuriyet Universitesi EX KO EO HE EO HEX Izmh/'
: s s Sivas Halk Saghg o =
Uzm. Dr. Levent Saglam Aile Hekimi Madarlaga EX K EO HE EX H[O
Uzm. Dr. Hiseyin Saygin Uroloji Sivas Devlet Hastanesi ERX KO |0 |HR® |ER | v S
Ogr. Gor. Engin Dash Avukat Cumhuriyet Universitesi EX KOO EO H X EX HO %
Ogret. Semsettin Agtas. glgyrzll(r’rj:‘eni Sivas Lisesi ERX K[ EO HEX ERX HO
*:Toplantida Bulunma
Etik Kurul Bagkaninin
Unvani/Adi/Soyadi: Prof. Dr. Emin
Imza: '
Not: Etik kurul'bask ver almadigt her sayfaya imza lrd,

86



OZGECMIS

Kisisel Bilgiler

Ad1-Soyadi: Aslihan Esra BILDIRICI
Dogum Yeri ve Tarihi: Sivas-1991
Medeni Hali: Bekar

Yabana Dil: Ingilizce

fletisim Adresi: Cumhuriyet Universitesi,Tip Fakiiltesi, Tibbi Biyoloji Anabilim
Dali1, 58140-Sivas

E-posta Adresi: aslihanbildirici@hotmail.com

Egitim ve Akademik Durumu

Lise: Sivas Sel¢uk Anadolu Lisesi, 2009

Lisans: Cumhuriyet Universitesi, 2013

Is Tecriibesi

Cumbhuriyet Universitesi Arastirma ve Uygulama Hastahanesi Biyolog, 2014-
2015

87



