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OZET

KORONER ARTER HASTALARININ PLAKLARINDA VE
DOLASIMLARINDAKI UZUN KODLAMA YAPMAYAN RNA iFADE
DUZEYLERININ INCELENMESI
Arzu OZCAN
Yiiksek Lisans Tezi
T1bbi Biyoloji Anabilim Dal1
Danisman: Yrd. Dog. Dr. Nilgiin CEKIN
2016, 54 sayfa

Koroner arter hastaliginin en yaygin nedeni koroner arterlerdeki aterosklerozdur.
Aterosklerozun ilerlemesiyle gelisen aterosklerotik plaklar, medial dejenerasyon ve
intimada lipid, karbonhidrat, kan hiicreleri, fibr6z doku ve kalsiyum birikimiyle olusur.
Kardiyovaskiiler hastaliklarin gelisimi ve ilerlemesinde epigenetik mekanizmalarin 6nemli
etkenler arasinda oldugu ileri stiriilmektedir. Bu epigenetik mekanizmalardan 6zellikle kisa
ve uzun kodlanmayan RNA molekiillerinin 6nemi ise son zamanlarda yapilan ¢aligmalarla
anlasilmistir. Kodlama yapmayan RNA aracili epigenetik mekanizmalar uzun kodlama
yapmayan RNA’lar (200 niikleotidden uzun RNA) ve kisa kodlama yapmayan RNA’lar

tarafindan gergeklestirilir.

Calismamizda IncRNA’lardan FENDRR ve lincRNA-p21’in gen ifadesi plakl
koroner arter ve plaksiz Internal Mammarian Arter (IMA) doku &rneklerinde (20 koroner
arter, 20 IMA dokusu) ve kan orneklerinde (44 hasta, 44 kontrol) ¢alisilmistir. Bu
IncRNA’larin ateroskleroz hastaligi ile iliskisini belirlemek amaciyla qRT-PCR yontemi ile
AACT metodu kullanildi. Alinan verilere gore lincRNA-p21 ve FENDRR’in ekspresyon
seviyeleri belirlendi. Koroner arter ile IMA dokular1 ve kan 6rneklerinde hasta-kontrol
gruplart arasindaki bu IncRNA’larm ekspresyonlari karsilastirildi. Kontrol grubu olan IMA
doku 6rneklerine gore plakli koroner arter dokularinda IncRNA FENDRR ve lincRNAp-
21’in ifadelerinin azaldig1 gozlenmistir. FENDRR’in ifadesinin 2.16 kat azaldig1 (p=0.264),
lincRNAp-21in ifadesinin 6.7 kat azaldig1 (p=0.705) goriilmiistiir. IMA dokularina oranla
koroner dokularindaki FENDRR ve lincRNAp21’in ekspresyonlarindaki azalma biyolojik
olarak anlamli bulunmus fakat istatistiksel olarak anlamli bir fark bulunamamistir. (p>0.05)
Hasta ve kontrol bireylerden alinan kan serumlarindan elde edilen total RNA’da FENDRR

ve lincRNA-p21 ifadesine rastlanmamustir.

Anahtar Kelimeler: Ateroskleroz, IncRNA, FENDRR, lincRNA-p21



ABSTRACT

EVALUATION OF LONG NONCODING RNA EXPRESSION
LEVELS IN THE PLAQUE AND CIRCULATION OF PATIENTS
WITH CORONARY ARTERY

Arzu OZCAN
MSc Thesis
Department of Medical Biology
Supervisor: Asst. Prof. Dr. Nilgiin CEKIN

2016, 54 page
The most common cause of coronary artery disease is atherosclerosis of coronary
arteries. The developing atherosclerotic plaque with the progress of atherosclerosis, are
formed by medial degeneration and lipid, carbohydrate, blood cells, fibrous tissue and the
accumulation of calcium in the intima. Epigenetic mechanisms have been suggested to be
important factors in the development and progression of the cardiovascular diseases. The
importance of these epigenetic mechanisms, such as long and short non-coding RNA
molecules have been shown in recent studies. Epigenetic mechanisms mediated by

noncoding RNAs are made by long noncoding RNAs (>200 nt) and short noncoding RNAs.

In our study, the FENDRR and lincRNA-p21 from IncRNA gen expression were
performed in the plate coronary artery plaque and nonplate Internal Mammarian Artery
(IMA) tissue samples (20 coronary arter, 20 IMA tissue) and blood samples (44 patient, 44
control). In order to determine the relationship between atherosclerosis and these INCRNAs,
gRT-PCR with delta delta ct methods were used. The lincRNAp21 and FENDRR gen
expression levels according to the received data determined. Expressions these of INCRNAS
between patient-conrol group in the blood samples and coronary arter with IMA were
compared. Our data showed that expression level of FENDRR ve lincRNA-p21 reduce in
coronary artery plaque tissue according to that IMA tissue. We observed that FENDRR
expression 2,16 fold decrease (p=0.264), and lincRNA-p21 expression 6,7 fold decrease
(p=0.705). Reduction of FENDRR and lincRNA-p21 expression in coronary artery
according to IMA tissue is significant as biologically but is not significant considering to
statisticaly (p>0.05).The FENDRR and lincRNA-p21 expression were not observed in total

RNA that obtained from blood serum from patient ve control individuals.

Keyword: Atherosclerosis, INCRNA, FENDRR, lincRNA-p21
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1. GENEL BILGI

1.1 Ateroskleroz

Ateroskleroz gibi kardiyovaskiiler hastaliklar (KVH), iilkeler arasinda kardiyovaskiiler
mortalite agisindan belirgin farkliliklar gostermesine ragmen biitlin Avrupa’da en
onemli 6liim nedenlerinden biridir. Diinya Saglik orgiitiiniin 2015 yilinda yayinladigi
uluslararas1 KVH istatistiklerine gore; 2012 yilinda 17,5 milyon insan KVH nedeniyle
O0lmiis ve bu durum diinya genelindeki oliimlerin ~%30’unu olusturmustur (WHO,

2015).

Aterosklerozun 6nde gelen sebepleri arasinda genetik faktorler, hipertansiyon,
diyabet, hiperlipidemi, cinsiyet, sigara kullanim1 sayilmaktadir. Popiilasyonlar arasinda
giderek artan sekilde salgin haline gelen ateroskleroz erken donemde Sliime sebep
olabilir. Ekonomik gelisim, kentlesme, kotii beslenme aligkanliklar (6rnegin, doymus
yaglar1 asir1 yemek) ve azalan fiziksel aktivite aterogenez olusumunu tesvik eder. Bu
cevresel faktorler gittikce yayginlagsmaktadir, oyle ki gelismislik diizeyine ulasan bati
toplumlar1 yaygin bir aterosklerozla karsilasir (Thompson ve ark., 2013).

20. ylizy1l aterosklerozun patogenezini ilgilendiren kavramlarda dikkate deger bir
evrime taniklik etmistir. Ateroskleroz daha once damar duvarindaki lipit birikimi
sonucu olusan basit bir lipit depo hastaligi olarak tanimlanirken aslinda inflamasyon
tepkileri igeren karmagik bir hastalik oldugu goriilmiistiir (Thompson ve ark., 2013).
Temel bilimlerdeki son gelismeler, bu hastalifin baglangicindan itibaren ilerlemesi
arasindaki biitiin agamalaria aracilik eden inflamasyonun temel bir role sahip oldugunu
ve sonugta aterosklerozun trombotik komplikasyonlarini olusturdugunu belirlemistir
Ateroskleroz’u hayvan modellerinde yapilan calismalarda, inflamasyon belirtilerinin
arter duvarinda baslayan lipit birikimi ile beraber olustugu goriilmiistiir (Mayerl ve ark.,
2006). Sonug olarak ateroskleroz arter duvarinda lipit birikimi, inflamasyon, hiicre

apoptozu ve trombozunu igeren bir damar hastaligidir (Libby ve ark., 2002).

Ateroskleroz biiyliik ve orta biiyiikliikteki arterlerin her ikisinde de olusabilir.
Postmortal ve damar i¢i klinik ¢aligmalar1 ateroskleroz hastalarinda yaygin bir intimal
kalinlagsma oldugunu ortaya ¢ikarmistir. Asemptomatik kisilerin ¢ogu koroner ve karotis
arterlerinde hayatin ilk dénemlerinde bile intimal lezyonlara sahiptir. Ayn1 zamanda,

ateroskleroz digerlerine gore daha fazla siklikla etkilenen damarm belirli alanlarinda

1



fokal stenoz iiretir. Ateroskleroz lezyonlar1 gelistirmek i¢in belirli alanlarin tercih

edilmesinin biyolojik temeli ortaya ¢ikmaya baslamistir (Libby ve ark., 2011).

Zamanla aterosklerozun heterojen bir yapida oldugu da goriintiilenmistir; bu
hastalik hem kronik hem de akut belirtilere sahiptir. Yasamin ikinci ve {igiincii on
yilinda Amerikalilar {izerinde yapilan ¢alismada arterleri etkilemeye baslayan
aterosklerozdan daha uzun bir "inkiibasyon" siiresine sahip olan az sayida hastalik
goriilmistiir. Aslinda, bircok gen¢ Amerikalinin koroner arter intimalarinda anormal
kalinlasma mevcuttur; fakat aterosklerozun belirtileri heniiz mevcut degildir, yillar
sonra ortaya ¢ikmaya baglar. Karakteristik olarak kadinlarda ileriki yaslarda goriilebilir.
Bu agrisiz siirece ve klinik olarak etkisiz uzun siireli doneme ragmen, miyokardiyal
enfarktiis ve inme gibi ateromun korkulan komplikasyonlar1 genel olarak aniden ve

siklikla herhangi bir uyar1 vermeden meydana gelir (Libby, 2015).

Ateroskleroz nekrotik ¢ekirdek, kalsifiye bolgeler (kire¢lesmis), birikmis
modifiye lipitler, inflamasyonlu diiz kas hiicreleri (DKH), endotel hiicreler (EH),
16kositler, monositler olmak iizere bircok molekiiler ve hiicresel etkilesimin katildigi
aterosklerotik plaklarin olusumu ile biiyiik ve orta boyuttaki arterlerde gelisen
KVH’lara yol acan en yaygin patolojik olaydir. (Ross, 1999) Aterosklerotik plaklarin bu
ozellikleri aterosklerozun karmasik bir hastalik oldugunu gostermektedir ve vaskiiler,
metabolik ve immiin sistemin ¢ogu bileseni bu siirece katilir. Aterosklerotik lezyonlar

bir dizi hiicresel ve molekiiler yanit1 kapsamaktadir (Hansson ve Libby, 2006).

Lezyon olusumunun baslangi¢c yeri endoteldir. Endotel diyabet, hipertansiyon,
nikotin, okside diigiik yogunluklu lipoprotein (LDL) gibi risk faktorleri tarafindan
uyarilir ve endotelin yapisinda degisiklikler meydana gelir. Endotelde olusan hasar ile
lipid gegirgenliginde artis olusur (Atkins ve ark., 2011). Ateroskleroz, endotelin
fonksiyonel bozuklugu ile baslayan, subendotelyal boslukta okside lipoprotein birikimi
sonucu inflamasyonun olusmasi ve bdylece monositlerin endotele go¢ etmesiyle
ilerleyen bir hastalik siirecidir. Intimaya yerlesen monositler makrofaj hiicrelerine
farklilagirlar ve kopiik hiicrelerini olustururlar. En erken donemde lipid yiikli
makrofajlar boliinmeye baslar ve inflamatuar bir lezyon olan “yaglh cizgilenme” adim
alir. Bu yagl cizgilenme ¢ocukluk ¢aginda bile goriilebilir. Zaman i¢inde devam eden
kronik inflamasyon sonrasinda “subendotelyal fibroz plak” gelismektedir. Ileri dénemde
aterosklerotik plagin riiptiiriine bagl olarak trombojenik faktorlerin agiga ¢ikmasiyla

trombiisiinde katildig1 “komplike lezyon” gelisir (Libby, 1999).



1.2 Normal Arterin Yapisi

Aterosklerozun patogenezinin anlagilabilmesi i¢in ilk olarak normal arterin yapisi ve

biyolojisinin ve normal artere 6zgii hiicre tiplerinin bilinmesi gerekir.
1.2.1 Normal Arteri Olusturan Hiicre Tipleri

1.2.1.1 Endotel Hiicreleri

Arteriyel intimanin EH’leri kan ile 6nemli bir temas yiizeyi olusturmaktadir. Arteriyel
EH’leri arteriyal hastaliklarin patogenezinde damar homeostazinda anahtar 6neme sahip
diizenlenmis c¢ok sayida mekanizmaya sahiptir. EH kan damarlart ve bilesenleri,
trombosis ve inflamasyonun kontrolii i¢in kritik 6neme sahiptir (Davies ve ark., 2010).
Kan akimi ve cevre dokular arasindaki metabolik aligverisi diizenler. Yiizeyindeki
glikoproteinler ile glikozaminoglikanlarin negatif yiik kazandirdigi EH’ler, hiicresel ve
hormonal molekiillerle etkilesim i¢inde olduklarindan ¢ok sayida reseptor tagimaktadir.
Trombosit agregasyon inhibisyonu, koagiilasyon aktivasyonunun inhibisyonu,
fibrinolizis fonksiyonlari ile pihtilagsmay1 6nleyici bir yiizey olusturmak, ayrica doku ve
dolasim arasinda madde aligverisi, vaskiiler tonusun diizenlenmesi, 16kosit ve trombosit

adezyonunun regiilasyonu gibi gorevleri vardir (Bombeli ve ark, 1997).

EH’leri, biitlin kan damarlarinin i¢ yiizeyini kaplayacak sekilde embriyonez
sirasinda mezodermden olusturulur. EH’leri ortak bir 6nciilden olusmasina ragmen,
damar geligimi sirasinda karsilastiklart sinyaller farklidir (Regan ve Aird, 2012). Temel
kan damarlarinin olugsmaya baslamasi i¢in, endotel Onciilerini ¢evreleyen hiicreler ile
etkilesime gegmesi gerekir. Hiicreler arasindaki alis-veris ¢esitli uyaranlara zamansal ve
mekansal olarak gecislere yol acar ve EH’lerinin iizerindeki reseptorler, yetiskinlerdeki
bu hiicre tiplerinin farkli olmasima neden olur. EH’lerin heterojenitesi hem c¢evresel
uyaranlara hem de gelisim sirasinda edinilen epigenetik ozelliklere baghdir (Yoder,
2012). Endotel cevresel uyarilara yanit olarak vazokonstriktor ve vazodilator nitelikte
maddeler sentezleyip, salgilayabilen dinamik bir organdir. Sigara, hipertansiyon,
diyabet, dislipidemi, obezite gibi bilinen vaskiiler risk faktorlerinin, mekanik,
hemodinamik ve kimyasal etkileri sonucu endotel yapist bozulur ve endotel
disfonksiyonu aterosklerozun énde gelen nedenini olusturur (Verma ve Anderson, 2002;
Yaylal ve Kiigiikaslan, 2011).



1.2.1.2. Arteriyal Diiz Kas Hiicreleri

Normal arter duvarinin ikinci 6nemli hiicre tipi, DKH’dir. DKH’leri arter hastaliklarinin
patogenezinde ve kardiyovaskiiler tip alaninda tedavilerin bir hedefi olarak, normal
damar homeostazini diizenleyici pek ¢ok dnemli fonksiyona sahiptir. Bu hiicreler kasilir
ve gevser boylece kas arteriyolleri diizeyindeki, ¢esitli arteriyal tabakalar boyunca kan
akisini kontrol eder. Ateroskleroza katilan arterlerin daha biiyiik tiplerinde, anormal diiz
kas kasilmas1 sebebiyle, kan akisi bozulabilir ve aterosklerozun bir komplikasyonu olan

vazospazma neden olabilir (Nguyen ve ark., 2013).

DKH’leri normal vaskiiler homeostazi olusumunda yer alir ve aterosklerotik
lezyonlarin komplikasyonlarinda onemli rol oynayan arteriyel ekstraseliiler matriks
kompleksinin biiylik bir kismini sentezler. Ayrica bu hiicreler intimal hiperplastik
lezyonlarin olusumuna katilarak gé¢ ederler ve ¢ogalirlar. DKH’lerinin yok olmasi
aterom plaklarinin destabilizasyonunu tesvik edebilir veya damarlarda ektazik yeniden

yapilanmay1 destekleyebilir ve sonugta anevrizma olusumu gerceklesir (Gomez ve

Owens, 2012).

1.2.2 Normal Arterin Tabakalar1
Normal arterler morfolojik olarak intima, media ve adventisya olmak {izere iyi gelismis

bir trilaminar yapiya sahiptir (Sekil 1).

1.2.2.1 Tunika intima

Intima tabakas;; EH’ler, subendotelyal matriks ve bazal membrandan
olusmaktadir. I¢ tabaka olan tunika intima bazal lamina iizerine dogrudan bitisik olan
EH’leri ile tek bir tabaka olarak tasvir edilmektedir. Tek tabaka endotel, tip IV kolajen,
laminin, fibronektin ve ekstraselliiler matriks molekiilleri gibi fibriler olmayan kolajen
tipleri igeren bazal bir membran {izerinde bulunur. Yaslanma ile insan arterleri, arteriyel
DKH’leri ve dokular arasi kolajenin (tip I ve III) fibriler formlarini igeren daha
kompleks intima gelistirilmektedir. DKH’lerini arteriyel intimanin bu gibi ekstraselliiler
bilesenleri iiretir. Diffiiz intimal kalinlagma olarak patologlar tarafindan bilinen, daha
kompleks intima, en ¢ok yetiskin insan arterlerini tanimlamaktadir. Aterosklerozun
yoklugunda bile, arteriyal duvardaki bazi yerler diger bolgelere gére daha kalin bir
intima gelistirme egilimindedir. Internal elastik membran, tunika intima tabakasini

tunika media tabasindan ayirir (Libby, 2015).



1.2.2.2 Tunika Media

Tunika media, intima ve internal elastik laminanin altinda yer almaktadir. Media
tabakasi, elastik arterlere ve aort gibi iyi gelismis es merkezli DKH’lerine sahiptir.
Elastin agisindan zengin ekstraseliiler matriks tabakalari ile i¢ ice gegmistir. Bu yapi
biiyiik arterlerin duvarlar ile sol ventrikiil sistol kinetik enerjisinin depolanmasi i¢in iyi
sekilde uyarlanmistir. Media tabakasi, arteriyel duvarin yapisal biitlinliigiine katkida
bulunur. Normal arterde bu tabaka, ekstraseliiler matriksin homeostazi durumu iizerinde
etkilidir. Normal arterlerdeki DKH’leri nadiren g¢ogalirlar. DKH’lerinin gogalmasi
ateroslerotik lezyon olusumuyla iligkilidir. Ciinkii normal arter yapisinda ekstraseliiler
matriks elemanlar1 birikmez ve arteriyal matriks sentezi ve yok olma orani genellikle
birbirini dengeler. Eksternal elastik lamina, adventisya tabakasi ile sinir olusturarak

tunika media abluminalini sinirlamistir (Libby, 2015).

1.2.2.3 Tunika Adventisya

Tunika adventisya tabakasi, intima tabakasina gére daha gevsek bir dizi kolajen
fibrilleri igerir. Damarlara oksijen ve besin saglayan vaso vasorum ve sinir uglart arter
duvarinin en dis tabakasi olan adventisyaya yerlesmistir. Adventisyadaki hiicresel
poptilasyon diger arter tabakalarina gore daha araliklidir. Bu tabaka serpistirilmis

fibroblastlar, DKH’leri ile bag dokusundan meydana gelir (Libby, 2015).

Tunika
Adventisya
Eksternal Elastik
Lamina L Tunika
intima
Diiz Kas ~
internal Elastik Lamina
Tunika
Lamina Propria | Media
Bazal Membran (Diiz Kas ve Bag Doku)
Endotel - -

o

Sekil 1: Normal Arter Yapisi
(http://www.rci.rutgers.edu/~uzwiak/AnatPhys/Blood_Vessels.html, Erisim tarihi: Eyliil

2016)


http://www.rci.rutgers.edu/~uzwiak/AnatPhys/Blood_Vessels.html

1.3 Aterosklerotik Lezyonlarin Olusu

Ateroskleroz, arterlerde meydana gelen plak olarak adlandirilan lezyonlardan (yapisal
bozukluklar) olusur. Ateroskleroz biiyilk ve orta boyuttaki arterlerde lipit ve lifli
elemanlarin birikimi yoluyla gelisen bir hastaliktir (Lusis ve ark., 1998). Temel
patolojisi damar duvarindaki daralmadir. Aterosklerozu meydana getiren olaylar
tavsanlari, domuzlari, primatlar1 ve kemirgenleri iceren hayvan modelleri ¢calismalariyla
biiyiikk oranda agiga kavusturulmustur. Apolipoprotein E (apoE-) eksik olarak veya
diisiik yogunluklu lipoprotein (LDL) reseptorii ile fare modelleri olusturularak ilerlemis
lezyonlar gelistirilmis ve fizyolojik ve genetik ¢alismalarda kullanmilmistir (Libby ve
ark.,2013) Ateroskleroz, aterom plakta meydana gelen hiicre proliferasyonu ve apoptoz
ile tanimlanmaktadir ve bu iki hiicresel olay 6zellikle makrofajlar1 ve vaskiiler diiz kas

hiicrelerini (VDKH) etkilemektedir.

Lezyon olusumunda ilk asama, lipoproteinlerin subendotelyal matriksin igine
hapsedilmesidir. Kanda akis dinamikleri farkliliklar1 sebebiyle, arterlerde lezyon
olusumunun tercih edildigi alanlar vardir. Insanlarda, bu tiir ‘yagh cizgi’ ad1 verilen
lezyonlar genellikle yasamin ilk on yilinda aortta, sonraki on yilinda koroner arterlerde,
ve sonraki {iglincli veya dordiincli on yilinda serebral arterlerde olusabilir (Gimbrone,
1999). Yagl ¢izgiler klinik agidan 6nemli degildir fakat yagl ¢izgiler lipid bakimidan
zengin nekrotik debris ve DKH’lerinin birikimi ile karakterize edilen daha ileri
lezyonlarin onciileridir (Sekil 2). Bu tiir iler1 ‘lifli lezyonlar® genellikle lipit bakimindan
zengin bir ‘nekrotik ¢ekirdegin’ kusattigit DKH’leri ve ekstraselliiler matriksi igeren bir
‘fibroz basliga’ sahiptir. Plaklar, luminal ylizeyde kalsifikasyon, iilserasyon ve kan
damar duvarlarinin mediasindan lezyonun ic¢ine dogru biiyliyen kiiciik damarlarin
kanamasiyla giderek daha karmasik hale gelebilir. Ilerlemis lezyonlar kan akisini
engelleyebilecek kadar biiyliyebilir. En 6nemli klinik komplikasyon tromboz veya kan
pihtis1 olusumu sebebiyle akut bir okliizyondur, miyokardiyal enfarktiis veya felgle
sonuglanir. Tromboz genellikle lezyonun aginmasi ve yirtilmasiyla iligkilidir (Wu ve

Thiagarajan, 1996 ).



Kopiik Yagh Orta Dereceli Fibréz Komplike
Hiicreleri Cizgilenme Lezyon Aterom Plak Lezyon/Riiptiir

Endotel disfonksiyonu

1. 10 Yildan itibaren | 2. 10 Yildan itibaren | 3. 10 yildan itibaren

Sekil 2: Aterosklerozda Asamali Lezyon Olusumu (Stary H.C. ve ark.,1995)

1.4 Aterosklerozun Patogenezi

1.4.1 Lezyon Baslangici

Patolojik ¢alismalar ateroskleroz sirasinda damarda belirlenen bir seri degisikligi ortaya
cikarmistir. Endotel disfonksiyonu aterosklerotik siirecte temel mekanizmalardan
biridir. Klasik ve yeni belirlenen risk faktorleri endotelde vazodilatér cevabin
azalmasma yol acgan kronik hasarlanma yaratir. Boylece endotelde olusan
vazokontriiksiyon, inflamatuar hiicrelerin birikimi, diiz kas hiicrelerinin migrasyonu,
sitokin iiretiminin artis1 gibi olaylar aterosklerotik plak olusumuna neden olur

(Gimbrone, 1999).

Endotel, hiicreler arasi siki birlesim kompleksleri ile kan ve dokular arasinda
secici gegirgen bariyer olarak islev yapar. EH’leri arasindaki siki baglar normal
durumlarda kan hiicrelerinin gecisine izin vermez. Ancak damari¢i ve damardisi
ekstravaskiiler sivi dengesinin siirdiiriilebilmesi i¢in makromolekiillere kars1 segici bir
gecirgenlik vardir. Inflamasyon, immun cevap ve yara iyilesmesi gibi olaylarin
baslayabilmesi i¢in hormon, antikor vb. molekiillerin gegisi gereklidir (Goldstein ve
ark., 1979).

Endotel duyusal ve yonetici fonksiyonlarin ikisine de sahiptir ve trombozis,

inflamasyon, vaskiiler tonus ve vaskiiler yeniden sekillenmenin diizenlendigi efektor



molekiiller olusturabilir. Aterosklerotik siirecte endotelden, ¢esitli kemotaktik faktorler,
trombotik faktorler, adezyon molekiilleri, sitokinler ve biiylime faktorleri

salgilanmaktadir (Boren ve ark., 1998).

Normal endotel LDL i¢in bariyerdir. Endotel hasarlandigi zaman damarin
permeabilitesi arttig1 i¢cin, LDL’nin endotelden damar duvarina gecisi kolaylasmaktadir.
Aterosklerozu ilk baslatan olay subendotelyal matriks i¢cinde LDL’nin birikimidir.
Dolagimdaki LDL seviyesi ylikseldigi zaman LDL, EH’lerinin birlesim yerleri boyunca
pasif bir sekilde yayilir ve apoliprotein B (apo-B) ve matriks proteoglukonlarin
olusturan LDL arasindaki etkilesimler damar duvarinda LDL’nin tutulumuna sebep
olur. Lezyon olusumunu baglatan en onemli olay LDL’nin tutulumu ve diger apo-B
iceren lipoproteinlerin matriks bilesenleriyle etkilesimidir. LDL’ye ek olarak, apo-B
iceren diger proteinler, lipoprotein (a) olmak iizere intimada birikebilir ve ateroskleroz
gelistirebilir. Lipoprotein (a), LDL’ye benzeyen bir partikiildiir ve bir disiilfid kopriisii
tarafindan apo-B’ye baglanarak polipeptit igeren apoliprotein (a) olarak adlandirilir.

Lipoprotein (a) fibrinoliz ve diiz kas hiicre biiylimesi lizerine ek etkilere sahiptir

(Grainger ve ark., 1994).

Tutulan lipoprotein partikiilleri damar duvarinin intima tabakasinda birikmeye
baslar. Yapilan c¢alismalarda sikismis olan bu LDL’nin oksidasyon, lipoliz ve
agregasyonu kapsayan modifikasyonlara ugradigi gosterilmistir ve bu tir
modifikasyonlar hem inflamasyona hem de kopiik hiicre olusumuna katkida bulunur.
Erken lezyon olusumu i¢in en 6nemli modifikasyonlardan biri vaskiiler hiicrelerin
oksidatif atiklara maruz kalmasi sebebiyle lipit oksidasyonudur. Béyle modifikasyonlar
baslangigta proinflamatuar aktivitenin sahip oldugu “minimal okside edilmis” LDL
tiirlerinin ortaya ¢ikmasina neden olur. Fakat makrofaj temizleyici reseptorler tarafindan

taninmasi igin yeterli derecede okside olmus olmasi gerekir (Cyrus ve ark., 1999).

1.4.2 inflamasyon

Aterosklerozun inflamasyon siireci monosit ve lenfositlerin arter duvara toplanmasi
seklinde karakterize edilir. Kandan almman Ornekler inflamatuar hiicrelerin o6zellikle
monosit ve makrofajlarin 6nemli bir role sahip oldugunu gostermistir. Vaskiiler
hiicrelerde ve monosit/makrofajlarda yapilan doku kiiltiir ¢aligmalar1 hastaligin
baslangi¢c ve ilerlemesindeki olasi yolaklar1 belirlemistir. Bu ¢aligmalar inflamasyona

aracilik edilmesinde endotelin temel role sahip olduguna dair kanitlar da sunmustur.



Ayrica intima i¢ine monosit alimi ve kopiik hiicre olusumunda oksidatif modifiye LDL

birikiminin 6nemli 6l¢iide katki sagladigi gosterilmistir (Watson ve ark., 1997).

Minimal diizeyde okside LDL adezyon molekiilleri, monosit kemotaktik protein-1
(MCP-1) gibi kemotaktik proteinler ve makrofaj koloni uyarici faktér (M-CSF) gibi
bliylime faktorleri tiretmek icin endotel hiicrelerini uyarir ve intima tabakasina
monositlerin girisine neden olur. Yeterince okside olan LDL, sitokinlerin salinimini
uyarir ve nitrik oksiti (NO) inhibe eder. Okside LDL damar basincinin azalmasi olmak
lizere, bircok anti-aterojenik Ozellikleriyle kimyasal bir aract olan NO iiretimini de
engelleyebilir (Knowles ve ark., 2000). LDL oksitlenmesine ek olarak, hemodinamik
kuvvetler, homosistein seviyeleri, cinsiyet hormonlar1 ve enfeksiyon gibi birkag¢ faktor
biiyiilk olasikla inflamasyonu modiile etmektedir. Diyabet ile endotel reseptorleri
etkilesime gecgerek glikozilasyonun ileri diizey son iirlinlerinin olusumuyla kismen

inflamasyonu arttirabilir (Hofmann ve ark., 1999).

Okside LDL, NO firetiminin engellenmesi saglar ve vazodilatasyonun 6énemli bir
aracisidir. Ayrica endotelyal 16kosit adezyon molekiillerinin (ELAMs) ekspresyonu gibi
diger etkilere sahiptir. Endotelyal hiicre adezyon molekiilleri arasinda intraseliiler
adezyon molekiilii (ICAM-1), P-selektin, E-selektin, trombosit endotel adezyon
molekiilii-1 (PECAM-1) ve vaskiiler hiicre adezyon molekiilii-1 (VCAM-1) 16kositlerin
girisinde 6nemli role sahiptir. Monositler {izerindeki 6nemli adezyon molekiilleri ise 2
integrin, very late antigen-4 (VLA-4) ve PECAM-1dir. Ileri glikozilasyonun son
uriinleri diyabette olugmaktadir ve bunlar EH’leri iizerindeki 0zgiil reseptorler

araciligiyla inflamasyonu tesvik edebilir (Dong ve ark., 1998; Collins ve ark., 2000).

Arter duvarma lokositlerin belirli tiirlerinin, monositlerin ve T hiicrelerinin
girisine adezyon molekiilleri ve kemotaktik faktorler aracilik etmektedir. Kiiltiire edilen
EH’ler okside LDL’ye maruz birakildiktan sonra, monositleri baglamaktadir.
Adezyonda ilk adim, endotel yiizeyi boyunca l6kositlerin “yuvarlanmas1” tizerindeki
karbonhidrat ligandlara baglanabilen selektinlerin araciligiyla olur. P ve E selektin veya
hiicre adezyon molekiilii ICAM-1°den yoksun farelerde yapilan c¢alismalarda,
aterosklerozda adezyon molekiillerinin 6nemli bir rolii oldugunu ortaya c¢ikarmstir.
Endotele monosit ve T hiicrelerinin siki bir sekilde yapismasina endotel ilizerindeki
VCAM-1 ve fibronektinin her ikisiyle etkilesebilen bu hiicrelerin iizerindeki, integrin
VLA-4 aracilik edebilir (Sekil 3). In vitro ve in vivo calismalarin ikisi de bu

etkilesimlerin aterosklerozda bir role sahip oldugunu ileri siirmektedir (Shih ve ark.,



1998). Son olarak, yapilan baska bir ¢alismada monosit kemotaktik protein-1 (MCP-1)
veya reseptorii olan kemokin reseptor tip-2 (CCR2) yoksun farelerde ateroskleroz
lezyonlart onemli bir sekilde azalmistir, MCP-1/CCR2 etkilesimi aterosklerozda
monositlerin toplanmasinda bir role sahip oldugunu isaret etmektedir (Boring ve ark.,

1998; Gu ve ark., 1998).

Sekil 3: Aterosklerozda inflamasyonun Rolii (Lusis, 2000)
1.4.3 Kopiik Hiicre Olusumu

Adezyon molekiilleri araciligr ile monositlerin subendotelyal alana gog¢ii sonrasi
monositler intimada aktif makrofajlara doniisiir. Dolagimdaki monositler arter duvarina
makrofaj formunda gecer ve okside lipid molekiillerini fagosite ederek arteriyal intima
tabakasinda kopiik hiicrelerine doniisiir. Makrofajlar tarafindan koptlik hiicre
olusturulmaya baslamadan 6nce, LDL’nin “biiyiik oranda oksitlenmis” olarak modifiye
edilmesi gerekir. Ateromda reaktif oksijen tiirleri (ROS) ve sfingomiyelinaz (SMase),
salgisal fosfolipaz 2 (SPLA2), diger lipazlar ve miyeloperoksidaz (MPO) etkisiyle
biiyiik dlgiide oksitlenmis kiimelenmis LDL olusturulur (Marathe ve ark., 1999). Okside
edilmis toplanan LDL, SR-A, CD36 ve CD68 gibi makrofaj temizleyici reseptorler
tarafindan taninmaktadir. Temizleyici reseptorler modifiye edilmis lipoproteinlerin
makrofajlarin i¢ine alinmasinda rol oynar (Suzuki ve ark., 1997; Podrez ve ark., 2000).
Bu lipoprotein partikiillerinin makrofaj i¢ine alinmas1 erken aterosklerotik lezyonlarin
karakteristik 6zelligi olan lipid yiiklii makrofajlara veya kopiik hiicrelerin olusmasina
neden olur. (Febbraio ve ark., 2000). Makrofaj yiizeyindeki reseptorlerde down
regiilasyon olmadigindan depolama islemi kopiik hiicresinin apoptozuna kadar devam

eder (Zengin, 2012). Temizleyici reseptorlerin ekspresyonuna timor nekroz faktor-o
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(TNF-0) ve interferon-y (IFN-y) gibi sitokinler aracilik etmektedir (Tontonoz ve ark.,
1998).

1.4.4. Fibroz Plaklar

Risk faktorlerinin devam etmesi halinde plaktaki inflamasyon devam eder ve
subendotelyal birikim giderek artar. Yagh ¢izgiden kompleks lezyona dogru ilerleme
DKH’lerinin arter duvarinin media tabakasindan intima tabakasina dogru hareketi ve
kolojen sentezlemeleri ile olur. Aktive olmus endotelyal hiicreler, T hiicreleri ve kopiik
hiicrelerinden MCP-1 gibi sitokinlerin siirekli salinimi1 aterom plaklar1 i¢inde sadece
inflamasyon ve lipid birikmesine neden olmaz, ayn1 zamanda DKH’leirinin aktivitesine
neden olur. Mediadan gelen DKH’leri intimada g¢ogalarak orta ve ileri lezyonlarin
olugmasina yol agar. Yagl cizgilenmeler baslangicta T lenfositleri ile birlikte kopiik
hiicrelerini igerirken, sonradan olusuma DKH’lerinin katilmasi ile lezyonu liimenden
ayrilan “fibréz kapsiil” olusmaya baslar ve aterosklerotik plakta biiyiimeye neden olur

(Hermasson ve ark., 2010).

Zaman ig¢inde, kronik inflamasyon sonrasinda ‘“‘subendotelyal fibroz plak”
gelismektedir. Fibroz plaklar cogunlukla kolestrol esterleri, DKH ve DKH’si kaynakli
ekstraseliiler matriks birikimi yoluyla gerceklesen ekstraseliiler lipitin artan kitlesi ile
tanimlanmaktadir. Makrofajlar tarafindan salgilanan sitokinler ve biiyiime faktorleri ve
T hiicreleri etkisiyle DKH’leri go¢ ederek hem ¢ogalir hem de ekstraseliiler matriks

sentezleyerek intimal kalinlagsmaya yol agarlar (Libby ve Theroux, 2005).

Son yillarda yapilan ¢alismalar CD40’1n ligandi CD40L ile etkilesimi ilerlemis
lezyonlarin gelisimine onemli katki sagladigi gosterilmistir. Bu etkilesim T ve B
hiicrelerini igeren Onemli immiin reaksiyonlar i¢in gerekli ilk yapi olarak kabul
edilmektedir. CD40 ve CD40L’nin katilim1 inflamatuar sitokinlerin, matriks degrade
edici proteazlarin ve adezyon molekiillerinin iiretimiyle sonuglanir. CD40 ve ligandi
CDA40L’nin etkilesimi T lenfositlerini ve inflamasyonu, DKH biiyiimesini ve matriks
birikimini ve IFN-y gibi sitokinleri ifade etmek igin makrofajlari uyarir. Intimal
DKH’leri ekstraseliiler matriks salgilar ve bir “fibroz baslik” olusumuna yol acar (Fyfe

ve ark., 1994; Schonbeck ve ark., 2000).

Yiiksek homosistein, hipertansiyon ve hormonlar gibi ¢esitli risk faktorleri fibroz
lezyonlarin gelisimine katki saglamaktadir. Yiiksek homosistein seviyesi EH’ne zarar

verdigi ve vaskiiler DKH proliferasyonunu uyardig: yapilan ¢aligmalarda goriilmektedir.

11



Risk faktorlerinden artan homosistein seviyesi ve anjiotensin II (ACE etkisiyle
araciligiyla Ttretilen anjiotensinin-doniistiirici enzim) olmak iizere DKH’lerinin
migrasyonunu ve proliferasyonunu uyarir (Negoro ve ark., 1995; Gerhard ve Duell,
1999).

1.4.5 ilerlemis Lezyonlar ve Trombozis

Aktive olmus makrofajlardan salinan IL-18, TNFa ve T lenfositlerden salinan INF- y
sinerjistik etki gostererek DKH’lerinin 6liimiine ve ekstraselliiler matriksin azalmasina
neden olur. Bir yandan yikimin artmasi diger yandan yapimin azalmasi ile fibréz kapsiil
zayiflar ve en sonunda ¢atlar. Fibr6z bashgi hasarlanmis plakta prokoagiilan maddeler
kan elemanlar1 ve pihtilasma faktorleri ile karsilagip trombiis olusumunu tetikler.
Aterosklerotik plagin kirilip yirtilmasi, fibroz kapsiildeki makrofajlarin artisi, VDKH
apoptozundaki artis ve fibroz kapsiildeki VDKH azalisi ile iliskilidir (Zengin, 2012).
Ayrica DKH’lerinin apoptozisi kapsiilii zayiflatmakta ve plak riiptiiriine yardimci

olmaktadir (Enar, 2006).

fleri donemde aterosklerotik plagm fissiirii veya reptiirine bagli olarak
trombojenik faktorlerin acgiga ¢ikmasiyla trombiisiin de katildigi “komplike lezyon”
geligir. Riiptiire olan plakta endotel devamliligi bozulunca trombojenik kor ile kan
temasa gecer, trombiis olusur ve damar tikanir (Lusis, 2000) Plakta inflamasyon ne
kadar fazla ise yikim o kadar fazladir (Sekil 4a). Inflamatuar hiicrelerin saldig1 ¢esitli
aracilar, plazminojen ve matriks metalloproteazlart (MMP) fibr6z catiyr zayiflatarak
riiptiire zemin hazirlar. Bir kere fibroz ortii zayiflayinca plak akut trombotik
komplikasyonlara yol agan par¢alanmaya duyarli hale gelir. Son zamanlarda bolgedeki
mast hiicrelerinin de giiglii proteolitik enzimler saldig1 belirlenmistir. Fibréz ¢atinin
giiciinii kollajen saglar. MMP’ler 23 farkli proteinazdan olusur ve temel etkileri kolojen,
elastin ve proteoglikanlar1 degrade edip fibroz catiyr yikmaktir. MMP’ler ayn1 zamanda

trombositleri de aktive eder (Segers ve ark., 2007; Tokgozoglu, 2009).

Plaklar luminal yiizeyde kalsifikasyon ve kan damar duvarlarinin mediasindan
lezyonun i¢ine dogru biiyliyen kiiciik damarlarin kanamasiyla giderek daha karmasik
hale gelebilir. ilerlemis kararli aterosklerotik plaklarin olusumunun ortak &zelligi
kalsifikasyon ve neovaskiilarizasyondur. Intimal kalsifikasyon, perisit benzeri

hiicrelerin matriks yapisi salgiladigi daha sonra kireg haline gelen aktif bir islemdir ve
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kemik olusumuna benzer (Sekil 4b.) Bu islem oksisteroller ve sitokinler tarafindan

diizenlenir (Moultan ve Folkman, 1999).

Sekil 4a: Trombus olusumu  4b: Kalsifikasyon Olusumu (Hannson, 2005)

1.5 Internal Mammarian Arter Dokusunun Ozellikleri ve Bypass Cerrahisinde

Tercih Edilme Sebepleri

Koroner arter bypass greft cerrahisi ileri koroner arter hastaligi tedavisinde standart
olarak uygulanan tedavi yontemidir (Flohr, 2004). Arteriyel greft ve vendz greft olmak
tizere iki ayr1 greft tipi bulunmaktadir. En sik kullanilan arteriyel greftler; internal
mammarian arter (IMA), radial arter, sag gastroepiploik arter ve inferior epigastrik
arterdir. Arteriyel greftlerin, venoz greftlere oranla plak gelisimine ve okliizyona daha
direngli olmasina ragmen, venoz greftler daha kolay temin edilebilmesi nedeni ile daha
sik olarak kullanilmaktadir. En sik kullanilan vendz greftler ise safen ven greftleridir
(Cox ve ark., 1991).

IMA greftleri, aterosklerotik degisikliklere direngli olmasindan dolayr yiiksek
oranda bypass cerrahisinde kullanima sahip greftlerdir. Bu greftlerin duvarlarinda
internal elastik lamina bulunmasi ve adventisyalarinda vazo vazorumlarin bulunmamasi
nedeniyle intimal hiperplazi ve selliiler migrasyona kars1 direnglidir (Motwani ve Topol,
1998). Ayrica media tabakasinda daha az oranda muskiiler hiicre bulunmasi ve bu
tabakanin ince olmast nedeniyle vazokonstriksiyona egilim azdir. Endotelyum
tarafindan sentezlenen trombosit inhibitorleri (prostaglandinler) ve vazodilatorler (nitrik
oksit) ateroskleroza karsi direng olusumuna katkida bulunurlar. Bu nedenlerden dolay1

IMA greftleri, safen ven greftlerine oranla daha avantajlidir (Douglas, 1994).
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Tiirkiye Yiiksek ihtisas Hastanesi Kardiyovaskiiler Cerrahi Kliniginde ilk arteriel
greft kullanim1 1982 yilinda IMA ile gerceklestirilmistir. O tarihten itibaren arteriel
greft kullanimi giderek artmis ve son 4 yilda %90’ ilizerinde bir degere ulasmistir

(Tezcaner ve ark., 1992).

Son yillarda IMA ve diger greftler iizerinde yapilan histopatolojik, anjiyografik ve
Doppler ultrasonografik cesitli ¢alismalar IMA greftlerinin bugiin igin koroner arter
bypass cerrahisinde ideale en yakin greft oldugunu belirlemistir (Yazicioglu ve ark.,
1999). IMA’larin en 6nemli 6zelligi insandaki elastik yapili tek periferik arterdir ve

ateroskleroza kars1 dayaniklidir (Van Son ve ark., 1993).

1.6 Aterosklerozda Risk Faktorleri

Son 50 yilda yapilan epidemiyolojik ¢alismalar aterosklerozun olusmasina katki
saglayan bir¢ok risk faktoriinii ortaya gikarmistir Tablo 1°de verilen risk faktorlerinin
ateroskleroz gelisiminde 6nemli rolii vardir (Sonel, 2002). Bunlar genetik kaynakli ve
biiylik 6lciide cevresel faktorler olarak gruplandirilabilir. Hastaliga gotiiren nedenler
arastirildiginda plazma lipoproteinlerinin farkli miktarlar1 karsilastirilmis ve hastaligin
cogu formunun ortaya ¢ikmasinda bir 6n kosul olarak aterojenik lipoproteinlerin yiliksek
diizeylerinin birincil 6neme sahip oldugu goriilmistir (Mehrabian ve ark., 1998).
Cinsiyet ve lipoprotein diizeyi disinda genetik olarak ise, her bir genetik risk faktorii
coklu genleri igerir. Benzer gevresel kosullar altinda tutulan hayvanlarda yapilan
genetik karsilastirmalarda bu karmasiklik agik bir sekilde goriilebilir. Ornegin,
kemirgenlerde lipoprotein diizeyine viicut yagi ve diger risk faktorlerinin katildig
genetik lokus icinde cok sayida calisma ortaya cikarilmistir. Boylece, sagliksiz bir
ortam, genetik yatkinligin bilesiminden koroner kalp hastaliklarinin sik goriilen formlar
ortaya ¢ikmis ve yasamimizda artmistir. Karmasikligin diger bir diizeyi risk faktorleri
arasindaki etkilesimi icerir. Ornegin, koroner kalp hastaligi {izerindeki hipertansiyon
etkisi kolestrol diizeyi yiiksek oldugunda biiyiik 6l¢iide artmaktadir (Goldbourt ve
Neufeld, 1988; Smithies ve Maeda, 1995; Mehrabian ve ark., 1998).
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Tablo 1: Aterosklerozda Risk Faktorleri (Sonel, 2002)

Ateroskleroz Risk Faktorleri

Sabit Faktorler Modifiye Edilebilen
Yas Sigara
Aile Hikayesi Hipertansiyon
Etnik Koken Hiperlipidemi
Cinsiyet Diyabet

Obesite

Stress, Depresyon

1.7 Aterosklerozda Epigenetik Faktorlerin Rolii

Ateroskleroz c¢esitli aracilarin gen ekspresyonunu degistirdigi inflamasyon olaylar1 ve
epigenetik degisiklikleri iceren patolojik mekanizmalar yoluyla olusan immun-
inflamatuar bir hastaliktir (Wierda ve ark., 2010). Niikleer diizeyde DNA ve histonlarin
metilasyon-asetilasyon modifikasyonu degisikliklerini igeren epigenetik olaylar, diyet,
cevresel faktorler ve yasam tarzinin gen ifadesinde hatalara nasil yol acabilecegini
aciklar. Genlerin baskilanmasi ve ifade edilmesi ile ilgili biyolojik olaylar DNA ve
histonlarin sirasiyla metilasyon ve asetilasyon durumlarina dayanmaktadir. Hipermetile
bir gen ifade edilemez. Asetillenmis histonlar ise gen transkripsiyonunu saglamak icin
heterokromatinin (yogun) okromatine (gevsek veya acik) gecisine izin verir. Epigenetik
degisiklikler kisilerin yasami boyunca siirebilir ve hatta sonraki nesillere aktarilabilir.
Son yillarda yapilan c¢alismalarda aterosklerozun baslamasina ve ilerlemesine katilan
patofizyolojik olaylar arasinda DNA metilasyonunun yani sira, epigenetik

diizenleyiciler olarak kodlanmayan RNA’lar tanimlanmistir (Hamilton, 2011).

Son yirmi yildir RNA’larin protein kodlama gorevlerinden daha ¢ok hiicresel
fonksiyonlar igin temel diizenleyici olarak aldiklar1 gérevler énem kazanmistir. Insan
genom projesinin ortaya ¢ikardigi verilere gore insan genomunun ~ %2’si protein
kodlayan genlerden olusurken transkripsiyonel aktivitenin ~ %98’ kodlama yapmayan
genlerden olusmaktadir Protein olarak kodlanmayan bu RNA’lar1 olusturan genler
kodlanmayan RNA’lar (ncRNA) olarak adlandirilir. ncRNA’lar genis bir siifa sahiptir
ve transkript uzunluguna gore kisa ve uzun kodlanmayan RNA’lar seklinde
smiflandirilir. (Guttman ve Rinn, 2012). Bu ncRNA’lar genomik DNA boyunca
serpistirilmistir. ncRNA’lar epigenetik isaretler olarak kabul edilir ¢linkii ncRNA’lar
niikleotid dizisi veya DNA kopya sayisindaki degisiklikleri icermeyen gen
ekspresyonunun kontroliine katilir (Storino ve ark, 2015). ncRNA’lar DNA molekiilii

tizerinde degisiklikler olusturmaz, bunlar hedef mRNA’lara baglanarak post
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trasnskripsiyonel gen ekspresyonunun kontroliinden sorumludur. Bu yolla, ncRNA’lar
transkripsiyonu tesvik eder, indirger veya inhibe eder. Bdylece pek c¢ok hiicresel
fonksiyonun kontrolii ncRNA’lara baghdir. Ayrica ncRNA’lar kardiyovaskiiler sistem
de dahil olmak iizere insan patolojisinde 6nemli oyuncular olarak ortaya ¢ikmaktadir

(Storino ve ark., 2015).

Insan proteinlerini kodlayan genlerin %60 kadarmimn  trankripsiyonunu
yonlendirilen ve miikemmel bir sekilde diizenlenmesinden sorumlu olan en iyi ¢alisilan
ve karakterize edilen kisa kodlanmayan RNA’lardir (mikroRNA). Giiniimiizde,
5000’den fazla insan mikroRNA’s1 tanimlanmistir. Son yillarda KVH’larda 6nemli rol
oynayan mikroRNA’lar sadece farkli kardiyovaskiiler fenotiplerin patogeneziyle iligkili
molekiil olarak degil, ayni zamanda akut miyokardiyal enfarktiis, KVH’lar ve kalp
yetmezliginde potansiyel biyomarker olarak belirlenmistir (Liang ve ark., 2007,
Kozomara ve Griffiths, 2011). ncRNA’larin diger bir sinifi ise yakin zamanda
kesfedilen uzun kodlamayan RNA’lardir (IncRNA).

1.7.1 Uzun Kodlanmayan RNA’lar

IncRNA’lar protein kodlama fonksiyonu olmayan 200 nt den biiylik transkriptlerdir
(Batista ve Chang, 2013). IncRNA’lar insan gelisiminde ve hastaliklardaki onemli
fonksiyonlartyla epigenetik diizenleyiciler olarak ortaya ¢ikmistir. Son yillarda yapilan
calismalarda IncRNA’larin bir¢ok biyolojik islemden sorumlu oldugu gosterilmistir.
Memeli genomunda yaklasik 8000 IncRNA tanimlanmustir (Alberts ve ark, 2014). Cogu
IncRNA RNA polimeraz II tarafindan transkribe edilir ve 5° cap ve poly-A kuyruklarina

sahiptir ve birgok durumda kirpilmaya ugrarlar (Derrien ve ark, 2012).

IncRNA’larin ¢esitli fonksiyonlari sayesinde kusursuz sekilde g¢alisan 6nemli
molekiiler mekanizmalar1 vardir. Wang ve Chang IncRNA’lar1  molekiiler

mekanizmalarina bagh olarak dort kategoride siniflandirmistir (Wang ve Chang, 2011).

1-Sinyal IncRNA’lar, IncRNA’larin transkripsiyonu, zamansal ve mekansal
kisitlamas1 sebebiyle hiicresel veya belirli uyaranlara bir yanit olarak molekiiler
sinyaller seklinde gorev yapar. Bu IncRNA’larin kromatin ve kromatin toplayici
mekanizmalarla etkilesimi sayesinde ¢ok sayida genin transkripsiyonel susturulmasina

aracilik eder.

2-Decoy (Tuzak) IncRNA’lar proteinlere baglanarak ve protein uzaklastirici
stinger etkisiyle, transkripsiyon faktorleri veya kromatin modifiye edicileri uzaklastirir,

transkriptom icinde biiyiik degisikliklere neden olur.
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3-Guide (Rehber) IncRNA’lar molekiiler saperonlar olarak hareket ederek,
belirli kromatin hedeflerine riboniikleoproteinleri yerlestirir. Bu aktivite komsu genlerin

cis- veya uzakta bulunan genlerin trans- ifadelerinde degisikliklere neden olabilir.

4-Scaffold (Iskele) IncRNA’lar birgok domaine sahiptir ve bdylece bu
IncRNA’lar transkripsiyonel aktivasyon veya baskilama gibi fonksiyonlar1 sayesinde
kompleks formlar olusturmak i¢in ¢esitli proteinlere baglanir. Boylece, IncRNA’lar

fonksiyonel protein kompleks formu olusturmak i¢in bir adaptor olarak gorev yapar.

IncRNA’lar DNA dahil olmak tizere diger RNA tiirleri, proteinler ve hiicre i¢inde
mevcut olan makromolekiillerin timiiyle etkilesebilir. IncRNA’lar iizerindeki baz
eslesmesi gerceklestiren tamamlayici alanlari, mRNA, mikroRNA ve hatta IncRNA’lar1
tanimasi ve baglanmasi i¢in izin verir ve bunlarin diizenlenmesi igin son derece 6zgiil
sensorler olarak hareket eder. Protein baglayict alanlari ise IncRNA’larin farkli
fonksiyonlartyla riboniikleoprotein partikiilleri lireterek proteinler ile etkilesmesine izin
verir. Dahasi, IncRNA’larin aktivite yetenegi sayesinde konformasyon degistirmesi i¢in
bir dig sinyal tarafindan aktive edilerek veya baskilanarak miikemmel diizenleyici
makineler haline getirir (Liang ve ark, 2011). IncRNA’larin katlanma kapasiteleri
sayesinde, baglama alanlar1 olusur ve allosterik degisime ugrama yetenegi sayesinde ¢ift
sarmal, sa¢ tokas1 yapisi, ¢ikinti ve pseudoknots gibi termodinamik olarak kararl ikincil
yapilar meydana gelir; bu da kompleks bir yapi olusturarak st diizey tigiinciil
etkilesimler haline dontisiir. IncRNA’larin yiliksek katlanma enerjisine sahip olmalar
mRNA’lardan ayirt edilmesini saglar (Guttman ve Rinn, 2012; Mercer ve Mattick,
2013).

1.7.2 Uzun Kodlanmayan RNA’lar ve Ateroskleroz

INCRNA’lar mRNA’lar gibi promotor yapilara sahiptir ve yaygin bir sekilde genom
boyunca ifade edilmistir. Son zamanlarda IncRNA’lar gen ekspresyonunda 6nemli
diizenleyiciler olarak ortaya ¢ikmistir. Ornegin, IncRNA’lar cis- olusumunda komsu
genleri diizenleyebilir veya IncRNA’lar ile yakin konumlanmayan genlerin
ekspresyonunun diizenlendigi trans- hareketin olusumunda islev goérebilir. IncRNA’lar
Ozellikle KVH’larin baglamasi ve gelisiminde 6nemli rol oynar (Young ve Ponting,
2013). IncRNA’lar transkriptomun epigenetik programini etkileyen ve kromatin
modifikasyonu diizenleyen molekiiler iskele araci olarak islev goérerek hastalilarla
iligkili genlerin ekspresyonunu kontrol edebilir (Kaikkonen ve ark., 2011). Hatta,

IncRNA’lar gen ekspresyonunun kontroliinde mikroRNA’lar ile etkileserek endojen
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miR siingerler gibi hareket edebilir ve biyolojik islemlerde aktif bir sekilde yer alabilir.
Ornegin, kalp gelisimi sirasinda kok hiicre farklilasmasini uyarmak igin gen
aktivasyonuna veya baskilanmasina neden olan Braveheart adli IncRNA gosterilmigtir
(Klattenhoff ve ark., 2013; Wang ve ark., 2014).

Kardiyogenez, memelilerde miikemmel bir gen ekspresyonu gerektirir ve canli
dogumlar1 arasinda en yaygin hata olan yanlis transkripsiyonel diizenlenme dogustan
gelen kalp hastaliginin temelini olusturur (Hao ve ark., 2016). Benzer sekilde,
ateroskleroz gibi bir¢ok yetiskin kalp hastalig1 transkripsiyonel degisiklikleri icerir ve
bazen de gelisimsel temele sahiptir. Son yapilan ¢alismalar gostermistir ki IncRNA’lar
memelilerin kardiyogenez ve genetik kaynakli kalp hastaliklarinda hem de cevresel
faktorler araciligiyla sonradan olusan kalp hastaliklarinin diizenlenmesinde Onemli

faktorler olarak ortaya ¢ikmaktadir (Olson, 2006; Matkovich ve ark, 2014).

Birgok IncRNA, kardiyogenez sirasinda hiicre tipine 0zgii sekilde ifade
olmaktadir. Epigenetik diizenlenme yoluyla gelisim sirasindaki gen ekspresyon
profilinde IncRNA Braveheart (Bvht) ve Foxfl Adjacent Non-coding Development
Regulatory RNA (FENDRR) goriiniirken, kardiyovaskiiler gelisiminin ayrintili
tanimlanabilmesi farkli IncRNA’larin da katki sundugu diistiniilmektedir. IncRNA’larin
ifadesi hiicre tipine 6zel olarak diizenlenir ve ateroskleroz gibi kalp hastaliklarinin

olugsmasiyla ekspresyon degisiklikleri gozlenebilir (Viereck ve ark, 2015).

Bu ¢alismada plak gelisiminde 6nemli IncRNA’lar oldugunu diisiindiigiimiiz
FENDRR ve Large Intergenic Non-coding RNA-p21 (lincRNA-p21) calisildigindan bu
iki RNA’nin 6zelliklerinden ayrintili bahsedecegiz.

1.7.3 FENDRR

Memeli kalp gelisimi transkripsiyonel olaylarin miikemmel sekilde kontroliinii gerektiren
sitki bir diizenlenmedir. Bu yiizden transkripsiyonel islemlerin bozulmasi kalp
hastaliklarinin belli formlariin temelini olusturur (Srivastava, 2006; Bruneau, 2008).
Ayn1 zamanda kalp gelisimi cesitli hiicre tiplerinin es zamanl farklilagsmasina baghdir.
Bu, kompleks bir yapr i¢inde organize olmayi1 gerektirir. (Srivastava, 2006) Uzun
kodlamayan transkriptler yiiksek seviyede diizenleyici islemlere katkida bulunur.
Tiirlerin ¢cogunda kalbin ilk olusumu yiiksek oranda korunmus olan ¢ekirdek kardiyak
transkripsiyon aginin uyumlu ekspresyonu ile kurulur (Olson, 2006; McCulley ve Black,
2012). Son zamanlarda binlerce IncRNA ve organizmalar arasinda dokuya Ozel

ekspresyonlar tanimlanmistir. Bu transkriptlerin, kardiyak gelisiminde yeni bir
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diizenleyici molekiil olabilecegi gosterilmistir (Johanna ve Laurie, 2013). IncRNA’larin
fonksiyonlar1 6nemli farkliliklar gosterir, bu memeli kalp gelisiminde daha kompleks
yapilarin olugmasini saglar. Son zamanlarda IncRNA FENDRR kalbin lateral mezoderm
gelisiminde potansiyel bir diizenleyici olarak, tespit edilmigtir. Lateral mezoderm kalp ve
ventral viicut duvar1 yapilanmasia yol acar. FENDRR, mezodermin baslangi¢ lateral
ylizeyine 6zgilin ifade olur ve bu dokunun kalpte ve viicut duvarinda dogru gelisimi i¢in
gereklidir. Fareler iizerinde yapilan ¢aligmalarda, FENDRR yoklugu fare embriyolarinin
Olimiiyle sonuglanmig ve embriyolarda agik ventral viicut duvart hasari, hipolastik

ventrikiiler ve bozulmus kalp fonksiyonu goriintiilenmistir (Grote ve ark, 2013).

FENDRR, GATA-6, Nkx2-5, FoxF1, TBX3, IRX3, ve PITX2 gibi 6nemli
transkripsiyon faktorlerinin ifadelerini gen promotdrlarinin epigenetik profilini kontrol
ederek diizenler. FENDRR, Polycomb baskilayict kompleks 2 (PRC2) bilesenleri ile hem
de Trithorax grup (Trx6/MLL) kompleksin bir elemani olan WDRS5 ile etkilesim
halindedir ve mezoderme 6zel genleri diizenlemektedir. FENDRR ya PRC2 ya da
TrxG/MLL protein kompleksine baglanarak sirasiyla histon 3’tin lizin 27’de
trimetilasyonunu (H3K27me3) ve histon 3’iin lizin 4’de trimetilasyonunu (H3K4me3)
indiikler (Sekil 5). Bu IncRNA-protein iligkisi 6zgiil genlerin promotdrlarini hedefler.
(Grote ve ark, 2013; Papait ve ark, 2013) FENDRR, gelisim sirasinda 6nemli genleri
baskilayict ve aktive edici isaretler arasindaki dengeyi diizenler. FENDRR genine yakin
olan Foxfla, mezoderm olusumunda yer alan bir gendir. FENDRR’in insan kalp
gelisiminde koruyucu rolii oldugu diisiiniilmektedir. Bir¢ok kromatin modifikasyon
kompleksi ile FENDRR etkilesimi IncRNA biyolojisinde yeni ortaya ¢ikan bir gelisme
olarak goriilmektedir (Xu ve ark, 2014).
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Sekil 5: FENDRR’in PRC2 ve Trx/MLL Proteinlerine Baglanma Mekanizmasi (Thum
ve Condorelli, 2015)

1.7.4 lincRNA-p21

Yaklagik 3 kb.’lik bir transkript olan lincRNA-p21, hiicre dongiisii regiilator geni
CDKNI1A’nin (p21) yakinda yer alir. Baslangigta lincRNA-p21, p53’in direkt bir
transkripsiyon hedefi olarak tanimlanmistir. lincRNA-p21 p53 yolaginda fonksiyonel
bir bilegen olarak goriiniir ve p53’iin transkripsiyonel yanitinda kritik rol oynar. Fiziksel
bir yol ile, p53’iin baskilayici bir kompleks ile etkilesimi bir¢ok p53 hedef genini asagi
yonde diizenler (Huarte ve ark., 2010).

p53, hiicre dongiisii ve apoptoz kontroliinde gerekli bir molekiildiir ve ayni
zamanda aterosklerozda ©Onemli bir rol oynar. p53’lin inaktivasyonu aterosleroz
gelisimini harekete gecirir (Mercer ve ark., 2005; Mercer ve Bennett, 2006). p300 ve
Mouse double minute 2 (MDM?2) igeren bir kompleks ag1 p53’i diizenler. p300, p53
asetilaz aktiviteyi artiran bir asetiltransferazdir (Gu ve Roeder, 1997; Liu ve ark., 1999).
MDM?2 ise, bir E3 ubiquitin-protein ligazdir ve ubiquitinin proteozom yolu araciligtyla
p53’i degrade eder (Momand ve ark., 1992). MDM2 hem de p300’tin p53 ile
etkilesmesini engelleyerek, p53 asetilasyonunu inhibe eder ve p53 aktivitesini disiiriir
(Sekil 6).

lincRNA-p21 ekspresyonunun koroner arter hastaligi ile iligkili olup olmadigini

belirlemek i¢in, yapilan bir ¢calismada farelerde aterosklerotik lezyon gelistirilmistir ve
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hiicrenin ¢ogalmast ve apoptozunda lincRNA-p21 oOnemli bir diizenleyici olarak
tamimlanmustir. lincRNA-p21’in ekspresyonu ateroskleroz sebebiyle ApoE-/- (eksik)
fare ve insan modelindeki aterosklerotik plaklarda azalmaktadir. Endojen lincRNA-p21
azalmasi yarali karotis arterlerde neontima olusumunu hizlandirmistir. lincRNA-p21’in
dogrudan MDM2’ye baglandig, p53-MDM2 etkilesimini azalttigit ve p53-p300
etkilesimi artirdigt bulunmustur. Sonug¢ olarak, p53’lin transkripsyon aktivitesi
artmaktadir. Aterosklerotik lezyon gelisiminde ise lincRNA-p21°in ifadesinin azalmasi

p53°lin baskilanmasina neden olur (Wu ve ark., 2014).

lincRNAp-21

Sekil 6: lincRNA-p21’in MDM2 ve p300 Molekiilleri Uzerinden p53 Kontrol
Mekanizmast (Wu ve ark., 2014)
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2. MATERYAL METOD

2.1 Orneklerin Toplanmasi ve Saklanmasi

2.1.1 Doku Orneklerinin Toplanmasi

Tez calismas1 kapsaminda Sivas ili ve ¢evresinde yasayan ateroskleroz hastalik teshisi
konmus ve by pass ameliyat1 yapilan hastalardan alinan koroner arter ve IMA dokular
topland1. Aterosklerotik plak gelisen koroner arter dokusu ve plak gelismeyen IMA
dokusuna ait ornekler ile hasta ve kontrol grubu olusturuldu. Doku &6rnekleri 2015 ve
2016 yil1 igerisinde Cumhuriyet Universitesi Tip Fakiiltesi Kalp Damar Cerrahisi’nde
almmistir. Alinan doku pargalart hemen RNA later (dokuda RNA koruyucu) (Qiagen,
Cat No./ID: 76104) i¢ine konulup izolasyon islemi yapilana kadar -80°C” de saklandh.
Proje kapsaminda 20 adet koroner arter dokusu, 20 adet IMA dokusu toplandh.

2.1.2 Kan Orneklerinin Toplanmasi

Tez calismast kapsaminda Sivas ili ve ¢evresinde yasayan koroner anjiyografi yapilan
anjiyo sonucu damar tikanikligi %50 ve altinda ¢ikan kontrol grubunu olusturan
bireylerden (n=44) ve Kalp Damar Cerrahisi-Kardiyoloji Anabilim dallar1 tarafindan
ateroskleroz hastaligi kesin tanisi konmus hasta grubunu olusturan bireylerden (n=44)
kan ornekleri toplandi. Kan ornekleri i¢inde 6zel bir sivi bulunan PAXgene tiiplerine

(BD, Cat No: 762165) almnip izolasyon islemi baslayincaya kadar -80°C’de saklandu.

2.2. Total RNA izolasyonu

2.2.1 Dokudan RNA izolasyonu

Doku o6rnekleri toplandiktan sonra RNA izolasyon asamasina gecildi. Dokular RNA
later sivisindan uzaklastirildiktan sonra steril bisturi ile pargalandi ve 20-30 mg olacak
sekilde hassas terazide tartildi. Tartilan 6rnekler ilk olarak sivi azotta pargalandi daha
sonra Ornek tizerine 700 ul Qiazol Reagent (ThermoFisher, Cat No: 15596026) eklenip
oda sicakliginda 5 dakika inkiibe edildi. Sonrasinda dokular homojenize edilmek iizere
MagNa Lyser Green Beads (Roche, Cat No: 03358941001) tiiplerine alindi. MagNA
Lyser (Roche) homojenizatorii kullanilarak 7000 rpm’ de 30 saniye boyunca
homojenizasyon islemi yapildi. Homojenizasyon islemi dokunun durumuna goére 2-3
kez tekrarlandi. Tekrarlama asamalarinda tiipler homojenizatdorden ¢ikarilip buz

tizerinde en az 1 dakika bekletildi. Tam bir homojenizasyon saglandiktan sonra

22



“miRNeasy Mini Kit” (Qiagen, Cat No: 217004) protokoliine uygun olarak dokudan

RNA izolasyonu gerceklestirildi.

1.

© © N o

11.

Homojenat igeren tiipe 140 pl kloroform eklenir. Tiip 15 sn g¢alkalanir (Faz
ayrimi gerceklesir).

Homojenat 2-3 dakika oda sicakliginda bekletilir.

Homojenat 12000 g’ de +4C’ de 15 dakika santrifiij edilir. Bu santrifiijden sonra
santrifiij sicaklig1 oda sicakligina ¢ikarilir (santrifiijden sonra 3 faz goriiliir; Ust
faz (renksiz faz ve RNA igeren sivi fazi), ara faz ve organik faz. En iist siv1 faz
yaklasik 350 pl olmalidir.

Yeni bir toplama tiipiine en iist sivi faz transfer edilir. Uzerine 1.5 hacim
(vaklasik 525 pl) %100 etanol eklenir, siddetli bir sekilde ¢alkalanir. Santrifij
edilmez.

700 pl ornek 2 ml’ lik toplama tiipiine yerlestirilmis RNeasy mini kolona
eklenir. 8000g’ de (>10.000 rpm) 15 sn oda sicakliginda santrifiij edilir. Atik
dokiiliir.

Kalan 6rnek yine ayni kolan eklenir 9. Adimdaki gibi tekrarlanir. Atik dokdiliir.
700 ul Buffer RWT kolona eklenir. 8000 g’ de 15 sn santrifiij edilir.

500 pl Buffer RPE eklenir. 15 sn 8000 g’ de santrifiij edilir. Atik dokiiliir.

500 pl Buffer RPE eklenir. 2 dak. 8000g” de santrifiij edilir.

. Opsiyonel: RNeasy Mini kolonu yeni bir 2 ml’ lik toplama tiipiine yerlestirilir ve

full hizda 1 dak. Santrifiij edilir.
RNeasy mini kolonu 1.5ml’ lik toplama tiipiine yerlestirilir ve tizerine 30-50 ul

RNaz free su eklenir 1 dakika 8000g’ de santrifiij edilir.

2.2.2 Kandan RNA izolasyonu

Kandan RNA izolasyonu i¢in modifiye bir izolasyon yontemi gelistirildi. Oncelikle

serum

ayirma islemi gergeklestirildi. Bunun i¢in PAXgene tiipiinde saklanan kan

ornekleri agamali santrifiij islemlerinden gegirildi. Ilk olarak 1000 pl kan 6rnegi 4500g

de +4°C’ de 10 dakika santrifiij edilip iist faz yeni bir toplama tiipiine alindi, daha sonra

16000g’ de +4°C’ de 10 dakika santrifiij edildi ve iist faz yeni bir toplama tiipiine alindu.

Cikan iist faza 1200 pl Qiazol Reagent eklenip 5 dk oda sicakliginda inkiibe edildikten

sonra “miRNeasy Serum/Plasma Kit” (Qiagen Cat No/ID: 217184) protokoliine uygun

olarak RNA izolasyonu gergeklestirildi. Serum ve Qiazol Reagent karigimi tizerine, 400

23



ul kloroform eklendi 15 sn karistirildi. 2 dk oda sicakliginda inkiibasyonun ardindan
12000 g‘de 15 dk +4°C*de santrifiij yapildi. Ust faz yeni bir tiipe almip 1,5 hacim %100
etanol eklenip pipetaj yapildi ve 700 pl 6rnek 2 ml‘lik tiiplere yerlestirilmis miRNeasy
mini kolona yiiklendi. Oda sicakliginda 15 sn 11000 g‘de santrifiij yapilip atik dokiildii.
Ornegin artan kismi igin ayn1 islem tekrarlandi. Atik dokiildiikten sonra kolona 700 ul
Buffer RWT eklenip oda sicakliginda 15 sn 11000 g‘de santriflij yapildi. Atik dokiiliip
500 pl Buffer RPE eklendi ve oda sicakliginda 15 sn 11000 g‘de santrifiij yapildi Atik
dokiiliip 500 pl %80°lik etanol eklendi ve oda sicakliginda bu defa 2 dk 11000 g‘de
santrifiij yapildi. Toplama tiipii atilip kolon yeni bir toplama tiipiine alindi. Kapagi agik
olarak kurutma amaciyla en yiiksek hizda 5 dk santrifiij yapilip toplama tiipii
degistirildi. Yeni 1,5 ml‘lik ependorf tiiplere alinan kolana 14 pl RNase igermeyen su
eklendi ve 1 dk en yiiksek devirde santrifiij islemi gergeklestirildi. Elde edilen 6rnekler
bir sonraki asamaya kadar -20°C*de saklandi.

2.3. RNA Konsatrasyonu ve Safhigimin Olgiilmesi

[zolasyonu yapilan tiim RNA 6rneklerinin konsantrasyonu Qubit™ 3.0 Fluorometer ile

ol¢iildii. 50 ng/ul ve daha iistii ¢ikan &rnekler bir sonraki asama igin -80 °C’ de saklandh.

2.4. Komplementer DNA (cDNA) Sentezi
RNA orneklerinden ters transkripsiyon, “HyperScript First Strand cDNA Synthesis Kit”
(GeneAll) kullanilarak agagidaki protokole gore yapildi.

Orneklerin RNA konsantrasyonlar1 80 ng/ul esitlendi ve reaksiyon iki asamada
gergeklestirildi.

* 1. Asama: Asagidaki verilen reaksiyon karigimi PCR tiipii igerisinde Tablo 2’ye
gore hazirlandi. 65 °C’de 5 dak inkiibe edildi. Sonra 1 dak. buz iizerinde bekletildi.

Tablo 2: cDNA Reaksiyon Bilegenleri

oligo dT + Random hexamer 0,5 ul+0,5 pl
DNTP 1 ul

RNA 2 ul

RNAaz free su 10 pl
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» 2. Asama: Birinci asamadaki reaksiyon bilesenleri iizerine her bir 6rnek i¢in
ayr1 ayr1 olmak tlizere asagidaki Tablo 3’de verilen reaksiyon bilesenleri eklendi. 55

°C’de 1 saat, 85 °C’de 5 dak. PCR kosullarina gore reaksiyon gergeklestirildi.

Tablo 3: cDNA Reaksiyon Bilesenleri

10x RTase reaction buffer 2 ul
0,1 MDDT 2l
HyperScript™ Reverse Transcriptase 1yl
(200 U/ pul)

ZymAIlI™ RNase inhibitor 1l

2.5 Gercek Zamanh Kantitatif Polimeraz Zincir Reaksiyonu (QRT-PCR)

IncRNA’larin doku ve kanlardaki ifade seviyeleri ger¢ek zamanl kantitatif polimeraz
zincir reaksiyonu ile analiz edildi. Analiz laboratuarda bulunan “LightCyler 480 RT-
PCR” (Roche) cihazi ile “Fast-Plus EvaGreen® Master Mix” (Biotium) kiti kullanilarak
Tablo 4’e gore yapildi. qRT-PCR yontemi, niikleik asit amplifikasyonu ile es zamanli
olarak artis goOsteren floresan sinyalin Olgiilmesiyle, RNA miktarint belirleyen bir
yontemdir. qRT-PCR tekniginde, SYBR green, EvaGreen gibi floresan boyalar veya
cesitli floresan isaretli problar kullanilarak, cogaltma islemi gercek zamanli olarak tek
bir tiip igerisinde gerceklestirilmektedir. Bu ¢alismada kullanilan EvaGreen floresan
boyas1 amplifikasyonun gerceklesmesine paralel olarak, ¢ift zincirli DNA’ya baglanir
ve 1s1ma verir. Verdigi 1s1ma miktari, ornekteki spesifik transkriptin ifade seviyesini

gosterir. JRT-PCR, Tablo 5’deki kullanim kosullarina gére gergeklestirilmistir.

Orneklerin RNA miktar tayini IncRNA/GAPDH orami her bir IncRNA’nin
hiicrelerdeki miktarin1 normalize etmek i¢in kullanilmistir ve ortaya ¢ikan deger her bir
IncRNA’nin hiicrelerdeki kantitatif degeri olarak kullanilir. qRT-PCR reaksiyonunda,
floresan diizeyinin cihaz tarafindan dlgtilebilen esik degeri agtig1 dongii sayis1 Ct degeri
olarak adlandirilir. Elde edilen Ct degerine gore, AACt degeri hesaplandiktan sonra
2" ACt metodu kullanilarak gen ekspresyon seviyeleri hesaplanmig ve

karsilastirilmistir.

Tablo 4: qRT-PCR Reaksiyonu Reaktif Miktarlari

Evagreen master mix 10 pl
10 pmol (F+R) primer 1 ul
cDNA 2l
RNAaz free su 7 ul

Toplam: 20 pl
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Tablo 5: qRT-PCR kullanim kosullari

Pre-inkiibasyon 2' 95°C
45 dongii Deaturasyon 5" 95°C
Annealing 5" 60 °C
Uzama 25" 72°C

* Normalizasyon

RNA miktarinin dogru bir sekilde belirlenebilmesi igin her bir genin ekspresyonu

referans (housekeeping) gen Gliseraldehit 3-fosfat dehidrogenaz (GAPDH)

karsilastirilarak normalizasyon islemi yapildi.

* Deneyde Kullanilan Primerler

ile

FENDRR primeri Primer3 Output ve Primer Blast programlar1 kullanilarak dizayn

edilmistir. Tablo 6’da kullanilan primerlerin dizisi ve amplikon boyu verilmistir.

Tablo 6: Kullanilan Primer Dizileri

o o

FENDRR | TCTTGTCTTTGTAATCAGGCAG | GGAGGTATTTCAGTTCTGTCGT 460
lincRNA- | CAGGGTGCCAGAAGAGTGAG | AGACTAAAGCTCCTACTTCAGCAG 222
p21

GAPDH | TGCACCACCAACTGCTTAGC GGCATGGACTGTGGTCATGAG 87

* Verilerin Analizi

Analiz “RT2 Profiller RT-PCR Array Data Analysis version 3.5” yazilimi

kullanilarak yapilmustir. P degeri, kontrol grubu olarak kullanilan IMA doku 6rneklerine

gore hasta grubu koroner arter doku 6rneklerindeki her bir gen i¢in tekrarlayan AACT

(delta delta ct) degerleri a student’s t-testi baz alinarak hesaplanmistir. Anlamlilik

p<0.05 diizeyinde degerlendirildi.

RT2 Profiller RT-PCR Array Data Analysis version 3.5 yazilimi RT-PCR

verilerini “Comparative CT Metodu (AACT) ile analiz etmektedir. AACt metodu hedef
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gen ile kalibrator (Referans) gen arasindaki ekspresyon degisimlerini 2001 yilinda
Livak ve Scmittgen tarafindan gelistirilen formiilasyonla belirler. (Livak ve Schmittgen
2001) Plak dokusu ve IMA dokusunda bireylerin FENDRR, lincRNA-p21 ve GAPDH

ifadelerinin ortalamasi alinarak agsagidaki formiilasyonda ifade farklari hesaplanmistir.
Cr(Hedef gen)- Ct(Referans gen)= ACt
ACq(ilgili doku)- ACt(Kontrol doku)= AACt

Goéreceli Kat artigi=2" 24T
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3. BULGULAR

Bu ¢alisma 31.03.2015 tarih ve 2015-03/63 karar no’lu Etik Kurul izni
alindiktan sonra 2015-2016 yillar1 arasinda gergeklestirilmistir. Calismamiz bypass
cerrahisi sirasinda saglanan 40 dokuda (plakli 20 koroner arter, plaksiz 20 IMA dokusu)
ve koroner anjiyografi sirasinda alinan kan Orneklerinde (44 hasta, 44 kontrol)
gerceklestirilmistir. Calisma grubu kan ve dokularda hasta ve kontrol olmak iizere iki
grup seklinde olusturuldu. Plakli koroner arter dokusu hasta, plak gelismeyen IMA
dokusu kontrol olarak se¢ildi. Koroner anjiyografi yapilan anjiyo sonucu normal ¢ikan
bireylerden alinan kan ile kontrol grubu ve damarlarinin tikali oldugu goriilen bireyler
ile hasta grubu olusturuldu. Koroner arter ile IMA dokular1 ve kan drneklerinde hasta-
kontrol grubuna ait IncRNA FENDRR ve IlincRNA-p21’in ifade diizeyleri
karsilastirilmistir. Bu IncRNA’larin ateroskleroz hastaligi ile iligkisini belirlemek

amaciyla ekspresyonuna qRT-PCR yontemi ve AACT metodu ile bakildi (Tablo 8).

Verilerin analizi “RT2 Profiller RT-PCR Array Data Analysis Version 3.5”
yazilimi kullanilarak yapilmistir. Kontrol grubu olan IMA doku 6rneklerine gore plakli
koroner arter dokularinda IncRNA FENDRR ve lincRNAp-21’in ifadelerinin azaldigi
gozlenmistir (Sekil 14). FENDRR’in ifadesinin 2.16 kat azaldigi (p=0.264), lincRNAp-
21’in ifadesinin 6.7 Kat azaldig1 (p=0.705) goriilmiistiir (Tablo 7). IMA dokularma
oranla koroner dokularindaki FENDRR ve lincRNAp21’in ekspresyonlarindaki azalma
biyolojik olarak anlamli bulunmus fakat istatistiksel olarak anlamli bir fark

bulunamamustir. (p>0.05)

Hasta-kontrol dokulari ve kan serumuna ait amplifikasyon egrileri FENDDR,
lincRNA-p21 ve GAPDH i¢in ayr1 ayr1 verilmistir (Sekil 7, Sekil 8, Sekil 9, Sekil 10,
Sekil 11, Sekil 12, Sekil 13).
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Sekil 7: IMA dokusundaki FENDRR ifadesinin amplifikasyon egrisi. Her bir 6rnek ii¢
reaksiyon tekrar1 yapilarak ¢alisilmistir.
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Sekil 8: IMA dokusundaki lincRNA-p21 ifadesinin amplifikasyon egrisi. Her bir 6rnek
lic reaksiyon tekrar1 yapilarak ¢aligilmistir.
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Sekil 9: IMA dokusundaki GAPDH ifadesinin amplifikasyon egrisi. Her bir érnek iic
reaksiyon tekrar1 yapilarak ¢alisilmistir.
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Sekil 10: Koroner arter dokusundaki FENDRR ifadesinin amplifikasyon egrisi. Her bir
ornek li¢ reaksiyon tekrar1 yapilarak calisilmistir.
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Sekil 11: Koroner arter dokusundaki lincRNA-p21 ifadesinin amplifikasyon egrisi. Her
bir 6rnek tli¢ reaksiyon tekrar1 yapilarak ¢alisilmistir.
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Sekil 12: Koroner arter dokusundaki GAPDH ifadesinin amplifikasyon egrisi. Her bir
ornek li¢ reaksiyon tekrar1 yapilarak ¢alisilmigtir.
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Sekil 13: Hasta serumundan elde edilen orneklerde FENDRR ifadesine ait
amplifikasyon egrisi. Her bir 6rnek ii¢ reaksiyon tekrari yapilarak calisilmistir.

Tablo 7: Koroner Arter ve IMA dokularinda FENDRR ve lincRNA-p21’in RNA
Diizeylerinin Karsilagtirilmasi

Gen Adi Koroner Arter Dokusu IMA Dokusu P Degeri
(n= 20) (n=20)  (p>0,05)
Kat Artis1
FENDRR -2.16 1 0.264
LincRNA-p21 -6.7 1 0.705
GAPDH 1 1 0
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Tablo 8: Kontrol (IMA dokusu) ve Hasta (Koroner arter dokusu) Gruplarinda Ortalama
Ct Degerleri ve Kat artisi

Avg Ct Kat Artis1

Kontrol Hasta Koroner Arter Dokusu

Kat Artisn1 | FENDRR ve lincRNA-
p21 GAPDH’e gore
ifade oram

FENDRR 23,09 22,82 0,4635 -2,16
lincRNA-p21 22,81 24,18 0,1493 6,7
GAPDH 23,65 22,27 1 1

1.0

0.9

0.8 4

0.7 4

0.6 4

0.5

Fold Change

0.4

0.31

0.24
0.1

0.0-
iMA Dokusu (Kontrol) Koroner Arter Dokusu (Hasta)

m FEMDER m L

Sekil 14: FENDRR ve lincRNAp-21’in gen ekspresyon diizeyi, kontrol grubu olarak
secilen IMA dokularma oranla plakli koroner arter dokularindaki katli oran
degisimi grafiksel sekilde gosterilmistir.

Yaptigimiz bu calismada PAXgene tiiplinde saklanan kandan “miRNeasy
Serum/Plasma Kit” (Qiagen) kit yontemiyle kan serumundan izole ettigimiz total RNA
icinden ilgili primerlerle yaptigimiz ekspresyon calismasinda her iki grupta (kontrol ve
hasta) kan serumundan elde edilen total RNA’da FENDRR ve lincRNA-p21 ifadesine
rastlanmamistir. Bu sonu¢ 3099 bp (FENDRR) ve 2882 bp (lincRNA-p21)
biiylikliigiindeki bu RNA’larin  seruma ge¢is yapamadiklart igin ifadesinin

bulunmamasindan kaynaklanabilecegi diistiniilmektedir.
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4. TARTISMA-SONUC

Bazi IncRNA’larin mekanizmalar1 aydinlatilmis ve bu molekiillerin birgogunun insan
KVH’larmin farkli tiplerinde ifade diizeylerinin degistigi belirlenmistir. Bu tez
calismasinda, kardiyovaskiiler gelisim ve hastaliklar ile iliskilendirilmis iki 6nemli
INcRNA olan FENDRR ve lincRNA-p21’in plak gelisen ve gelismeyen dokulardaki

ifade farkliliklar1 arastirildi.

Bir IncRNA olan FENDRR farelerde kalp ve viicut duvarinin dogru gelisimi i¢in
gereklidir. Polycomb baskilayic1 kompleks 2 (PRC2) ve Trithorax group/MLL protein
kompleks her ikisine de baglanabilen FENDRR, kromatin yapisinin kontroliinde ve gen
aktivitesinde onemli rol oynar. Bu IncRNA-protein iligkisi spesifik genlerin
promotorlarin1 hedefler. Kalp gelisiminde 6nemli bir IncRNA olan FENDRR’in
ekspresyonu ile hiicre proliferasyonunun artmasiyla ilerleyen aterosklerotik plak

gelisimi arasinda bir baglanti olup olmadig1 arastirilmistir.

Khalil ve ark.’larinin yaptigi bir calismada IncRNA FENDRR ilk kez tanimlanmig
ve PRC2’ye baglanma fonksiyonlari dogrulanmistir (Khalil ve ark., 2009). Daha sonra
Grote ve ark.’larn tarafindan kalp ve viicut duvarimin gelisiminde FENDRR’in gerekli
bir diizenleyici oldugu bulunmustur (Grote ve ark., 2013). Son ¢alismalar, IncRNA’larin
cesitli patolojik durumlar sirasinda diizensizlestirildigini ortaya c¢ikarmistir. Fakat
FENDRR’in KVH’lar ile iligkisi heniiz anlasilamamistir ve su ana kadar ateroskleroz
plak gelisiminde FENDRR’in rolii belirlenememistir. FENDRR ekspresyonunun
ateroskleroz plak gelisiminde degisip degismedigi merak konusu olmustur. Bu
calismada ilk kez plak gelisen koroner arter dokusu ve plak gelismeyen IMA dokusunda
FENDRR ifadesi belirlendi. Ekspresyon seviyesi karsilastirildiginda plak gelisen
koroner arter dokularinda FENDRR’in ifadesinin IMA dokularina gore 2.16 Kat
azaldigin1 gordiik. FENDRR, gen promotorlarinin epigenetik profillerini kontrol ederek
GATA-6, FOXF1, IRX3, NKX2-5, PITX2 ve TBX3 gibi onemli kardiyak
transkripsiyon faktorlerinin  ekspresyonunu diizenler. Kardiyak transkripsiyon
faktorlerinin bir alt kiimesi olan NKX2-5 ve GATA-6 Ekspresyonu, FENDRR
fonksiyon kaybi1 olan kalplerde dogustan gelen kalp defektinin nedenidir.

FENDRR’in ekspresyonunda olusan degisiklikler, genlerin promotorlerindeki
histon metilasyon durumundaki degisikligi yansitmaktadir. Epigenetik olaylardaki

degisikliklerin ateroskleroz da dahil olmak {izere KVH patogenezine katilimi
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bilinmektedir. FENDRR’in bozulan ifadesi, ateroskleroza yol agan siiregte damar
duvarinin yeniden modellenmesine katilan genler iizerinde epigenetik olarak hareket
edebilecegini diisiindiirmektedir. IncRNA’larin degisen ifadesi literatiirde bir terapdtik

hedef olarak degerlendirilmekte ve calismalar devam etmektedir.

Kalp patolojisi ile baglantili olan FENDRR, PRC2 kompleksine baglanir ve post-
transkripsiyonel histon modifikasyonlarindan biri olan transkripsiyonel baskilanma ile
baglantili Histon3’de Lizin27’nin trimetilasyonunu (H3K27Me3) indiikler. Iyi
arastirilmis post-transkripsiyonel histon modifikasyonu olan H3K27Me3 ayni1 zamanda
transkripsiyonel baskilanma ile de baglantihdir. Wierda ve ark.’larinin yaptig1 bir
calismada H3K27Me3 modifikasyonu ve aterosklerotik plak gelisim asamasi arasindaki
iligki arasgtirilmistir. Yapilan ¢aligmalar sonucunda gelismis aterosklerotik plaklarin
damarlarinda H3K27Me3 modifikasyon global seviyesindeki bir azalma oldugu
dogrulanmistir. H3K27Me3’nin  kaybi hiicre proliferasyonu ile iligkilidir ve
H3K27Me3’nun azalmasi aterosklerotik plak gelisimini ilerletmektedir (Wierda ve ark.,
2015). Immiinohistokimya kullanilarak, Alkemade ve ark.’lar1 apoE nakavt fare
modelinde yaptig1 baska bir ¢alismada ateroskleroza katki saglayan faktorler arasinda
histon lizin metilasyon isaretleri belirlenmistir. ApoE—/—‘nin vaskiiler diiz kas
hiicrelerinde histon modifikasyonu ve diyete-bagli hiperkolesterolemi arasinda bir iligki
bulunmustur. Ozellikle VDKH’lerinde global H3K27Me3 seviyesinde 6nemli bir
azalma belirlenmistir (Alkemade ve ark., 2010). Bu durum genel olarak plak

olusumunda VDKH’lerinin proliferasyonunu tetikleyebilir.

Yapilan bu tez ¢alismasinda FENDRR’in ifadesinin koroner arter dokularinda
IMA dokularma oranla 2,16 kat azaldigi belirlenmistir. Genin H3K27Me3 yoluyla
susturulmast PRC2 tarafindan diizenlenmektedir. PRC2’ye baglanabilen bir InCRNA
olan FENDRR’in, plakli dokulardaki azalmis ifadesi H3K27Me3’nunun azalmasina yol
acarak molekiiler olarak patolojik bir durum olusturabilir. Bu durumda koroner arter
dokularinda VDKH proliferasyonuna neden olabilir ve aterosklerotik plak gelisim
patofizlojisine katki saglayabilir. Ileriki calismalarda Kkantitatif analizlerle plak

dokularindaki H3K27Me3 metilasyon seviyesinin azalip azalmadig1 arastirilabilir.

Bu calismada bypass cerrahisi sirasinda ilk kez plakli koroner arter ve plak
gelismeyen IMA dokularindaki IncRNA-p21 ifadesi arastirilmistir. Wu ve ark.’larmin
yaptig1 calisma ile uyumlu olarak koroner arter ve IMA dokularinda yapilan gRT-PCR

sonucunda, IMA dokularina gore aterosklerotik plak gelisen koroner arter dokulardaki
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lincRNA-p21°in ifadesinin 6.70 kat azaldigin1 goérdiik. Normal sartlarda, lincRNA-p21
dogrudan MDM2’ye baglanmaktadir, bu baglanma MDM2-p53 kompleksinin
olusmasina yol agar ve p53 aktivitesini azaltir. p53, hiicre dongiisii ve apoptoz
kontroliinde gerekli bir molekiildiir, ayn1 zamanda aterosklerozisde VDKH’lerinin
apoptoz yolagina girmesini saglayarak plak gelisimini uyarir. linCRNA-p21’in
ifadesinin azalmasiyla plak gelisimi arasindaki baglanti p53’iin ifadesinin artmasi
tizerinden gelisen olaylarla agiklanabilir. p53 molekiiler mekanizmasi tizerinden VDKH
cogalmasii baskilayarak ve apoptozu uyararak olusturabilir. [iInCRNA-p21 dogrudan
MDM2’ye baglanir, p53-MDM2 etkilesimi azalir ve p53-p300 etkilesimi artar. Sonug
olarak, p53’iin transkripsyon aktivitesi artmakta ve aterosklerozun patogenezinde etkili
olmaktadir. lincRNA-p21 gibi ncRNA’larin aktivitesinin modiilasyonu ateroskleroz gibi
insan KVH’larinin tedavi edilmesi i¢in yeni bir terapdtik yaklagim olabilecegini

gostermektedir.

Wu ve ark’larimin yaptiklari ¢aligmada lincRNA-p21’in  ateroskleroz
patojenezindeki fonksiyonel rolii arastirilmistir. Aterosklerozda yaygin kullanilan bir
hayvan modeli olan, ApoE—/— yiiksek yagli diyetle beslenen farelerin aortik
aterosklerotik plaklarindaki lincRNA-p21 ifade seviyesi incelenmistir. lincRNA-p21
ekspresyonunun ApoE—/— farelerin aortik plaklar1 yabani tip kontrol fareleri ile
karsilastirildiginda 6nemli 6l¢iide azaldigi bulunmustur ve bu bulguyla lincRNA-p21°in
aterosklerozda rol alabilecegi fikri ortaya atilmistir. Daha sonra, hiicre ¢ogalmasi ve
apoptozda lincRNA-p21’in fonksiyonu arastirtlmistir. Fare lincRNA-p21 ve insan
lincRNA-p21 ekspresyonunu engellemek i¢in siRNA tasarlanmig lincRNA-p21’in
RAW264.7 fare makrofaj hiicre hattinda ve insan HA-VSMC hiicre hattindaki
inhibisyonu hiicre proliferasyonuyla sonu¢lanmistir. Bu veriler lincRNA-p21°in hiicre

¢ogalmasini baskiladig1 ve apoptozu uyardigini gostermektedir (Wu ve ark., 2014).

Molekiiler mekanizmasin1 aydinlatmak i¢in hiicre c¢ogalmasi, apoptoz ve
ateroskleroz iizerine lincRNA-p21 ve p53’iin etkilesimi arastirilmistir. Insan
VDKH’lerinde p53’t asir1 ifadesinin - lincRNA-p21°in  ekspresyonunu uyardigi
gosterilmistir. p53’iin asir1 ifade olmast VDKH c¢ogalmasini ve canliligini inhibe etmis,
dogrudan hiicre sayiminda belirgin bir azalma kanitlanmistir. Bu sonuglar lincRNA-
p21’in fonksiyonunun hiicre ¢ogalmasi ve apoptozunu p53 yolu ile diizenledigini

gostermektedir.
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Daha sonra, klasik fare karotis arter yaralanmasi modeli kullanilarak, in vivo
neontimanin olusumunda lincRNA-p21°in katilimi arastirilmistir. [incRNA-p21 siRNA
fare karotid arterlerinin yarali alanlari igine enjekte edilmistir. Bu fareler 1 ay boyunca
yiiksek yagli diyetle beslendikten sonra neontima olusumu gozlenmistir. [iInCRNA-p21
ifadesini baskilamak igin yapilan Si-lincRNA-p21 enjeksiyonundan sonra yarali karotid
dokularda ifadesi azaldiginda intima-medianin kalinhiginda 6nemli bir artis oldugu
gosterilmigtir. Son olarak, diizensiz lincRNA-p21 ekspresyonunun koroner arter
hastalig ile iligkili olup olmadigini belirlemek icin, koroner arter hastalarinin koroner
arter dokularindan ve kontrol hastalarinin koroner dokularindan total RNA’lar

kullanilarak insan lincRNA-p21°in ifadesi incelenmistir.

Sonug olarak, yapilan bu tez c¢alismasinda koroner arterli hastalar kontrol
hastalariyla karsilastirildiginda lincRNA-p21 ifadesinin 6,7 kat azaldigi bulunmustur.
Bugiine kadar yapilan arastirmalar gostermistir ki; ateroskleroz ve koroner arter
hastaliginin gelisimindeki lincRNA-p21 patogenezin olusumuyla ifadesi azalan bir
molekiildiir. Yaptigimiz bu calismanin sonuglar1 da plak gelisimiyle lincRNA-p21

ifadesinin azaldigini gostererek bu iliskiyi dogrulamustir.

Daha ¢ok hastada IncRNA FENDRR ve lincRNA-p21 ekspresyon analizi
yapilmasi, bu IncRNA’lar ve ateroskleroz ve KVH arasindaki iligkinin tam olarak

ortaya konulmasini saglayacaktir.

Gen ifadelenmesinin  yeniden diizenlenmesi, kalp hastaliklarinin belirli
formlarinin  patolojik  temelidir. IncRNA’lar farkli fizyolojik ve patolojik
diizenlemelerde giderek artan sekilde onemli gen ekspresyonu modiilatorleri olarak
kabul edilmistir. Son ¢aligmalar kalp hastaliklarinda -pek ¢ok hastalikta oldugu- gibi
sadece kalitsal ya da g¢evresel faktorlerin degil gen ifadesini diizenleyen epigenetik
mekanizmalarin arastirilmasina duyulan gereksinimi arttirmistir.  Patofizyolojiyi
etkileyen epigenetik mekanizmalar bu ve benzer calismalarla agiklanmaya
caligtlmaktadir. Ifadelerinin plak olusumuyla azaldigini gosterdigimiz FENDRR ve
lincRNA-p21°in hedef molekiillerinin ifadelerini arastirmak ileri ¢aligsmalar igin hipotez
olusturacaktir. Ayrica bu IncRNA molekiillerinin kandaki ifade degisimlerinin dokudaki
ifadeleriyle korele oldugunun gosterilmesi patogenezin agiklanmasina 151k tutmaktadir
ve ilag gelistirme calismalar1 igin ileri caligmalarla desteklenerek tedavi amach

kullanilabilir.
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EKLER

Ek 1. Bilgilendirilmis Olur Formu
GENETIK CALISMALAR ICIN BILGILENDIRILMiS GONULLU OLUR
FORMU

LUTFEN DIiKKATLICE OKUYUNUZ !!!

Bu ¢aligmaya katilmak iizere davet edilmis bulunmaktasiniz. Bu ¢alismada yer almay1 kabul
etmeden Once calismanin ne amacla yapilmak istendigini anlamaniz ve kararinizi bu
bilgilendirme sonrast Ozgiirce vermeniz gerekmektedir. Size 06zel hazirlanmis bu
bilgilendirmeyi liitfen dikkatlice okuyunuz, sorulariniza agik yanitlar isteyiniz.

Aterosklerozu etkileyen hastaliklarin genetik (kalitimsal) nedenlerini bulmak iizere yeni
bir arastirma yapmaktayiz. Arastirmanin ismi “Aterosklerozlu Hastalarin Koroner Arter
Plaklarmnda ve Dolasimlarindaki uzun kodlanmayan RNA (IncRNA) Ifade Diizeylerinin
Incelenmesi”dir. Bu ¢alismadaki temel amag; Ateroskleroza neden olan genetik mekanizmalarin

arastirilmasidir.

Sizin de bu arastirmaya katilmanizi Oneriyoruz. Ancak hemen soyleyelim ki bu
arastirmaya katilip katilmamakta serbestsiniz. Calismaya katilim goniilliiliikk esasina dayalidir.
Kararinizdan once arastirma hakkinda sizi bilgilendirmek istiyoruz. Bu bilgileri okuyup

anladiktan sonra arastirmaya katilmak isterseniz formu imzalayiniz.

Aragtirmaya davet edilmenizin nedeni ¢ocugunuzda/ailenizin bir iiyesinde kalp damar
hastalig1 sikdyetinin bulunmasi/ tamsmnin konulmus olmasidir. Cumhuriyet Universitesi Tip
Fakiiltesi Kalp Damar Cerrahisi Anabilim Dali’'nda bu hastaligin nedenlerini ortaya ¢ikaracak
bir aragtirma gerceklestirilecektir. Kendinizde bir sikdyet olmasa bile katiliminiz arastirmanin

basarisi i¢in 6nemlidir. Aragtirmaya katilacak goniillii sayis1 20°dir.

Eger arastirmaya katilmayr kabul ederseniz Prof. Dr. Ocal Berkan ve Prof. Dr. Birhan
Yilmaz veya onun gorevlendirecegi bir hekim tarafindan muayeneniz yapilacak ve bulgular
kaydedilecektir. Bu kayitlar ilerde tekrar incelenerek dogru tan1 konulmasina yardimci olacaktir.
Bu kayitlar kimliginiz belirtilmeden tip Ogrencilerinin egitiminde veya bilimsel nitelikte
yayimlarda kullanilabilir. Bu amaglarin disinda bu kayitlar kullanilmayacak ve baskalarina

verilmeyecektir.

Bu ¢alismay1 yapabilmek igin by-pass ameliyati sirasinda alinip atilacak olan dokularinizi

biz ¢alismamiz i¢in kullanacagiz. Bu dokudan genetik materyal RNA elde edilecektir. Bu
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calismaya katilmaniz i¢in sizden herhangi bir licret istenmeyecektir. Calismaya katildiginiz i¢in

size ek bir 6deme de yapilmayacaktir.

Yapilacak genetik testin getirece@i olasi yararlar: Boyle bir analiz ilgili genetik
hastaligin nedeninin 6grenilmesinde yararli olacaktir. Su anda bu calismanin hemen size veya
cocugunuza bir fayda olarak doniip donmeyecegini bilmiyoruz. Ancak ilgili hastaligin
temelinde yatan nedenlerin 6grenilmesi ileride ilgili hastaliktan etkilenmis bireylere fayda

saglayacaktir.

Bu calismaya katilmay1 reddedebilirsiniz. Bu arastirmaya katilmak tamamen istege
baglidir ve reddettiginiz takdirde size uygulanan tedavide herhangi bir degisiklik olmayacaktir.
Yine c¢aligmanin herhangi bir asamasinda onayinizi ¢ekmek hakkina da sahipsiniz. Eger
Orneginizin imha edilmesine karar verirseniz, bu isteginizden dnce iiretilmis her tiirlii veri ve
yapilmis analiz ortadan kaldirilmayacak ama daha fazla analiz yapilmayacaktir. Aksi halde,

saklama siiresinin sonunda 6rnegin imha edilmesinden destekleyici/arastiric1 sorumludur.

Doku Orneklerinin Saklanmasi: Sizden alinan 6rneklerin kullanimi bu olur formunda
tanimlanan arastirma ile smirli olacaktir. Eger bu 6rnekleri bu olur formunda tanimlanmayan
baska test/amaglar i¢in kullanmak istersek, once Etik Kurul’a onay verilmesi igin
basvurulacaktir. Eger yeni ¢alisma onaylanacak olursa sizden baska bir bilgilendirilmis olur

formu imzalamaniz istenecektir.

Kan Orneklerinin Saklanmasi: Sizden alinan 6rneklerin kullanimi bu olur formunda
tanimlanan aragtirma ile siirli olacaktir. Eger bu 6rnekleri bu olur formunda tanimlanmayan
baska test/amaclar icin kullanmak istersek, once FEtik Kurul’a onay verilmesi igin
basvurulacaktir. Eger yeni calisma onaylanacak olursa sizden baska bir bilgilendirilmis olur

formu imzalamaniz istenecektir.
Veya

Bu bilimsel arastirma sirasinda alinan kan 6rneklerinin tamami kullanilmayip bir boliimii
benzeri aragtirmalarda kullanilmak iizere saklanabilir. Liitfen asagidaki seceneklerden size

uygun olan bir tanesini isaretleyiniz.

() Kan ve DNA o6rneklerinin sadece bu calismayla ilgili olarak kullanilmasini istiyorum.
Calisma bitiminde kalan 6rneklerin uygun sekilde yok edilmesini istiyorum. ilerde yapilmasi

olas1 diger ¢aligmalar i¢in onay vermiyorum.

() Kan ve DNA ornekleri bu ¢alismada kullanildig: gibi gelecekteki hastaligimla ilgili
diger bilimsel ¢alismalarda kullanilabilir. Ancak kalan 6rneklerimin hastaligim disindaki baska

bir arastirmada kullanilmasini uygun bulmuyorum.
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( ) Tarafimdan alinan kodlanmis 6rnegin yalnizca Onerilen ¢alisma i¢in kullanimini

onayliyorum; ileri ¢aligmalar i¢in tekrar bilgilendirilmek ve yeni onay vermek istiyorum.

() Tarafimdan almman kodlanmis Ornegin, arastirma konusuyla baglantili diger
calismalarda kullanimini onayltyorum, ancak farkli ¢aligmalar icin tekrar bilgilendirilmek ve

yeni onay vermek istiyorum.

() Tarafimdan alinan kodlanmis 6rnegin Onerilen ¢alisma i¢in kullanimini1 onayliyorum
ve gelecekte de her tiirli genetik calismada anonim (kimligim ile baglantisiz) olarak

kullanilmasini onayliyorum.

*Kodlanmis 6rnek: Sizden alinan 6rnege bir kod numarast verilir. Kod numarasin
yalnizca arastirici bilir ve sizin kimlik bilgilerinize yalnizca arastirici ulasabilir. Boylece kimlik

bilgileriniz gizli tutulmus olur.
(Katihmcinin/Hastanmin Beyani)

Saym Prof. Dr. Ocal Berkan ve Prof. Dr. Birhan Yilmaz tarafindan Cumhuriyet
Universitesi Tip Fakiiltesi Kalp-Damar Cerrahisi Anabilim Dali’nda tibbi bir arastirma
yapilacagi belirtilerek bu arastirma ile ilgili yukaridaki bilgiler bana aktarildi. Bu bilgilerden

sonra boyle bir aragtirmaya “katilimc1” (denek) olarak davet edildim.

Eger bu arastirmaya katilirsam hekim ile aramda kalmasi gereken bana ait bilgilerin
gizliligine bu aragtirma sirasinda da biiylik 6zen ve sayg: ile yaklasilacagina inaniyorum.
Aragtirma sonuglariin egitim ve bilimsel amaclarla kullanimi sirasinda kisisel bilgilerimin

ihtimamla korunacagi konusunda bana yeterli giiven verildi.

Projenin yiiriitiilmesi sirasinda herhangi bir sebep goOstermeden arastirmadan
cekilebilirim. Ancak aragtirmacilart zor durumda birakmamak igin arastirmadan cekilecegimi
onceden bildirmemim uygun olacaginin bilincindeyim. Ayrica tibbi durumuma herhangi bir

zarar verilmemesi kosuluyla aragtirmaci tarafindan arastirma disi tutulabilirim.

Aragtirma i¢in yapilacak harcamalarla ilgili herhangi bir parasal sorumluluk altina

girmiyorum. Bana da bir 6deme yapilmayacaktir.

Ister dogrudan, ister dolayli olsun arastirma uygulamasindan kaynaklanan nedenlerle
meydana gelebilecek herhangi bir saglik sorunumun ortaya ¢ikmasi halinde, her tiirli tibbi
miidahalenin saglanacagi konusunda gerekli giivence verildi. (Bu tibbi miidahalelerle ilgili

olarak da parasal bir yiik altina girmeyecegim).

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

biliyorum.

Bana yapilan tiim agiklamalari ayrintilariyla anlamis bulunmaktayim. Kendi bagima belli
bir diisiinme siiresi sonunda adi gecen bu arastirma projesinde “katilimcr” olarak yer alma
kararin1 aldim. Bu konuda yapilan daveti biiyiik bir memnuniyet ve goniilliiliik icerisinde kabul

ediyorum.

Bu formun imzal1 ve tarihli bir kopyas1 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 EKIiBINDE 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
PASTIRMANIN ACIK ADI Keroner Arter Hastalarinin Plaklarinda ve Dolasimlarindaki Uzis
Keodlama Yapmayan RNA Ifade Diizeylerinin Incelenmesi
VARSA A ANIN PROTOKOL KODU
ETIK KURULUN AD!
< .
= ki
& ACIX ADRESH
97
W
> TELEFON 03462580025
e FAKS 0346 258 00 24 i )
E-POSTA cuetikkurul@gmail.com i
KOORDINATOR/SORUMLU
ARASTIRMACI Yrd. Dog. Dr. Nilgiin Cetin
UNVANI/ADI/SOYADI
KOORDINATOR/SORUMLU
ARASTIRMACININ UZMANLIK | Tibbi Biyoloji Anabilim Dali
) ALANI
KOORDINATOR/SORUMLU
ARASTIRMACININ Cumbhuriyet Universitesi Tip Fakiiltesi
BULUNDUGU MERKEZ
VARSA IDARI SORUMLU
UNVANI/ADI/SOYADI i
DESTEKLEYICI -
) PROJE YORUTUCUSU
= UNVANVADUSOYADI | __
M| (TUBITAK vb. gibi kaynaklardan
G destek alanlar icin)
=3 DESTEKLEYICININ YASAL
'E TEMSILCISI -
2 FAZ | O
E FAZ2 O
' f{ FAZ3 O
= ) FAZ 4 O
} ARASTIRMANIN FAZI VE | Gézlemsel ilag galismasi O
L) Tibbi cihaz klinik arastirmast O
In vitro tibbi tani cihazlari ile |
yapilan performans O
degerlendirme galismalari
flag dig1 klinik arastirma X :
Diger ise belirtiniz I
ARASTIRMAYA KATILAN TEKMERKEZ | COKMERKEZLI | ULUSAL i
SERERIIED o O O ULUSLARARASI [] :
Etik Kurul Bagkaninin

Unvani/Adi/Soyadi: Prof. Dr. Emin Yener Gultekm

Imza:

Not: Etik kurul bgﬂ'am, imzastmin yer almadigt her sayfaya imza atmalidir.
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KLINIK ARASTIRMALAR ETIK KURULU KARAR FORMU

“

ll

v

ARASTIRMANIN ACIK ADI

Koroner Arter Hastalarinin Plaklarinda ve

Dolasnnlarmdaki Uzun

fiag ve Biyolojik Uriinlerin Klinik Arastirmalart Hakkinda Yonetmelik kapsamimda yer alan arastirmalar/galismalar icin Tirkiye [lag ve Tibbi Cihiaz
Kurumu’ndan izin alinmast gerekmektedir.

! Kodlama Yapmayan RNA Ifade Diizeylerinin Incelenmesi
VARSA ARASTIRMANIN PROTOKOL KODU I
Versivon
[ > it i Tawit Versiyon are
! - Belge Adi Tarihi Numarast Bili )
= 5 Tiirkee ingilizce [T Diger [
29 - ETDIRILMIS ¢ : Titrkge Ingilizce []  Diger []
2 |oLCc 1 2POR FORMU Tirkee []  ingilizce []  Diger []
a 311MA BROSIRD 5o i
= ALLRMA BIOGIRG Tutkee [ ] ingilizce[]  Diger[]
Belge Adi Agiklama
Z -
= | SIGORTA
=35 [ARASTIRMA BUTCESI []
= t.' BIYOLOJIK MATERYEL TRANSFER FORMU []
E_: o [ILAN _— O
=% |VILLIKBILDIRIM [m]
£a | SONUCRAPORU ]
=€ | GUVENLILIK BILDIRIMLER] O
22 |DIGER: O
Karar No: 2015-03/63 Tarih: 31.03.2015
= Yukarida bilgileri verilen basvuru dosyast ile ilgili belgeler arastirmanin/cahismanin gerekce, amag, yaklagim ve yontemleri dikkate alinarak
g - ) B 245 : Y < 3 g
<2 | incelenmis ve uygun bulunmus olup arastirmanin/calismanin bagvuru dosyasinda belirtilen merkezlerde gerceklestirilmesinde etik ve bilimsel sakinca
i(‘; bulunmadigina toplantiya katilan etik kurui tiye iam sayismm salt gogunlugu ile karar veriimistir.
g
a

KLINiK ARASTIRMALAR ETiK KURULU

ETIiK KURULUN CALISMA ESASI

Tlag ve Biyolojik Urtinlerin Klinik Arastirmalart Hakkinda Yonetmelik, lyi Klinik Uygulamalari

Kilavuzu

BASKANIN UNVANI/ ADI/ SOYADI:

Prof. Dr. Emin Yener Giiltekin

[
Not: Etik kurul baskant, imzasinin yer almadigr her sayfaya imza atmalidir.
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