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OZET
ATEROSKLEROZLU HASTALARIN KORONER ARTER PLAKLARINDA
VE DOLASIMLARINDAKI BAZI MIKRORNA’LARIN iFADE
DUZEYLERININ INCELENMESI

Nil OZBIiLUM SAHIN
Doktora Tezi
Molekiiler Biyoloji ve Genetik Anabilim Dal
Damsman: Prof. Dr. Ali Fazil YENIDUNYA
2018, 95+xiv pages

Ateroskleroz diinya ¢apinda kardiyovaskiiler morbidite ve oliimlere neden olan
inflamatuar bir hastaliktir. Bu hastalik, endotelyal aktivasyon ve disfonksiyonu, lipit
birikimi, monosit infiltrasyonu ve farklilasmasi, T-hiicrelerinin inflitrasyonu ve
aktivasyonu, kopiik hiicre formasyonu ve bu bdlgelerde fibroz olusumu ile
karakterize edilen bir hastaliktir. MikroRNA’lar (miRNA), hedef gen ifadesini
transkripsiyon sonrasi diizenleyen kodlama yapmayan bir RNA sinifidir. miRNA’lar
kisadir ve kodlama yapmazlar. Hiicre ¢cogalmasi, farklilasmasi ve apoptoz gibi pek
cok fizyolojik ve patolojik siireclerde hayati rol oynarlar. Bu calismanin amaci
aterosklerozlu hastalarin koroner arter plaklarinda ve dolagimlarindaki mir-10a, miR-
31, miR-130a, miR-204 miR-214 ve miR-675 nin ifade diizeylerini arastirmakti.
Bunun icin 24 aterosklerotik koroner arter ve internal mammarian arter (IMA)
dokular1 ile 83 hasta ve kontrol bireyin kanlarindan total RNA izole edildi. Daha
sonra bu miRNA’larin ifade seviyeleri gRT-PZR (kantitatif gercek zamanl
polimeraz zincir reaksiyonu) ile belirlendi. Bu sonucglara gore koroner arter
dokularmdaki miR-10a seviyesi IMA dokulari ile karsilastirildiginda ifade seviyesi
istatistik agidan anlaml azalirken (p=0,048; Kat degisimi, 1,51), miR-204 (p=0,033;
Kat degisimi, 2,60) ve miR-675 (p=0,043; Kat degisimi, 3,50) seviyeleri artti. Kan da
ise miR-10a ve miR-675 seviyelerindeki azalma anlamli bulundu (p=0,001 ve
p=0,048, sirasiyla; Kat degisimi, 2,86; Kat degisimi, 1,12, sirasiyla). Elde edilen
bulgular miR-10a, miR-204 ve miR-675’in plak olusumu ve arter dokusunun yeniden
modellenmesinde rol alan patolojik siireclerde 0zgiin belirtecler olarak

kullanilabilecegini ileri siirmektedir.

Anahtar Kelimeler: Ateroskleroz, MiRNA ifadesi, gRT-PZR
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ABSTRACT
INVESTIGATION OF SOME MICRORNA EXPRESSION LEVELS IN

PATIENTS WITH ATHEROSCLEROSIS IN CORONARY ARTERY
PLAQUES AND CIRCULATION
Nil OZBIiLUM SAHIN

PhD Thesis
Department of Molecular Biology and Genetics
Supervisor: Prof. Dr. Ali Fazil YENIDUNYA
2018, 95+xiv pages
Atherosclerosis is an inflammatory disease, causing cardiovascular morbidity and
death worldwide. It is characterized by endothelial activation and dysfunction, lipid
accumulation, monocyte infiltration and differentiation, T-cell infiltration and
activation, foam cell formation, and fibrosis in the lesion area. MicroRNAs
(miRNAs) are a class of noncoding RNAs that regulate target gene expression at the
posttranscriptional level. miRNAs are small non-coding RNAs, and play a crucial
role in several physiological and pathological processes, including cell proliferation,
differentiation, and apoptosis. The aim of this study was to investigate miR-10a, miR-
31, miR130a, miR-204, miR214 and miR-675 expression levels in coronary artery
plaques and circulation of patient with atherosclerosis. Therefore total RNA was
isolated from 24 atherosclerotic coronary artery tissues and internal mammary
arteries (IMA), and 83 blood samples. Expression levels were measured using qRT-
PCR (Quantitative Real Time Polymerase Chain Reaction). Results obtained
indicated a signifcant decrease in the expression of miR-10a in coronary artery
plaques, compared to that of the IMA tissue (p=0,048; Fold Change, 1,51), and a
significant increase in miR204 (p=0,033; Fold Change, 2,60) and miR-675 levels
(p=0,043 Fold Change, 3,50). In blood samples the decrease in miR-10a and miR-675
miRNA levels were also found to be statistically significancant (p=0,001 and
p=0,048, respectively; Fold Change, 2,86; Fold Change, 1,12; respectively). In
conclusion, our findings suggested that three of the miRNAs studied, miR10a, miR-
204 and miR675, could be used as markers for the detection of coronary artery
plaque formation and the pathological processes involved in the remodelling of
arterial tissues.
Key Words: Atherosclerosis, MiRNA expression, gRT-PCR
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1. GIRIS

1.1. Problemin Tanimi ve Onemi

Kardiyovaskiiler hastaliklar diinya ¢apinda, mortalite ve morbiditenin ana nedeni
olma yolunda gittikce artan Onemli bir rol distlenmektedir. Kardiyovaskiiler
hastaliklar tiim hastaliklar igerisinde yiizde kirka yakin 6liim oramiyla birinci sirada
yer almistir. Bu hastaligin altinda yatan en onemli mekanizma aterosklerozdur.
Ateroskleroz, birgok genetik ve cevresel faktorlerin etkisi ile gelisen karmasik
etiyolojiye sahip bir hastaliktir. Temel tip arastirmalarindan saglanan ve giderek
artan kanitlar aterosklerozun, basitce, damar duvarindaki bir lipid birikimini
simgelemekten Gte, inflamatuar bir hastalik oldugunu diisiindiirmektedir. Epigenetik
mekanizmalarin  son zamanlarda kardiyovaskiiler hastaliklarin = gelisimi  ve
ilerlemesinde 6nemli rol oynadig: tespit edilmistir. Kodlama yapmayan RNA aracili
epigenetik diizenlemeler uzun kodlama yapmayan RNA’lar ve kisa kodlama
yapmayan RNA’lar tarafindan gerceklestirilir. MikroRNA’lar gen ifadelenmesinin
epigenetik diizeyden translasyonel diizeyine kadar her adimda diizenlenmesini
saglayan, kodlama yapmayan DNA dizilerinden olusan RNA’lardir. MiRNA’larn,
endotel damar diiz kas hiicreleri ve kardiyovaskiiler homeostaz baglaminda
ateroskleroz patojenezinde dnemli rol oynadigi bilinmektedir. Plak gelisiminin farkli
asamalarinda miRNA’larin farkli tipleri bulunmustur ve miRNA’lardaki fonksiyon
bozuklugunun aterosklerotik plaklarin kararsiz hale gelmesinde ve yirtilmasinda
oldukca 6nemli roller oynadig diisiintilmektedir. Aterosklerotik lezyon olusumunda,
ozellikle endotel hiicrelerininin uyarilmasi ve bu uyaranlara kars: hiicrelerin verdigi
cevabin 6nemli oldugu anlagilmaktadir. MiRNA’lar, normal vaskiiler gelisimi ve
fonksiyonlarii diizenlemede onemli rol oynamaktadir. Koroner arterler gibi bazi
arter sistemleri ateroskleroza karsi ¢ok duyarli iken, internal torasik arter ya da
internal mammarian arter gibi bazi arterler de ateroskleroza direnglidir ve bu

farkliliginin sebebi tam olarak bilinmemektedir



1.1.Arastirmanin Amaci

By-pass cerrahisi, normal olmayan kan dolasiminin yeniden saglikli dolasim
saglamak i¢in kan damari grefti ile bir veya daha fazla tikanmis koroner arterlere
uygulanan bir yontemdir. Greft, tikanan damarlarin etrafindan dolasarak oksijence
zengin kanin kalbe yeniden akmasi igin yeni yollar yaratir. Internal mamarian
arterden (IMA) alinan greftlerin glinlimiizde koroner arter by-pass cerrahisinde
saglikli dokuya en yakin dolayisiyla en ideal greft oldugu belirlenmistir. Koroner
endarterektomi, standart koroner arter by-pass yontemleri uygulanamayan, diffiiz
yayllim gosteren, koroner arterlerde uygulanir. Calismamizda hasta bireylerden
koroner endarterektomi sirasinda ¢ikarilan koroner arterin aterosklerotik plagi ve
internal mammarian arter materyalinden elde edilen saglikli dokularda kantitatif
gercek zamanli polimeraz zincir reaksiyonu yontemi ile mikroRNA ifade diizeyleri
arasindaki farklar arastirildi. Buna ilave olarak ateroksleroz hastaligi teshisi konmus
hasta bireylerin ve ateroskleroz hastaligi ve herhangi metabolik bir hastalig
bulunmayan saglikli bireylerin dolasimlarindaki miRNA ifade diizeyleri arasindaki
farkliliklar da arastirildi. Bu c¢alisma sonucunda elde edilecek verilerin koroner
arterlerde gelisen aterosklerozun patolojik temelinde rol oynayan epigenetik

mekanizmalarin agiklanmasina 6nemli katki saglayacagini diisiiniiyoruz.



2. GENEL BILGILER

2.1.Ateroskleroz

Ateroksleroz 6liimciil bir kardiyovaskiiler hastaliktir. Kopiik hiicreler olarak
adlandirilan, kolesterol ile tikanmis makrofajlarin arter duvarinin (Sekil 1) endotel
alt1 tabakada birikimi aterosklerozun erken isaretidir. Bu lipit yiikli hiicreler, arter
duvarinda inflamatuar yanitlar1 tesvik ederek kanama, delinme ve kalsifikasyon gibi
birden fazla patolojik sonuglara yol acarlar (Arbab-Zadeh ve ark., 2015; Otsuka ve
ark.,, 2014). Lipoprotein metabolizmasi bozuklugundan kaynaklanan ateroskleroz
mekanizmalar1 ve inflamasyon, arastirmalarin odak noktasi olmustur (Lusis, 2000).
Bu mekanizmalara bagli olarak ateroskleroz, genis arterlerde lipitlerin ve lifli
elementlerin birikimi ile karakterize ve zamanla ilerleyen bir hastaliktir. Kan akist
dinamiklerindeki farkliliklar nedeniyle arterlerde lezyon olusumunda tercih edilen
yerler vardir. Bu lezyonlar mikroskop altinda yag cizgileri halinde goriiliir. Bu yag
cizgileri genellikle hayatin ilk on yilinda aortada, ikinci on yilinda koroner arterlerde
ve tiglincii veya dordiincii on yilda serebral arterlerde bulunur. Yag cizgileri klinik
olarak anlamli degildir. Ancak, lipit zengini nekrotik atiklar ve diiz kas hiicreleri
(SMC) birikimi ile karakterize edilen daha ileri lezyonlarin onciileridir. Bu tiir fibroz
lezyonlar tipik olarak lipit acgisindan zengin bir nekrotik c¢ekirdegi kapsayan
SMC'lerden ve hiicre dis1 matristen olusan fibréz bir kapaga sahiptir. Plak olusumu,
kalsifikasyon, liimen yiizeyinde {ilserasyon ve kiigiik damarlardan kaynaklanan
kanamayla giderek daha karmasik bir hale gelebilir. Gelismis lezyonlar kan akigini
tikayacak biiytikliikte olabilir. En 6nemli klinik komplikasyonlar miyokart enfarktiistii
(MI), inme ile sonuglanan tromboz ve kanin pihtilagsmasina bagl akut tikanikliktir.
Genellikle tromboz, lezyonun delinmesi veya asinmasiyla iliskilidir. Aterosklerozun
epidemisi tavsan, domuz, primat ve kemirgenleri kapsayan hayvan modellerinde
yapilan calismalarla biiyiik olgiide acikliga kavusturulmustur. Ornegin, yetersiz
apolipoprotein E (apoE) veya diisiik yogunluklu lipoprotein (LDL) reseptoriine sahip
farelerde gelisen ileri lezyonlar, genetik ve fizyolojik arastirmalarda ¢ok sik

kullanilmistir (Tamminen ve ark., 1999).
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Sekil 1:Normal bir arterin yapist. (Lusis, 2000)

Ucg tabakadan olusur (igten disa dogru): intima, orta tabaka (media) ve adventisya.

2.2. Ateroskleroz olusumu

Ateroskleroz siirecinde sirasiyla ii¢ temel yap1 olusur: yag cizgileri, aterom ve
plak.

2.2.1.Yag cizgileri olusum siireci

Hem hayvan hem de insan ¢aligmalari, yag ¢izgilerinin aterosklerozun ilk bulgusu
oldugunu gostermektedir. ilk lezyonlar genellikle arterlerin intima tabakasinda
lipoprotein artisina baghdir (Tavafi, 2013). Lipoprotein pargaciklari, proteinlerden,
fosfolipidlerden ve ayrica kolestrol ve trigliserit gibi lipidlerden olusur. En 6nemli
aterojenik lipoproteinlerden biri, kolesterol agisindan zengin LDL’dir. Bu
lipoprotein, endotele sizma veya proteoglikan gibi hiicre dig1 matris bilesenlerine
yapisma kabiliyeti nedeniyle vaskiiler intimada birikebilir. Lezyonlarin bulundugu
yerde, matrisin farkli bilesenleri arasindaki denge bozulabilir. Ornegin, ii¢ ana grupta
bulunan proteoglikanlar arasinda, heparin siilfat molekiillerinin keratan siilfat ve
kondroitin siilfat ile karsilastirildiginda goreceli olarak artmasi, lipoproteinlerin
yapismasina neden olabilir ve bu da intima igerisinden ¢ikma siirecini hizlandiran
birikimine yol acarak yavaslar (Nayer ve Ortega, 2014). Aterom, arter duvarinda

makrofaj birikmesiyle ortaya c¢ikan bir yapidir ve baslangi¢ evresinde iki yonli



gelisir. Ateroskleroz damar ¢apinda biiylimeye neden olur. Kolesterol birikim plak
olusumuna yol agar ve arter liimeninin esnek tabakasinin % 40''mdan fazlasin
kaplayabilir ve kan akigin1 tikar (Weber ve Noels, 2011). Yag ¢izgileri olusum
stirecleri dort asamada gerceklesir (Sekil 2). Bu asamalar diisiik yogunluklu
lipoprotein-kolesterol (LDL-C), endotel hiicrelerin aktivasyonu, 16kosit aktivasyonu

ve kopiik hiicre olusumudur.
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Sekil 2:Yag ¢izgileri olusum basamaklar1 (Rafieian-Kopaei ve ark., 2014)

Arter duvarinda ilk gozlenebilen degisiklikler yiiksek kolesterollii bir diyetten
kaynaklanan lipoprotein agregatlarinin intima icinde birikerek lezyonlar
olusturmasidir. Bu lezyonlara yapisan monositler endotel sistem aracilig1 ile intima
icine go¢ ederek cogalir ve makrofajlara farklilisir. Bu makrofajlarin lipoprotein

biriktirmeleri ile kopiik hiicreleri olusur (Sekil 3) (Ross, 1993).
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Sekil 3:Kopiik hiicre olusumu (Libby, 2002)

Mononiikleer fagositler, intima i¢ine yerlestirildikten sonra makrofaja farklilasir.
Fagositler, hiicre dis1 bolgedeki lipidlerin fagositozu ile aterosklerozun 6nlenmesine
katilabilir. Baz1 lipid biriken makrofajlar arteryel duvari terk edebilir ve lipidleri
atardamardan ¢ikarabilir. Arter duvari icine lipid girisi seviyesi ¢ikisindan (fagositler
veya baska yollardan) fazla ise, lipid birikimine neden olur ve sonug olarak aterom
olusturma egilimi artar. Makrofajlar, kopiik hiicrelerine donistiiriilecek ¢op alici
reseptorleri tarafindan Ox-LDL (okside edilmil LDL) alimimi ve birikimini
gerceklestirir (Steinbrecher ve ark., 1984). Bu reseptorlerin makrofaj, endotel
hiicreleri, fibroblastlar ve SMC yiizeyinde ifade edildigi gosterilmistir. (Nayer ve
Asif, 2013). Bu ¢opgii reseptorlerin ifadesi, sitokinler ve oksitlenmis lipidler ile
monositlerin makrofajlara farklilasmasi sirasinda artmaktadir. Bunlarin ekspresyonu
makrofaj koloni uyarici faktor tarafindan da kolaylagtirilir (Steinbrecher ve ark.,
1984). Makrofajlarin toplayici reseptorlerine absorbe edilmesine neden olan yiizey
Ox-LDL ligandi, Ox-LDL yapisindaki fosfolipidlerdir ve bu ikili konumda
oksitlenecek ve ApoB'nin lizin kalintilarina saldirabilen aldehitler olusturacaktir
(Nayer ve Asif, 2013; Ross, 1993). Bu sar1 kopiik hiicrelerin arteryel duvarlarda
birikmesi lipid ¢izgileri olusumuna neden olur (Corsini ve ark., 1996). Gelismekte
olan intimal lezyondaki bazi kopiik hiicreleri apoptoz ile 6liirler. Bu apoptoz, daha
geligsmis aterosklerotik plakanin merkezinde lipit agisindan zengin nekro cekirdegi
olusturur. Kopiik hiicreleri iiretmek disinda monositler, timor nekroz faktorii (TNF),

bliylime faktorli, pre-koagililasyon maddeleri (doku faktorleri dahil) ve serbest
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radikaller gibi sitotoksik maddeler tiretebilir. Bu maddeler, daha fazla metabolik
degisikliklere neden olan, LDL oksidasyonunun yani sira endotele daha fazla zarar

verebilir (Corsini ve ark., 1996).

2.2.2. Aterom olusumu ve plak

Bitisik SMC ve endotel hiicreleri, sitokinler, interlokin 1 (IL-1) ve TNF gibi kiiglik
peptitleri salgiladiginda vaskiiler dokuda ciddi hasar meydana gelir. Bu faktorler
SMC'nin damar duvarimin i¢ yiiziine gé¢ etmesine neden olur (Sekil 4). Bu durumda
yumusak kas hiicresi goger ve ekstraseliiler matris fibroz kapagini olusturur.
Makrofajlar ve T lenfositler gelismis plaklarin etrafini sarar; hiicredisi matriksin
par¢alanmasina katkida bulunan meta proteinaz salgilarlar. T hiicreleri SMC'de
kolajen sentezini 6nleyen TNF-a iiretir. Bu islemler olusan fibroz plagi zayiflatir ve
yok edebilir. Parcalanan fibroz plagin kolajen ve lipit igerigi kana karigarak
trombositlerin yapismasina ve kanin pihtilasmasina neden olur (Corsini ve ark.,
1996; Nayer ve Ortega,2014; Ross, 1993).

1 Fibroyag ateromu

5. Dz kas gogalmasi,
kolajen ve diger ECM
tortusu, hicre disi lipit

enkazi

Lenfosit Kollajen

Sekil 4:Aterom olusumu (Rafieian ve ark., 2014)

2.3. Aterosklerozun molekiiler temeli
2.3.1. Endotelin bozulmasi

Vaskiiler endotel, tiim dolagim sistemini kaplayan, kalpten en kiigiik kilcal damarlara
kadar damar duvarini dolagimdaki kanindan ayiran, damar liimeni ve vaskiiler diiz

kas hiicreleri arasinda bir arayiiz olusturan hiicrelerin tek katman hiicreleridir (Sekil



5) ve hemen hemen tim temel biyolojik vaskiiler fonksiyonlarda 6nemli bir rol

oynar.

Sitokinler ve oksitlenmis lipitler, aterosklerozun ilk asamasinda endotel hiicreleri
aktive eder. Bu evrede monosit ve T lenfositler vaskiiler intima igine sizar (Kume ve
ark., 1992). Bu esnada iiretilen adezyon molekiilleri, LDL oksidasyonu igin
onemlidir (Blankenberg ve ark., 2003). Monositlerden farklilagsan makrofajlar Ox-
LDL’ yi emerek kopiik hiicre olusumuna neden olur (Burke ve ark., 2002). Bu
esnada T hiicreleri de aktive olarak makrofajlar1 aktive etmek icin sitokinleri salgilar;

boylece endotel ve SMC’yi de degistirir (Kume ve ark., 1992).

T T ———

Diiz kas
Das elastik lamina
o Adventisya

Sekil 5: Normal bir arter anatomisi (Matsuzawa ve Lerman, 2014)

Endotel hiicrelerin baglica iki goérevi vardir; vaskiiler gecirgenligi kontrol etmek ve
vazoaktif madde tiretmek.

Ateroskleroz, arter agacinin en savunmasiz bolgelerde baslar (Wentzel ve ark.,
2012). Dolasimin bozulmasi, bu bolgelerde mekanik strese karsi farkli mekanik
sensorlerle (PCAM-1/VE-kaderin/VEGFR2) reaksiyona girebilen endotel hiicrelerde
yirtilma gerilimini (shear stress) indiikler (Tzima ve ark., 2005). Endotel hiicreleri
yirtilma gerilimine vazoaktif bir araci olan-nitrik oksit (NO) sentezinin artmasiyla
karsilik verir. NO, TGF-B’nin (Transformming growth factor-p) tiretilmesi i¢in hiicre
dis1 matriks protein ve matriks metalloproteinazlari ile reaksiyona girer (Zaragoza ve
ark., 2012). TGF-B, endotel hiicrelerin yeniden yapilanmasi, tamiri, sag kalimi ve

¢ogalmasi i¢in gereklidir. Yirtilma gerilimi hala normalin {izerindeyse inflamasyonu
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baslatmak i¢in NF-kB miktar1 artirilir. Yiiksek NF-kB aktivitesi PCAM-1, ICAM-1,
VCAM-1, P-selektin ve E-selektin gibi adezyon molekiillerini, TNF-a, IL-1, IL- 6,
IL-12 gibi sitokinleri ve biiylime faktdrleri G-CSF, M-CSF’yi kodlayan NF-kB
bagimli genlerin sentezlenmesiyle sonug¢lanir (Oeckinghaus ve Sankar, 2009; Tzima,
2005). Aterosklerotik lezyon olusumunda NF-kB’ nin yukarida anlatilan
fonksiyonlar1 nakavt fareleri iizerinde yapilan ¢alismalarda gosterilmistir (Gareus ve
ark., 2008). Bu transkripsiyon faktoriiniin fonksiyonlarnin ortaya g¢ikarilmasi
sonucunda aterosklerozun bir yashilik hastaligt olmasi yaninda kronik

inflamasyonlara da yol agabilecegi anlagilmistir.

2.3.2. LDL birikmesi ve oksidasyonu

Insan viicudundaki LDL, bu kolesteroliin viicuttaki transferinde ve metabolizmasinda
anahtar rol oynar. Hiicreler arasi boslukta yag depolanabilmesi énemlidir bunun
icinde bir yaga ihtiyag vardir. Bu yag ihtiyact dolagimdaki yaglardan
karsilanmaktadir ve bu durum o6zellikle yiiksek kolesterol diizeyleri ile iliskilidir
(Wang, 2016). Kolesterol dolasimda degisik sekilde 6zellikle lipoproteinler olarak
bulunur. Lipoproteinlerin fiziksel ve fizyolojik 6zelliklere dayanan biiyiikliik ve yapi
bakimindan ¢ok heterojen grup parcaciklari olmasi nedeniyle, LDL'lerin 1,019-1,063
g/ml yogunluga sahip pargaciklar oldugu tanimlanmistir. Daha spesifik olarak, LDL
parcaciklar1 ortalama 22 nm c¢apa, cekirdegi yaklagik 170 trigliserit ve 1600
kolesterol esterinden ve yaklagik 700 molekiil fosfolipid igeren bir tek yilizey
tabakasindan (~% 64 fosfatidilkolin (PC), ~% 11 lizofosfatidilkolin (LPC), ~% 26
sfingomieline) ve bir apoB-100 kopyasindan olusur (Esterbauer ve ark., 1992;
Steinberg, 2002). LDL, lipofilik antioksidanlar ve fosfolipitlerle cevrili bir ester
kolesterol 6ziinden olusur. Lipofilik antioksidanlar baglangigta LDL parcaciklarini
deformasyona kars1 korurlar, ancak antioksidanlar diistirdiikten sonra doymamis yag
asitleri okside olur. Bu nedenle, LDL'min oksidatif degisiklikleri, LDL'nin lipid ve
protein bilesenlerini degistirir. Aterojenezin ilk evresinde lezyon olusan yerde
lipoproteinler birikir. LDL endotel ortiiden transsitozla gecemese bile endositoz
yoluyla hiicre igine girebilir (Snelting-Havinga ve ark., 1989; Vasile ve ark., 1983).
Saglikli kosullarda, plazma LDL’si ve hiicre i¢i LDL konsantrasyonu arasinda bir
denge vardir. Dengede olan plazmada LDL intima igerisinde sikisir ve burada tutulu
kalir. Tutulma siiresinin uzamast hem kendiliginden hem de hiicre tarafindan

oksidasyona izin verir (Tavafi, 2013). LDL damar duvarina girmeden 6nce reaktif
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oksijen tiirevleri (ROS) tarafindan oksitlenir (okside LDL, ox-LDL) (Weber ve
Noels, 2011). Oksidasyon sirasinda LDL ilk olarak minmal Ox-LDL'ye doniisiir
(mmLDL). Ox-LDL, T hiicreleri ve makrofajlari aktive eder, adezyon molekiillerinin
ekspresyonunu uyarir, makrofajlar1 sarkoplazmik retikuluma c¢eker ve kopiik
hiicrelerini tiretir. Ox-LDL, monosit kemotaksisi, makrofaj hareketinin inhibisyonu,
yag hiicrelerinin olusumu, endotelyal adezyon molekiillerinin daha fazla
ekspresyonu, biiyiime faktorii stimiilasyonu, kemokin ekspresyonu, monosit
cogalmasi, yag c¢izgileri olusumu ve intima kalinlagsmasi gibi aterosklerozun
baslangi¢ asamasinda etkili olan bir¢ok 6zellige sahiptir (Steinbrecher ve ark., 1990).
Makrofajlarin  LDL igin reseptorleri vardir. Bu reseptorler, kolesteroliin
makrofajlarda birikip kopilik hiicreleri olusturma bi¢imini daha giiclii bir sekilde
gerceklestirirler. LDL degisimine neden olan reaksiyonlar, LDL'nin protein kismi
tizerindeki amino asitlerdeki degisikliklerle iligkilidir (Ross, 1999). mmLDL’ nin
daha ileri oksidasyonu orta derecede oksitlenmis LDL'yi (moLDL) ve son derece

oksitlenmis LDL'yi (oxLDL) olusturmak {izere ilerlemektedir (Sekil 6).

Cxidation

LDL Partikiilleri Minimal Ox-LDL Ox-LDL
) Fosfatidilkolin Kolesterolester (CE)
‘) Opéfosatiiiieolin Ox-kolesterolester
. Lizofosfatidilkolin »
) Sfingomiyelin ) APpoB-100 aminoasit zincir
8 —

. Ox-sfingomiyelin a ApoB-100 ox-aminoasit zinciri

Sekil 6: LDL’ nin oksidasyonu (Collot-Teixeira ve ark., 2007; Levitan ve
ark., 2010).

LDL'nin oksidasyona bagli olarak degistirilmesi, lokal vaskiiler homeostaz ve
kemokin sekresyonu ile karakterize bir inflamatuar yanit1 tetikleyen endotel hiicre
sitotoksisitesi iizerinde dnemli bir etkiye sahiptir (Li ve ark., 1999). Hatta endotel
hiicreleri tarafindan adezyon molekiillerinin daha yiiksek ifadesi ve stimiilasyon
makrofajlarin ve diiz kas hiicrelerinin migrasyon ve mitojenezinden de sorumludur

(Chisolm ve Steinberg, 2000). Bu modifikasyonlar lipoprotein kiimelenmesine ve
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lipoprotein tutumunu da artirir. Bunlara ek olarak, oxLDL'min, endotel nitrik oksit
sentazinin (eNOS) endojen bir inhibitérii olan artmis asimetrik dimetilarjine
(ADMA) vyol agan S-adenozilmetiyonin bagimli metiltransferazlarin aktivitesini
arttirdigr  gosterilmistir (Mudau ve ark., 2012). eNOS enzimi bahsedildigi gibi
vaskiiler tonusundan sorumlu olan NO biyosentezinden sorumludur. NO ayni
zamanda, endotelyal gegirgenligin (Duran ve ark., 2010), Vaskiiler diiz kas hiicre
(VSMC) ¢ogalmasimin ve gogiiniin (Napoli ve ark., 2013), platelet agregasyonu ve
adezyonu (Irwin ve ark., 2009) ve l6kosit yapismasinin azalmasiyla inflamasyonun

Onleyici 6zelliklere sahiptir (Armstead ve ark., 1997).
2.3.3. Kemokinler

Aterosklerozun ilk evrelerinde, monosit ve T hiicreleri arter duvarindan g¢ikarak
bozulmamis endotele girer. Aterosklerozun ilk basamaklarinda inhibitér monosit
kemokin proteininin (MCP-1) makrofajlar tarafindan belirgin bir sekilde, SMC ve
endotel ile daha az miktarda ifade edildigi bilinmektedir (Rafieian-Kopaei, 2014).
MCP-1, aterosklerozun tiim basamaklarinda eksprese edilir. Adezyon molekiillerinin
reseptorleri T-hiicreleri, SMC veya vaskiiler endotel hiicreleri {izerinde ifade olur.
Kemokinler T-hiicre aktivasyonu ve gog¢iinde kilit rol oynamaktadir (Erl ve ark.,
1998).

Ayrica aktif endotel hiicreleri, endotele yonlendirilmis gogii artiran kemoaktraktan
salgilar (CCL2 ve CCLD5) salgilar (Mestas ve Ley, 2008). MCP-1'de (CCL2) veya
bunun reseptoriinde (CCR2) eksikligi olan, ateroskleroza duyarli fareler kullanilarak
gergeklestirilen in vivo, subendotel monosit birikimini azaltarak lezyon olusumuna
kars1 6nemli korumaya sahip oldugu gosterildi (Combadiere ve ark., 2008). Adezyon
sonrasinda, lokositler gevsek hiicre i¢ci baglantilardan yararlanir ve intimaya gog
eder. OxLDL'in varligini algilayan endotel hiicreleri monosit kemoatraktan proteint,
MCP-1 (CCL2) salgilar (Harrington, 2000). Endotel hiicreleri ayrica lezyon
bolgesine go¢ eden makrofajlarin ¢ogalmasinda rol alan makrofaj koloni uyarici
faktorii (M-CSF) iiretmek i¢in endoteli uyarir. Monositler makrofajlara farklilastiktan
sonra ¢opgii reseptorleri kullanarak, ox-LDL'yi iceri alir. Daha 6nce belirtildigi gibi,
oksitlenmis LDL'nin alinmasi, muhtemelen ¢opcii reseptorlerle, oOzellikle ¢opcili
reseptdr SR-A1, A2, CD36 ve CD68 vasitasiyla gerceklesir (Harrington, 2000). Iceri

alman bu yag molekiilleri ge¢ endozomlarda kolesterol ve yag asitlerine ayrilir
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(Maxfield ve Tabas, 2005). Cesitli metabolik yollarla yeniden ester tepkimelerinde
kullanilir (Rothblat ve Michael, 2010).

2.3.4. Diiz kas hiicrelerini baglayan proteinler

Alfa-diiz kas aktin, miyozin agir zinciri, SMemb/kas-dist MHC izoform-B ve retinol
vaskiiler diiz kas hiicrelerini baglar ve plastitiste kazandirir (Rensen ve ark., 2007).
VSMC damar ¢apini ayarlar, damarlarda hasar olmast durumunda, VSMC'ler normal
kontraktilten proinflamatuaar-sentetik fenotipe gegebilir (Gomez ve Owens, 2012).
Doku 6zelligini yitirmis bolgeden go¢ eden VSMC'ler birikmis makrofajlarla birlikte
aterosklerotik lezyonun ¢ekirdegini olusturur (Yuan ve ark., 2001).

Burulma ve yirtilma gerilmeleri de dahil olmak iizere lezyon bolgesinde trombozu
tesvik eden baglica etkenlerdir. Aterosklerozun ileri komplikasyonu olan tromboz,
plaklarin patlamasiyla iligkilidir; bosalan plak igerigi damar tikanmasina neden olur.
Ileri lezyonlarda kalsifikasyon ve neovaskiilerizasyon aterosklerotik lezyonlarin
ilerlemesinde 6nemli bir faktordiir. intimal kalsifikasyon perisitleri kireglendirir. Bu

stiregler oksisiterol ve sitokinlerle diizenlenir. (Libby ve ark., 2011)

2.3.5. Inflamasyon

Kronik inflamasyonu takiben plazmada CRP (C- Reaktif protein), IL-6 ve I1L-18 ve
TNF-a, gibi bircok sitokin miktar1 artar (Liuzzo ve ark., 1994). Matriks
metalloproteinazlar (MMP-9 veya jelatinaz B), makrofajlar ve diger inflamatuar
hiicreler tarafindan salgilanir ve genel inflamasyon, vaskiiler anevrizmalar,
miyokardiyal hasar ve yeniden sekillendirme gibi ¢esitli patolojik siireclerde rol alir
(Pasceri ve ark., 2000). Baslangic MMP-9 seviyeleri ile kardiyovaskiiler 6liim riski
arasinda kuvvetli bir iliski vardir (Devaraj ve ark., 2003; Mosca, 2002). IL-18 ve
MMP-9'un agir1 ifadesi, yiiksek riskli hasta grubu olarak tanimlanir. Makrofaj
velveya yag dokusundan tiireyen proinflamatuar sitokinler, karacigerde CRP'yi
tetikler. CRP aterosklerotik inflamasyonun akut fazinda bir belirte¢ olarak gorev
yapar ve akut koroner sendromlu hastalarda erken ve ge¢ 6liim zamanimni tahmin
etmede 6nemli bir kriterdir. CRP, monosit ve endotel hiicreleri tizerindeki etkiler
yoluyla inlmasyonu ve aterojenezi tetikler ve plazminojen aktivator inhibitorii-1'in
(PAI-1) etkinligini ve konsantrasyonunu arttirir (Devaraj ve ark., 2003; Mosca, 2002;
Setorki ve ark., 2013). CRP, pentraksin protein ailesinin bir iiyesidir. Enfeksiyon,

akut yaralanma veya diger inflamatuar uyaranlardan sonra salinan bir akut faz
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reaktanidir (Nasri ve ark., 2014; Sarrafzadegan ve ark., 2013; Setorki ve ark., 2012).
Inflamasyonun sitokin belirteclerinin koroner arter hastaligi ile iliskili oldugunu
gosteren bazi kanitlar vardir. Ornegin, fibrinojen ve CRP gibi akut faz belirtegleri
aterokslerozu takip eden koroner arter hastaliklarina isaret eder (Ross, 1999).
Makrofajlar (Nasri ve ark., 2014; Sarrafzadegan ve ark., 2013; Setorki ve ark., 2012)
ve adipozitler (Setorki ve ark., 2012) tarafindan tiretilen IL-6" nin plazmadaki
konsantrasyonunun artig1 nedeniyle inflamasyon sirasinda CRP diizeyleri artar (Nasri
ve ark., 2014; Setorki ve ark., 2012).

Inflamatuar mekanizmalar aterosklerozun tiim basamaklarinda &nemli bir role
sahiptir. CRP, bu asamalarin herhangi birinde kompleman sistem aktivasyonu,
emilim, aktivite ve hiicresel modiilasyon, lipid birikimi ve tromboz gibi efektif direkt
stiregler yoluyla bir rol oynar. CRP, endotel hiicrelerdeki inhibitor kompleman
faktorlerinin ekspresyonunu azaltarak arteriyel endotel hiicrelerini dogrudan etkiler
(Cushman ve ark., 1999). CRP, damar duvar hasarinin ilerlemesinde 6nemli bir
faktor olan vaskiiler intimada bu hiicrelerin birikmesine yol agan vaskiiler SMC'nin
cogalmasini ve aktivitelerine aracilik eder. CRP, aterosklerotik plaklarda lipoprotein
birikimi ve kompleman sistemi aktivitesiyle iliskili bir faktordiir. Aterosklerozun ilk
adimlarinda 6zellikle aterosklerotik hasarin gelisimine ve ilerlemesine yol agabilecek

kompleman sisteminin aktivitesini artirir (Gharipour ve ark., 2013).

2.4. Kardiyovaskiiler Risk Faktorleri

Hipertansiyon, tiitiin kullanimi, yiiksek kan sekeri, hareketsizlik, obezite ve yiiksek
kolestrol seviyeleri Oliim i¢in diinyanin en Onemli risk faktorleri arasinda yer
almaktadir (Narayan ve ark., 2010). Bu faktorlerin ¢ogu kardiyovaskiiler hastaliklar
(KVH) ile yakindan iliskilidir (Center for disease control and prevention, 2017;
Mozaffarian, 2016; Narayan ve ark., 2010; Zhang ve ark., 2017). Daha 6nce mevcut
KVH bulunmayan insanlar i¢in, Amerikan Kalp Dernegi, ideal kardiyovaskiiler
sagligina iligkin bir dizi hedef olusturmustur. Kardiyovaskiiler saglik olgiitleri ideal
saglik davranislari ve ideal biyolojik faktdr olarak ikiye ayirmustir. Ideal saglik
davraniglari: sigara kullanmama, normal viicut agirhigi, fiziksel aktvite, Onerilen
diyetlere tutarli olarak uyum saglamadir. Ideal biyolojik faktorler ise tedavi
edilmemis total kolesteroliin 200mg/dL’ den diigiik olmasi, kan basincinin 120mmHg
ve 80mmHg’den diisk olmas1 ve aglik kan sekerinin 100mg/dL’ den diisiik olmasi
olarak belirlenmistir (Benjamin ve ark., 2017; Lloyd-Jones ve ark., 2010). Ideal
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kardiyovaskiiler saglik olgiitleri KVH riski ile iligkili oldugu bilimsel olarakta
gosterilmistir (Fang ve ark., 2016). Kardiyovaskiiler risk faktorleri kendi iginde
degistirilebilen ve degistirilemeyen risk faktorleri olarak iki sinifta toplanir.
Degistirilebilen risk faktorleri; hiperkolesterol/hiperlipidemi, hipertansiyon, sigara,
hiperglisemi, obezite olarak sayilirken, degistirilemeyen risk faktorleri aile dykiisii,
yas ve cinsiyet olarak sayilmaktadir.

2.4.1. Degistirilebilen risk faktorleri

2.4.1.1.Hiperkolesterol ve Yiiksek LDL diizeyi

Kolesterol KVH gelisiminde 6nemli bir risk faktoriidiir (Goldstein ve Brown, 2015).
Yiiksek kan kolesterol diizeylerinin varligi koroner arter hastalarinda (Czepluch ve
ark., 2007), monosit kemotaksisini bozar ve bdylece erken monosit/makrofaj akisi
azalir bununla birlikte biiyiime faktorii tedavisine yanitin gecikmesine ve
engellenmesine neden olur (Tirziu ve ark., 2005). Endotel islev bozuklugunun
baslamasinda ve ilerlemesinde gérev yapan en 6nemli aterojenik lipoprotein LDL’dir
(Babiak ve Rudel, 1987). Kolesterol LDL aracilig1 ile karacigerden diger dokulara
transfer edilir. Aterom plagi olusumunda ve bunun ilerlemesinde LDL yiiksekligi ilk
siralarda  yer alir. Plazmadaki LDL kolesterol aterosklerozda en Onemli
belirleyicilerden biridir. Ozellikle proinflamatuar bir ajan oldugu i¢inolusan lezyon

bolgelerinde kronik inflamatuar yaniti harekete gegirir (Navab ve ark., 1996).

2.4.1.2. Hipertansiyon
Hipertansiyon, kronik bobrek hastaligi ve diyabete yol agtigi igin 6liimcil bir risk

faktortdiir (Danaei ve ark., 2014). Hipertansiyon ¢esitli sekillerde aterojenezi
etkileyebilir. Kan basincinin uzun siire yliksek olmasmin sonucu olarak damar
duvarinin sertlesmesi kan damari duvarindaki gerilmeyi artirir (Zhang ve ark., 2017).
Yirtilma gerilimi aterojenezdeki temel faktorlerden biri oldugu igin, hipertansiyon
aslinda kolateral biiylimeyi tesvik edebilir. Yirtilma gerilimi arttikga aktif endotel
hiicreleri endotelyal nitrik oksit sentazin1 (eNOS) fosforile eder ve NO firetir. NO,
gen ekspresyonunu, aktivitesini, matriks metalloproteinaz aktivasyonunu ve hiicre
alimmi degistirerek aterojenezde onemli rol oynayan triindir (Yu ve ark., 2005).
Diger taraftan, hipertansiyon yaygin olarak vaskiiler disfonksiyon ile iligkilidir,
muhtemelen arteriyel yeniden yapilanmayi1 azaltmaktadir (Benndorf ve ark., 2003;
Kou ve ark., 2007; Cai ve Harrison,2000).
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2.4.1.3.Sigara

Sigara i¢cimi KVH i¢in énemli bir risk faktorii olarak tanimlanmistir. Tiitlin dumant
4000'den fazla kimyasal bilesik igerir ve bunlarin hepsi fizyolojik siiregleri
etkileyebilir (Sabri ve ark., 1991). Ozellikle yirminci yiizyillda akciger kanseri
sikliginda ve kardiyovaskiiler hastalik nedenli 6liimlerde sigaranin 6nemli bir risk
faktorli oldugu sonucunu giiglendirmistir. Sigara i¢ciminin, iskemik kalp hastaliklari
ve inme nedenli 6liim riskini artirdigi gosterilmistir (Bergmann ve ark., 2006; Ito ve
ark., 1997). Sigara i¢iminin kardiyovaskiiler sistem tizerindeki ilk patolojik
etkilerinden biri, cesitli sinyal yollarim etkileyerek endotel fonksiyonlarinin
degigmesidir. Dahasi, endotel hiicrelerinin sayis1 ve fonksiyonu sigara ile azalir ve
endotel fonksiyon degisikligine katkida bulunur (Michaud ve ark., 2006). Endotel
hiicrelerdeki degisimlerin yani sira, sigara dumanina maruz kalmakta inflamatuar
yanit1 degistirir. Makrofajlarda vaskiiler endotel biiylime faktoriiniin azalmasi,
endotel hiicrelerinde pek ¢ok bozulmus diiz kas hiicrelerinin aktivasyonuna yol agar
(Michaud ve ark., 2006). Sigara kullanimi yabanci cisimlerin ve patojenlerin
alveollere ulagmasini 6nlemek i¢cin dogal immiin hiicrelerin ¢evresel patojenlere tepki
verdigi immiin yanitlar1 modiile ettigi diisiiniilmektedir. Aktif sigara i¢enler arasinda
ani kalp oliimlerinin ii¢ kat arttig1 ve uzun yillar bagimli olan igicilerin %38 oraninda
risk artigina sahip oldugu tespit edilmistir (Aune ve ark., 2018). Sigaradaki nikotinin,
proanjiyojenik ve aterojenik etkilerinin oldugu bilinen bir gergektir (Heeschen ve
ark., 2003). Nikotinin asetilkolin reseptorleri ile 6rnegin; monositler, makrofajlar ve
endotel hiicreleri sinyal gonderdigi diistiniilmektedir (Davies ve ark., 1982). Nikotin
VEGF ve bFGF ile ayn1 oranda endotelyal hiicre gogii bagimli biiyliime faktoriiniin
indiiklenmesi ile anjiyogeneze neden oldugu yapilan ¢alismalarla gosterilmistir (Ng
ve ark., 2007). Kronik yogun sigara i¢ilmesi, ayrica, vaskiiler biiylime siireglerini
potansiyel olarak etkileyen, hemoglobine artan karbon monoksit baglanmasi yoluyla
kronik hipoksiye yol agabilecegi de yapilan ¢alismalarla gosterilmistir (Gray ve ark.,
2007).

2.4.1.4.Hiperglisemi ve diyabet

Birkag yildir seker hastaligit KVH igin bir risk faktorii olarak tanimlanmis; periferik
arter hastaligi ve karotis arter stenozu i¢in risk faktorii olarak kabul edilmistir
(Haffner ve ark., 1998; Newman ve ark., 2017). Buna karsilik riskin diisiik oldugu da
yapilan ¢aligmlarla gosterilmistir (Bulugahapitiya ve ark., 2009; Rana ve ark., 2016).
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Aclik kan sekeri seviyesinin yiiksek olmasi, damari duvarinda anormallikler
olusturdugunu gosteren kanitlar vardir (Schofield ve ark., 2002). Hiperglisemi
endotel fonksiyonu, vaskiiler diiz kas hiicresi ¢ogalmasi ve damar duvariyla
dolasimdaki hiicreler arasindaki etkilesime neden olur. Bu konuda yapilan hayvan
caligmalar1 hipergliseminin KVH ile iliskisine daha iyi 151k tutmaktadir (van Weel ve
ark., 2006). Hiperglisemik [streptozotosin (STZ) ile tedavi edilen C57BL / 6 ve obez
olmayan diyabetik (NOD)] ve insiiline direngli (Ob/Ob) farelerde femoral arter
okliizyonundan sonra aterojenezi incelemistir. Hem STZ ile muamele edilen (DM tip
I) hem de Ob/ob (DM tipi II) farelerde, perflizyon restorasyonunda bozulma
gozlenmemistir. NOD fareleri hafif ve yiiksek hiperglisemi arasinda herhangi bir fark
gostermediyse de, perfiizyon restorasyonu CS57BL/6 farelerindekinden anlamli
derecede diisiik bulunmustur. Waltenberger, hipergliseminin aterojenezi nasil
etkileyebilecegini olas1 bir agiklama saglamistir (Waltenberger, 2001). Monosit gog
deneyleri, diyabetik hastalarin monositlerinin, VEGF-A'ya dogru daha az go¢ etme
kabiliyetine sahip oldugunu gostermistir. Kolateral yeniden modelleme konusundaki
merkezi rollerinin bir sonucu olarak, bozulmus monosit goc¢ii aslinda DM

hastalarinda aterojenik yanitin azalmasina neden olabilir (Zhou ve ark., 2006).

2.4.1.5.0bezite

Obezite biiyiik bir saglik krizi olarak goriilebilir ve tiim diinyada 6liim ve engellilik
i¢cin 6nde gelen bir risk faktorii olarak tanimlanmistir (Bhupathiraju ve Hu, 2016).
Yiiksek viicut kiitle indeksinin (VKI) mortalite yiikii 1980'den 2010'a yaklasik iki
katina ¢ikti ve gelecek yillarda daha da artmasi bekleniyor (Bhupathiraju ve Hu,
2016). 2014'te ise 1.9 milyar fazla kilolu yetiskin ve bunun 600 milyondan fazlasi
obezdi. Buna ek olarak, 2014 yilinda 5 yasin altindaki yaklasik 41 milyon ¢ocugun
fazla kilolu veya obez oldugu tahmin edilmektedir. Gegmis tahminlerde, yiiksek VKI
ile ilgili 6liimlerin tigte ikisinden fazlasinin KVH'ye bagl oldugu diisiiniilmektedir.
Obez hastalarda kardiyovaskiiler hastalik insidansi oldukga yiiksektir (GBD, 2015).
Yilmaz ve ark. normal koroner kalp hastalig1 olanlara kiyasla, iskemik kalp hastalig
olan obez hastalarda koroner dolagimin daha yavas oldugu sonucuna varmiglardir
(Sasmaz ve Yilmaz; 2009; Yilmaz ve ark., 2003; Yilmaz ve ark., 2006).
Muhtemelen, bu bulgularin agiklanmasi, obez hastalarin da, altta yatan bir metabolik
sendromu yansitan lipit profilleri ve muhtemelen insiilin direnci degistirmis olmasi

gercegi olabilir. Metabolik sendrom, asagidaki durumlardan {i¢ veya daha fazlasina
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sahip olarak tanimlanir: (i) abdominal obezite; (ii) yiliksek trigliserit seviyeleri (> 150
mg dL-1); (iii) disik HDL (Yiiksek yogunluklu lipoprotein) kolestrol seviyeleri
(erkekler i¢in <40 mg dL-1 ve kadinlarda <50 mg dL-1); (iv) yiiksek tansiyon
(sistolik> 130 mmHg veya diyastolik> 85 mmHg veya antihipertansif ilaglar); ve (v)
yiiksek aglik glikoz konsantrasyonu (> 110 mg dL-1). S6zii edilenlerden, herbirinin
aterojenezde ek bir etkisinin oldugu beklenebilir (Winer ve ark., 2016). Makrofajlar
(Lumeng ve ark., 2007), T hiicreleri (Winer, 2009), B hiicreleri (Winer ve ark.,
2011), dogal oldiiriicti hiicreleri (Wensveen ve ark., 2015) ve nétrofiller (Talukdar ve
ark., 2012) ile birlikte bir pro-inflamatuar fenotipi iceren dogal ve adaptif immiin
hiicrelerin birikimi antiinflamatuar immiin hiicrelerde (diizenleyici T hiicreleri, M2

benzeri makrofajlar ve eozinofiller) bir azalma gosterilmistir (Winer ve ark., 2016).

2.4.2. Degistirilemeyen risk faktorleri

24.2.1. Yas

Kiiresel olarak, yasam siiresi 1980'de 61,7’den 2015'de 71.8 yila yiikselmistir (Wang,
2016). Bir iskemik olay (6rnegin, miyokard enfarktiisii ve felg) durumunda, yash
hastalardaki mortalite, gen¢ hastalardakinden 6nemli derecede yiiksektir (Bao ve
ark., 1996; Ford ve ark., 2014). Kardiyovaskiiler degisiklikler daha siklikla
yayginlasir, daha genis kapsamlidir ve beraberindeki morbidite bu hasta grubunu pek

cok tedavi secenegi i¢in daha az uygun hale getirir.

Yaslanmakta olan hastada, cogu fizyolojik siirecler degisir gibi goziikkmektedir.
Metabolizma yavaslar, néronlar daha az ¢alisir (Disterhoft ve Oh, 2007) ve yaralarin
iyilesmesi daha uzun siirer (Ashcroft ve ark., 1997), bu kan damari biiyiime
kapasitelerinin azaldigin1 gosterir. Telomerlerin, normal hiicrelerin yaslanmasi
sirasinda ve hiicrelerin kritik bir azalmasindan sonra boylar1 kisalir ve boylelikle
boliinmeyi durdurur (Allsopp ve Harley ve ark., 1995). Hiicre boliinmesinin yanisira
diger hiicre fonksiyonlar1 zamanla degisir. Yasin artmastyla endotel hiiceleri daha az
NO dretir (Rivard ve ark., 1999). Yaslanma kandaki inflamatuar aktivitenin
azalmasiyla da ilgilidir ve yaslanma ile anjiyojenez ve aterojenez olusumu artar
(Bruunsgaard ve ark., 2003). Bununla birlikte, akut uyarana verilen yanit azalmistir.
Yaslilarin, ameliyat tetikleyicilerinde yeterince tepki verme olasilig1 daha azdir ve
Oonemli bir arter tikanmasi durumunda in vitro hiicrelerin aktivasyonu igin de

gecerlidir, bu da dolasimdaki sitokin diizeylerinde artisa neden olurken vaskiiler
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yeniden yapilanma kapasitesinde azalmaya neden olur. Aslinda, klinik 6ncesi ve
klinik ¢aligmalar, arteriyel okliizyonu telafi etme kabiliyetinin yasin artmasi ile
bozuldugunu gostermistir (Kurotobi ve ark., 2004; Kurotobi ve ark., 2004; Tuttle ve
ark., 2002).

2.4.2.2.Cinsiyet ve aile oykiisii

Erkeklerle kadinlar arasindaki bazi 6nemli biyolojik farkliliklar arterlerin biliytikligt
gibi farkliliklarla ilgilidir. Kadinlarda daha az plakli kii¢iik karotis arterler (Krejza,
Schulz ve Rothwell ve ark., 2001), fakat daha belirgin stenoz (lemolo ve ark., 2004)
ile yeniden sekillenme arasindaki farklarla iliskili olabilirler. Kadinlarda daha kiigiik
koroner arterler akut koroner sendrom tanisinda cinsiyet farkliliklarini agiklayabilir.
Bununla birlikte, goriinen cinsiyet farkliliklar1 koroner arterlerin arastirilmasi ve
revaskiilarizasyonu ile ilgili kararlar etkileyebilir ve belki de cinsiyet farkliliklar
revaskiilarizasyon sonrasi sonuglari etkileyebilir (Pelletier ve ark., 2014). Cinsiyete
bagli degiskenlerin saglikla iligkili cinsiyet farkliliklarini aciklamada yardimci
olabilecegine dair kanitlar, geng erkeklerde kadinlardan daha yiiksek KVH sikliginin
oldugunu soyler. Erkeklerin artmig bir risk altinda olmasiin nedeni, kismen, sigara
icilmesi veya asir1 alkol tiiketimi gibi cinsiyete dayali egilimler ile agiklanabilir.
Ayrica geng eriskinlerde, 0zellikle de kadinlarda akut koroner sendromun goriilme
sikliginin arttig1 gozlenmistir (Izadnegahdar ve ark., 2014). Geng yetiskinlerde akut
koroner sendromun insidansinin artmasi, son on yilda aile, sosyal ve kurumsal
rollerin ve erkeklerin ve kadmlarin tutumlarmin degismesi ile iligkili olabilir
(Kawase ve ark., 2013). Onemli ve tartismal1 farkliliklardan biri de, hem erkekler
hem de kadinlar i¢in hormonal tedavidir. Hayvan modellerinde 0Ostrojenin
ateroskleroza karsi koruyucu oldugunu gosteren ¢ok sayida kanit vardir (Williams ve
ark., 1995). Benzer sekilde, testosteron eksikliginin aterosklerotik olay riskini

artirdigina dair yeterli kanit vardir (Herring ve ark., 2013).

Kardiyovaskiiler hastalig1 olan ebeveynlerin ¢ocuklarinin ¢ogu zaman bir biiyiik risk
altinda olduklar icin, ailevi kardiyovaskiiler hastalik dykiisiiniin bulunmasi biiyiik
risk olusturmaktadir. Birinci derece akrabaliginin 55 yasindan 6nce (erkeklerde) veya
65 yasinda (kadinlar i¢in) KAH olmasi durumunda risk artar (Fuster ve ark. 2002).
Ayrica, Kafkasyalilara kiyasla, Afrikali Amerikalilar daha yiiksek tansiyonlar
nedeniyle daha fazla risk altindadir. Son zamanlara kadar aile dykiisii degistirilmesi

miimkiin olmayan risk faktorleri arasinda yer aliyor olsa da eger aile de aile dykiisii
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gecmisi pozitifse bireyler boylesi durumlarda daha erken yaslarda taramalardan
gecerek kalp damar hastaliklarina yakalanma risklerini diisiirebilmekte ve daha erken

tedavi olmalar1 s6z konusu olmaktadir.

2.5. Epigenetik ve kodlama yapmayan RNA’lar

Okaryotik hiicrelerde, gen ifadesi, birka¢ “oyuncunun”, genlerin transkripsiyonunu
ve translasyonunu kontrol etmede birbirleriyle etkilestigi karmasik bir molekiiler
agin sonucudur. Bu oyuncular diizenleyci diziler (promotorlar ve enhansirlar), RNA
polimerazlar, transkripsiyon faktorleri ve yardimci diizenleyici proteinlerdir. Bu
etkilesimlerin 6nemli diizenleyicilerinden biri de epigenetik mekanizmalardir. Bu
mekanizma DNA dizisini degistirmeden gen ifadesini etkileyen, ancak yine de hiicre
kusaklar arasinda iletilebilen bir dizi islemlerdir. Epigenetik mekanizmalar 4 temel
kategoride toplanabilir: (1) Metilasyonlar, (2) kovalent histon modifikasyonlari, (3)
ATP-bagimli kromatin yeniden diizenlenmesi ve kodlama yapmayan RNA’lardir

(Bernstein ve ark., 2007; Lorenzen ve ark., 2012; Wu ve ark., 2009).

Kardiyovaskiiler hastaliklarin etiyolojisini daha iyi anlamaya yonelik arastirmalarda,
kodlama yapmayan RNA’lar (non-coding RNA, ncRNA’lar) genis ¢apta ¢alisilmigtir
ve cok cesitli orneklerde inceleme yapildiginda kardiyovaskiiler ve metabolik
hastaliklarda farkli ifadelere sahip oldugu gdsterilmistir. Insan genomunda yaklasik
25.000 protein kodlayan gen vardir bu da genomun sadece yaklasik %2’ lik bir
kismina karsilik gelir (Collins ve Penny, 2009). Genomun gen igermeyen bolgesinin
bir kismi heterojen, fonksiyonel bir RNA grubuna transkribe olur (Carninci ve
Hayashizaki, 2007; Claverie, 2005). Buna genellikle ncRNA ya da kodlama
yapmayan RNA denir. Kodlama yapmayan RNA’lar biiyiikliiklerine gore ii¢ sinifta
toplanir: kisa (~19-25 nt), orta (~20-200) ve uzun (200 nt’ten biiyiik) RNA’lardir
(Tablo 1). Bu RNA’lar 6zellikle gen ifadelenmesinin diizenlenmesinde gorevlidir

(Cech ve Steitz, 2014).
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Tablo 1 Kodlama yapmayan RNA’larin siniflandirilmasi (Gangwar ve ark., 2018)

Sinifi Biiytkligi Lokasyonu
Kisa MiRNA’lar (~19-24 nt) Hiicre i¢i ve hiicre dis1
SiRNA’lar (~21-23nt) Eksojenler

PiRNA’lar (~26-31nt)

Orta SnoRNA’lar (~20-200nt)  Cekirdekgik igi
SnRNA’lar Cekirdek i¢i
Uzun >200nt Cekirdek, stoplazma ve mitokondri

SnRNA (small nuclear RNA) ve snoRNA (small nucleolar RNA) ilk tanimlanan
RNA’lardir ve mRNA translasyonunda gorevli RNA’lar olarak karakterize edilirler.
Bu RNA’lar ayrica niikleotid modifikasyonu ve u¢ baglama gibi RNA isleme
olaylarinda gorevlidirler (Cech ve Steitz, 2014; Collins ve Penny, 2009). Daha sonra
kesfedilen lin-4 ve let-7 iki kodlama yapmayan RNA (Lee ve ark., 1993; Reinhart ve
ark., 2000) regiilator fonksiyonlar1 oldugunu ortaya ¢ikardi.

2.5.1. Mikro RNA

Mikro RNA ailesi gen ifadesinin transkripsiyon sonrasinda negatif kontroliinde rol
alan ve yaklasik 19 ile 25 niikleotid uzunlugundaki molekiilleri kapsar. Genellikle
hedef mRNA'lar1 bir antisens mekanizmasi ile bastirirlar. Tipik olarak, hedef
mRNA'larm 3" UTR’leri ile (kismen) komplementer dizilere baglanarak,
translasyonu baskilar ve ayn1 zamanda mRNA kirpilmasin1 ya da degredasyonunu
indiikler (Bartel, 2009; Filipowicz ve ark., 2008; Cai ve ark., 2009). MiRNA’lar
dokuya 0zgii gen ifadesini kontrol ederler ve genellikle hiicre ¢ogalmasinda ve
apoptoz gibi siireclerde embriyonik gelisim, doku ve organ olusumunda rol alan
genlerin ifadelerini diizenlerler (Leonardo ve ark., 2012; Esquela-Kerscher ve Slack,
2006).
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2.5.2. Mikro RNA’larn isimlendirilmesi

Olgun miRNA’lar genellikle miR kisaltmasinin ardindan bir numara ile tanimlanirlar;
ornegin, MiR-499. miR'in 6niine gelen kisaltma kaynak organizmayi gostermektedir;
ornegin hsa-miR-101; insan tiirtindeki mikro RNA 101’1 ifade etmektedir. Sadece bir
veya iki niikleotidinde farklilik gdsteren ayni MIRNA sayinin arkasina harfler
yazilarak birbirnden ayirt edilir; 6rnegin miR-123a veya miR-123b gibi. Genomun
farklt bolgelerinde ayni niikleotid igerigine sahip MiRNA’lar kopyalanabilir ve
bunlarda numaralarin arkasina bir tireden sonra numara verilerek ayirt edilir;
Ornegin; miR-194-1 veya miR-194-2 gibi. MiRNA’lar genellikle sag¢ tokasi
seklindedirler, 3' ya da 5' ucundan ¢ikint1 yapabilirler ve tek iplikli bu ¢ikintilar hedef
mRNA’ya buralardan baglanabilirler. Buna gore adlandirmalar 3' ve 5’ baglanmasina
gore adlandirilirlar; &rnegin; miR-17-5p (5' kol) veya miR-17-3p (3' kol). ifade
seviyesine gore ise miR-123 veya olur. Diisiik seviyede ifade edilen miRNA
molekiilleri verilen numaralarin ardina konulan * ile gosterilir 6rnegin; miR-123*

diisiik seviyede isaret edildigini gosterir (Bronze-Da-Rocha, 2014).

2.5.3. Mikro RNA sentezi, islenmesi ve fonksiyonlari

Kendileri de dokuya 6zgii ifade edilen miRNA molekiilleri genellikle dokuya 6zgii
gen ifadesinin kontroliinii saglarlar (Leonardo ve ark., 2012). Bu nedenle, ¢oklu
hastaliklarda merkezi rol oynamalarinin yaninda gelisim ve farklilasma sirasinda gen
regiilasyonu iizerinde genis bir etkiye sahiptir (Esquela-Kerscher ve Slack, 2006;
Zhao ve Srivastava, 2007).

Baz1 mikroRNA’larin dokuya 6zgili ifadelerinin kontroliiniin yine mikroRNA’lar
tarafindan yapildigi bilinmektedir. Ilk kesfedilen mikroRNA Caenorhabditis
elegans'in (C. elegans) lin-4’ii olan mikroRNA’dir (Lee ve ark., 1993; Wightman ve
ark., 1993). Lin-4’iin bu organizmanin gelisimindeki fonksiyonu mutasyonlarla
acikliga kavusturulmustur. Lin-4’tin hedefledigi lin-14’tin ekspresyonuna bagh
olarak ge¢ larval evrelerinde anormal yapi, gelisimsel sinyal yollarinin diizenlenmesi
ve diizensizligi ile sonuglanmistir. 2000 yilinda Ruvkun laboratuvarinda baska bir
kodlama yapmayan RNA olan let-7°nin lin-41 genini hedef aldigin1 ve inhibe ettigini
bildirmistir (Reinhart ve ark., 2000). Diger tiirlerin gen regiilasyonunda miRNA'larin
roliinii anlamaya yonelik calismalar, hem fare hem de insan genomlarindaki birkag
miRNA'y1 tanimlamaya yonelik olmustur (Lagos-Quintana ve ark., 2001; Lau ve ark.,

2001). Izleyen arastirmalar arastirmalarda, ¢ok cesitli tiirlerde binlerce farkli miRNA
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tanimlandi. Bu miRNA’larin biyosentezleri, islevleri, lokalizasyonu, insan sagligi ve
hastaligindaki rolii daha iyi anlagildi. MiIRNA genleri 6nce birkag yiiz niikleotit (nt)
uzunlugunda, birden fazla gévde-halka (stem-loop) yapilara kopyalanir. Bu birincil
miRNA veya "pri-miRNA", Drosha RNaz ve onun kofaktérii DGCRS vasitasyila 70
niikleotit uzunlugunda baslangic MIRNA veya "pre-miRNA" yapilarina islenir
(Wightman ve ark., 1993). Pre-miRNA c¢ekirdek disina Exportin 5 vasitasiyla ve
enerji kullanilarak ¢ikarilir (Han ve ark., 2004; Lee ve ark., 2002; Lund ve ark.,
2004). Sitoplazmada iken, pre-miRNA’lar 5-RanGTP’den ayrilir ve Dicer tarafindan
daha kisa ¢ift iplikli RNA pargalarina ayrilir. Bu son islemden sonra, Dicer-TRBP
kompleksi, argonaute 2’yi (Ago2) ve sonu¢ olarak meydana gelen ds-miRNA'yi
baglayan ilave proteinleri, RNA ile indiiklenmis susturucu kompleksinin (RISC)
olusumuna yol agar (Hauptmann ve Meister, 2013). RISC, dsRNA'y1 bir rehber
zincire ve bir yolcu zincirine ayirir ve rehber zincirin hedef mRNA 3'UTR’ye

baglanmasini kolaylastirir (Sekil 7).

MikroRNA geni ya da intronu Nucleus | Sitoplazma

5 RNAPoLIL/N ‘ Transcription
3 v T
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Sekil 7: Mikro RNA biyogenezi (Winter ve ark., 2009)
Pri-miRNA'y1 olgun miRNA'ya doniismesi bir dizi igslem gerektirir. Pri-miRNA, 33 ila
35 baz ¢iftlik (bp) uzun bir gévdenin bir ucunda halka diger ucu ise eslesmemis
niikleotitlerden dolayr tek iplikli segmentlerden olusur (Ha ve Kim, 2014). Pri-
miRNA'nin bu govde-halka yapisi, ¢ekirdekteki “mikroiglemci” tarafindan taninir. Bu
mikroislemci, ana bilesenleri Drosha ve DGCR8 olan bir ¢oklu protein kompleksidir.

Drosha'min RNaz III aktivitesi, govde-halka oncii miRNA'y1 (pre-miRNA) serbest
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birakan pri miIRNA'nin kesilmesi i¢in gereklidir. Baslangigta intronik miRNA’larin
once uglarmin baglanip (splays) dallandigi daha sonra Drosha ile kesildigi ileri
stiriildii (Ying ve Lin, 2006). Bununla birlikte, daha yeni ¢alismalar, kanonik intronik
miRNA'larin Drosha ile kesilmesinin, sadece splaysozom kompleksine transkript
eklendikten sonra olustugunu gostermislerdir, ancak Once intron birlesmesi

gerceklesmistir (Kim ve Kim, 2007).

Mirtronlar islenmeleri bakimindan miRNA’lardan bagimsizdir. Mirtronlarin islenmesi
Drosha’nin RNaz III aktivitesi gercktirmez ancak ug¢ baglamay1 gerektiren bir
stirectir. (Westholm ve Lai, 2011). Diger miRNA'lara kiyasla daha kisa onciil
govdeleri vardir (Ruby ve ark., 2007). Bunun yerine, mirtronlarin uzantilari, ug
baglama igin gerekli konsensiis diziler govde-halka yapisinin 3’ucunda bulunur
(Ruby ve ark., 2007; Kim ve Kim, 2007). intronun kodladig1 miRNA islemi sirasinda
hem splaysozom hem de mikroislemci mekanizmalarin birbirinden bagimsiz olarak

calistig1 goriilmektedir (Havens ve ark., 2012; Miyoshi ve ark., 2010).

Islenme siirecinden bagimsiz olarak {iretilen pre-miRNA’lar Exportin-5 transport
kompleksi tarafindan sitoplazmaya aktarilir (Okamura ve ark., 2008; Ruby ve ark.,
2007). Sitoplazmada, RNase III endoniikleaz Dicer, pre-miRNA'y1 tanir ve 22nt
uzunlugunda olgun MIiRNA dupleksini serbest birakarak terminal halkasina yakin
olarak parcalara ayirir. Dubleks, RNA kaynakli susturma kompleksi (RISC) adi
verilen bir efektdr kompleksi olusturmak i¢in bir Ago proteinine yiiklenir
(Mourelatos ve ark., 2002). MiRNA, 5'-ucunda daha az kararli baz eslesmesi ile
birlikte, Ago proteiniyle etkilesime devam ederken, diger iplikgik, dupleksten
ayristirilir (Khvorova ve ark., 2003; Schwarz ve ark., 2003). ilging bir sekilde, son
zamanlarda yapilan birkag c¢alisma, yolcu MIRNA zincirinin bazi diizenleyici
fonksiyonlara sahip olabildigini gostermistir (Okamura ve ark., 2008; Yang ve ark.,
2011).

2.5.4. Dolasim mikroRNA’lar1

Kan serumunda miRNA’larin varligi ve cogu RNA nin aksine, niikleaz aktivitelerine
kars1 oldukga direngli oldugu bilinmektedir. In vitro ve in vivo ¢alismalar, hiicreler
arasi iletisim aracilar1 olarak dolasim miRNA'larin potansiyel roliine 1s1k tutmustur.
Eksozomlar iginde Kkapsiillenmis hiicre dist MIRNA'nin hiicreler tarafindan

alinabilecegini ve bu alici hiicrelerde gen ifadesinde ve fonksiyonlarinda degisiklik
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yapildigr gozlemistir (Valadi ve ark., 2007). Ayrica, disardan verilen miR-126’nin
damar hasarli farelerde endotel homeostaziyi diizelttigi gosterilmistir (Jansen ve ark.,
2013). Hiicrelerin  streslere maruz kaldiklarinda verdigi tepkiler arasinda

MiRNA’salinim1 da vardir (Emde ve Hornstein, 2014).

Mikro RNA’lar hem hiicreler arasinda hem de dokular arasinda tasinabilir. Kandaki
mMiRNA’larin vezikiil baglantili olmalarinin yaninda membran igermeyen miRNA’lar
da vardir. Vezikiil baglantili olmayan miRNA’lar Ago 2 ve RISC proteinlerinin
olusturdugu protein kompleksleri tarafindan kararli hale getirildigi gosterilmistir
(Arroyo ve ark, 2011; Wang ve ark, 2010). Membrana bagli miRNA’lar apoptotik
cisimlerde, eksozomlarda ve mikrovezikiillerde bulunur. Dolasimdaki miRNA’lar

HDL partikiillerinde de bulunabilir.

Dolasimdaki baz1 mikroRNA’lar, kardiyovaskiiler hastaliklarin potansiyel belirtecleri
olarak kabul edilir. Hipertansiyon, koroner arter hastaligi ve miyokart enfarktiislii
hastalarda kan plazmasinda miR-143 ve miR-145 diizeylerinin degistigi gosterilmistir
(Parahuleva ve ark., 2017). Dolasimdaki miR-133 seviyesinin (miR-1 ve miR-208a
ile kombinasyon halinde) koroner arter hastaligi miyokard enfarktiisii teshisi icin
umut vaat ettigi gosterilmistir (Bauters ve ark., 2013). Dolasimdaki miR-21
diizeyinin, subklinik ateroskleroz ve miyokard infarktiisiine (her iki kosulda da artis)
ve periferik kandaki miR-221 diizeyine (sadece inmede azalma) ¢ok duyarli oldugu
bulunmustur (Cengiz, ve ark. 2015). Aortal kandaki miR-100 diizeyinin lipit hacmi
ve fibréz hacim yiizdesi ile pozitif korelasyon gosterdigi gercegine dayanarak, bu
mikroRNA'nin bir plak hassasiyeti ile ilgili biyobelirte¢ oldugu one siiriilmiistiir
(Soeki ve ark., 2015). MiRNA ifade modelleri, ateroskleroz ve diger kardiyovaskiiler
hastaliklar arasinda farklilik gosterir. Bu miRNA’larin hastalik patojenezinde rol
oynayip oynamadig1 veya sadece biyobelirtegler olarak islev goriip gormedigi 6nemli

bir tartisma konusudur.
2.5.5. MikroRNA’lar ve kardiyovaskiiler hastahklar

Kardiyovaskiiler sistemdeki tiim miRNA’larin ekspresyonlarinin bloke edilmesiyle
kalp biyolojisinde ne kadar dnemli bir yere sahip oldugu anlasilmistir (Hata, 2013).
Drosha, DGCRS8, Ago2 veya Dicer gibi miRNA biyogenezi i¢cin gerekli olan genlerin
dokuya 6zel olarak delesyona ugradigi anlasilmistir. Farelerde bu kritik genlerin
silinmesi, kalp ve kan damarlarinin ciddi gelisim kusurlarina bagli olarak erken

gebelikte oOliimle sonuglanmistir. Farkli hiicre tipleri, spesifik miRNA ifadesi
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profiliyle siiflandirilir. Ilging bir sekilde, sadece 18 mMiRNA ailesi, kardiyak
miRNA'larin  yaklagik %9011 olusturmaktadir (Small ve Olson, 2011)

Kardiyomiyositler arasinda, miR-1 en bol olamidir. MiR-1 ve miR-133 aym
bisistronik transkriptten kaynaklanir, ancak miR-133 ifadesi daha disiiktiir. MiR-1 ve
miR-133, embriyonik kok hiicrelerde (ESC'ler) mezoderm farklilasmasini tesvik
eder. Daha sonra gelisimlerinde karsi roller oynarlar: miR-1 tesvik eder ve miR-133
mezodermin Kardiyomiyositlere farklilasmasimi engeller (Porrello, 2013). MiR-1,
Irx5 ve Hand2 transkripsiyon faktorlerinin ekspresyonunu diizenleyerek
kardiyojenezi etkiler (Zhao ve Srivastava, 2007). Hedeflenen miR-1 silinmesi
ventrikiiler septal defektlerle (VSD) sonuclanir. Irx5 proteini, potasyum voltajli kanal
alt ailesi D {iyesi 2 (Kcnd2) gibi potasyum kanal genlerinin ekspresyonunu diizenler
ve kalp ventrikiiler repolarizasyon gradyanimi belirler. MiR-133, hiicre dongiisii
ilerlemesinde yer alan transkripsiyon faktorleri olan serum yanit faktorii (SRF) ve
siklin D2'nin aktivitesini etkiler. SRF, kalp kasi ve diiz kas farklilagmasi ve
biiylimesinden sorumlu genleri diizenler; ayrica miR-133/1'in transkripsiyonunu
aktive eder. Siklin D2, hiicre dongiisiiniin G1 fazinda retinoblastoma proteinin
fosforilasyonuna etki ederek kardiyomiyosit proliferasyonunu kontrol eder (Liu ve
ark., 2008). Kasilma proteini ekspresyonu kalp gelisimi sirasinda siki bir sekilde
diizenlenir. Miyozin genlerinin anormal sentezi, patolojik kardiyak yeniden
sekillenmeye dayanir. Miyozin genleri, miR-208a, miR-208b ve miR-499’un kontrolii
altinda kalir ve bunlar sirasiyla Myh6 (alfa-miyozin agir zinciri, a-MHC), Myh7
(beta-miyozin agir zinciri, B-MHC) ve Myh7b tarafindan intronlarinda kodlanir.
Kemirgenlerde, B-MHC (yavas ATPaz) ekspresyonu embriyonik gelisim sirasinda
ortaya ¢ikar, dogumdan sonra a-MHC (hizli bir ATP-ase) ortaya ¢ikarken Myh7b
ifadesi her iki asamada da ortaya ¢ikar (Boettger ve Braun., 2012). miR-208a ve miR-
208b 6zdes ¢ekirdek dizilerinin olmasi, farkli gelisim asamalarinda ortak hedef
genleri diizenlediklerini gosterir. Yetiskin kalpte, B-MHC sentezi, hipoksi veya
hipotiroidizm gibi stres kosullar1 altinda kardiyomiyositlerde yeniden ifade edilir
(Porrello, 2013). miR-208a’nin silinmesi, hizli iskelet kasi genlerinin ektopik
ekspresyonu ve bozulmus dogum sonrasi stres cevabi ile sonuglanir (Van Rooij ve
ark., 2007). MiR-15 ailesi, 6zdes ¢ekirdek dizilerine sahip olan miR-15a/b, miR-16-
1/2, miR-195 ve miR-497'den olusur. MiR-195 dogumdan hemen sonra miktari
degisir ve kardiyomiyosit proliferasyonunu durdurur; kontrol noktasi kinaz 1

(Chek1) dahil olmak tizere ¢ok sayida hiicre dongiisii genini kontrol eder. MiR-195'in
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asir1 ekspresyonu VSD'ler ve ventrikiiler hipoplazi ile sonuglanir (Porello ve ark.,
2011). MiR-15b, mitokondrilerde ADP/ATP degistiricisinin bir bileseni olan Arl2'yi
hedefleyerek kardiyomiyositlerde ATP diizeyini kontrol eder (Nishi ve ark., 2010).

MiR-17-92 kiimesi, miR-17, miR-18a, miR-19a / b, miR-20a ve miR-92'den olusur.
MiR-17-92 transkripsiyonu, kemik morfojenetik protein (BMP) sinyal yolu ile aktive
edilir. Isl1 ve Tbx1’in ifadesinin azalmasi yoluyla miR-17-92, kalp ¢ikis yolunun
gelisimini ve ikinci kalp alan1 (SHF) progenitorlerinin sag ventrikiil miyositlerine
farklilasmasini destekler (Fuller ve Qian, 2014). miR-17-92'nin silinmesi, VSD’lere
akciger hipoplazisine ve sonugta 6liime yol acar. Bu etkiler kismen, bu miRNA
kiimelenmesinin hedef geni olan Bim gibi pro-apoptotik proteinlerin ifadelerinde
artisa baglanir (Fuller ve Qian, 2014) (Sekil 8)

miR-15
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Sekil 8: Fare kardiyak morfojenezinin sematik bir temsili ve bu islemde miRNA'larin
rolii (Wojciechowska ve ark., 2015)

Renkler, farkli oncii havuzlarin sekillendirme odalaria katkisini temsil eder. Kalp
mezoderm kokenlidir. Embriyonik giin 7.5 (E7.5) 'de, 2 kalp popiilasyonu, ilk kalp
alam1 (FHS) ve ikinci kalp alan1 (SHF) olarak adlandirilan kalp yayim olusturur.
Ardindan, hiicreler go¢ eder ve dogrusal kalp tiipii E8.0'da olusturulur. Kisa bir siire
sonra, kalp tiipli kendiliginden kasilmalar baslatir ve gelismekte olan embriyonun
kan akisin1 destekler. Son olarak, kardiyak dongii ve bir dizi morfolojik degisiklik
stireci, E10.5 tarafindan dort odacikli kalbin olusumuna katkida bulunur. Atriyumun,
ventrikiillerin ve ortak ¢ikis yolunun ilerleyici boliimlenmesi daha sonra gerceklesir

(Wojciechowska ve ark., 2017).

Tiim bunlarla birlikte mikroRNA'lar aterosklerotik plagin instabilitesinin ve eslik

eden kosullarin yeni invaziv olmayan biyobelirtecleri olarak kabul edilir. Hastanin

26



kanindaki bulgulari, iskemik inme ve miyokard enfarktiisii gibi aterosklerozun bu tiir
komplikasyonlarinin teshisi i¢in timit verici bir aragtir (Madrigal ve ark., 2013;
Matrias ve ark., 2015).

Aterosklerozun seyri tizerindeki etkilerine bagli olarak, mikroRNA'lar proaterojenik,
antiaterojenik ve iki rolii de iistlenenler olarak ii¢ gruba ayrilabilir (Kumar ve ark.,
2014). insan aterosklerotik plak stabilitesinin bozulmasi sirasinda mikroRNA
ifadesindeki degisim, agirlikli olarak hiicre tiplerine ayrilmadan biitiin bir plak

kullanilarak arastirilmistir (Tablo 2).

Tablo 2 Kararli ve kararsiz aterosklerotik plaklarinda miRNA ifadeleri
(Koroleva,2017)

Mikro RNA Ifade degisimi Plak 6zelligi Plak lokalizasyonu
miR-21 A Kararl Karotis arterler
miR-100 A Kararsiz Karotis arterler
A Ik evreler Koroner arterler
miR-127 A Kararsiz Karotis arterler
miR-133a A Kararsiz Karotis arterler
miR-133b A Kararsiz Karotis arterler
miR-143 A Kararl Karotis arterler
miR-145 A Kararsiz Karotis arterler
miR-221 A Kararli Karotis arterler
miR-221/222 \1, Kararsiz Karotis arterler
Yirtilma aninda
miR-494 1\ Kararsiz Karotis arterler

Cogu calismada, endarterektomi sirasinda elde edilen semptomatik stenoz sirasinda
karotis arterlerden cikan plaklar arastirilmistir (Volny ve ark., 2015; Cipollone ve
ark., 2011; Maitrias ve ark., 2015; Bazan ve ark., 2015; Markus ve ark., 2016),

bunlara ek olarak aortobifemoral bypass ameliyatlar1 sirasinda elde edilen abdominal
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aorta ve femoral arterlerden elde edilen plaklar arastirilmistir. Yakin zamanda
iskemik bozukluklar (gecici iskemik ataklar veya inme) geciren hastalardan elde
edilen plaklar, stabil olmayan plaklarin klinik bir modeli olarak kullanilirken, tan
konulmamis hastalarin aterosklerotik plaklari, stabil plaklarin klinik bir modelini
olusturmustur (Cipollone ve ark., 2011; Maitrias ve ark., 2015; Bazan ve ark., 2015;
Markus ve ark., 2016). Potansiyel olarak ateroskleroz ile iligkili olan 1 ila 900
mikroRNA'nin ekspresyonu, farkli ¢alismalarda arastirilmistir (Cipollone ve ark.,
2011; Maitrias ve ark., 2015; Bazan ve ark., 2015; Markus ve ark., 2016).
Calismalarin ¢ogunda, miR-100, miR-127, miR-133a, miR-133b, miR-145 ve miR-
494'in asir1 ifadesi, stabil olmayan aterosklerotik plaklarda gozlenirken, daha yiiksek
miR-21 ifadesi, miR-143 ve miR-221, stabil aterosklerotik plaklar i¢in karakteristikti.
Kararsiz plaklar ve etkilenmemis dokularla karsilastirmali olarak stabil plaklar igin
yukarida belirtilen c¢alismalarda miR-21 ve miR-143’tin asir1 ifade edildigi
gosterilmistir ve stabil olmayan plaklarda (kontrol grubuyla karsilastirildiginda)
stabil olmayan plaklarda diger tiim mikroRNA’larin asir1 ifade edildigi gozlenmistir
(Cipollone ve ark., 2011; Maitrias ve ark., 2015; Vezel ve ark., 2015). MiR-100
ifadesi aterosklerotik plak gelisiminin erken asamalarinda zaten arterlerde belirgin
olarak artmustir, ayrica MiR-100 seviyesi kan damar1 hasariyla iliskilidir. Ifadedeki
azalma, stabil olmayan plagin riiptiirii sirasinda ve takip eden bes giinde sadece miR-
221/222 igin gosterilmistir. Stabil plak i¢in miR-221/222 ekspresyonu seviyesi iki
hafta i¢inde prerupture seviyelerine geri dondiigii belirlenmistir (Bazan ve ark.,

2015).

2.5.6. Tez ¢caliymasinda kullanilan mikroRNA’lar

Memeli miR-10 (miR-10a, miR-10b) ailesinin niikleotit dizisi evrim siirecinde ¢ok
degisiklige ugramamistir. Bu ailenin iiyeleri belli bir HOX gen grubu tarafindan
kodlanir. (Tehler ve ark.,2011; Garzon ve ark., 2006; Weiss ve ark., 2009). HOX
genleri gelisim i¢in hayati 6nem tasiyan evrimsel olarak korunmus transkripsiyon
faktorlerini kodlar. Bu genlerin diizenlenmesinin miR-10 aile iyeleri tarafindan
yapildigina dair pek ¢ok kanit vardir (Tehler ve ark., 2011). MiR-10a ve miR-10b'nin
govde bolgesinde sadece bir baz farklilik gostermesi nedeniyle, hedef gen

dagarciginin ortak oldugu diigiiniilmektedir.

Timor supresor proteinlerden p65 ve TWIST sirasiyla miR-10a ve miR-10b'nin tek
dogrudan regiilatorleridir (Huang ve ark., 2010; Ma ve ark., 2007). Bir in vitro
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caligma, miR-10a’nin endotel hiicrelerde yirtilma stresine tepki olarak sentezlendigi
gosterilmistir (Qin ve ark., 2010). In vivo bir yaklasimda ateroskleroza hassas
bolgelerde miR-10a’nin ifade seviyesinin diger bolgelere oranla daha diisiik

oldugunu ortaya koymustur (Fang ve ark., 2010).

Apoptoz (Ovcharenko ve ark., 2011), protein sentezi (Qrom ve ark., 2008),
embriyonik gelisim ve farklilasmasi (Tzur ve ark., 2008; Woltering ve Durston,
2008), inflamasyonda (Bai, 2007) ve ¢esitli timor olusumunda (Agire ve ark., 2008;

Garzon ve ark., 2008) miR-10a’ nin rollerinin oldugu bilinmektedir.

MiR-31"i kodlayan gen dokuzuncu kromozom iizerindedir. MiR-31'in kanser
hastaliginin ilerlemesi (Bandres ve ark., 2006; Motoyama ve ark., 2009; Slaby ve
ark., 2008), anjiyojenez (Pedrioli ve ark., 2010; Shen ve ark., 2008), inflamasyon
(Suarez ve ark., 2010) gibi birgok alaninda 6nemli rol oynayabilecegi bilinmektedir.
Spesifik olarak, miR-31 ekspresyon seviyesi HUVEC’lerde (Human umblical vein
endothelial cell) TNF uyarimi ile artmistir (Suarez ve ark., 2010). SELE ve ICAM-1,
endotel hiicrelere notrofil baglanmasini diizenleyen, sirasiyla TNF kaynakli miR-

31’in hedefleridir.

MiR-130a, 6nciil endotel hiicrelerde ve 16semi hiicrelerinde yaygin olarak ifade edilir
ve farkli proteinlere etki ederek c¢esitli hiicre fonksiyonlarinin diizenlenmesinde rol
alir (Kovaleva ve ark., 2012; Wang ve ark., 2010). Ornegin GAX ve HOXAS'in
ekspresyonunu modiile etmesi sayesinde biiyiik Olgiide vaskiiler endotel hiicrel
anjiyojenezini ditizenler (Chen ve Gorski, 2008). HOXAS5 antianjiyojeniktir ve
vaskiiler yapilanmay1 diizenler (Rhoads ve ark., 2011). MiR-130 ayrica trombosit
fizyolojisi i¢in 6nemli bir protein olan GPIIB promoterinin aktivasyonunda yer alan
transkripsiyon faktorii MAFB’nin tanslasyonunu hedefler (Garzon ve ark., 2006).
miR-130a'nin  kardiyomiyositlerde, vaskiiler diiz kas hiicrelerinde ve Onciil
graniilositlerde FOG-2 (Kim ve ark., 2009), GAX (Wu ve ark., 2011) ve Smad4
(Hager ve ark., 2011) gibi gesitli genleri hedef alarak hiicre fonksiyonlarinda 6nemli

bir rol oynadigini gostermistir.

MiR-204, arterin yeniden bi¢imlenmesinde rol alan miRNA'lardan biridir. MiR-204
ifade diizeyi hem pulmoner arteriyel hipertansiyonlu (PAH) deney hayvanlarinin
akcigerlerinde hem de hasta akciger 6rneklerinde ifadesinin azaldigi gosterilmistir

(Caruso ve ark., 2010; Courboulin ve ark., 2011). Bu azalma PASMC'lerde
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(Pulmoner arter diiz kas hiicresi) proliferasyonun artmasina ve apoptozda azalma ile
sonuglanmistir (Courboulin ve ark., 2011). Onemli olarak, miR-204 tedavisi,
pulmoner arter ve kan sivisinin Kalinlasmasindan kaynaklanan kan basincinin 6nemli
Olclide diismesine yol agmistir. Yukarida tarif edilen mekanizmalarin altinda yatan
molekiiler mekanizmalar muhtemelen STAT3 sinyal iletiminin deregiilasyonu
sonucudur. Bu negatif diizenleme, SHP2-Src sinyali ile STAT3 aktivasyonuna yol

acar (Bienertova ve ark., 2015) .

MiR-214 ilk olarak tiimor hiicre apoptozunda tanimlanmustir (Cheng ve ark., 2005).
MiR-214"tin kas hiicresi farklilasmasi, T hiicresi proliferasyonu ve kemik
olusumundaki rollerini tanimlanmstir (Juan ve ark., 2009; Yang ve ark., 2008). Mir-
214’1in kanserdeki rolii tartismalidir ¢linkii baz1 kanserlerde ifadesi artarken 6rnegin
yumurtalik, mide, pankreas, akciger ve oral mukozal kanserler ve malign melanomlar
(Yang ve ark., 2008; Penna ve ark., 2011; Shih ve ark., 2012) baz1 kanser tiirlerinde
ornegin serviks, meme ve hepatoseliiler kanser gibi miR-214"in ifadesinin azaldig1
goriilmistir (Qiang ve ark., 2011; Duan ve ark., 2012; Shih ve ark., 2012). Farkli
kardiyovaskiiler sistemdeki rolii tam olarak bilinmemekle birlikte renal iskemi ve
(Godwin ve ark.,, 2010) miyokardiyal enfarktiis sonrasinda miktarinin arttig
bilinmektedir (van Rooij ve ark., 2007). Sinyal iletimi ve apoptoz, Ca** asiri
yiiklenmesine bagl kardiyomiyosit 6liimiinii azaltmaktadir (Aurora ve ark., 2012).
miRNA mikroarray analizi miR-214 ekspresyonunun toraks aort daralmasinda (TAC)
ve kalsineurin A ile tetiklenen fare kalp hipertrofisi modellerinde ve idiyopatik son
asamada basarisiz olan insan kalplerinde belirgin sekilde ifadesinin arttig
goriilmistiir (van Rooij ve ark., 2006; Sayed ve ark., 2007). MiR-214"(in, kardiyak
gelisim ve hipertrofide 6nemli rol oynadigi tespit edilmistir (Lu ve ark., 2013).

MiR-675, H19'un (uzun kodlama yapmayan RNA, long non-coding RNA) ilk
ekzonunda yer alan bir miRNA’dir ve glioma dahil olmak iizere g¢esitli kanser
tiplerinde miktarmin artttigi tespit edilmistir (Shi ve ark., 2014). Bu H19'un
miktarindaki artis ile glioma hiicre invazyonu ve proliferasyonu arasinda dogru
oranti vardir (Shi ve ark., 2014; Li ve ark., 2015). MiR-675, 3’UTR igindeki
baglanma bdlgesini dogrudan hedefleyerek cadherin 13%i (Ca** bagimli hiicre
yapismasi) veya sikline bagimli kinaz 6'y1 (CDK6) inhibe eder (Shi ve ark., 2014; Li
ve ark., 2015).
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2.6. Kantitatif gercek zamanh polimeraz zincir reaksiyonu (QRT-PZR)

PZR teknigi termal polimeraz kullanimina dayali tekrarli bir reaksiyondur ve en az
iki kisa oligo-deoksiniikleotit dizisinden belirli bir kalibin kopyalarini {iretebilir
(Mullis ve ark., 1986). Kantitatif ger¢ek zamanli PZR (qPZR) 100 kat daha hassastir
ve dokuzdan az olmayan dinamik bir araligi vardir (Higuchi, ve ark., 1993).
Geleneksel PZR’nin aksine gPZR, reaksiyon dongiileri boyunca iiriin miktarinin
Olciimiine imkan saglar. Bu ger¢ek zamanli algilama, floresan sinyalinin DNA
konsantrasyonu ile dogru orantili oldugu tstel faz sirasinda gergeklestirilmektedir.
Floresan sinyal iiretmek igin iki temel kimyasal strateji vardir. Bunlardan biri gift
iplikcikli interkalasyon boyasina (SYBR-Green) dayanir; digeri ise farkli boya
etiketli prob sistemlerinin (yani ekzoniikleaz bazli ¢ift isaretli (double labeled) boya
oligo-deoksiniikleotit, molekiiler isaretgiler) kullanimina dayanir (Bustin ve ark.,
2004; Ishiguro ve ark., 1995). Interkalasyon boyasina dayal: qPZR nonspesifik olarak
tanimlanirken, floresana dayali olan kaliba 6zgii olarak kabul edilir (Bustin, 2004;
Bonnet ve ark., 1999). SYBR-Green ¢ift zincirli DNA’nin mindr oluguna baglanarak
bir 151ma verir. Kolay dizayn edilmesi ve maliyetinin pahali olmamasindan dolay1
tercih edilir. Ancak SYBR Green tiim ¢ift zincirli DNA’y1 taniyabilir yani diziye
0zgl degildir. Prob kullanimi, spesifikligi daha da artiran bir yontemdir; clinkii
herhangi bir yanlis eslesme ya da primer dimeri {iriinleri herhangi bir sinyal tiretmez.
Bunun i¢in en ¢ok TagMan prob kullanilir. Bunlarin 5' ucu haberci floresan
isaretlidir (6-karboksifloresein, 6-FAM). 3' ucu ise baskilayici isaretlidir (6-
karboksitetrametil-rodamin, TAMRA). TagMan problart Taq polimerazin 5'-3'
eksoniikleaz aktivitesi ile PZR sirasinda parcalanir. Bu pargalanma sirasinda sinyal
olusur. TagMan prob genel olarak 2-30 b¢ uzunlugundadir. Probun 3'ucu kapali
oldugundan bu ugtan sentez gerceklesmez. Primerlerin uzama sathasinda diziye
komplementer olan prob tek iplikli PZR {iriinline baglanir. Bir diger prob yontemi ise
molekiiler boncuktur. TagMan problardan gelistirilmistir. Bu molekiiler boncuklar
govde-halka yapisindadir. Gove kismindaki dizi hedefe, boyun kismindaki diziler ise

birbirlerine komplementtirler.

gPZR uygulamasinda HRM (High resolution melting; yliksek ¢oziiniirliiklii erime)
ad1 verilen yeni bir gili¢lii teknik gelistirilmistir. Bu teknik, ¢ift iplikli niikleik asit
molekiilleri iizerindeki mutasyonlari, polimorfizmleri ve epigenetik farkliliklar

dogru bir sekilde 6l¢mek i¢in plato safhasinda elde edilen verileri kullanan bir post
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amplifikasyon analizidir. Cift iplik¢igin erime sicakligmnin kiigiik farkliliklarini
izleyebilen boyalarin kullanimia dayanmaktadir. HRM, genetik varyantlar1 taramak
icin klasik molekiiler yontemlere miikemmel bir alternatiftir. PZR’nin kendi
mekanizmas1 geregi uygulama sayisi katlanarak artarken ne deney tasariminda
konsensusluk vardir ne de pratikte bir homojenite. Bu nedenle, giivenilir deneyler ve
gPZR verilerinin agik bir sekilde yorumlanabilmesi i¢in yakin zamanda birkag¢ 6neri
gelistirilmistir (Bustin ve ark., 2009; Raymaekers, ve ark, 2009; Taylor ve ark.,
2010).

Uciincii jenerasyon PZR, mutlak bir kantitasyona izin veren ve daha yiiksek
hassasiyet gosteren dijital PZR (dPZR) 'dir. Bu da klasik bir PZR reaksiyonun
floresan tabanli algilama ile birlikte kullanildig: bir hibrit uygulamadir. Dijital PZR
(dPCR), niikleik asitlerin hassas bir sekilde 6l¢iilmesini saglayan tiglincii bir PZR
islemidir. Bu PZR klasik PZR reaksiyon kinetigini real-time PZR’de yaygin
kullanilan floresan tabanli stratejilerle birlestirir. dPZR tek bir PZR reaksiyonunun
binlerce alt reaksiyonlara ayrildig1 bir reaksiyondur. Bu alt reaksiyonlarda mevcut
niikleik asit bulunur ya da higbir hedef bulunmaz. Subreaksiyonlar ilgili
amplifikasyon i¢in ayri ayri analiz edilir. Pozitif alt reaksiyonlarin negatif alt
reaksiyonlara orani orijinal numune i¢indeki hedef molekiillerin baslangi¢c sayisini
dogru belirlemek i¢in kullanilabilir. Dijital dogas1 geregi dPZR bir dis referans egrisi
kullanmadan dogrudan yiiksek oranda hassas ve mutlak niikleik asit dl¢imii saglar.
dPZR’nin bir¢ok uygulmasi varidir. Viral/patojen saptamasi ve kantitasyonu, yiiksek
¢ozinlrlik gen ifade analizleri, kopya sayisi varyasyonu, tek hiicre analizi, kontrol
kantitasyonu alanlarinda uygulamari vardir (Heredia ve ark., 2012; Dodd ve ark.,

2013).
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3. MATERYAL-METOT

3.1. Orneklerin toplanmasi ve saklanmasi

3.1.1. Doku érneklerinin toplanmasi

Bu tez projesinde kullanilan doku &rnekleri TUBITAK tarafindan kabul edilen 1001
SBAG 214S031 numarali ve etik kurul onay1 02.07.2013 tarihli, 2013-07/05 etik
kurul karart ¢ergevesinde alinmis olan ‘Aterosklerozlu hastalarda koroner arter ve
internal mammarian arterlerin yapisal ve patolojik agidan karsilastirilmasi’ isimli
proje kapsaminda toplanmistir. Bu kapsamda 24 bireyin hem koroner arteri hem de
internal mammarian arterinden doku o6rnekleri alinmistir. Ornekler Cumbhuriyet
Universitesi Tip Fakiiltesi Arastirma Hastanesi Kalp Damar Cerrahisi Anabilim
Dalinda, klinik ve laboratuvar degerlendirmeleri géz Oniine alinarak by-pass karari
verilmis, risk statifikasyonu yapilan hastalardan alinmistir. Koroner arter by-pass
cerrahisinin en Onemli amaci hasta arterlerin revaskiilarizasyonunu saglamaktir.
Koroner endarterektomi uygulamasinin ana amaci ise difiiz yayilim gdsteren koroner
arterlerde miimkiin olan optimum revaskiilarizasyonu saglamaktir. Ciinkii tam
olmayan revaskiilarizasyon uzun donem mortalite ile iliskilidir. Hastalarin
ameliyatlari rutin standart sekilde kardiyopulmoner by-pass altinda kalp durdurularak
yapilmustir. Koroner endarterektomi, koroner damarlarin tam tikali oldugu ve by-pass
sirasinda endarterektomi yapilmamasi durumunda by-pass yapilmasinin miimkiin
olamayacagi dis ¢apt en az 2,0 mm olan damarlara uygulanmigtir. Rutin by-pass
yapmaya elverisli olan koroner damarlara endarterektomi uygulanmamuistir. Distalde
plak kalmamasina o6zellikle dikkat edilmistir. Genellikle traksiyon teknigi
uygulanmaktadir. Endarterektomi islemi hem proksimal hem de distal damara
uygulanmaktadir.  Arteriyotomi  gerektigi  kadar yapilmaktadir.  Cikarilan
aterosklerotik plak materyali incelenmistir. Rezidiiel plak kalmasindan siiphe edildigi
durumlarda ikinci bir arteriyotomi yapilmistir. Endarterektomi sonrasi damarimn ig
yiizeyi heparinli serum ile yitkanmis, eger ikinci bir arteriyotomi varsa safen ven ile
yama-plasti seklinde kapatilmistir. Internal mamarial arter 10 yillik agiklik orani
%80-90 olan bir greft olup, yine yapilan ¢aligmalarda ateroskleroz gelisimi en az
olan arterdir. Koroner by-pass esnasinda sol internal mamarial arter ksifoid altinda

iki dala ayrilir ve dolayisi ile ¢ap1 azalir. Soldan inen artere bypass yapilmadan 6nce
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cap uyumu saglamak amaci ile internal mamarial arter arteriyotomi ile uygun ¢apa
ulagana kadar agilmigtir. Uygun yere anastomoz yapilmistir. Uygun olmayan distal
kismi ise atilmistir. Ameliyat sirasinda 6x loop’lar kullanilarak media tabakasinin
ticte birlik dis kismindan diseksiyon yapilarak aterosklerotik plak ¢ikartilmistir.
Koroner arter ve IMA’dan parcalar ¢ikarildiktan sonra aterosklerotik plak ve arter
tabakalar1 ameliyat mikroskobuyla degerlendirilmistir. Koroner arterden alinan
aterosklerotik plak ve IMA dokusuna ait pargalar RNA koruyuc ¢ozelti (RNA later)
icerisine almmis ve ¢alisma zamanina kadar -80°C° de saklanmistir (Qiagen, Cat

No./ID: 76104).

3.1.2. Kan érneklerinin toplanmasi

Bu calismada kullanilan kan 6rnekleri Sivas ili ve ¢evresinde yasayan, Cumhuriyet
Universitesi Tip Fakiiltesi, Kardiyoloji Anabilim dalinda klinik muayeneleri sonucu
herhangi bir kalp damar hastaligi ve bagka bir hastaligi bulunmayan ve saglikli
bireylerden olusan 37 iiyeli kontrol grubu ile calisildi. Ornek grubu ise yine ayni
birim tarafindan ateroskleroz tanisi konmus 44 hastadan kan ornekleri alinarak
olusturuldu. Kan ornekleri icinde RNA koruyucu 6zel bir sivi bulunan PAXgene
Blood RNA (Qiagen; Cat No./ID: 762125) tiiplerine alindi. Toplanan kanlar -80°C’
de saklandu.

3.2.RNA izolasyonu

3.2.1. Doku orneklerinden RNA izolasyonu

Alian doku orneklerinden RNA izolasyonu miRNeasy Mini Kit (Qiagen, Cat No:
217004) protokolii modifiye edilerek gergeklestirildi

I. RNA later i¢inde -80°C” deki drneklerden 40 mg hassas terazide tartildi.

II. Doku homojenizasyonu: Calismaya baslamadan o6nce kullanilacak olan tiim
malzemeler steril edildi. Havan, havaneli, spatiil gibi malzemeler steril su, %70’ lik
alkol ¢ozeltisi ve RNase away ile temizlendi (Sigma, Product No: 83931). Daha
sonra RNase away’den gegirilmis olan stre¢ filmlerle kapatilip otoklav aletinde steril
edildi. Havanlara doku ornekleri alindi sivi azot icinde pargalama islemi
gergeklestirdi. Parcalanan doku ornekleri tizerine 700 pl Trizol (ThermoFischer, Cat
No: 15596026) eklendi. Doku homojenizasyonu MagNa Lyser Green Beads (Roche,
Product No: 03358941001) tiipleri icinde iki kez 7000g’ de 30 sn olarak
gerceklestirildi (MagNA Lyser, Roche; Cat. No: 03358976001). Her bir
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homojenizasyon igleminden sonra 6rnekler 5 dk oda sicakliginda sogutuldu.

III. RNA ekstraksiyonu: Homojenat iizerine 140 ul kloroform eklendi ve 15 sn
karistirildi. Oda sicakliginda 2 dakika inkiibe edildi. 12 000g’de 15 dakika +4°C’ de
santrifiij edildi. Ust faz yeni bir tiipe alindiktan sonra iizerine iist fazin 1,5 hacmi
kadar %95 etanol eklendi. Pipetaj ile karistirildi. Bu karigimdan 700 pl alinarak 2
ml’lik toplama tiipiine yerlestirilmis olan miRNeasy mini kolona yiiklendi ve 9600 g’
de, oda sicakliginda 15 sn santrifiij edildi. Kolondan ¢ikan s1v1 uzaklastirildi. Kolona
700 ul RWT tamponu yiiklendi ve santrifiij islemi tekrarlandi. Kolona 500 ul RPE
tamponu eklendi ve oda sicakliginda 15 sn 9600 g’ de santrifiij edildi. Cikan sivi
uzaklagtirildi. Kolona son olarak 500 pl RPE tamponu eklendi ve 9600g’ de, oda
sicakliginda 2 dk santrifiij yapildi. Cikan sivi uzaklastirildi. Kolonda kalan siviyi
tamamen uzaklastirmak i¢in maksimum hizda 1 dk santrifiij islemi yapildi. RNA
elisyonu 50 pl steril su ile ve 9600g’ de 1 dk santrifiij ile yapildi. RNA 6rnekleri -
20°C’ de saklandi.

3.2.2. Kan orneklerinden RNA izolasyonu

Kandan RNA izolasyonu Hybrid-R miRNA (Gene All Catalog No: 325-150)
protokoliinde kiigiik modifikasyonlar yapilarak gerceklestirildi. PaxGene tiiplerinde
bulunan tiim kan 6rnekleri 5000 g de, 10 dk +4°C’ de santrifiij edildi. Siv1 faz
uzaklastirildi. Hiicre ¢okeltisi tizerine niikleaz igermeyen steril su (Sigma Cat no:
W1503) eklendi, vorteksle karistirildi ve 5000 g’ de, 10 dk +4°C’ de santrifiij edildi.
S1v1 kisim uzaklastirildi. Her bir 6rnek iizerine 500 pl TES Tamponu, 40 pl %10’luk
SDS ve 40 pl 10mg/ml Proteinaz K eklendi ve 55 °C’de 1 sa inkiibasyona birakild.
Inkiibasyondan sonra her bir 6rnek iizerine 500 ul RiboEx ™ (Gene All; Cat No: 301-
001) eklendi. Ornekler oda sicakliginda 5 dk bekletildikten sonra 12000g’ de, 10 dk,
+4°C’ de santrifiij edildi. Siv1 kisim yeni tiiplere alinarak iizerine 100 ul kloroform
eklendi. Vorteks ile 15 sn karistirild1 ve oda sicakliginda 5 dk bekletildi. Ornekler 12
000g’> de 15 d, +4°C’ de santrifiij edildikten sonra iist faz yeni tiiplere alinarak
lizerine bir hacim %50 etanol ¢ozeltisi eklendi ve el ile karistirildi. Orneklerden RNA
ekstraksiyonu mini kolonlar kullanilarak ve santrifiij islemi ile yapildi. Bunun igin,
700 pl 6rnek bir mini kolonuna yiiklendi (Tip B, kirmizi halka) ve 11000g” de 30 sn
oda sicakliginda santrifiij edildi. Kii¢ilk RNA molekiilleri kolondan ¢ikan siv1 iginde
bliylik RNA molekiilleri ise kolon i¢inde bulunmaktadir. Cikan siviya 1 hacim %100

etanol eklenerek pipetaj ile kanistirildi. Karigimdan 650 pl alinarak mini kolona
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yiiklendi ( Tip W; mavi halka) ve 11000 g’ de 30 sn oda sicaklifinda santrifiij
yapildi. Cikan sivi uzaklastirildi. Kolonda kalan siviyin zaklastirmak igin santrifiij
islemi tekrarlandi. Kolona 500 ul RBW tamponu yiiklenerek 11000 g’ de 30 sn, oda
sicakliginda santrifiij islemi yapildi. Cikan sivi uzaklastirildi. Kolona iki kez 500 pl
RNW tamponu yliklenerek her seferinde santrifiij islemi tekrarlandi. Kolonda kalan
stviyl tamamen uzaklastirmak icin 1 d santrifiij yapildi. Kolonlar yeni tiiplere
yerlestirildikten sonra, bagli RNA’nin eliisyonu 50 pl niikleaz icermeyen su
yiiklenerek ve 11000g’ de 1 d santrifiij islemi ile yapildi. RNA 6rnekleri -80°C’ de

saklandi.

3.3.RNA konsantrasyonu ve safliginin tayini

Bu islemler i¢in Qubit kiti kullanildi (Cat No: Q32880; Thermo Fisher). Oda
sicakligina getirilen tiim reaktiflerle standart ve drnek dl¢lim soliisyonlar1 hazirlandu.
Her bir standart i¢in iki tiip ve ornek Ol¢limleri iginse Ornek miktar1 kadar tiip
hazirlandi. Calisma soliisyonu hazir tampon 1:200 oraninda sulandirilarak elde
edildi. Her bir standart ve ornek icin 200 pl Calisma soliisyonu hazirlandi. Standart
icin deney tiiptine 190 pl Calisgma Solusyonu ve 10 pl Standart Soliisyon eklendi.
Ornekler igin calismaya gore 1 ila 20 pl kadar dlgiilecek RNA eklendi iizeri Calisma
Solusyonu ile 200 ul’ ye tamamlandi. Ornegin, izole edilen RNA’dan 5 pul
kullanildiysa 195 pl galigma soliisyonu eklendi. Olgme isleminden dnce drnekler 5 sn
kadar vorteksle karigtirild1 ve 2 dakika oda sicakliginda bekletildi. Sonrasinda, 6nce

standart sonra Ornek tiipleri sirasiyla florometre yuvasina yerlestirilerek absorbans

okundu (Qubit 3.0 Fluorometer®; Thermo Fisher, Cat N0:Q33216) .

3.4.Komplementer DNA (cDNA) Sentezi
Her bir sentez islemi igin HyperScript™ First Strand Synthesis kiti (GeneAll; Cat
No0:601-005) ile 10pmol DNA oligoprimer ve 500 ng kalip RNA kullanildi. Sentez
kosullar1 agagida goriilmektedir (Tablo 3).
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Tablo 3 cDNA sentezinin ilk agsamast

Reaktifler Konsantrasyonu Miktari

RNA ~500 ng (max) 1-2 ul (konsantrasyona gore ayarlandi)

Oligo dT 50uM 1 ul

Random Hexamer  50ng/ ul 0,5 ul

dNTP 10 uM 1 ul

Niikleazsiz dH,O - Toplam hacim 14 pl olacak sekilde
ayarland1

PCR tiipiinde hazirlanan 6rnekler énce 65 °C’ de 5 d inkiibe edilerek primer
denatiirasyonu saglandi. Denatiirasyondan sonra Ornekler buz {izerine alindi ve

cDNA sentezinde ikinci asamaya gegildi (Tablo 4).

Tablo 4 cDNA sentezinin ikinci asamasi

Reaktifler Miktari
10* First Strand RTaz Reaksiyon Tamponu 2ul
0,1MDTT 2ul
HyberScript Revers Transkriptaz Enzimi (200U/ pul) Tl
ZymAll RNaz inhibitorii Tl

Ayrn bir tiipte hazirlanan bu karisimdan, buz ilizerinde bulunan her bir 6rnege
tizerine 6’sar pl dagitildi. Daha sonra PZR ile ¢ogaltma islemi yapildi (Tablo 5).
Amplifikasyon firiinleri, konsantrasyonlar1 nanodrop yontemi ile (Maestro Nano)

olciildiikten sonra -20°C” de saklandh.
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Tablo 5 Komplementer DNA’nin PZR ile ¢cogaltilmasi

Sicaklik Zaman
16°C 30 dk
30°C 30 sn
42°C 30sn x
60
5 dk
85°C

3.5.Kantitatif Gercek Zamanh Polimeraz Zincir Reaksiyonu (qRT-PCR)

Segilen 6 MIRNA molekiiliiniin (Tablo 6) doku ve kanlardaki ifade seviyeleri ger¢ek
zamanl kantitatif polimeraz zincir reaksiyonu ile analiz edildi. Analiz “LightCyler
480 RT-PCR” ( Roche Diagnostics Ltd. Forrenstrasse CH-6343 Rotkreuz,isvigre)
cihazi ile “SYBR Green Master Mix” (Gene All Biyiteknoloji, Kore) kiti kullanilarak
(Tablo 7) ve tanimlanmis kosullara gore (Tablo 8) yapildi. Orneklerin RNA miktar
tayini miRNA/AKTINS orani her bir miRNA’nin hiicrelerdeki miktarmi normalize
etmek i¢in kullanild1 ve ortaya ¢ikan deger her bir miRNA’nin hiicrelerdeki kantitatif
degeri olarak alindi. qRT-PCR reaksiyonunda, floresan diizeyinin cihaz tarafindan

Ol¢iilebilen esik degerini asan dongii sayis1 Ct degeri olarak adlandirilir.
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Tablo 6 MikroRNA’lar igin primer dizileri

MiRNA

Primer Dizisi

hsa-miR-10a-5p

hsa-miR-31-5p

hsa-miR-130a-3p

hsa-miR-204-5p

hsa-miR-214-3p

hsa-miR-675-5p

F: CGCTACTCCTCACCTGTAGATCCGAA

R: CGGGGACGGTTTTTTTTTTTTTTTCACAA

F: TATGACAGGCAAGATGCTGGCA

R:GCGGAGCCTTTTTTTTTTTTTTTAGCTA

F: GCCAGCGGACAGTGCAATGTTAAAAG

R: CACACGGGGCTTTTTTTTTTTTTTTATGCC

F: AGAGCGTTCCCTTTCTCATC

R: GCGGCGTTTTTTTTTTTTTTTGATG

F: CAAAGACAGCAGGCACAGACAG

R: GGACCGGGTTTTTTTTTTTTTTTACTGC

F: TGATGCTATTGGTGCGGAGAGAG

R: CGTGCGGCTTTTTTTTTTTTTTTCACTG

Tablo 7 Reaktifler ve miktarlari

Reaktifler Miktari

Sybr Green Master Mix 10 pl (konsantrasyona gore ayarlandi)
Forward Primer (10 pmol) 1 ul

Reverse Primer (10 pmol) 1 ul

cDNA 2 ul (400 ng)

Niikleazsi1z dH,0 Toplam hacim su ile 20 pl’ye tamamlandi.
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Tablo 8 Kantitatif gercek zamanli PZR reaksiyon kosullart

Uygulama Sicaklik Zaman Dongii
Baslangi¢ 95°C 10 dk. 1
inkiibasyonu
95°C 10 sn.
2 adimli ¢ogaltma 55 °C 45 sn. 40
95°C 10 sn.
Erime egrisi analizi ~ 65°C 1 dk. 1
97°C 1sn.

3.6.istatistik Analizi

Kantitatif gercek zamanli polimeraz zincir reaksiyonu elde edilen Ct degerlerine

222 metodu kullanilarak gen ekspresyon

gore, AACt degeri hesaplandiktan sonra
seviyeleri hesapland1 ve karsilagtirildi. Bunun i¢in her bir primerden elde edilen Ct
degerleri “RT? Profiller PCR Array Data Analysis version 3.57
(https://www.giagen.com/es/shop/genes-and-pathways/data-analysis-centeroverview

-AACt
2

page/) yazilimina yiiklendi ve analiz, metoduna gore yapildi.
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4. BULGULAR

4.1.0rnek donérlerine ait bazi demografik veriler

Yapilan bu ¢alismada Cumhuriyet Universitesi Kalp Damar Cerrahisi uzmanlarinca
kesin olarak ateroskleroz teshisi konulmus 24 hasta yer aldi (Tablo 9). Koroner arter
plaklar1 ve IMA dokular1 kullanilarak 6 farkli mikroRNA nin ekspresyon seviyeleri
farklilig1 tespit edildi

Tablo 9 Doku donorlerine ait bazi demografik veriler

Hasta Grubu, N 24
Yas, Ortalama (aralik) 62 (40-84)
Cinsiyet Erkek 18 (75,00)

Sigara Durumu

Var 20(85,33)
Yok 4(16,67)
Diyabet, n (%) 10 (41,67)
Hiperlipitemi n (%) 22 (91,67)
Hipertansiyon n (%) 19 (79,17)
Miyokardiyal infarktiis 10 (16,67)
NYHA Siniflamasi

Sinif 2, n(%) 10 (16,67)
Sinif 3, n(%) 14 (83,33)

Koroner arter darlik

Sag koroner arter, ortalama (Aralik) % 80 (60-100)
Sol 6n inen koroner arter, ortalama % 80 (40-90)
(Aralik)

En az 1 By-pass, n (%) 24 (100)
Total kolesterol 210 (125-280)
LDL kolestrol 157 (82-185)
HDL kolestrol 48 (25-69)
Trigliserit 250 (90-520)
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Doku 6rneklerinin yan1 sira koroner anjiyografi sonucu %50°nin altinda olan bireyler
ve aterokslerotik plak gelisimi olmayan 37 kontrol grubu ve koroner anjiyografi
sonucu %50’nin lizerinde tikanikligi bulunan, klinik ve radyolojik sonuglara gore

ateroskleroz tanisi konmus 46 hasta bireyin kan 6rnegi de kullanildi (Tablo 10).

Tablo 10 Kan donoérlerine ait bazi demografik veriler

Hasta Kontrol
Toplam 46 (%100) 37 (%100)
Yas 48,12 45,20
Cinsiyet
Erkek 33 (%71.74) 20 (%54,05)
Kadin 13 (%28.26) 17 (%45,95)
Sigara Durumu
Var 10 (21.74) 14 (%37,84)
Yok 36 (78.26) 23 (62,16)
Hipertansiyon
Var 31 (67.39) 20 (%54,05)
Yok 15 (32.61) 17 (%45,95)
Diyabet
Var 11 (23.91) 10 (%27,03)
Yok 35 (76.09) 27 (%72.97)
Hiperlipidemi
Var 17 (36.96) 21 (%56,76)
Yok 29 (63.04) 16 (43,24)
Aile Hikayesi
Var 24 (52.17) 17 (%45,95)
Yok 22 (47.83) 20 (%54,05)

miR-10a, miR-31, miR-130a, miR-204, miR-214 ve miR-675" in koroner arter
hastaligi ile arasinda bir iligki olup olmadigi qRT-PCR ile belirlendi. Bu
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mikroRNA’lar i¢in kontrol geni olarak ACT-f (Aktin Beta) kullanildi. Her bir
mikroRNA’nin ifade diizeyi RT-PCR cihazinda AACq metodu kullanilarak analiz
edildi. Cq degeri 35’ in iizerinde ¢ikan 6rnekler i¢in deney tekrarlandi. Koroner arter
plaklarindan elde edilen ekspresyon sonuglari internal mammarian arterden elde
edilen ekspresyon sonuglar ile karsilagtirildi. Verilerin AACq metodu ile istatistiksel
analizinde “RT? profiler RT-PCR Array Data Analysis version 3.5
(https://www.giagen.com/es/shop/genes-and-pathways/data-analysis-center-

overview-page/) yazilimi kullanildi.

4.2 .Doku Orneklerine Ait MikroRNA RT-PCR analiz sonuclari

Doku 6rneklerine ait koroner arter plaklarinda ve IMA dokularinda ifade farkliliklar
saptand1 (Tablo 11, Sekil 16-17). Buna gore sadece miR-10a (p=0,04829), miR-204
(p=0,03278) miR-675’in (p=0,04320) koroner arter dokularindaki ifade diizeyleri,
IMA dokularindakine gére istatistik olarak anlamli bulundu. miR-10a’nmn koroner
arter dokularindaki ifadesi IMA dokularindakine gére yaklasik 1.5 kat azaldig
belirlendi. Ote yandan, miR-204’iin ifadesi yaklasik 3 kat, miR-675in ifadesi 3.5 kat
artts gosterdi. mMiR-31, miR-130 ve miR-214 istatistiksel olarak anlamli
bulunmamakla birlikte miR-31 ve miR-130’da yaklasik 2 kat azalma ve miR-214’ {in
ifadesinde ise yaklasik 2 kat artis oldugu tespit edildi (Tablo 11). Herbir miRNA’ya

ait erime egrisi ve amplifikasyon egrileri olusturuldu (Sekil 9-15).

Tablo 11 Koroner arter dokularinda ve IMA dokularida miRNA ifade diizeyleri

Kat Degisimi ~ %95ClI p degeri Kat diizenlemesi
miR-10a 0,6613 0,00001-1,76  0,04829 -1,5121
miR-31 0,4617 0,00001-1,35 0,27444 -2,1657
miR-130a 0,5816 0,00001-1,03  0,27563 -1,7104
miR-204 2,5988 0,00001-8,46  0,03278 2,5988
miR-214 1,7401 0,00001-5,66  0,13858 1,7401
miR-675 3,5047 0,00001-12,87 0,04320 3,5047
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Sekil 15: ACT-B’ye ait amplifikasyon ve Tm egrisi
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Sekil 16: Doku orneklerinde segilen miRNA’larin kat degisim grafikleri
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4% ACTB -® mirl0a -4 miR31 miR130a -* miR204 -® miR214 & miR675

Sekil 17: Koroner arter ve IMA dokular1 arasinda secilen miRNA’larmn ifade

diizeylerinin farkliligini1 gosteren grafik

4.3.Doku dondérlerine ait bazi demografik verilere bagh analiz sonuc¢lari

Doku orneklerindeki mikroRNA’larin ifade diizeyleri karsilagtirildiktan sonra
istatistiksel olarak anlamli ¢ikan miRNA’lar i¢in ayrica demografik verilerle ilgili alt
analizler yapildi. miR-10a, miR-204 ve miR-675 i¢in ayri ayr1 demografik veriler
kullanilarak AACq yontemi ile ifade diizeyleri arasindaki farklar tespit edildi. Erkek
cinsiyete gore kat degisim degerleri ve p degerleri degerlendirildiginde istatistiksel
olarak anlami bir deger bulunamadi. Bununla birlikte erkek bireylerin koroner arter
dokularinda miR-204"iin ifade diizeyinin IMA dokularina gére 24 kat arttig1, miR-
675’in 7 kat arttig1 ve miR-10a’nin ise 2,6 kat azaldig1 saptandi. Aile dykiisiine gore
kat degisim degerleri ve p degerleri degerlendirildiginde koroner arter dokularinda
miR-204’{in ifade diizeyinin IMA dokularina gore 8 kat arttigi, miR-675’in 16 kat
arttig1 ve miR-10a’nin ise 1,44 kat azaldig1 goriildii. Ancak, p degerleri istatistiksel
olarak anlamli bulunmadi. Diyabeti olan bireylerde analiz yapildiginda bu fii¢
mMiRNA’nin koroner arter dokularinda IMA dokulara gore ifadelerinde artis oldugu
belirlendi. Buna gére miR10a’nm koroner arter dokularindaki ifade diizeyi IMA
grubuna gore 6 kat, miR-204’tin 7,5 kat ve miR-675’in 1,8 kat artis gosterdigi
bulundu; ancak anlamli bir p degeri elde edilemedi. Gegirilmis MI icin alt analiz
yapildiginda miR-10a, miR-204 ve miR-675 icin anlamli bir p degeri elde

edilmezken bu ti¢ MIRNA’nin ifade diizeylerinde artis oldugu tespit edildi. Buna gore
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miR-10a’nin ifadesinin koroner arter dokularinda IMA dokularina gore 1,5 kat, miR-
204’iin 35 kat ve miR-675’in 63 kat artis gosterdigi tespit edildi. Hiperlipidemili
bireylere bakildiginda koroner arter dokularinda IMA dokularina gére iic miRNA’da
artis saptandi. Buna gore miR-10a’nin ifadesi 4,8 kat, miR-204’iin ifadesi 9,8 Kat,
mMiR-675’in ifadesi 43,7 kat artis gosterdi. Sigara igen 20 bireyin koroner arter
dokularindaki miR10a’nin ifadesi IMA dokularindakne gére 1,37 kat azalirken, miR-
204 40 kat ve miR-675 ise 7 Kkat artig gosterdi. Calisma grubumuzun 19’u hipertansif
bireylerden olusturuldu; buna gore bu bireylerin koroner arter dokularinda miR-
10a’nin ifadesi IMA dokularindaki ifadesine gore 1,10 kat, miR-204 20 kat, miR-675
12 kat artis gosterirken, p degerlerinde istatistiksel olarak anlamli bir farklilik tespit

edilemedi (Tablo 12).

Tablo 12 Demografik verilere bagli olarak miR-10a, miR-204 ve miR-675’in ifade
diizeylerinin karsilastirilmast

miR-10a miR-204 miR-675
Kat pdegeri  Kat p degeri Kat p degeri
Degisimi Degisimi Degisimi
Erkek 0,4192 0,09394 23,9887 0,07734 16,7934 0,77045

Aile oykiisii 0,6921 0,22714  8,1756 0,13244 16,2503  0,19481
Diyabet 6,2210 0,19153  7,5762 0,18494 11,7759 0,25608
Gegirilmis M1 1,5043 0,20285 35,5297  0,14084 62,9005  0,34336
Hiperlipitemi  4,7642 0,91632  9,8108 0,17594 43,6998  0,16881
Sigara 0,7316 0,10177 40,4689  0,07734 7,3745 0,23221
Hipertansiyon 1,1023 0,119974 20,0539  0,24773 12,0085  0,40581

4.4 Kan Orneklerine Ait MikroRNA RT-PCR analiz sonuclari

Kan orneklerine ait hasta ve kontrol gruplar1 arasinda bazi ifade farkliliklari bulundu
(Tablo 13, Sekil 25-26). Sadece miR-10a (p=0,00167) ve miR-675’in (p=0,04762)
hasta grubu kanlarinin ifade diizeyleri kontrol grubu kanlarina gore istatistiksel
olarak anlamliydi. Kontrol grubu ornekleri ile karsilastirildiginda ateroskleroz
hastalarinda miR-10a’nin ifadesi yaklasik 3 kat azaldi ve bu artis istatistiksel olarak
anlamhiydi (p=0,00167). miR-675’in ifadesindeki 1.12 kat azalma da istatistiksel
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olarak anlamli bulundu (p=0,04762). Istatistiksel olarak anlamli bulunmayan
mikroRNA’lardan miR-31, miR-130 ve miR-204 ve miR-214’tuin ifadelerinde 1,4; 1,7;
1,04 ve 2,81 kat azalma oldugu tespit edildi (Tablo 13). gRT-PCR sonucu hasta ve

kontrol grubu 6rneklerinde se¢ili mMiRNA ve referans gen ACT-B’ye ait amplifikasyon

ve Tm egrileri Sekil 18-24’ te goriilmektedir.

Tablo 13 Ateroskleroz hasta ve kontrol grubu kanlarinda miRNA ifade diizeylerinin

karsilastirilmast
Kat Degisimi Kat
diizenlemesi

miR-10a 0,3491 -2,8644
miR-31 0,6882 -1,4531
miR130a 0,6041 -1,6552
miR-204 0,9584 0,00001-2,28 -1,0435
miR-214 0,3556 0,00001-0,83 -2,812
miR-675 0,8916 -1,1215
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Sekil 18: MiR-10a’ya ait amplifikasyon ve Tm egrisi
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Sekil 22: MiR-214’¢ ait amplifikasyon ve Tm egrisi
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Sekil 23: MiR-675’¢ ait amplifikasyon ve Tm egrisi
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Sekil 24: ACT-B’ya ait amplifikasyon ve Tm egrisi
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Sekil 25: Secilen miRNA’larin kat degisim grafikleri
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Sekil 26: Kan 6rneklerinde hasta ve kontol grubu arasinda segilen miRNA’larm ifade

diizeylerinin farkliligin1 gosteren grafik
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4.5.Kan donérlerine ait demografik verilere bagh analiz sonuclar

Kan oOrneklerindeki mikroRNA’larin ifade diizeyleri karsilastirildiktan sonra
istatistiksel olarak anlamli ¢ikan miRNA’lar i¢in ayrica demografik verilerle ilgili alt
analizler yapildi. miR-10a ve miR-675 igin ayr1 ayr1 demografik veriler kullanilarak
AACq yontemi ile ifade diizeyleri arasindaki farklar tespit edildi. Erkek cinsiyete
gore kat degisim degerleri ve p degerleri incelendiginde miR-675 verileri istatistiksel
olarak anlamli bulundu (p=0,04653). Ayrica, istatistiksel olarak anlamli olmamasina
ragmen erkek bireylerin kanlarinda miR-214’{in ifadesi kontrol grubu kanlarindakine
gore 9 kat azaldi. Kadin hastalarda ise miR-10a’nin ifadesi kontrol grubu kadinlarin
kanlarina gore 11 kat artis gosterirken miR675’in ifadesi 17 kat azaldi. Aile dykiisiine
gore kat degisim degerleri ve p degerleri degerlendirildiginde miR-10a’nin ifadesinin
1,1 kat; miR-675’in 1,8 kat azaldig1 goriildii. Ancak bu degerler istatistiksel olarak
anlaml1 bulunamadi. Diyabeti olan bireylerde analiz yapildiginda, miR-10a’nin hasta
grubu kanlarinda ifade diizeyi kontrol grubuna gore 3,3 kat artarken, miR-675’in 2
kat azaldi. Ancak anlamli bir p degeri elde edilemedi. Hiperlipidemili bireylere
bakildiginda hasta grubunda kontrol grubuna gore iki miRNA’da artis saptandi. Buna
gore miR10a’nin ifadesi 5,8 kat, miR-675’in 1,6 kat artig gosterdi. Sigara icen hasta
bireylerin kaninda miR-10a’nin ifadesi kontrol grubu kanlarindaki ifadesine gore 3
kat artarken; miR-675te 1,3 kat azaldi. Hipertansif hasta bireylerin kaninda miR-
10a’nin ifadesi kontrol grubundaki ifadesine gore 1,2 kat, miR-675 1,8 kat azalig
gosterirken istatistiksel olarak anlamli bir farklilik tespit edilemedi (Tablo 14).

Tablo 14 Demografik verilere bagli olarak miR-10a ve miR-675’in ifade
diizeylerinin karsilastirilmast

miR-10a miR-675

Kat Degisimi  p degeri Kat Degisimi p degeri
Erkek 0,1328 0,64737 0,5574 0,04653
Kadin 11,0426 0,332610 0,06 0,40109
Aile oykiisii 0,9094 0,41597 0,5342 0,63383
Diyabet 3,2732 0,26797 0,5155 0,26008
Hiperlipitemi 5,7654 0,29451 1,6127 0,16595
Sigara 3,2336 0,28221 0,7805 0,177475
Hipertansiyon 1,2067 0,3986 0,5766 0,05810
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5. TARTISMA

Koroner damarlarda en sik rastlanan hastalik koroner aterosklerozdur. Bu hastalik
genellikle kolesterol birikmesi, daralma ve tikanma ile olusur; kalp beslenemez ve
ritmik hareketlerinde bozukluklar ortaya ¢ikar (Bazo ve ark., 2011). Ateroskleroz
hastaligi, tim diinyada oldugu gibi iilkemizde de, eriskinlerde en basta gelen 6lim
nedeni olmaktadir (Onat, 2009). Ateroskleroz ¢ok erken yaslarda baslayan bir
hastaliktir Yapilan caligmalar aterosklerozun Onciisii oldugu diisiiniilen c¢izgi
halindeki yag hiicresi birikimlerinin daha okul Oncesi yaglardan itibaren ana
atardamarlarda olustugunu gostermektedir. Sanayi ve bilgi toplumunun bedeli olarak
beslenme aligkanliklarinin degismesi ve daha hareketsiz bir yasamin benimsenmesi
ateroskleroz gibi uzun bir gelisme siireci ¢ocukluk déneminden itibaren baglamasina
zemin hazirlamaktadir. Bu nedenle dogru ve dengeli beslenme ile diizenli egzersiz

aliskanliginin ¢ocuklara erken yaslarda kazandirilmasi ¢ok dnemlidir.

Aterosklerotik siire¢ birbiri ardina siralanmis pek c¢ok inflamatuar olaylarla
gerceklesir. Aterosklerotik lezyon olusum siireci, arterlerin hiicre duvarindaki
endotel hiicreler, diiz kas hiicrelerinde morfolojik degisiklikler ve 16kosit sizmasi
sonucu arter yapit ve fonksiyondaki degisiklikleri igermektedir (Weber ve Noels,
211). Endotel ve diiz kas hiicrelerindeki yap1 ve fonksiyon degisikligi makrofajlarin
inflamatuar aktivitesi ile saglandigi gibi, gen ifadesinin tanskripsiyon sonrasi
diizenleyen kodlama yapmayan mikro RNA’lar tarafindan da diizenlendigi ortaya
cikmustir (Huntzinger ve lzaurralde, 2011; Small ve Olson, 2011).

Bu ¢alismada toplam 107 kisilik bir populasyonda miR-10a, miR-31, miR-130a, miR-
204, miR-214 ve miR-675 genlerinin ifade diizeyleri kantitatif bir yaklagimla
saptandi. Bu miRNA’larin ifade diizeyleri aterosklerotik koroner arterler ile
aterosklerotik plak gelisiminin ¢ok nadir goriildiigii internal mamarian arterlerde
karsilastirildi. Calismanin en 6zgilin yam1 endarterektomi ile ¢ikarilan koroner arter
doku 6rneklerinin kullanilmasidir. Bu amagla by pass ameliyatina girmis 24 hastanin
hem koroner arter dokulart hem de IMA dokular1 alinmistir. Doku ¢alismasina ek
olarak sozii gegen miRNA’larin hastalik patolojisi sirasinda dolagimdaki varliklarimni
da incelemek amaciyla 46 hasta ve 37 saglikli kontrol grubu olarak ayrildi ve bu kan

ornekleri ¢alisildi.
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Epigenetik mekanizmalarda bozulmanin aterosklerozun ortaya ¢ikmasindaki roliiniin
anlasilmasi hastalik takip ve tedavi stratejilerin gelistirilmesine olanak saglayacaktir.
Kodlama yapmayan RNA’lar epigenetik diizenlemelerde rol oynar. Mikro RNA’lar;
hiicre biliyiime ve gelismesinde, yag metabolizmasinda, doku farklilasmalarinda,
hiicre ¢ogalmasinda, organogenez ve apoptozda rol oynar (Esquela-Kerscher ve
Slack, 2006). Bu islevlere ek olarak sinyal iletim sistemlerinde (Cui ve ark., 2006),
gen ifadesinin diizenlenmesinde ve transkripsiyon faktorlerinin regiilasyonunda (Cui
ve ark., 2007) rol aldiklar1 bilinmektedir. MikroRNA ’larin, kanser, otoimmiin
hastaliklar ve ateroskleroz gibi bir¢ok hastaligin baslamasinda ve gelismesinde Kritik
rol aldig1 gosterilmistir (Ka hayun ve ark., 2016; Zhang ve ark., 2015). Yapilan son
caligmalar, dolasimdaki miRNA'larin, bu hastaliklarin tani ve prognozu igin yeni
biyobelirtegler olarak hareket edebildigini de gostermistir (Ka hayun; 2016).
Ozellikle son zamanlarda, kalp, vaskiiler ve kas spesifik miRNA'lar da dahil olmak
tizere giderek artan dolagimdaki miRNA'lar, ¢coklu kardiyovaskiiler hastaliklarda yeni
biyo-belirtegler olarak bildirilmistir (Huang ve ark., 2013).

miR-10a’nin aterosklerotik plak olusumundaki rolii bilinmektedir. Bunu IxB/NF-xB
sinyal yolagini ateroskleroza duyarli endotellerde proinflamatuar fenotipi inhibe
ederek yapar (Fang ve ark., 2010). MiR-10a geninin susturulmasi (knock-down) insan
aort endotel hiicrelerinde (HAECs)’lerde NF-«xB sinyal iletiminin aktivasyonuna ve
MCP-1, IL-6, IL-8, VCAM-1 ve SELE proinflamatuar biyobelirteglerinin artmasina
yol acar. Mir-10a, IkB/NF-kB, sinyal yolagmin diizenleyici olmasi vasitasiyla,
mitojen aktive edici kinaz kinaz kinaz 7 (MAP3K7) ve B-transdiisin tekrar iceren gen
(B-TRC, B-tansducin repeat-containing gene)’i baskilar (Fang ve ark., 2009). Bu her
iki gen IkB degredasyonunu tesvik ederek NF-kB sinyal iletimini aktive eder (Fang
ve ark., 2010). MAP3K?7 ile aktive edilen IKK2, inflamtuar uyariya cevap olarak
IkB’ yi fosforlar (Wang ve ark., 2001). Bu cevaplara aracilik eden prototipik
transkripsiyon faktorii NF-«B’dir (Baker ve ark., 2011). NF-xB’nin protein
bilesenleri EC’lerde ifade edilir; ama bir inhibitdér proteine baglanmasi vasitasiyla
stoplazmada inaktif halde kalirlar. Minimal modifiye edilmis LDL’yi de igeren
inflamatuar uyari, hiperglisemiden kaynaklanan gliksyon, son iiriinleri aterosklerotik
lezyon bolgesinde iiretilen inflamatuar sitokinler ya da sitomegaloviriis veya
klamidiya gibi infeksiydz ajanlar kendilerine 6zgii reseptorleri vasitasiyla endotel
hiicreleri aktive edebilir. Bu da sonunda IkB kinaz kompleksini (IKK) aktive edecek

olan sinyal iletim kaskadini baslatir. Bu kompleks kB’ nin fosforilasyonuna aracilik
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eder. Fosforile olan IkB ubikutinasyona ugrar ve degrede olur bdylece NF-xB’nin
aktif formda cekirdege transloke olmast miimkiin olur. NF-kB ¢ekirdekte bir dizi
inflamatuar genin ifadesini aktive eder (de Winther ve ark., 2005). P-selektin, SELE,
ICAM-1, VCAM-1, MCP-1 ve MMP’lerin ifadesi NF-kB’nin yer aldig1 mekanizma
ile diizenlenir (Savoia ve ark., 2007).

Ote yandan B-TRC, SCFb-TrCP E3 ubiqutin ligazin substrat1 taniyan alt birimidir
(Winston ve ark., 1999). Ateroduyarli aortik yay ve atero-korunmus asagi uzanan
toraks aortasinda lokalize endoteli karsilagtirmali ifade ¢alismalart MAP3K7, B-TRC,
fosfo-IkB-a ve niiklear p65 ifadesinin onemli Olgiide arttigini belirlemistir. Atero-
duyarli bolgelerde in vivo olarak miR-10a’nin diferansiyel ifade edilmesinin
proinflamatuar endotelin diizenlenmesine katkida bulundugu gosterilmistir (Fang ve
ark., 2010).

Endotel miR-10a’nin ifade diizeyinin normal eriskin domuzlarda aterokorunmus
bolgelerden ziyade i¢ aortik yay ve aorta-renal dallarin atero-duyarli bolgelerinde
daha az seviyelerde oldugu gosterilmistir. (Fang ve ark., 2010). Aterosklerotik
plaklarda ve vaskiiler diiz kas hiicrelerinde miR-10a ifadesinin karsilastirmali yapilan
analizlerin sonucunda aterosklerotik plak dokularinda ve vaskiiler diiz kas
hiicrelerinde miR-10a ifadesinin azaldigi tespit edilmistir (Huang ve ark., 2010; Fang
ve ark., 2010). Calismamizda benzer bir sonug elde edildi ve plak igeren koroner
arter doku 6rneklerinde miR-10a ifadesi IMA dokusuna gore 1,5 kat azaldi (Tablo
11). Erkek (Kat degisimi, 2,4), aile 6ykiisii pozitif, (Kat degisimi, 1,44), sigara i¢cen
bireylerde (Kat degisimi, 1,4) miR-10a’nin azalis gosterdigi tespit edildi (Tablo 12).
miR-10a’nin aterosklerozlu dokularda nasil gérev aldigr anlasilmig olmasina ragmen
dolasgimdaki ifadeleri ile ilgili calismalar yeterli sayiya ulasmamistir. Koroner arter
hastaliginda miR-10a'nin diisiik ifadesinin ve pro/anti-inflamatuar sitokinlerle iligkisi
arastirtlmis ve miR-10a’ nin koroner arter hastalar1 kanlarinda kontrol grubuna gore
daha az ifade oldugu bulunmustur (Lu ve ark., 2016). Yine ateroskleroz hastalarin
kanlarinda miR-10a ifade seviyesinin kontrol grubuna gore ciddi sekilde azaldigi
bulunmus ve bu ayn1 zamanda aterosklerozun siddeti ile de iliskilendirilmistir (Lu ve
ark., 2016). Bu iliskilendirme de aterosklerozun siddeti ile azalan miR-10a ifade
seviyesi arasinda negatif bir korelasyon oldugu bulunmustur. Bahsedilen
caligmalarla paralel olarak bu c¢alismada da miR-10a’nin ifadesinin hasta grubunda
kontrol grubuna gore yaklasik 2,8 kat bir azalis oldugu ve bu azalisin istatistik agidan
da anlamli oldugu bulundu (Tablo 11).
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MAPK/ERK, gen ifadesi ve hiicre ¢cogalmasinin diizenlenmesi gibi siireclerde islev
gorecek ekstraseliiler uyarilari g¢ekirdege aktarir (Bornfeldt ve Krebs, 1999).
Cogalabilen VSMC’lerde miR-31 ifade seviyesinin artmast MAPK/ERK yolagini
kismen inhibe eder (Liu ve ark., 2011). MAPK/ERK c¢ogalabilen VSMC’lerde mir-
31 artisinin diizenlenmesinde baslangi¢ yolagi baslatan bilesenlerdir.

miR-31, TNF-a’ y1 dogrudan inhibe ederek endotel hiicre aktivasyonunu kontrol
etmek icin bir negatif feedback mekanizmasi olusturur. Aterosklerozlu hastalarin
endotel projenitor hiicrelerinde miR-31 seviyesinin kritik sekilde azaldigi
goriilmiistiir (Wang ve ark., 2014). Bizim ¢alismamizda oldugu gibi inflamatuar bir
hastalik olan sistemik lupus hastaliginda da miR-31’in ifadesinde azalma oldugu
bulunmustur (Fan ve ark., 2012). Kan damar1 endotel hiicrelerinde MiR-31’in asir1
ifadesinin in vitro endotel hiicrelerinin hareketliligini tesvik etmistir (Tsai ve ark.,
2009). miR-31'in, endotel hiicre gogiinii ve invazyonunu indiiklemek igin hem kan
damari hem de lenf damar endotel hiicrelerinde yeni tanimlanmig bir timor
baskilayict olan FAT atipik kaderin 4'i (FAT4) hedefledigi gosterilmistir (Wu ve
ark., 2011). miR-31 aymi zamanda, bir transkripsiyon faktorii olan PROXI’i
(prospero homeobox 1) iizerinden in vitro ve damar gelisimde lenf damar
farklilasmanin negatif bir diizenleyecisi olarak islev goriir (Pedrioli ve ark., 2010).
miR-31 ifade seviyesinin aterosklerozlu hastalarin plazma ve EPC’lerinde disiik
oldugu bulundu (Wang ve ark., 2014) Bu ¢alismada da miR-31’in hasta grubundaki
ifadesinin kontrol grubundaki ifadesine gore 1,4 kat azalma oldugu tespit edildi.
Bizim yaptigimiz ¢alismada ise miR-31’in koroner arter dokularindaki ifadesinin 2
kat azaldig1, ancak bu azaligin istatistiksel olarak anlamli olmadig: bulundu (Tablo
11).

MiR-130a damar biyolojisinde proanjiyojenik (damar olusumunu destekleyen)
MIiRNA olarak tanimlanmistir (Urbich ve ark., 2008) ve antianjiyojenik (damar
olusumunu 6nleyen) homeobox proteinlerinden GAX (Growth Arrest Homeobox) ve
HoxA5'In (Homeobox A5) ifade seviyesini azaltir. GAX’1n, endotel hiicre cogalmasi
ve gogli, HoxAS5’in tiip olusumu {izerindeki inhibitdr etkileri miR-130a vasitasiyla
antagonize edilir (Chen ve Gorski, 2008). Pro-anjiyojenik miR-130a’nin
HUVEC’lerde de ifadesinin distiigii tespit edilmistir (Chen ve Gorski, 2008). Bu tez
calismasi sonuglarinda da miR-130a’nin koroner arter dokularindaki ifadesi IMA

dokularindaki ifadesine gore azaldig1 goriildi (Kat degisimi, 1,71, Tablo 11). miR-
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130a seviyesindeki azaligin antianjiyojenik protein mRNA’larinin bloke edilmesinde
yetersiz kalabilecegi igin ateroskleroz olusum siireci hizlanabilir.

Intima o6rneklerinde anlamli degisikliklere sahip 7 mMiRNA arasinda sadece 3
mMiRNA’nin, miR-130a, miR-27b ve miR-210, dolasim biyobelirteci olarak
kullanilabilmektedir. Bunun nedeni dokulardaki miRNA'larin sadece bazi tiplerinin
seruma ge¢mesinden kaynaklanabilir (Li ve ark., 2011; Jia ve ark., 2017). Bu
calismada koroner arter hastalarmin kaninda miR-130a ifadesinin kontrol
grubununkine gore azaldigi tespit edildi (Kat degisimi,1,6; Tablo 13).

MiR-204, TRPM3 geni tarafindan kodlanir. Arter diiz kas hiicrelerinde ve
kardiyovaskiiler sistem icindeki kardiyomiyositlerde ifade edilir (Paulin ve ark.,
2011). miR-204’tin pulmoner arter diiz kas hiicrelerinde (PASMC) SHP2 ifadesini
hedefledigi, PASMC’lerin apoptozunu inhibe ettigi ve hiicre ¢ogalmasini stimiile
ettigi bilinmektedir (Courboulin ve ark., 2011).

Bu miRNA aterosklerozda yeterli ¢alisiimadigindan bilgilerimiz yeterli degildir. Buda
calisgmamizi orijnal kilan bir unsurdur. Calismamiz sonucunda aterosklerotik plak
dokularinda miR-204’iin ifadesinin IMA’dakine gére artti§1 bulundu (Kat degisimi,
2,5; Tablo 13). Sigara i¢gme ateroskleroz olusumunda énemli bir etken. Calismamizda
sigara icen bireylerin koroner arter dokularindaki miR-204’{in ifadesinin IMA
dokularindaki ifadesine gore ciddi artis gosterdigi tespit edildi (Kat degisimi, 40;
Tablo 13). Koroner arter dokulari IMA ile karsilastirildiginda toplam MI (Kat
degisimi, 35,53), toplam hipertansif (Kat degisimi, 20.05) ve erkek grubunda ciddi
artiglar gosterdigi (Kat degisimi, 24,0) tespit edildi (Tablo 13).

miR-214’lin kalp hastaliklarinda antianjiyojenik bir mikro RNA olduguna dair
kanitlar mevcuttur (Duan ve ark., 2015). Bu mikro RNA’nin ektopik ifadesini
HUVEC ¢ogaltir ve in vitro anjiyojenezi azaltir (Duan ve ark., 2015). Bu tez ¢alisma
sonuglar1 aterosklerotik doku o&rneklerinde miR-214’{in ifadesinde 1,8 kat artis
oldugunu gosterdi. Kalp yetmezligi vakalarinda endotel hiicrelerde miR-214 XBPI’i
(endoplazmik retikulum stres transkripsiyon faktorii) inhibe ederek endotel
anjiyojenezini diizenler. Ote yandan XBPI ifadesinin artis1 endotel hiice ¢ogalmasini
tetikler (Duan ve ark., 2015). Ateroskleroz disinda in vivo ve in vitro galismalar miR-
214’°in retina ve hepatokarsinom hiicrelerin anjiyojenezini baskiladigini gostermistir
(van Mil ve ark., 2012).

Calismamizda kullanilan kan &rneklerinde hasta grubunda kontrol grubuna gore miR-

214’in 2,8 kat azaldigi tespit edildi. Benzer bulgular serum c¢aligmalarinda
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saptanmistir (Lu ve ark., 2013). Aterosklerozlu hastalarin dolagimdaki miRNA,
hasarlanmis ya da 6lmiis kardiyomiysitlerden ya da Ca iyonu (Danowki ve ark.,
2013) gibi ajanlarin stimiilasyonundan kaynaklanabilir.

miR-675 birka¢ kanser tiriinde calisilmis ancak heniiz ateroskleroz hastalarinda
calistimamistir.  Bununla birlikte miR-675’in ekspresyonundaki artisin  NF-xB
yolagini aktive etttigi yapilan bir ¢alisma ile gosterilmistir (Feng ve ark., 2017). Bu
calismada miR-675’in koroner arter dokularinda IMA dokularina gore ifadesinin 3,5
kat arttig1 saptandi. Bu sonucu demografik veriler de desteklemektedir. Ozellikle
gecmisinde MI bulunan bireylerin koroner arter dokularindaki miR-675 ifadesi IMA
grubuna gore 62 kat artis gosterdigi belirlendi. Bununla birlikte hiperlipidemili
bireylerin koroner arter dokularindaki miR-675 ifadesi 43 kat, aile dykiisii pozitif
olan bireylerde 16 kat ve hipertansif hastalarda 12 kat artis gosterdi. Ileri calismalar
miR-675’in aterokslerozdaki islevini aydinlatacagi diisiiniilmektedir.

Bu tez calismasi sonuglari ve ilgili literatiir bilgileri géz 6niinde bulunduruldugunda
mMiRNA’larin transkripsiyon faktorlerinin translasyonunu inhibe ederek islev
gordiikleri sdylenebilir. Bu hedef transkripsiyon faktorleri de ¢ogunlukla iki sinyal
yolagi tizerinde bulunmaktadir: NF-kB ve MAPK/ERK. Bu her iki sinyal yolagi
hemen her Okaryotik organizmada pek ¢ok genin transkripsiyonunu diizenleyerek
cesitli hiicresel stiregleri etkilemektedir. Bu hiicresel siiregler, ayni zamanda
aterosklerozda da etkili olan, biiyiime ve bolinme basta olmak iizere gog,
inflamasyon ve apoptozdur. MiRNA’lar bu sinyal yolaklarinin hedef genlerini
diizenleyerek ateroskleroz olusumuna katkida bulunabilirler. Ozet olarak, bu
calismada koroner arter by-pass cerrahisi sirasinda alinan koroner arter plaklar ile
IMA dokular1 ve hasta-kontrol grubu olarak ayrilan kan &rneklerinde bazi mikro
RNA’larin ifade seviyelerinin ateroskleroz hastaligi ile iliskisi incelendi. Alti
MiRNA’dan tigliniin, miR-204 ve miR675, anlamli 6l¢lide artma gosterdigi ve birinin,
miR-10a, azaldig1 saptandi. Ifadeleri degisen mikroRNA’larin koroner arter plak
olusumu, dokunun yeniden modellenmesi gibi hastalik patolojisi siireclerinde 6nemli
bir etken olabilecegi diisiiniilmektedir. Kan 6rneklerinde ise bu miRNA’larin hasta

grubunda, kontrol grubuna gore, azaldigi1 gozlendi.
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