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ATEROSKLEROZ HASTALARINDA UCA1 VE APPAT
LNCRNA’LARININ EKSPRESYON DUZEYLERININ
INCELENMESI

OZET

Amac: Bu calismada ateroskleroz gelisiminde uzun kodlama yapmayan RNA
(IncRNA)'lardan iiroteliyal kanser iligkili transkript 1 ("urothelial cancer associated 1",
UCA1) ve aterosklerotik plak patogenezi iliskili transkript ("atherosclerotic plaque
pathogenesis associated transcript”, APPAT)'in ekspresyon diizeylerinin hem doku hem

kan diizeyindeki etkilerinin degerlendirilmesi amaglanmastir.

Gerec ve Yontem: Koroner arter bypass greftleme (KABG) yapilan hastalardan
(n=30) koroner arter ve sol internal meme arterinden ("left internal mammary artery",
LIMA) doku ornekleri toplandi. Bu hastalardan ve saglikli kisilerden (n=30) kan
ornekleri toplandi. Toplanan tiim doku ve kan Orneklerinden Oncelikle total RNA
izolasyonu yapildi. Komplementer DNA (cDNA) sentezi gerceklestirilerek kantitatif
gercek-zamanli polimeraz zincir reaksiyonu (RT-qPCR) yontemiyle UCA1 ve APPAT
IncRNA'larinin ~ ekspresyon diizeyleri belirlendi. "Housekeeping” gen olarak
gliseraldehid 3-fosfat dehidrogenaz (GAPDH) geni kullanildi.

Bulgular: Hasta ve kontrol gruplari arasinda kan orneklerindeki ekspresyon
diizeyleri incelendiginde; UCA1 ve APPAT hasta grubunda daha downregiileydi
(strastyla p=0,000, p=0,025). Koroner dokularinda ise, LIMA dokularina goére UCA1 ve
APPAT ekspresyon diizeyleri downregiile olmakla birlikte istatistiksel olarak anlamli
degildi. Ancak hasta grubunda LIMA UCAI1 ekspresyonu kana gore anlamli diizeyde
daha ytiksekti (p=0,005). Koroner APPAT ekspresyonu ise kana gore anlamli diizeyde
daha diisiik bulundu (p=0,0019).

Sonug: Tiim bu bilgiler 15181nda; UCA1 ve APPAT'n ekspresyon diizeylerinin
diismesinin ateroskleroz patogenezinde, UCA1'in LIMA'da kana gore daha yiiksek olmasi
ateroskleroza karsi direncli olmasinda, APPAT'In ise koronerde kana gore daha diisiik
eksprese olmasi ateroskleroz gelisimi/ilerlemesi mekanizmalarinda rol oynayabilecegini
diistindiirmektedir. Mekanizmalarin tam olarak ortaya c¢ikarilmasi igin ileriye yonelik

caligmalara ihtiyag vardir.
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INVESTIGATION OF EXPRESSION LEVELS OF UCA1 AND
APPAT LNCRNAS IN ATHEROSCLEROSIS PATIENTS

ABSTRACT

Aim: This study aimed to assess the potential contributions of long non-coding
RNA (IncRNA) UCA1 and APPAT to the progression of atherosclerosis by analyzing

their levels of expression in tissue and blood samples.

Materials and Methods: In patients who performed coronary artery bypass
grafting (CABG) (n=30), the coronary artery and LIMA samples were obtained. Blood
samples were also collected from these patients and healthy individuals (n=30). Total
RNA was isolated from tissue and blood samples. Complementary DNA (cDNA)
synthesis was performed and expression levels of UCA1 and APPAT were determined
by quantitive real-time polymerase chain reaction (RT-gPCR). Glyceraldehyde-3-
phosphate dehydrogenase (GAPDH) was used as housekeeping gene.

Results: When the expression levels in blood samples were analysed between the
patient and control groups, UCA1 and APPAT were more downregulated in the patient
group (p=0.000, p=0.025, respectively). Although UCA1 and APPAT expression levels
were downregulated in coronary tissues compared to LIMA tissues, it was not
statistically significant. However, LIMA UCA1 expression was significantly higher than
blood (p=0.005). Coronary APPAT expression was significantly lower in the patient
group compared to blood (p=0.0019).

Conclusion: Based on the available data, it is proposed that reduced levels of
UCA1 and APPAT may contribute to the development of atherosclerosis. Additionally,
higher levels of UCA1 in LIMA compared to blood may be associated with resistance to
atherosclerosis, while lower levels of APPAT in coronary compared to blood may be
involved in the progression of atherosclerosis. Further research is necessary to

completely understand the mechanisms.

Key Words: Atherosclerosis, APPAT, IncRNA, UCA1
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1. GIRIS VE AMAC

Ateroskleroz, diinya capinda 6liimlerin 6nde gelen nedeni olan kardiyovaskiiler
hastaliklar i¢in ana risk faktoriidiir. Ateroskleroz endotel aktivasyonu ile baslar ve
ardindan bir dizi olay (lipit birikimi, fibroz elementler ve kalsifikasyon) inflamatuar
yollarin aktivasyonunu ve damar liimeninin daralmasini tetikler. Sonucta ortaya c¢ikan
aterom plagi, bu siireglerle birlikte kardiyovaskiiler komplikasyonlara neden olur (1).
Aterosklerotik plak (aterom veya ateromatdz) olarak adlandirilan intimal lezyonlar
yumusak, sari, ptht1 gibi kolesterol ve esterleri ile nekrotik debristen olusan bir yag
yumagi ve bunlar1 saran fibréz sapkasi bulunan ve liimene dogru yiikselti yapan
lezyonlardir. Aterosklerotik plaklar liimeni tikayip riiptiir olusumuna yol agarak damar

trombozuna veya alttaki medianin zayiflamasina yol agarak anevrizmaya sebep olabilirler
().

Son zamanlarda, aterosklerozun patofizyolojisi lizerine yapilan arastirmalar
giderek derinlesmistir, ancak tam olarak aydinlatilamamistir (3). Aterosklerozun
patofizyolojisi kompleks olup endotel disfonksiyon, intimal kalinlagsma ve ateromatdz
plak olusumunu i¢ermektedir (4). Ateroskleroz siireci endotel hiicre islevindeki bozulma
sonucunda intimada diisiik yogunluklu lipoprotein (LDL) kolesterol biriktiginde baslar.
Islevi bozulmus bir endotel, monositlerin endotel hiicresinin yiizeyine tutunmasini,
endoteli geg¢mesini ve kan damarmin intimasmna girmesini saglayan adhezyon
molekiiliinii ekprese eder. Sonrasinda monositler hiicre yiizeyinde ¢opgii reseptor A’y1
eksprese eden makrofajlara doniisiirler. Copgii reseptor A okside LDL (ox-LDL)’yi tutar
ve makrofajlar kopiik hiicrelerine dontisiir. Bu kopiik hiicreler ateroskleroz plaginin
aterom c¢ekirdegini olusturur. Aterom ¢ekirdek biiyilidiikkge vaskiiler diiz kas hiicreleri
(VSMC) intimaya go¢ ederek fibroz plak yapist olusur. T hiicrelerinin adhezyon
molekiilleri aracilifiyla yerlesimi ateroskleroz plagina inflamatuvar bilesenleri saglar. Bu
etkilesiminin ardindan makrofajlardan matriks metalloproteinaz (MMP)’lar ve T
hiicrelerinden proinflamatuvar sitokinler iiretilir. Bu molekiillerin salgilanmasi tromboza
yatkinlik saglayan fibroz kabugu zayiflatarak kopmaya hassas duruma getiren
inflamutuvar yanit1 baglatir. Bunun yani1 sira 6len makrofajlardan bosalan lipit igerikleri

de aterom ¢ekirdegin biiylimesine katki saglar (5).



Vaskiiler endotel hiicreleri, vazodilatasyon ve vazokonstriksiyon, VSMC
cogalmasi ve gogiiniin inhibisyonu ve uyarilmasi ile tromboz ve fibrinoliz arasindaki
dengeyi korur (6). Endotel disfonksiyon, aterogenezin en erken onciillerinden biri olarak
kabul edilir ve endotel bagimli vazodilatasyon ile endotel bagimli vazokonstriksiyon
arasindaki dengesizligi tanimlar ve endotel disfonksiyonunun isaretlerinden biri, normal
endotel bagimli vazodilatasyonun kaybidir (6). Aterogenez plak gelisiminde, endotel
hiicre disfonksiyonu, VSMC’lerde kontraktil-“synthetic” bir durumdan aktif proliferatif
bir duruma ve hiicre dig1 matrisin veya plagin olusumunu takiben migrasyona kadar
fenotipik degisikliklere neden olur (7). Ayrica makrofajlar bitytime faktorleri ve kolajenaz
salgilar, VSMC’lerin ¢ogalmasini tesvik eder, aterosklerotik plaklarin fibroz kapaklarinin

gb¢linii ve bozulmasini destekler, plak olusumunu hizlandirir ve plak instabilitesini tesvik

eder (8).

Aterosklerozun en yaygin risk faktorleri arasinda basta LDL kolesterol yiiksekligi
olmak tizere hiperkolesterolemi, hipertansiyon, diyabet, sigara kullanimi, yas, erkek
cinsiyeti ve aile dykiisii yer almaktadir. Bunun yani sira sedanter bir yagam tarzi, obezite,
doymus ve trans-yag asitleri bakimindan yiiksek diyetler ve bazi genetik mutasyonlar da
ateroskleroz gelisme riskine katkida bulunmaktadir (9—11). Diisiik rafineli karbonhidratls,
diisiik ilave sekerli ve trans yag igcermeyen gidalarin tiiketimi, fiziksel aktivite, stress
yonetimi, kaliteli uyku, duman/hava kirletici icermeyen ortam ve omega-3 yag asitleri
gibi faktorler de ateroskleroz riskini azaltmaktadirlar (12). Kolesterol Tedavi Arastirma
Isbirligi, LDL kolesteroliiniin diisiiriilmesinin doza bagh bir iliski i¢inde iskemik inme ve

miyokard infarktiis (MI) gibi kardiyovaskiiler hastaliklarin riskini azalttigin1 gdstermistir
(13).

Santral dogmanin tanimi olan “DNA RNA’y1, RNA da proteini yapar” ifadesi,
genetik bilginin protein kodlayan genlerde oldugunu 6ne stirmektedir. Uzun siire boyunca
insan genomunun protein kodlamayan bdlgelerinin ¢cogu “¢cop DNA” olarak kabul
edilmistir. Ancak, son on yilda, genis kapsamli paralel dizileme teknolojisi, insan
genomunun ¢ogunun dinamik ve farkli sekilde kodlama yapmayan RNA'lara (ncRNA'lar)
kopyalandigini ortaya ¢ikarmistir (14). 200 niikleotitten daha uzun olan IncRNA'larin;
DNA, RNA ve proteinlere baglanarak sinyal rolinde ‘“downstream” genlerinin
transkripsiyonunu diizenledigi, tuzak roliinde belli molekiiler yolaklar1 inhibe ettigi,

rehber/destek roliinde belirli proteinlere hedef konumlarina ulagmada ve biyolojik



islevlerini yerine getirmede yardimet oldugu gosterilmistir (15-17). LncRNA'lar, temel
olarak DNA, mRNA, protein ve miRNA ile etkilesime girerek epigenetik,
transkripsiyonel, post-transkripsiyonel, translasyonel ve post-translasyonel seviyelerde
olanlar da dahil olmak iizere farkli alanlarda gen ekspresyonunu diizenlerler (18-22).
Endotel disfonksiyonu, makrofaj apoptozu, kolesterol metabolizmasi, 16kositlerin alimu,
16kosit aktivasyonu ve vaskiiler yeniden sekillenme gibi temel patojenik mekanizmalar,
aterosklerozun baslangici ve vaskiiler hasarmn ilerlemesinde kritik diizenleyici roller

tistlenir (23).

Uzun kodlama yapmayan RNA’lardan biri olan UCAL, ilk kez bir mesane kanseri
hiicre hattinda kesfedilmis ve ateroskleroz {izerine yapilan calismalarda bu RNA'nin
rollerine dair c¢eliskili sonu¢lar elde edilmistir. Baska bir IncRNA olan APPAT, ilk defa
dolasimda tespit edilmis ve aterosklerotik plaklarda ekspresyon diizeyinin diisiik oldugu
gozlemlenmistir. Yapilan arastirmalar, kardiyovaskiiler hastaliklar baglaminda,
dolasimdaki UCAIl'in  reperfiizyon hasarina etkisi ve APPATIn VSMC
proliferasyonundaki roliine isaret etmektedir (24,25). Fakat literatiir incelendiginde

calisma sayilar1 oldukga az olup potansiyel rolleri netlesmis degildir.

Ciddi aterosklerozu olan hastalarda invaziv olmayan metodlar yetersiz
kalabilmekte ve KABG gibi cerrahi yontemler gerekebilmektedir. Bununla birlikte,
invaziv olmayan tedavi secenekleri, azalmis risk, daha kisa iyilesme siiresi ve potansiyel
olarak daha diisiik saglik bakim maliyetleri gibi avantajlar sunar ve daha genis bir hasta
yelpazesi i¢in daha erisilebilirdir. Ayrica, ateroskleroz gelisme riski yiiksek olan
bireylerde onleyici tedbir olarak da kullanilabilirler. Bu nedenle, invaziv yontemlere olan
ihtiyaci azaltacak invaziv olmayan tani ve tedavi biyobelirteglerine biiyiik ihtiya¢ vardir.
RNA bazli tedavilerin 6nemli terapodtik potansiyele sahip oldugu diislintildiigiinde,

IncRNA’lar potansiyel biyobelirte¢ aday1 olabilir.

Bu calismada biyobelirte¢ aday1 olabilecek UCA1 ve APPAT IncRNA’larinin
ekspresyon diizeyleri hem kan hem de doku diizeyinde incelenerek aterosklerozdaki
potansiyel roliinlin olup olmadiginin belirlenmesi amaclanmistir. Bu ¢aligmanin nihai
hedefi ise invaziv tedavi yontemlerine gereksinimin azalarak erken tani ile erken invaziv
olmayan tedavi secenekleri sayesinde kardiyovaskiiler hastaliklardan kaynakli olan

mortalite ve morbiditenin azaltilmasidir.



2. GENEL BILGILER

2.1. KAN DAMARLARI

Diiz kas hiicreleri ve ekstraselliiler matriksin ¢evreledigi ve endotel hiicrelerle

kapli bir tip yapisindan olusan kan damarlari, kardiyovaskiiler sistemin temel

bilesenleridir ve viicuttaki her hiicreye madde ve kan iirlinlerinin dinamik olarak

tasinmasindan sorumludur (2,26). Yetiskin dolasim sistemi yaklasik 1000 m2'lik bir

ylizey alanina yayilir ve kilcal damarlarla birbirine baglanan bir arteriyel ve bir vendz

sistemi kapsar (27). Kan damarlari 3 ana tabakadan olugmaktadir. En igten en disa dogru

adlar1 tunica intima, tunica media ve tunica externa seklindedir.

Tunica intima: Kanin hareketi i¢in siirtiinmesiz bir yol saglayan en i¢ tabaka
olan endotel tabaka, gevsek bag dokusuyla kapli ara bir tabaka olan subendotel
ve elastik liflerden bir dis tabaka olan i¢ elastik laminadan olusur. ¢ elastik

lamina yogun bir elastik membran olup intimay1 mediadan ayirir.

Tunica media: Damarin i¢ ¢apini diizenleyen bu orta tabaka baslica kolajen
liflerle ¢evrelenmis diiz kas hiicrelerinden, ekstraselliiler matriks ve elastik
kiliflardan olusur. Venlerde arterlere oranla daha ¢ok kollajen bulunur. Bu
tabaka tunica externa’nin bag dokusu, sinir lifleri ve kiigiik damarlar1 ile
cevrelenir. Dig elastik lamina bazi arterlerde mevcut olup tunica media ile

externa tabakalar1 arasindaki gecisi belirler.

Tunica externa (tunica adventitia): Damara yapisal destek ve sekil saglayan
damarin en dis tabakasi olan bu katman baslica bag dokusundan olusur ve sinir
uclar ile mast hiicrelerini de igerir. Arter ve ven gibi bilylik damarlarin bu
katmani oksijen ve besleyici maddeleri saglamak i¢in tunica media’nin dis

boliimiine giren kii¢iik damarlar1 bulundurur (2,5,26,28).

Kan damarlarn arterler, venler ve kapillerler olmak iizere ii¢ ana sinifa ayrilirlar.

2.1.1. Arterler

Kalp ventrikiillerindeki kani viicut organ ve dokularma tasiyan damarlar

atardamar olarak adlandirilir (29). Pulsatil akim ve daha yiiksek kan basinglarina sahip



olmasi nedeniyle arter duvarlar1 venlerden daha kalindir (2). Herhangi bir zamanda
toplam kan hacminin yaklagik %10-15"inin arteriyel sistemde bulundugu tahmin

edilmektedir (30).

Arterler, bliylikliik ve yapilarina gore biiyiik elastik arterler, orta muskiiler arterler
ve kiiclik arterler olmak tizere {i¢ ana gruba ayrilir. Orta muskiiler arterler sinifina dahil
olan koroner arterler, kalbi besler (2). Kalbin pompaladigi kanin yaklasik %5-10'u sag ve
sol koroner arterler tarafindan kalp duvarinin beslenmesi i¢in kullanilir (29,31). Koroner
arterlerde meydana gelen herhangi bir tikaniklik, miyokardiyal perfiizyonun bozulmasina
ve iskemiye neden olur; bu durum, eger onarilmazsa, kalici infarktiis veya kalp kasinda

hasara yol agabilir (31).

2.1.2. Venler

Venler, kapiller yataklardan post-kapiller veniiller olarak toplayici veniilleri
olustururlar ve giderek daha biiylik venleri olustururlar. Venler de ii¢ katmandan
olugmakla birlikte arterlerden farkli olarak venoz basing diisiik oldugundan damarlar ince
duvarhdir ve daha az elastiktir. Bu 6zellik, dolasimdaki kan hacminin %65-70’inin venoz

sistemde bulunmasini saglar (2,30).

2.1.3. Kapillerler

Kapillerler, oksijen ve besin maddelerinin degisimini saglayan, tek bir endotel
tabakasindan olusan ince duvarli damarlardir ve perisitlerle ¢evrelenmistir. Perisitler,
temel norovaskiiler sinyal hiicreleri olarak, kan basincindaki degisikliklere yanit verirler.
Kapiller yatak, biiylik toplam kesit alan1 ve diisiik kan akim hiz ile karakterizedir, bu da
onlarin verimli bir madde aligverisi gerceklestirmelerini saglar. Arteriyollar, kilcal
damarlar boyunca kan akisini diizenleyen yapilar olarak, liimen boyutunu ayarlayarak kan
akis hizini1 kontrol eder (26,28,30).

2.2. KARDIYOVASKULER HASTALIKLAR

Kardiyovaskiiler hastaliklar, kalp ve kan damarlarini etkileyen bir grup hastaliktir.
Bu grup icerisinde koroner kalp hastaligi, serebrovaskiiler hastalik ve romatoid kalp
hastalig1 gibi ¢esitli hastaliklar yer almaktadir. Kardiyovaskiiler hastaliklar, miyokardiyal
iskemi, MI, kalp yetmezligi, ateroskleroz, hipertansiyon ve aritmi gibi nedenlerle ortaya

cikmaktadir (32,33). Bu patolojik nedenlerin komplikasyonlart olan hastaliklar artmis



morbidite ve mortalite ile iligkilidir. Diinya genelinde her y1l yaklagik 17,9 milyon insan
kardiyovaskiiler hastaliklar nedeniyle yagamini yitirmekte, bu da tiim 6liimlerin %32'sini
olusturmaktadir (33). Iskemik kalp hastaliklar1 ve inme, kardiyovaskiiler Sliimlerin
%85'in1 ve tiim nedenlere bagl 6liimlerin %28'ini temsil eden en yaygin aterosklerotik
kardiyovaskiiler olaylardir (10). Bu nedenle, kardiyovaskiiler hastaliklar i¢in tanisal

biyobelirteglerin gelistirilmesi biiylik onem tagimaktadir.

Arterlerin intima tabakasinin altinda lipit birikimi ile karakterize, sonunda
liimenin daralmasina yol acan en zararli kronik hastaliklardan biri olan ateroskleroz,
kardiyovaskiiler hastaliklarin ana patolojik temelini olusturur (3,34). Subklinik
ateroskleroz, aterosklerotik yiikiin erken bir gostergesi olarak kabul edilir ve bu hastaligin
erken asamalarda anlasilmasi, gelecekteki kardiyovaskiiler morbidite ve mortaliteyi
onleme potansiyeline sahiptir. Ciinkii erken tan1 gelecekteki kardiyovaskiiler morbidite

ve mortaliteyi onleyebilir (35).

2.3. ATEROSKLEROZ

Ateroskleroz; temel olarak modifiye LDL ve kalint1 lipoprotein partikiillerinin
birikimi ve arterlerin fokal bolgelerinde, 6zellikle de arterlerdeki dallanma noktalarinda
goriilmekte olup MI, inme ve periferik arter hastalif1 ile sonuclanan aterosklerotik

kardiyovaskiiler hastaligin birincil nedeni olarak kabul edilmektedir (11).

Ateroskleroz terimi Alman doktor Felix J. Marchand tarafindan 1904 yilinda
Yunanca yulaf ezmesi anlamina gelen 'athere' ve sert anlamma gelen 'scleros'
kelimelerinden tiiretilmistir (36,37). Aterosklerozun mekanizmasi ilk olarak Russell Ross
tarafindan Onerilen "yaralanmaya yanit" hipotezi olarak kavramsallagtirilmistir. Vaskiiler
endotel hiicrelerindeki hasarin trombositlerin aktivasyonuna ve intimal liimende
trombosit kaynakli bityiime faktorii ile VSMC’lerin ¢ogalmasina ve genislemesine neden
oldugunu 6ne stirmiistiir. Daha sonra, aterosklerotik lezyonlarda makrofajlardan tiireyen
kopiik hiicrelerinin ve g¢esitli inflamatuar hiicre tiplerinin bulunmasina dayanarak,
yaralanma yanit1 hipotezi makrofajlara ve sitokinlere odaklanacak sekilde revize edilmis

ve aterosklerozun giincel inflamasyon teorisi olarak yerlesmistir (38).

Abdominal aort, torasik aort, koroner arterler, serebral arterler, karotid arterler ve
renal arterler gibi bazi arterlerin ateroskleroza duyarli oldugu; buna karsin internal torasik

arter, hepatik arterler ve radial arterler gibi arterlerin ayn1 hastada genellikle ateroskleroza



direngli oldugu gosterilmistir. Bu duyarlilik ve direngten hangi mekanizmanin sorumlu
oldugu da bilinmemektedir (37). Bununla beraber internal meme arterlerinin; endotelinin
daha fazla eNOS eksprese ederek NO {iretiminin daha fazla olmasi, VSMC’lerinin
bliytime faktorleri ve pulsatil kan akisina maruz kalsalar bile go¢ ve proliferasyona karsi
direng gostermeleri ve yaslanmayla iliskili degisikliklerin ateroskleroza duyarli damarlara
gore daha yavas hizda gergeklesmesi nedenleriyle daha direngli olduklar1 gésterilmistir
(39). Ateroskleroz en sik alt ekstremite arterlerinde olmak tizere ardindan karotid, aort ve
koroner arterlerde goriiliir. Ayrica klinik semptomlara yol agan mekanizmalar her
lokasyon igin benzersizdir (35). internal torasik arter ve radial arterler ateroskleroza
direncli olduklar i¢in KABG cerrahisinde siklikla greft olarak kullanilirlar. insanlarda
aterosklerotik lezyonlarin ne zaman olusmaya basladigi bilinmemekle birlikte yapilan
patolojik ¢aligmalar, aterosklerozun en erken lezyonlarinin bebeklikten itibaren mevcut
olabilecegini ortaya koymustur. Ancak, bu erken lezyonlarin yasamin ilerleyen
donemlerinde klinik komplikasyonlara doniisiip doniismedigi heniiz anlagilamamaistir

(37).

2.3.1. Ateroskleroz Patogenezi

Aterosklerozun patogenezinde ve gelisiminde anjiyogenez, inflamatuar ve immiin
yanitlar, adipogenez, lipit metabolizmasi, hiicresel proliferasyon ve apoptoz gibi bir¢ok
patofizyolojik siire¢ mekanik olarak yer almaktadir ve bu siirecler ateroskleroz gelisimi
icin kritik oneme sahiptir (40). Esas olarak endotel hasari, VSMC proliferasyonu,
migrasyonu, fenotipik degisim, kopiik hiicre olusumu, inflamatuar reaksiyonlar ve lipit
metabolizma bozukluklar1 yer almaktadir. Ayrica vaskiiler endoteliyal hiicreler, mast
hiicreleri, plateletler, makrofajlar ve inflamatuar sitokinler gibi bir¢ok hiicre ve molekiil,

aterosklerozun baglamasina ve gelismesine katkida bulunur (5,34,41) (Sekil 2.1).
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Sekil 2. 1: Aterosklerozun baslangici ve ilerlemesi (18)

Ateroskleroza yol acan karmasik patolojik siire¢ hiicresel gecirgenligi degistiren
ve arter duvarlarini asamali olarak etkileyen yiiksek LDL kolesterol seviyeleri ile
iligkilidir. Bu substrat, dolasimdaki monositlerin endotel hiicrelerine yapistig1 ve bunlarin
da adezyon molekiilleri ve selektinleri eksprese ederek monositlerin subendoteliyal
bosluga gociinii arttirdigir inflamatuar bir yaniti tesvik eder. Lokosit adezyon
molekiillerinin uyarilmis ekspresyonu kan hiicrelerini dolagimdan yakalar. Kemoatraktif
sitokinler, yapisan 16kositleri arter duvarmin en i¢ tabakasi olan tunica intimaya girmeye
cagirir. Aterosklerotik lezyonlarda mast hiicreleri, eozinofiller ve diger I6kosit
poplilasyonlarina ek olarak mononiikleer fagosit ve lenfositlerin neredeyse her tiirii ve alt
tirii lokalize olur. Monositlerin makrofajlara olgunlagsmasi gerceklesir ve bu hiicreler
lipitleri emerek aterosklerotik lezyonun ayirt edici 6zelligi olan kopiik hiicrelerine
doniistir (42). Kolesterol esterleri ve serbest yag asitleri bakimindan zengin olan bu
kopiiklii makrofajlar arter duvarlarina sizarak lipit havuzunun nekrotik bir ¢ekirdege
doniismesine neden olan patolojik bir intimal kalinlasma lezyonuna yol agar. Olii ve
Olmekte olan hiicrelerden gelen dokiintiiler birikerek ateromun nekrotik, lipitten zengin
cekirdegini olusturur. Kopiiklii makrofajlar igeren aterosklerotik plak, Oliimciil bir

tromboza yol agabilecek plak fissiiriine veya riiptiiriine egilimlidir (5,43).

2.3.1.1. LDL’nin oksidasyonu: Aterosklerozun ayirt edici 6zelligi olarak
LDL'in disfonksiyonel endotele niifuz etmesini ve subendotelyum tabakada tutulmasi
one siiriilmektedir. LDL ne kadar yiiksekse plak o kadar hizli gelisir. Sasirtict bir sekilde,
dogal LDL aterojenik degildir ve glikozaminoglikanlara bagli olarak subendotelde



kalirken hastaligi baslatmak icin 6zellikle ApoB olmak tizere oksidatif olarak modifiye
edilmesi gerekir (44). Kolesterol konsantrasyonuna bagli bir mekanizmayla ve reseptor
aracili olmayan bir siirecle vaskiiler endoteli gegmesi nedeniyle vaskiiler duvardaki lifler
ve fibriller i¢inde hapsolur ve lokal reaktif oksijen tiirleri (ROS) tarafindan lipit
peroksidasyonuna ugrayarak okside olur (36). Yiizey reseptorlerine sahip makrofajlar ox-
LDL'yi tanir ve lipit yiiklii kdpiik hiicrelerine donligmek iizere yutar; bu hiicreler sitokin
salgilayarak bolgeyi inflamasyona karsi daha savunmasiz hale getirir ve VSMC

proliferasyonunu uyarir (44).

Vaskiiler diiz kas hiicreleri arterler, damarlar ve mikrodamarlar gibi vaskiiler
yapilarda bulunan ve 6nemli 6l¢iide esneklikleri sayesinde kan basincinin korunmasinda
kilit rol oynayan, vaskiiler biitiinliik i¢in gerekli ana bilesenlerden biridir (45). Plaklardaki
VSMCller esas olarak vaskiiler duvarin tunica media tabakasindan kaynaklanir ve plak
stabilitesine faydali olan ve gerilme mukavemetinden sorumlu olan fibroz kapaktaki
kolajen iiretiminin de ana kaynagidir. Aterosklerozun patolojik siireglerinde, ox-LDL
arter duvarinda birikir, bu da intimadaki VSMC'lerin ¢ogalmasini, gogiinii ve kopiik
hiicrelerinin olusumunu tesvik eder. VSMC'lerin anormal proliferasyonu ve gocii,
vaskiilopati ve ateroskleroz sirasinda vaskiiler yeniden sekillenmeye yol acar. Ayrica,
VSMC'ler karmagik bir mikro ¢evreye maruz kalir ve bu da VSMC'lerin degisebilirligine
neden olur. Bu nedenle, ateroskleroza katilan VSMCl'lerin farkli sekilde ifade edilen

genleri ve molekiiler mekanizmalari potansiyel terapotik hedeflerdir (46,47).

2.3.1.2. Yagh ¢izgi olusumu: Erken yagl ¢izgi olusumu bebeklikten baglayan
bir siirectir. Adaptif intimal kalinlasma dogumdan itibaren mevcuttur ve intimada OX-
LDL nin tutulmasiyla karakterize edilen yiiksek salinimli kayma indeksi olan bolgelerde
artar (11,48). Yagh ¢izgi olusumu aterosklerozun en erken histopatolojik lezyonudur.
Yagh cizgilerin gelisiminde, LDL kolesterol metabolizmasinin &zellikle anahtar bir
faktor olarak ortaya ¢iktig1 karmasik ¢oklu inflamasyon ve oksidasyon siirecleri rol oynar
(36).

2.3.1.3. Fibroz kapak olusumu: Fibroz kapak genellikle nekrotik bir
cekirdegi limenden ayiran doku olarak tanimlanir (49,50). Aktive olmus endotel ve
makrofajlar tarafindan ¢ok sayida kemokin ve biiylime faktorii salinir ve bunlar intimal
bolgede ¢ogalmayi ve hiicre dis1 matriks proteinlerinin tiretimini uyarmak i¢in ¢evredeki

diiz kas tizerinde etki gostererek fibromiiskiiler plak olusumuna neden olur (51). Plak



kapagi basglangicta orijinal intimal dokudan olusur ve lezyonlar fibroateromlara
dontistiikce, bu doku yavag yavas daha fazla kolajen igeren daha yogun VSMC'den zengin
bir tabaka ile yer degistirir (52). Bu doku kapagi, trombojenik plak materyalinin kan
dolasimina salinmasini Onleyen yogun bir bariyer saglar (53,54). Tipik olarak,
aterosklerotik plak VSMC’ler ve nispeten yogun kolajenden olusan yiizeysel fibroz
kapaga sahiptir. Fibr6z kapagin altinda ve yaninda makrofajlar, T hiicreleri ve VSMC
iceren daha hiicresel bir alan bulunur. Fibréz kapagin derininde 6lii hiicrelerden olusan
lipit debrisi, bozulmus lipoproteinler, kolesterol kristalleri, kopiik hiicreleri, fibrin,
degisken sekilde organize olmus trombiis ve diger plazma proteinlerini iceren nekrotik
bir ¢ekirdek bulunur (55). Matriks yeniden sekillenmesi ve kalsifikasyon da cesitli
diizeylerde mevcuttur (51). Kapak dokusunun kalinligi riiptiir riskini belirleyen en 6nemli
faktordiir. Fibroz kapak kalinligi <65 pum olan hassas plaklar riiptiir ve/veya tromboza
egilimli olup bununla birlikte, > 65 pm olan plaklar da akut Mi’a ve hatta ani liime neden

olur (56).

Vaskiiler diiz kas hiicrelerinin apoptozu plak stabilitesini belirleyen kilit bir
stirectir. VSMCl'lerin apoptozu fibréz kapagin incelmesine yol acgabilir ve nekrotik
cekirdek, plak riiptiirii ve kalsifikasyon olusumunu tesvik edebilir (5,57). Apoptoz diizeyi
aterosklerotik lezyonlarin evresi ve plak riiptiirii ile yakindan iligkilidir. Adaptif intimal
kalinlasma ve yag cizgileri asamasinda az sayida apoptoz bulunurken, ilerlemis
lezyonlarda apoptotik odaklar mevcuttur. Ox-LDL de apoptozu indiikleyici bir ajandir
(57).

2.3.1.4. Plak riiptiirii: Plak riiptiirii, nekrotik bir g¢ekirdegi oOrten fibroz
kapagin pulsatil kan akisinin kuvvetlerine dayanamayacak kadar zayiflamasi ve bunun
sonucunda kirilmasiyla meydana gelir. Riiptiir, nekrotik cekirdek materyalinin kan
dolasimina atilmasiyla sonuglanacak sekilde biiyiik olabilir veya plak yiizeyindeki kiiciik
bir fissiirle sinirli olabilir (58). Her iki durumda da, ¢ekirdek materyalin ve kolajenlerin
aciga ¢ikmasi trombositleri ve koagiilasyon sistemini aktive edebilir ve tikayici tromboza
yol agabilir (49). Riiptiire yatkin bir plak i¢in bes ana kriter tanimlanmistir: (1) genis lipit
cekirdekli ince bir kapagin varligi; (2) aktif inflamasyonun varligi; (3) ylizeysel trombosit

agregasyonu ile endoteliyal erozyon; (4) fissiirlii bir plak ve (5) >%90 stenoz (59,60).

Plak riiptiirii MI ve inme gibi iskemik olaylardan sorumlu oldugundan plaklarin

stabil olup olmadigi 6nem arz etmektedir (60,61). Plak destabilizasyonuna ve riiptiiriine
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yol acan nedenler arasinda makrofajlardan sentezlenen matriks metalloproteinazlar
(MMP) gibi birgok proteaz bulunmaktadir (37). Yapilan birka¢ ¢alismada MMP-1
(kolajenaz), MMP-9 (jelatinaz-B) ve MMP-12 (elastaz) ekspresyonunun 6nemli 6l¢iide
arttig1 ve ateroskleroz gelisimini 6nemli dlglide etkiledigi gosterilmistir (62—64). Ancak
transgenik hayvanlarda plak riiptiirlerini indiikkleyemedikleri de gosterilmis olup plak
rliptiiriine yol agan mekanizmalar halen tam olarak anlasilamamistir. Bununla beraber
fibroz kapagin incelmesi, proinflamatuvar sitokinler ve proteazlarin asir1 artmasi, azalmis
kollajen sentezi ve nekrotik ¢ekirdegin i¢inde hasarli veya apoptotik hiicrelerin varligi
plak riiptiiriine neden olabilecek durumlardir (65). Sekil 2.2’°de aterosklerozun patogenezi

Ozetlenmistir.

Lipid metabolizmasi dengesizligi
Lipoprotein hastahklar:

l / Endotel disfonksiyon
LDL’nin intimaya go¢ii «

l <: Oksidatif stres :)
LDL’nin oksidasyonu —
l Inflamatuvar yamt

Monositlerin subendotelyal /

alanda toplanmasi

|

Makrofajlar

Képiik hiicre ol VSMC’lerin
opt uclle olusnmu aktivasyonu/proliferasyonu
Plak olusumu |

l

Kalsifikasyon
Matriks yeniden sekillenmesi

l

Plak stabilitesi Plak instabilitesi/ruptiirit. —

Trombotik
olaylar

Sekil 2. 2: Aterosklerozun patogenezi

Aterosklerozun erken asamasinda plak nispeten stabil olup endotel hiicreler

ROS’lar tarafindan uyarilan otofajiye ugrar ve otofaji apoptozu inhibe edebilir. Bu
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nedenle, bu donemde endotel hiicre otofajisi, endotel hiicrelerinin oksidatif stres hasari
ile basa ¢ikma yetenegini artirmis, endotel hiicrelerinin normal fizyolojik islevini
saglamis, endotel hiicre apoptozunu Onlemis ve ateroskleroz siirecini yavaglatmstir.
Aterosklerozun geg evresinde ise, salinan inflamatuar faktorler ve siddetli oksidatif stres,
endotel hiicre otofajisinin fizyolojik esigi asmasina neden olarak hiicre i¢i otofagozom
hacmini normal sitoplazmay1 agsmaya zorlar ve geri doniisii olmayan hiicre 6liimiine yol
acar. Plak yiizeyindeki endotel hiicrelerinin 6liimii dogrudan plak instabilitesi ve hatta

plak riiptiirii ile baglantilidir (66).

2.3.2. Endotel Disfonksiyon

Doku-kan bariyeri olarak bilinen endotel, kan damarlarinin dis yiizeyinde
siralanan endotel hiicrelerinden olusan tek bir tabakadir (67). Endotel, damar duvari ile
dolagimdaki kan arasina stratejik olarak yerlestirilmis ¢ok islevli bir endokrin organdir ve
vaskiiler homeostazda kilit bir role sahiptir (67,68). Endotel hiicre disfonksiyonu
hemostaz ve trombozun diizenlenmesi, lokal vaskiiler tonus ve redoks dengesi ve arter
duvart ic¢indeki akut ve kronik inflamatuar reaksiyonlarin diizenlenmesi i¢in 6nemli
etkileri olan fonksiyonel fenotipte cesitli adaptif olmayan degisikliklerin bir takimini
kapsar (69). Pro-aterojenik salinimli kayma stresi ve ateroprotektif pulsatil kayma stresi,
endotel disfonksiyonunu ve fonksiyonunu modiile eden iki hayati hemodinamik giictiir.
Pro-aterojenik kayma stresi proliferasyon, inflamasyon ve oksidatif stresi artiran yolaklar
gibi cesitli pro-aterojenik sinyal yollarini ve genlerin ekspresyonunu aktive etmek igin
"kotl akis" gorevi goriir ve endotel hiicrelerde patojenik kosullarin tesvik edilmesine
neden olurken; ateroprotektif kayma stresi bir¢ok koruyucu sinyal yolunu ve gen
ekspresyonunu indiiklemek i¢in "iyi akig" gorevi goriir ve bdylece endotel hiicreler

normal fizyolojik islevleri siirdiiriir (70-72).

Vazomotor diizenleyicilerin dengesiz seviyesine bagli olarak endotel
fonksiyonlarin diizensizligi genellikle kardiyometabolik hastaliklarla iliskilendirilir ve
bu kosullar altinda hem neden hem de sonugta ortaya ¢ikan komplikasyonlar olabilir (73).
Vaskiiler homestaz arasindaki denge vazokonstriktér ve vazodilatdr biyomolekiillerin
arasindaki dengeyle saglanir (74). Vaskiiler homeastaz dengesinin saglanmasinda endotel
hiicreler tarafindan {iretilen ve en gii¢lii endojen vazodilator olarak kabul edilen nitrik
oksit (NO) kritik bir role sahiptir. Azalmis NO iiretim kapasitesi ve sensitivitesi, artmis

ROS, proinflamatuvar ve vazokonstriktor molekiiller vaskiiler homestazda dengesizlige
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ve gelismis vaskiiler endotel tampon gecirgenligine yol agarak endotel disfonksiyona
neden olur ve bu durum protrombotik, proinflamatuar ve daha az esnek bir kan damari
duvarina neden olur (67,74,75). Ayrica hiperkolesterolemi de endotel gegirgenligini
degistirerek, dolayisiyla LDL kolesteroliin damar duvarina gociinii saglayarak, endotel
disfonksiyonunun dogrudan bir nedeni olarak rol gostermektedir (36). Bu durum, ¢esitli
kardiyovaskiiler hastaliklarin (6rn. ateroskleroz, hipertansiyon ve diyabet) dngoriicii bir

belirtecidir (74).

2.3.3. Intimal Kalinlasma

Birgok wvaskiiler hastaligin temelinde endoteliyal hiicrelerde damar duvari
zedelenmesi mevcuttur. Bu zedeleyici uyaranlar immiinolojik, biyokimyasal veya
hemodinamik kaynakli olabilir. Damar zedelenmesi endotel hiicresi kaybina ve
disfonksiyonuna neden olur. VSMC proliferasyonu ve matriks sentezi uyarilarak hasarli

damar duvarinin onarimini saglar ancak liimen de tikanmaya da neden olurlar (2).

Aterosklerozun en erken lezyonu histolojik olarak lipit havuzlariin varligi ile
karakterize edilen patolojik intimal kalinlasma olarak taninmaktadir. Tromboz
yoklugunda, subklinik aterosklerozu kapsayan patolojik intimal kalinlagsma, fibroaterom,
ince kapakl: fibroaterom, plak riiptiirii, iyilesmis plak riiptiirleri ve fibrokalsifik plak gibi
cesitli histolojik plak tipleri vardir (35). Amerikan Kalp Birligi (AHA) tarafindan
ateroskleroz lezyonlar1 erken ve ilerlemis olmasina ve klinik dnemine gore sekil 2.3’te
verildigi gibi 6-8 smifa kategorize edilmistir (60). intimal kalinlasma bu kategorizeye
gore tip III lezyon/ara lezyon/preaterom olarak adlandirilir ve hiicre dis1 lipitlerden olugan

bir lipit havuzunun olusumu ile karakterize edilir (76).

Subklinik ateroskleroz olarak adlandirilan asemptomatik ateroskleroz,
aterosklerotik yiikiin erken bir gostergesidir ve bu durumun anlagilmasi 6nemlidir. Ciinkii
erken tanm1 gelecekteki kardiyovaskiiler morbidite ve mortaliteyi onleyebilir. Klinik
ateroskleroz ile subklinik ateroskleroz arasindaki fark, ateroskleroz varliginin inme, MI
veya kronik uzuvlar1 tehdit eden iskemi gibi klinik iskemi semptomlarina yol agip
acmadigidir (35). Komplike lezyonlar veya ilerlemis lezyonlar olarak adlandirilan
lezyonlarin, fibr6z bir kapakla kapli merkezde nekrotik veya lipit bir cekirdekle
karakterize tipik fibroz plaklara veya ateromlara doniismesi birka¢ on yil almaktadir.

Klinik semptom ve bulgulara neden olabilen lezyonlar bu ileri lezyonlardir. Ciinkii ileri
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lezyonlar genellikle stenoz, kalsifikasyon, kanama, yiizey erozyonu ve iilserasyon veya

riiptiir ile komplike hale gelir ve sonugta organ iskemisine yol agarlar (37).

Subklinik veya asikar, ilerlemis

Subklinik, erken ateroskleroz ateroskleroz
Normal Tlp Ilezyon Tip IT lezyon Tip III lezy on Tlp IV lezyon Tip V lezyon Tip VI lezyon
—_—
O Q @ @ Selcrapiend

Komplike
asama
Kopiik hiicreleri Hemoraji
Lipitler

. Tromboz
S Kalsifikasyon

Sekil 2. 3: Amerikan Kalp Birligi siniflandirilmasi (37)

2.3.4. Ateroskleroz Risk Faktorleri

Ateroskleroz ile iligkili risk faktorleri degistirilebilir ve edinsel olmak tizere 2 tipe
ayrilir ve bu risk faktorlerinin etkileri carpimsal etkiye sahiptir. Genetik, yas, aile dykiisii
ve cinsiyet edinsel risk faktorlerini olustururken; hiperlipidemi, hipertansiyon, sigara,
diyabet, kronik bobrek hastaligi, obezite ve inflamasyon gibi risk faktorleri de
degistirilebilir risk faktorleridir (2,77).

Aterosklerozun en giiglii risk faktorlerinden biri olan yas (erkeklerde >45 yas ve
kadinlar >55 yas), arter duvarina miyeloid hiicre alimini artiran ve aterosklerozu daha da
tesvik eden kemoatraktanlarin iiretimine katilir. Yaslanma aortta mitokondriyal
fonksiyonu bozar (78,79). Yaslanma ayrica proprotein doniistiiriicti subtilisin/keksin tip
9 (PCSK9) tarafindan LDL reseptorii (LDLR) niin pargalanmasini ve apoE araciligiyla
hepatik lipit ve lipoprotein iiretimini de artirir. Yasa baghh bu degisiklikler, akut

hiperlipidemide vaskiilatiiriin aterogenezi siddetlendirmesine neden olur (80).

Erkek cinsiyette, premenopozal kadinlara gore ateroskleroz yatkinlig: daha fazla
olup, postmenapozal kadinlarda yatkinlik ayni oranlarda olmakta ve hatta kadinlarin 70’11
yaglarindan sonra erkeklerde goriilme riskini asmaktadir (81,82). Bununla beraber

aterosklerozun prevalansi, ilerlemesi ve prognostik etkisi agisindan da cinsiyet farkliliklar
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mevcuttur. Mevcut kanitlar, kadinlarin benzer yastaki erkeklere kiyasla ortalama olarak
daha diisiik koroner plak yiikiine sahip oldugunu ve koroner arter kalsiyum skoru ile
degerlendirilen daha biiyiik aterosklerotik plak yiikiiniin kadinlarda erkeklere gore daha

yiiksek prognostik risk olusturdugunu gostermektedir (83).

Sigara kullanimi inflamasyon, oksidatif stres, tromboz ve LDL kolesteroliinii
artirmakta ve bdylece ateroskleroz gelisimine katki saglamaktadir. Ayrica HDL
kolesterol diizeylerini ve NO {iretimi ile biyoyararlanamini da azaltmaktadir (82,84,85).

Sigara kullanimi MMP’lerin ekpsresyonlarint da artirarak plak riiptiiriine neden

olabilmektedirler (86).

Kronik hipertansiyon arterlerin endoteliyal kaplamasini zararli bir sekilde
etkileyerek endotel disfonksiyon, oksidatif stres, vaskiiler yeniden sekillenme, fibrozis ve
immiin diizenleyici T hiicrelerini etkileyerek ateroskleroza katki saglamaktadir (87).
Ayrica kalpteki gerilimi artirarak arter duvarlarinin kalinlasmasina ve sertlesmesine
neden olur (82). Endotel hasar vazomotor aktivite kaybina, orantisiz vaskiiler
kontraktiliteye ve dislipidemik hastalarda kan basincinin yiikselmesine neden olurken,
hipertansif hastalarda kan basincinda daha fazla yiikselme meydana gelir ve kendi
kendine devam eden bir kisir dongii yaratarak aterosklerotik lezyonlarin gelisimini ve

ilerlemesini hizlandirir (87).

Asir serbest radikaller kontrolsiiz hiicresel proliferasyonuna, apoptoza, hiicresel
gecirgenligin artmasina ve hiicre olimiine neden olarak endotel disfonksiyona,
inflamasyona ve vaskiiler yeniden yapilanmaya yol agar (69,87). ROS’lar inflamatuar
yanitlar, apoptoz, hiicre biiyiimesi ve vaskiiler tonusun degismesi ile LDL kolesteroliin
oksidasyonunda da Onemli bir rol oynar. Damar duvarinda ROS’larin {iretimi
hipertansiyon, diyabet, sigara ve dislipidemi gibi aterosklerotik kardiyovaskiiler hastalik

icin risk faktorii olarak kabul edilen tiim durumlarda artmaktadir (88).

Dislipidemi aterojenik lipitlerin veya lipoproteinlerin yiiksek plazma seviyeleri
veya anti-aterojenik lipitlerin veya lipoproteinlerin fonksiyonel bozuklugudur (89). LDL
kolesterol aterojenik kolesteroliin baskin formu olup, ¢ok diisiik yogunluklu lipoprotein
(VLDL) kolesterol de trigliseritlerin baslica tasiyicisi oldugundan aterojeniktir. “Iyi
kolesterol” olarak bilinen HDL kolesterol aterojenik degildir. LDL ve VLDL kolesteroliin
kombinasyonu olan non-HDL kolesterol tek basma her iki lipoproteinden daha

aterojeniktir. Ayrica LDL ve VLDL'de bulunan ana apolipoprotein olan apoB de tek
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basina oldukga giiglii bir aterojenite gostergesidir (9). Klinik ¢alismalar LDL
kolesteroldeki %10’luk bir artisin kardiyovaskiiler hastalik riskini %20 oranda artirdigini
gostermektedir (4). Buna ek olarak, on yillar boyunca sinirda/hafif yiiksek LDL kolesterol
seviyelerine maruz kalan kigilerdeki aterosklerotik hastalik riski, siirekli diisiik LDL
kolesterol seviyelerine sahip popiilasyonun aksine 3 ila 4 kat daha yiiksektir (90).
Dislipidemi, renin-anjiotensin-aldosteron sistemini de etkileyerek ¢ogunlukla
hipertansiyon ile birlikte goriiliir ve aterosklerotik olaylarin gelisiminde sinerjistik bir
etkiye sahiptirler. Hipertansiyon ve dislipidemi, ateroskleroz igin bagimsiz risk faktorleri
olmalarina ragmen, ateroskleroz da hipertansiyon ve diger kardiyovaskiiler hastaliklar
icin risk faktoriidiir (87). Hiperlipidemi, kan glukoz seviyelerinin yiikselmesine neden
olarak diyabete yol agabilir ve bu da plak olusumunu ve endotel hasarini hizlandirabilir

(82). Hiperlipidemi ayn1 zamanda ROS’lar1 da artirmaktadir.

2.3.5. Aterosklerozda Tam Yontemleri

Aterosklerozda erken tan1 ve tedavi oldukca énemli yere sahiptir. Ozellikle kalp
ve beynin biiyiik arterlerinde aterosklerozun tanisinin konmasi i¢in invaziv iglemlere
ihtiyag duyulmasi, invaziv olmayan kan biyobelirteclerinin yetersizligini ortaya
koymaktadir (3). Aterosklerozun tanisinin konmasinda ¢esitli yontemler bulunmakla
birlikte hem invaziv hem de invaziv olmayan metotlar mevcuttur. Invaziv yontemler
arasinda anjiyografi, anjiyoskopi, intravaskiiler ultrason ve optikal goriintiilemeler
bulunmaktadir. Invaziv olmayan yontemler arasinda ise ultrason/doppler,
elektrokardiyografi, bilgisayarli tomografi yontemleri, manyetik rezonans goriintiileme
ve lipit profilinin degerlendirildigi kan testleri bulunmaktadir (5,91). Aterosklerozun
gelismesinde 6nemli rol oynayan ox-LDL, molekiiler goriintiilemede hedef molekiil
olarak kullanilabilir. Ox-LDL'nin yan sira, dolasimdaki ox-LDL antikor seviyelerinin

Ol¢timii de kardiyovaskiiler hastalik riskinin tahmininde kullanilabilir (92).

Aterojenik risk belirtegleri paneli, LDL'deki serbest ve esterlesmis kolesterolil
6lgen LDL kolesterol ile birlikte non-HDL kolesterol ve apo B-100 dlgtimlerinden olusur.
Aterojenik dislipidemi, yliksek diizeyde LDL kolesterol ile karakterize olup, buna
trigliserit diizeylerinde bir artig, artan sayida kii¢iik yogun LDL, diisiik HDL kolesterol
diizeyleri ve postprandiyal hiperlipideminin eslik etmesidir (93). Ayrica total kolesterol,
HDL kolesterol ve trigliserit diizeyleri de oOlgiilerek lipit profili degerlendirilmektedir.

Yapilan giincel ¢aligmalarda yeni sentezlenen LDL nin yapisindaki apoB100’e kovalent
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baglanan apo(a)’nin kovalent baglanmasiyla olusan lipoprotein(a)’nin yliksek
seviyelerinin proaterojenik Ozellikte oldugu gosterilmistir. Lipoprotein(a)’nin ayni
zamanda plazminojenle de olan yapisal homolojisinden oOtiirii aterotrombotik etki
gosterdigi gosterilmistir. Ancak ilging bir sekilde apo(a), ters kolesterol taginmasi,
antiinflamatuar, anti-apoptotik ve anti-oksidatif etkiler gibi ateroprotektif islevlere sahip
bir lipit olan HDL’nin de ana bilesenidir (87,93). Yiiksek riskli hastalarda kolesterol
diisiiriicii  ilaglarla yapilan randomize kontrollii caligmalar, LDL kolesteroliiniin
diisiiriilmesinin  kardiyovaskiiler hastalik riskinde belirgin azalmalar sagladigini

dogrulamaktadir (9).

2.3.6. Aterosklerozda Tedavi Yontemleri

Aterosklerotik hastaliklarin tedavisinde yasam tarzi degisiklikleri ve farmakolojik
yaklagimlar kullanilabilir. Yasam tarzi degisiklikleri olarak Amerikan Kalp Dernegi
(AHA) ve Amerikan Kardiyoloji Koleji (ACC), hem genel niifusta hem de ateroskleroz
riski tasiyan bireylerde saglikli bir beslenme tarznu Onermektedir (9,94,95). Saglik
davraniglarindaki yaygin degisiklikler ve risk faktorlerine yonelik tedavilerin kullanimu,
yiiksek gelirli iilkelerde vaskiiler mortalitedeki dramatik diisiislerin bazilarina katki

saglamustir (77).

Farmakolojik yaklasimlara bakildiginda tedavi yontemi statin tedavisi ve statin
olmayan tedaviler olarak ikiye ayrilabilir (9,94,95). Statinler kardiyovaskiiler
hastaliklarin primer ve sekonder korunmasinda ilk basamak tedavi olup kolesterol
biyosentezinde hiz kisitlayici enzimi olan 3-hidroksi-3-metilglutaril koenzim A (HMG-
KoA) rediiktaz enziminin inhibitoriidiir. Statinler hepatosit LDL reseptorlerini upregiile
ederek dolasimdan karacigere LDL kolesterol alimin1 artirir (4). Statinler ayrica endotel
disfonksiyonda endoteliyal NO sentaz (eNOS)’in mRNA yar1 dmriinii artirarak, eNOS
islevini gii¢lendirerek ve endoteliyal hiicre apoptozunu azaltarak etkisini gostermektedir.
Bu, 16kosit endotel hiicre etkilesimini inhibe eder ve neo-intimal inflamasyonu ve
makrofaj infiltrasyonunu azaltir (6). Statin olmayan tedavilerde kullanilan ilaglar arasinda
en yaygini Ezetimibe (kolesterol absorpsiyon inhibitorii) olmak iizere safra asidi
sekestrantlar1 ve LDLR’nin degradasyonuna neden olan PCSK9 proteinin inhibitorleri
olup LDL kolesterol diizeylerinin diistiriilmesi i¢in kullanilmaktadir. Bu ilaglarin
kombinasyonu da bazi hastalarda olumlu sonuglar vermektedir. Bu ilaglarin yani sira

niasin ve fibratlar da trigliserit disiiriicii olarak kullanilmaktadir (4,9,90,96,97). Ters
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kolesterol metabolizmasinda rol alan HDL’nin major komponenti olan apoA-I’in ve

kolesterol ester transfer protein (CETP)’in baz alindig1 terapdtik calismalar mevcuttur.

Aterosklerotik hastaliklarin tedavisinde kolesterol metabolizmasiyla iliskili bazi
mRNA’larin farmakolojik olarak hedeflenmesi yaklasimi, inovatif ve umut verici olarak
karsimiza ¢ikmaktadir. Son yapilan ¢alismalarla mRNA hedefli monoklonal antikorlar ve
siRNA’lar ile kolesterol diizeylerinin azaltilabilecegi gosterilmistir (90,96,98). Son
calismalar, PCSK9'a karsi tam insan monoklonal antikorlar1 ile PCSK9'un
inhibisyonunun, halihazirda maksimum tolere edilen statin tedavisi ile tedavi edilen
hastalarda ~%60 LDL kolesteroliiniin azalmasina yol agtigin1 géstermektedir (98). 2015
yilinda PCSK9'un Gida ve Ilag Dairesi (FDA) tarafindan onaylanan ilk monoklonal
antikor inhibitorii olan Alirocumab ve ardindan Evolocumab hiperlipidemi i¢in tedavi
secenegi olarak onaylanmistir. 2021 yilinda ise PCSK9 geninin susturulmasi yoluyla
LDL kolesterol diizeylerini azaltan diger bir ilag olan Inclisiran siRNA FDA tarafindan
onaylandi. Yeni bir antisens oligonukleotit olan ISI-APO(a)rx aterojenik 6zellige sahip
olan apo(a) mRNA’sinin tranlasyonunu engelleyerek hem apo(a)’nin iiretimini
durdurarak ve lipoprotein(a)’nin seviyelerini azaltmaktadir. Bunun yani sira trigliserit
diizeylerini azaltan ve faz II/IIl calismalari devam eden bagka antisens oligoniikleotitler
de mevcuttur (90,96). Ayrica yeni terapotik hedefler, ROS'un mitokondriyal etkisinin
azaltilmasina, mitokondriyal biyogenezin indiiklenmesine veya antioksidanlarin belirli

bolgelere hedefli olarak verilmesine odaklanmaktadir (80).

Ciddi ateroskleroz vakalarinda kan akisini yeniden saglamak ve kan basincini
kontrol altina almak i¢in invaziv tedavi yontemleri gerekebilmektedir. Bu invaziv tedavi
yontemler anjiyoplasti, karotis endarterektomi ve tikali/daralmis koroner arterleri bypass
etmek icin viicudun diger bolgelerinden alinan vendz veya arteriyel kan damarlarinin
kullanilmasini i¢eren cerrahi bir tedavi yontemi olan KABG’dir (82). Bypass grefti olarak
kullanilan damarlar rutin olarak LIMA ve alt ekstremitelerden safen ven greftleridir.
Safen ven greftleri KABG uygulanan hastalarda daha yaygin kullanilmakla beraber
zamanla damar limeninin tikanmasi 6nemli bir dezavantajdir. LIMA’larin <%4'liinde
ateroskleroz gelismesi ve sadece %]1'inde hemodinamik Oneme sahip aterosklerotik
stenoz olmasi nedeniyle LIMA'lar genellikle ameliyat sonras1 uzun yillar boyunca acgik

kalir (10 y1llik agiklik >%90) (31,99).
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2.3.6. Aterosklerozda Rol Alan Genetik Nedenler

Lipit ve kolesterol metabolizmasinda gorev alan proteinleri kodlayan genlerdeki
mutasyon ve polimorfizmler hiperlipidemiye neden olarak aterosklerotik hastaliklarin
erken ortaya ¢ikmasina katki saglayabilmektedir. LDLR proteinini kodlayan gende
fonksiyon kaybi mutasyonlari, daha nadir olmakla beraber apoB’yi kodlayan gendeki
fonksiyon kaybi mutasyonlari ve PCSK9’u kodlayan gendeki fonksiyon kazanimi
mutasyonlar1 ailesel hiperkolesterolemiye neden olmaktadir. Otomozal kodominant
kalitilan bu hastalik farkli fenotiplerle goriilmekle birlikte yiiksek IDL kolesterol
seviyelerine ve erken ateroskleroz (6zellikle koroner arter hastaligi) ile karakterizedir
(98,100). LDLR’yi kodlayan gendeki heterozigotluk yaklasik her 500 kisiden birinde
goriilmektedir. Bu kisilerde genel popiilasyona kiyasla plazma kolesterol seviyelerinde 2-
3 kat artig vardir ve yetiskinlikte erken ateroskleroz gelisimine yatkinliga neden olur.
LDLR geninde homozigot mutant olan kisilerde durum daha ciddi olup plazma
kolesteroliinde 5-6 kat yiikselme olabilir. Bu kisilerde ateroskleroz gelisimi daha da
hizlanir ve 20 yasindan 6nce Mi’den dlebilirler. LDLR genindeki mutasyonlarin yani sira
goriilen ¢oklu polimorfizmler de proaterojenik fonksiyona neden olabilirler (101,102).
CETP’nin enzim aktivitesinin artmasina neden olabilecek polimorfizmler HDL kolesterol
seviyelerinin azalmasina ve bodylece ateroskleroz riskinin artmasina neden olabilirler.
PCSKO9 geninde goriilen polimorfizmler de LDLR seviyelerini etkileyerek aterosklerozda
onemli rollere sahiptirler (102). Lipoprotein lipaz (LPL), apoB, apoC-l1Il, apoC-I11, apoA-
V, lipaz olgunlagsma faktorii, apoE proteinlerini kodlayan genlerdeki patojenik
varyantlarin varligi hipertrigliseridemiye yol agmaktadir (65,103). Otozomal resesif
kalitilan bir lizozomal depo hastaliginda lizozomal asit lipaz eksikligi olup prematiire
aterosklerozla iligkilidir (103). Birkag farkli formda bulunabilen apoE adli bir protein,
fazla kolesteroliin kandan uzaklastirilmasi i¢in 6énemlidir ve bunu kolesterolii karaciger
hiicrelerinin ylizeyindeki reseptorlere tasiyarak yapar. ApoE homozigot mutantligi
disbetalipoproteinemiye neden olabilir. ApoE'deki genetik defektler bazen reseptorlere
baglanamamasina neden olur, bu da kisinin kan kolesteroliiniin ve dolayisiyla

ateroskleroz riskinin artmasina yol agar (101,104,105).

2.4. RNA’LAR

Genetik bilgiyi tasiyan RNA’larin primer fonksiyonu, translasyon araciligiyla

ribozomlar tarafindan hiicresel siire¢ler i¢in gerekli olan ¢esitli proteinlerin
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sentezlenmesidir. Protein sentezinde haberci RNA (mRNA), tasiyict RNA (tRNA) ve
ribozomal RNA (rRNA) olmak iizere 3 tip RNA rol oynamaktadir (106). Bu RNA’larin
disinda ncRNA’lar da mevcuttur. ncRNA'lar, tiim biyolojik siireglerde giiglii ve c¢ok
islevli diizenleyiciler olarak ortaya ¢ikmaktadir (107). Hatta artan sayida ¢alismalarda bu
NCRNA’larin anormal ekspresyonlari kardiyovaskiiler hastalik, kanser ve nérodejeneratif

hastaliklar olmak tizere birgok hastalikla iliskilendirilmistir (107-110).

“Encyclopedia of DNA Elements” (ENCODE) gibi genlerin sistematik olarak
aciklanmasi ve iglevsel tasvirine yonelik biiyiik dlgekli projeler, memelilerin genomik
DNA'simnin %80'inin etkin bir sekilde kopyalandigini, karmagsik bir sekilde kontrol
edildigini ve ¢ogunun kodlamayan RNA genlerine ait oldugunu gostermistir (111). Insan
genomunun yalnizca yaklasik %?2’si protein kodlamakta olup kodlanan genler
mRNA’lara transkribe edilmekte ve mRNA’lar translasyon araciligiyla proteinlere
cevrilmektedir. Protein kodlayan genlerden ziyade ncRNA genlerinin sikligi bir
organizmanin karmagsiklig1 ile giiclii bir sekilde baglantilidir ve bu da ncRNA’larin
Oonemini vurgulamaktadir (111). tRNA ve rRNA’lar diizenleyici RNA’larla birlikte
ncRNA sinifina dahildirler. Diizenleyici RNA’lar <200 niikleotit uzunlugunda olanlar
kiigiik kodlama yapmayan RNA (sncRNA) ve >200 niikleotitten daha uzun olanlar
INcRNA olmak iizere smiflandiriimaktadir. sncRNA’lar ortalama 21-34 niikleotit
uzunlugundadirlar. sncRNA’lar, mikroRNA (miRNA), PIWI-iligkili RNA (piRNA),
tRNA tiirevi fragmentler ve endojen kiigiik interfere RNA (siRNA)’lardan olusmaktadir
(20,112-114) (Sekil 2.4). SnoRNA'lar kanonik olarak diger kiigiik “housekeeping”
RNA'lar {izerindeki niikleotidlerin kimyasal modifikasyonlar1 i¢in kilavuz gorevi
goriirken, bazilarinin miRNA'lara benzer posttranskripsiyonel gen susturma iglevselligine
sahip kiigiik RNA'lara islendigi gosterilmistir (114). ncRNA’lar, hem sekansa hem de
ikincil yapiya bagli olarak DNA, mRNA, miRNA ve proteinler i¢in etkilesim alanlar
sunmaktadir (115,116). Tim ncRNA’larin biiyiikk ¢ogunlugunu (>%80) olusturan ve
miRNA'lara kiyasla daha fazla degiskenlige sahip olan IncRNA'lar, son yillarda hastalik
teshisi ve hedef terapdtiklerde sicak bir konu haline gelmistir. (117,118).

2.5. UZUN KODLAMA YAPMAYAN RNA’LAR

21'inci ylizyilin basinda, insan ve fare genomunun ilk dizilimi ve analizi, "¢c6p"
DNA'larin %98'inin transkript edilebilecegini ortaya koymustur ve ¢ogu transkript
protein kodlamadig i¢in bu transkriptler genellikle ncRNA'lar olarak adlandirilmaktadir.
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Kisa bir siire sonra, 2005 yilinda baglatilan ENCODE projesi ve son raporlari, insan
genomunun %80'ine kadarinin ncRNA'lara donilisme kapasitesine sahip oldugunu ortaya

koymustur (22,119).

Uzun kodlama yapmayan RNA’lar 200 niikleotitten daha uzun olan ve
fonksiyonel bir proteine cevrilmeyen RNA’lardir. IncRNA’lar, protein kodlama
ozelliklerinin olmayigindan 6tiirti daha 6nce genom transkripsiyonunun giiriiltiisii olarak
nitelendirilmislerdi. Fakat gelisen transkriptom programlari ve ¢ip teknolojisi sayesinde
kanser ve kardiyovaskiiler hastalik dahil olmak {izere ¢esitli hastalik alanlarinda olduk¢a
dikkat c¢ekici olmustur. Yapilan ¢aligmalarda IncRNA’larin belirli hastaliklarin olusumu
ve gelisimini regiile etme yetenegine sahip olduklar1 gésterilmistir (120). Mevcut insan
genom ENCODE (GENCODE) projesi istatistiklerine gore insanlarda 19.370 IncRNA
geni ve 57.722 IncRNA transkripti oldugu rapor edilmistir (121).

RNA’]lar
%2 %98
Kodlama yapan RNA’lar Kodlama yapmayan RNA’lar
mRNA | | |

Diizenleyici RNA’lar Referans IRNA’ lar

| | | | | |
Kisa kodlamayan Uzun kodlamayan tRNA rRNA snRNA snoRNA

RNA’lar RNA’lar
- miRNA - IncRNA
- piRNA - circRNA
- siRNA

Sekil 2. 4: RNA'larin siiflandirilmasi

mRNA: Haberci RNA, miRNA: mikroRNA, piRNA: PiWi-iligskili RNA, siRNA: kii¢iik interfere RNA,
IncRNA: Uzun kodlama yapmayan RNA, circRNA: Sirkiiler RNA, tRNA: transfer RNA, rRNA:
Ribozomal RNA, snRNA: Kiiciik niiklear RNA, snoRNA: Kiigiik niikleolar RNA.

Protein kodlayan mRNA'lar ile karsilastirildiginda, IncRNA'lar kromatinle sinirli

olma egilimindedir ve daha diisiik stabilite, daha kisa transkriptler, daha diisiik guanin-

sitozin icerigi, daha az ekzon, diisiik poliadenilasyon etkinligi, daha az alternatif kirpilma
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etkinligi, daha yiiksek hiicre tipi oOzgilligli, daha disik evrimsel koruma ve

mRNA'lardan daha az ifade ile biiyiik dizi karmagsikligina sahiptir (122).

Uzun kodlama yapmayan RNA’larin biyobelirteg olarak avantajlari vardir.
Bunlar; IncRNA’larin tespit edilebilir olmasi, RT-gPCR gibi son derece hassas
yontemlerle dogru bir sekilde olgiilebilmesi ve IncRNA seviyelerindeki degisikliklerin
hastaliklarin altinda yatan mekanizmalar1 yansitabilmesidir. Yapilan bir¢ok caligma
IncRNA'larin farkli kardiyovaskiiler hastaliklar i¢in teshis, prognostik ve prediktif araglar
olarak uygulanabilirligini dogrulamistir (32).

Ik genom capli iliskilendirme calismalarinda IncRNA'larin kardiyovaskiiler
hastaliklardaki 6nemine iligkin ilk bilgiler verilmis ve koroner arter hastaliklar1 ile en
iliskili lokus (kromozom 9p21) olarak 3.8 kilobazlik (kb) bir IncRNA bolgesi (INK4
Lokusunda Antisens Kodlamayan RNA, ANRIL) tanimlanmistir. Bu lokus vaskiiler
endotelin islev bozuklugu, VSMC proliferasyonu/migrasyonu/senesensi/apoptozu,
mononiikleer hiicre adezyonu ve proliferasyonu, glikolipit metabolizmasi bozuklugu ve
DNA hasari ile iligkili olup ateroskleroz ve MI, inme ve anevrizmalar gibi farkli
ateroskleroz sonuglar1 ile iliskili oldugu sonraki c¢alismalarda gosterilmistir
(17,48,123,124). Ilk kesfedilen IncRNA olan H19 adiposit farklilasmasi, anjiyogenez,
lipit metabolizmasi, inflamatuvar yanit, hiicre proliferasyonu ve apoptoz gibi bir¢ok
stireci diizenlemektedir (40,125). Bir IncRNA birden fazla asamayir da regiile
edebilmektedir. Ornegin H19 ve diiz kas ve endotel hiicresi zenginlestirilmis
migrasyon/farklilagsma iliskili transkript (SENCR) hem endotel disfonksiyonu hem de
vaskiiler yeniden sekillenmeyi diizenlemektedir. SNORNA konak geni 12 (SNHG12) ve
HOX antisens intergenik RNA (HOTAIR) da endotel disfonksiyonda, karacigerde
eksprese edilen karaciger X reseptorii ile indiiklenen sekans (LeXis), primat-spesifik
(CHROME) ve Gas5 IncRNA’lar1 da kolesterol metabolizmasinda gorev almaktadirlar
(23,24,59).

Uzun kodlama yapmayan RNA transkriptleri niikleus veya sitozolde lokalize
olabilir, ayrica hem niikleer hem de mitokondriyal genomlardan tiiretilirler (126).
Eksprese edilen IncRNA'larin %54’ sitoplazmada tespit edilmistir. Bunlarin ¢ogunlugu
(%70) polizomal fraksiyonlarla iligkili sitoplazmik kopyalarinin >%50'sine sahiptir ve
IncRNA'lar genlerin ifadesini ¢oklu diizeyde diizenlerler (127). IncRNA’lar hem nukleus,

hem de sitoplazmada mitokondride bulunabilirler (128). Niiklear IncRNA'lar sitoplazmik

22



olanlara gore daha az kararlidirlar (19). MALAT1 gibi bazi IncRNA’larin, hiicre dongiisii
sirasinda mitokondriyal RNA isleme endoriboniikleazi RNA bileseni (RMRP)
araciligiyla niikleustan sitoplazmaya ¢iktig1, ancak sitoplazmada kalmayip mitokondriye
girdigi ve burada oksidatif fosforilasyon ve mitokondriyal DNA replikasyonunu
etkileyerek mitokondriyal fonksiyonda rol oynadig1 gosterilmistir. Mekik mekanizmasi
bilinmemekle birlikte, RMRP, mitokondriyal genom tarafindan kodlanan herhangi bir
potansiyel IncRNA'ya ek olarak niiklear IncRNA'larin mitokondriye girme ve orada

ikamet etme yetenegine sahip olabilecegine dair gii¢lii kanitlar sunmaktadir (129).

Bazi IncRNA'lar hiicre i¢i degradasyon yoluyla miRNA'larin onciillerini
olusturabilir ve RNA'lar hedef genlerin ifadesini diizenleyen spesifik miRNA'lar tiretmek
icin islenebilir. Baz1 IncRNA'lar ise 3’ ucunda, riboniikleaz P (RNaz P) araciligiyla
boliinme ile olusturulan ve onlar1 degradasyona karsi korumaya yardimei olan 3°-helikal

bir yapiya sahiptir (117).

Kodlama kapasitesine sahip olmamalarindan o6tiirii kodlama yapmayan RNA’lar
olarak siniflandirilan pri-miRNA, circRNA ve IncRNA gibi ncRNA’larin bazilarinin,
biyoinformatik ve yiiksek verimli teknolojilerin gelismesiyle birlikte kiiciik acik okuma
cergevelerine sahip oldugu ve bu agik okuma c¢ercevelerinden kodlanan g¢esitli
mikropeptitlerin (genellikle <100 aa) oldugu gosterilmistir. Bu InRNA'lar sitozolde
lokalizedir ve yalnizca tek ekzon dizisi kodlayan bir peptit igerir. (20,21). Bu
mikropeptitler mayadan insana kadar temel biyolojik siire¢lerde énemli role sahiptir.
Yapilan son calismalarda ayrica IncRNA’larin translasyonunun agik okuma gerceveleri
tarafindan yonlendirildigini ve bazi IncRNA'larin islevlerini kodladiklar1 peptitler
araciligiyla yerine getirdigini gdstermektedir. Bununla birlikte, mikropeptitleri kodlama
yetenekleri, transkript olarak islevlerini kisitlamaz. Iki islevli transkriptlerin hem protein
sablonlar1 hem de IncRNA'lar olarak kullanilabilecegine dair kanitlar artmaktadir

(66,128,130,131).

2.5.1. Uzun Kodlama Yapmayan RNA’larin Biyogenezi

Uzun kodlama yapmayan RNA’larin transkripsiyonundan primer olarak RNA
polimeraz II sorumlu olmakla beraber diger polimerazlar da siirece katilmaktadir.
Olusturulan IncRNA'lar siklikla kanonikal yolla 5’ uglarinda 7-metil guanozin (m’G) ile
kaplanir, 3’ uglarinda poliadenillenir ve mRNA'lara benzer sekilde kirpilirlar (18,66,111).

IncRNA’larin bir kismi1 agik okuma ¢ergevelerine de sahiptirler (21).
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RNA polimeraz II tarafindan kopyalanan IncRNA'lar verimsiz bir sekilde islenir
ve niikleusta tutulurlar. Bir veya sadece birkag ekzon igeren IncRNA'lar (ve mRNA'lar)
niiklear RNA c¢ikis faktorii 1 (NXF1) tarafindan sitoplazmaya ¢ikartilirlar. Bir veya
sadece birka¢ ekzona sahip uzun ve A/U bakimindan zengin transkriptler, niikleustan
sitoplazmaya gecmek i¢cin NXF1 yoluna bagimlidirlar. Sitoplazmaya ¢ikan IncRNA’lar
farkl1 yollara gidebilirler. Sitoplazmada genellikle ¢esitli RNA baglayic1 protein
(RBP)'lerle etkilesime girebilirler, psédo 5'-gevrilmeyen bolgeler araciligiyla
ribozomlarla iligkili olabilirler, IncRNA’larin birkagi bilinmeyen mekanizmalarla
mitokondriye ayrilabilirler ya da bazilart muhtemelen IncRNA-RBP kompleksleri
olusturarak eksozomlar gibi diger organellerde de bulunabilirler. Sitoplazmik
IncRNA'larin %70'ini olusturan havuzlarin yarisinin polizom fraksiyonlarinda bulundugu
tahmin edilmektedir (132,133). Ribozomla iliskili IncRNA'lar, bilinmeyen mekanizmalar
nedeniyle kisa yar1 6miirlii olma egilimindedir. Mitokondride, RMRP ile mitokondriye
alinir ve guanince zengin RNA dizisi baglayici faktor 1'e (GRSF1) baglanarak stabilize
edilirler (132) (Sekil 2.5). Boylece IncRNA'lar alternatif olarak kirpilir veya farkli hiicre
alt1 lokalizasyonu (ribozom, endoplazmik retikulum, mitokondri gibi) ve islevi i¢in
potansiyele sahip izoformlara islenir (19,134). Bu sekilde hiicre farklilasmasi ve hiicre
dongiisii gibi fizyolojik olaylarin yani sira g¢esitli patolojik durumlara katilir (14,135).
(21).

Bu yolun yanisira RNA polimeraz III, poliadenile olmayan IncRNA'lar1 transkribe
eder ve bazi IncRNA'lar kirpilma ve snoRNA firetimi sirasinda ¢ikartilirlar (136). Ayrica,
RNaz P tarafindan olgun 3’ ug¢ iiretmek igin boliinme, uglarinda snoRNA-protein
(snoRNP) kompleksleri tarafindan kapatma ve dairesel yapilarin olusturulmasi dahil
olmak tizere gesitli kanonik olmayan mekanizmalarla da islenebilirler (119,132,137).
cis'deki sekans motifleri ve trans'daki faktorler IncRNA'larin niikleer lokalizasyonuna
koordineli olarak katkida bulunur (132).

2.5.2. Uzun Kodlama Yapmayan RNA’larin Simniflandirilmasi

Uzun kodlama yapmayan RNA'larin ¢esitli islevleri, ¢ok sayida izoformu ve diger
genlerle i¢ ige geemis iliskileri, IncRNA siniflandirmasint zorlagtirmaktadir (138).
IncRNA’lar bulunduklar1 yerlere ve genomik orijinlerine gore siniflandirilabilirler.
Bulunduklar1 yere gore niiklear ve sitoplazmik olarak ikiye ayrilirlar (128). Niiklear

IncRNA’lar cis- ve trans- hedefleme yoluyla yakinindaki promotorlerle etkilesime
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girerek transkripsiyonel girisimi, kromatin dongiilerini stabilize ederek distal bir
“enhancer’”’larmin  bir promotorle etkilesime girmesini, posttranskripsiyonel
regulasyonda miRNA'lar araciligiyla mRNA ile birleserek IncRNA-miRNA-mRNA
ekseninin sentezini saglayarak mRNA stabilitesini veya translasyonunu etkilemektedir.
Ayrica gen ekspresyonunun posttranskripsiyonel regulasyonunda etkili olan ilgili
miRNA'y1 diizenlemek i¢in miRNA Onciileri veya miRNA siingerleri olarak hareket
ederler (21,139,140). Sitoplazmik IncRNA'lar ise ¢alismalarin odak noktasi olan
posttranskripsiyonel gen regulasyonu olmak iizere ¢ok c¢esitli islevlere atfedilmis olup ¢ok
sayida c¢alisgma, IncRNA'larin mRNA dongiisiinii, translasyon etkinligini ve

posttranslasyonel modifikasyonlari diizenleyebildigini gostermektedir (119,128).

mRNA IncENA
- ekzon -
B S s B o W
intron
Transkripsiyvon Degradasyon veya
kromatine baglanma
(S g
Verimli Verimsiz
karpalma ve F ( |
sl Dizi motifleri ve
iligkili RBP ler

—

m'G o I (A oG I (A

Nukleus NXFL
Sitoplazma
m'GL] | (A m'G (A
Translasyon Sitoplazmadaki fonksiyonlar
r | }
. O RBP
REP — s 1
CD Peido - i.‘?“*?_.) RMRP
SUTR
Degradasyon
Sitoplazma Ribozom Mitokondri Diger organeller

(6rn. eksozom)

Sekil 2. 5: IncRNA'larin biyogenezi ve hiicre i¢indeki kaderi

MRNA: haberci RNA, IncRNA: Uzun kodlama yapmayan RNA, NXF1: Nuklear RNA ¢ikis faktori 1, 5
UTR: 5 ucunda cevrilmeyen bolge, RBP: RNA baglayici protein, GRSF1: Guanince zengin RNA dizisi
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baglama faktérii 1, RMRP: mitokondriyal RNA isleme endoriboniikleazi, m’G: 7-metil guanozin, (A)n:
poli adenin kuyrugu.

Genomik orijinlerine gore IncRNA’lar protein kodlayan gen ile ayni yonde
transkribe edilen ve iistiiste ¢akisan IncRNA’lar “sens IncRNA”; protein kodlayan genin
tersi yonde transkribe edilen ve iistiiste ¢akisan “antisens IncRNA”; bilinen baska bir
kodlayan genle ortlismeyen ve kendi promotdrlerine ve diizenleyici elementlerine sahip
olan intergenik bolgelerden transkribe edilen ve protein kodlayan iki gen arasinda
bulunan bolgeden kodlanan “intergenik RNA”; intronlar gibi kodlanmayan DNA
dizilerinden veya “enhancer”ler gibi diizenleyici elementlerden sentezlenen “intronik
IncRNA” ve genin promotdr bolgesine yakin bir yerden iki yonlii olarak transkribe edilen

IncRNA’lar olmak {izere 5 sinifa ayrilirlar (Sekil 2.6) (14,137,141-143).

Bn

Intergenik IncRNA

mRNA ﬁl\ . /g’\
r Sens IncRNA Intronik IncRNA
m DODDK Ezon 1 ezon YDOPXD

Antisens IncRNA

mRNA

Sekil 2. 6: Genomik orijinine gore IncRNA'larin siniflandirilmasi

IncRNA: Uzun kodlama yapmayan RNA, mRNA: Haberci RNA

Bagka bir simiflandirmaya goére IncRNA’lar; mRNA benzeri intergenik
transkriptler, protein kodlayan genlerin antisens transkriptleri, U-A-U tglii sarmal
yapisinin olgun bir 3' ucunu olusturmak i¢in RNaz P boliinmesiyle stabilizasyonu
saglanabilen RNA polimeraz II transkriptinden tiiretilmis geleneksel olmayan

IncRNA'lar, ekzoniikleolitik bozulmay1 6nlemek icin snoRNA-protein kompleksleri
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(snoRNP) ile kapatilarak veya kovalent olarak kapali dairesel yapilar olusturularak

olusturulan RNA’lar olmak iizere de siniflandirilabilirler (119).

2.5.3. Uzun Kodlama Yapmayan RNA’larin Fonksiyonlari

Uzun kodlama yapmayan RNA’lar, diger molekiiller ile birlikte ¢esitli fizyolojik
stirecleri koordine edebilir ve islev bozukluklar1 ¢esitli patolojileri etkileyebilir.
Kromozom yapisinin diizenlenmesi, transkripsiyonel, post-transkripsiyonel (alternatif
kirpilma, mRNA stabilitesi/mevcudiyeti) ve post-translasyonel modifikasyonlar (protein
fosforilasyonu/asetilasyonu/ubikitinasyonu) gibi genetik bilginin akisin1  kontrol
edebilirler (21,114,115). LncRNA'lar, tim bu seviyelerde gen ifadesini etkileyerek
embriyonik gelisim, hiicre biiytimesi ve karsinogenez dahil olmak {izere cesitli biyolojik
yollarda ve hiicresel siireglerde 6nemli roller oynar (111,144). IncRNA’lar hem niikleus
hem de sitoplazmada fonksiyon gostermektedir. Niikleus bolgesinde kromatin yeniden
sekillenmesi,  modifikasyonu ve  “paraspeckle”/”’speckle”  diizenlenmesinde,
transkripsiyonel modiilasyonda veya RNA islemede rol oynarken; sitoplazmada, olgun
RNA'lar ve/veya proteinlerle etkilesime girerler (138,144). IncRNA’lar sitoplazmaya
ulastiginda, belirli organellere yonlendirilmek veya cesitli RBP'lerle iliskilendirilmek i¢in

0zel diizenleme siiregleri yasarlar (117).

Bircok biyolojik aktivitede IncRNA'larin ¢ok sayida islevi bulunmustur, 6rnegin:
(1) miRNA'lar i¢in birincil transkriptler tarafindan kopyalanarak daha kisa fonksiyonel
RNA'lar i¢in Oncii olarak hizmet etmek; (ii) transkripsiyon, translasyon, imprinting,
genom yeniden diizenlenmesi ve kromatin modifikasyonunu diizenlemek; (iii) protein
aktivitelerini diizenlemek; (iv) policomb represif kompleksi 2 (PRC2) gibi iist diizey
kompleksler i¢in iskeleler iiretmek; (v) rakip endojen RNA'lar (ceRNA'lar) veya dogal
miRNA siingerleri olarak c¢aligmak. miRNA baglayic1 bolgeler igeren tiim RNA
transkriptleri, 6zellikle paylasilan miRNA'lar i¢in rekabet ederek birbirleriyle iletisim
kurabilir, birbirlerini diizenleyebilir ve boylece IncRNA'lar miRNA molekiiler siingerleri
olarak hareket ederek hedef gen mRNA ekspresyonunu etkileyebilir (124,145,146).
Transkripsiyonel — baskilanma  riboniikleoprotein-K'ye  (hn-RNP-K)  baglanarak
gerceklestirilir (136). Son zamanlarda miRNA'larin, IncRNA'lar1 kontrol ettigi ve tersine
IncRNA'larin  miRNA'larin ifadesini  diizenleyebildigi, bodylece bir¢cok hiicresel
patofizyolojik siirecte onemli rolleri olan iki yonlii bir diizenleyici ag olusturdugu

gosterilmistir (118). IncRNA'lar, RNA kaynakli susturma kompleksi olusturarak miRNA
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kaynakli susturmay1 engellemek icin belirli bir hedef mRNA {izerindeki miRNA
baglanma boélgelerini maskeleyebilirler (147). miRNA kaynagi, miRNA'nin negatif
diizenleyicisi ve miRNA'dan bagimsiz mRNA degradasyonunun uyaricisi olarak hizmet
ederek mRNA isleme ve posttranskripsiyonel diizenlemede kritik bir rol oynamaktadir
(148). Buna ¢k olarak, dogrusal veya dairesel IncRNA'lar, miRNA'lar1 hedef
mRNA'larindan ayirmak i¢cin miRNA tuzaklart olarak islev gorebilir (149). IncRNA'lar
farkl1 transkripsiyon faktorlerinin aktivitesini uyaran veya inhibe eden ve DNA baglanma
bolgelerini taklit eden yapilara da katlanabilirler (150). Ornegin, GASS5 IncRNA’s1,
glukokortikoid reseptorlerinin DNA baglanma bdlgesini taklit eden belirli bir sekle
katlanarak glukokortikoid reseptor aracili transkripsiyonu baskilar (151).

Molekiiler iskele Kromatin degistirici miRNA siingeri
~N : j\\,
RNA etkilesimli < i . S
protein e\? @’; . ¥ }/
ol (e
IncRNA (
2 « L Q) mRNA
) @ T & ¥ Translasyon
NS 28" s
5 \ AU 9, < ‘\ o
\ / \J - < f:/ ” D7 Degradasyon
Aé
Transkripsiyonel regulator miRNA kaynag mRNA islenmesi

Sekil 2. 7: IncRNA'larin fonksiyonlari

IncRNA: Uzun kodlama yapmayan RNA, miRNA: mikroRNA, mRNA: Haberci RNA.

Protein kodlayan genlere benzer sekilde IncRNA genleri de promotor
bolgelerinde histon 3, 27. lizin (H3K27) asetilasyonu, histon 3, 4. lizin (H3K4)
trimetilasyonu ve histon 3, 9. lizin (H3K9) asetilasyonu gibi histon modifikasyonlari ile
zenginlestirilmistir. Bununla birlikte bir¢ok IncRNA geni transkripsiyon baslangi¢
bolgesinde H3K4 trimetilasyonu ve gen govdesi boyunca histon 3, 36. lizin (H3K36)
trimetilasyonu 1ile karakterize edilir. LncRNA'lar ayrica kromatin durumunu ve
ekspresyonlarin1 diizenlemek i¢in PRC2 gibi kromatinle iliskili komplekslerle iligki
kurarak kendi genlerinin ve/veya hedef genlerinin (6rnegin DNA metiltransferaz)

ekspresyonunu ve protein diizeylerini diizenleyebilirler (21,136,152). Niikleusta
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InNcRNA'lar, basta metilasyon ve asetilasyon olmak iizere histon veya DNA epigenetik
modifikasyonlari1 modiile ederek transkripsiyonel diizeyde gen transkripsiyonunu
diizenlerler. IncRNA'lar tek basmna histon metilasyonu/asetilasyonunu diizenleyebilir
veya enzimlerle ya da metilasyon/asetilasyon kompleksleriyle etkilesime giren bir iskele

gorevi gorerek histon metilasyonunu ve asetilasyonunu ayni anda diizenleyebilir (153).

IncRNA’larin  rol oynadigi fizyolojik siireclere seks-kromozom dozaj
kompensasyonu, hiicre farklilagsmasi, proliferasyon ve apoptoz oOrnek verilebilir
(21,119,128,154). IncRNA’larin rolleri, vaskiiler gelisimden farkli kanser tiirleri,
hipertansiyon, bobrek hasari, ateroskleroz, diyabet ve diyabetle iligkili komplikasyonlar
da dahil olmak iizere bir dizi hastaliga kadar dahil edilmistir (73). InCRNA'lar endotel
genlerinin ifade diizeyini transkripsiyon ve/veya post-transkripsiyonel diizeyde dogrudan
etkileyerek hem fizyolojik hem de patolojik kosullarda endotel islevinin bozulmasina yol
acabilir (67). Endoteliyal genlerin post-transkripsiyonel diizenleyicisi olarak endoteliyal
genlerin ekspresyonunu diizeylerini hem fizyolojik hem patololojik siireclerde etkileyen

birgok IncRNA mevcuttur (155,156).

2.5.4. Uroteliyal Kanser Iliskili 1

Uroteliyal kanser iliskili 1 transkripti (UCAL, LINC00178), ilk kez insan mesane
kanser hiicre hattinda (mesane transizyonel hiicreli karsinomu) kesfedilmistir (157).
UCAT1 19. kromozomun kisa kolunda (19p13.12) lokalizedir (158) (Sekil 2.7). UCAL
IncRNA’s1 korunmus uzun agik okuma cerceveleri olmaksizin ¢ok sayida durdurma
kodonlarina sahip tli¢ ekzon ve iki intron igermektedir (144). UCA1’in alternatif kirpilma
ile tiretilen 1,4 kb, 2,2 kb ve 2,7 kb olmak iizere 3 izoformu bulunmaktadir (157). 1,4 kb
boyutundaki izoform UCA1 olarak gosterilirken; 2,2 kb boyutundaki izoform UCA1la
veya “cancer upregulated drug resistant” (CUDR) olarak adlandirilir. 2,7 kb boyutundaki

izoformun biyolojik rolii bilinmemektedir (144).
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Sekil 2. 8: UCA1 geninin lokalizasyonu (158)
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Uzun kodlamayan RNA UCAL, ceRNA olarak hareket ederek temel sinyal
yollarin1 diizenler; bodylece kanserlerin yani sira kanser digi hastaliklarda hiicre
proliferasyonu, apoptoz, migrasyon, invazyon ve ila¢ direnci gibi biyolojik aktiviteleri
etkiler (159). UCA1 kardiyovaskiiler hastalikta onemli bir etki gOstermistir ancak
UCAIl'in aterosklerozdaki biyolojik rolii belirsiz ve ¢eliskilidir. Ateroskleroz
parametrelerinden biri olan ox-LDL’nin UCA1 ekspresyonunu artirdigi, UCALI
susturuldugunda ise oksidatif stresi azalttig1 ve apoptozu artirdigi goézlenmistir (160).
Yapilan ¢alismalarin birgogunda UCA1’in yiiksek ekspresyonlarmin kotii prognoz ve
kisa sagkalim siiresi ile iliskili olarak onkojenik role sahip oldugu gosterilmistir. Fakat
birkag¢ ¢alismada proliferasyonu ve migrasyonu azalttig1 i¢in anti-karsinojenik 6zellige
sahip oldugu da rapor edilmistir (157). Ayrica UCA1’in upregulasyonunun endotel
disfonksiyonunu baskiladigi ifade edilmistir (146).

2.5.5. Aterosklerotik Plak Patogenezi Iliskili Transkript

Aterosklerotik plak patogenezi iligkili transkript (APPAT, LINC02969), 4
ekzondan olusan ve 2. kromozom {izerinde (2q11.2) lokalize olan 717 baz ciftinden
olusan intergenik uzun kodlama yapmayan bir RNA’dir (161-163) (Sekil 2.8). APPAT
geni kodlanmayan bir gen oldugundan protein iriinii yoktur ve post-translasyonel
modifikasyona da ugramamaktadir (163). Bir intergenik INCRNA olan APPAT, ilk olarak
insan kaninda tanimlanmistir. Daha da Onemlisi, aterosklerotik plakta ekspresyonu
azalmistir ve kan dolasiminda stabildir; bu nedenle, APPAT ekspresyon modelindeki bir
degisiklik potansiyel olarak hastaligin ilerlemesini yansitan bir biyobelirte¢ gorevi

gorebilir (126).
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Sekil 2. 9: APPAT geninin lokalizasyonu (163)
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Yapilan yeni calismalarda APPAT’mn ateroskleroz gelisiminde potansiyel
prediktif rolii oldugu gosterilmistir. APPAT, VSMC’lerin bolca bulundugu arter

duvariin orta tabakasinda (tunica media) dagilim gdstermekte olup VSMC’lerin
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sitoplazmasinda lokalizedir (161,164). Bu lokalizasyon da biyolojik islevinin miRNA
icin bir ceRNA olarak hareket ederek uygulanabilecegini diisiindiirmektedir (126).
ceRNA'lar, ayn1 baglanma bolgesini igeren miRNA'lar i¢in rekabet ederek dolayli olarak
birbirleriyle iliski kurar, boylece miRNA'larin kullanilabilirligini diizenlerler (164).

Son yillarda ¢ok sayida calisma, IncRNA'larin kardiyovaskiiler hastalik
patogenezindeki roliinii incelemektedir. Kardiyovaskiiler hastaliklarin yiliksek prevalansi
ve mortalitesi 1s181nda, patogenezinde yer alan molekiilleri ve bunlarin baslattigi sinyal
yollarin1 anlamak zorunludur. Bu, daha kesin ve uygun tan1 tekniklerinin gelistirilmesini,
daha etkili prognostik molekiillerin tanimlanmasin1 ve potansiyel terapdtik hedeflerin

belirlenmesini kolaylastirabilir.
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3. GEREC VE YONTEM

3.1. SECILEN ORNEKLERIN TANIMI

Calismamiza Saglik Bilimleri Universitesi Dr. Siyami Ersek Gogiis Kalp ve
Damar Cerrahisi Egitim ve Arastirma Hastanesi Kalp Damar Cerrahisi Anabilim Dali’na
bagvuran, klinik ve laboratuvar degerlendirmeleri goz Oniine alinarak bypass karari
verilmis hastalar dahil edildi. Etik kurul onay1 Saglik Bilimleri Universitesi Hamidiye
Bilimsel Arastirmalar Etik Kurulu’ndan alindi (Etik Kurul Onay no: 2021/36-2) (EK-1).

Orneklem segiminde uygun sayinin hesaplanmasinda gii¢ analizi yapilmistir. %80
gii¢, 0,05 alfa ve 0,65 etki boyutu ile 30 hasta ve 30 kontrol drnek sayis1 hesaplanmustir.
Gili¢ analizi i¢in G*Power (3.1.9.7) programi kullanilmistir. Calismamizda EK-2’de
verilmis olan bilgilendirilmis onam formunu dolduran kisilerden kan ve doku 6rnekleri

olmak {tizere iki tip biyolojik drnek toplanmistir:

1. Doku ornekleri: Bypass karar1 verilmis olan hastalardan koroner arterden alinan
aterosklerotik doku (n=30) ve ateroskleroz gelisimi en az olan ve bypass grefti olarak
kullanilmis olan LIMA dokusuna ait 6rnekler (n=30) alindi. Alinan doku ornekleri
icerisinde RNA koruyucu ¢ozelti bulunan 1,5 ml’lik tiiplere konuldu.

2. Kan Ornekleri: Doku 6rnekleri alinmis olan bypass hastalarindan (n=30) alian kan
ornekleri ile hasta grubu, klinik muayeneleri sonucu herhangi bir kalp damar hastaligi ve
bagka bir hastaligi bulunmayan saglikli bireylerden (n=30) alinan kan 6rnekleri ile kontrol

grubu olusturuldu.

Hasta ve kontrol grubunu olusturan bireylerden laboratuvar parametreleri hastane
veri tabanindan alindi. Bu parametreler glukoz, hemoglobin Alc (HbAlc), iirik asit, lire,
kreatinin, total kolesterol, HDL kolesterol, LDL kolesterol, trigliserit, non-HDL
kolesterol, VLDL kolesterol, sodyum, potasyum, gama glutamil transferaz (GGT), laktat
dehidrogenaz (LDH), kreatin kinaz (CK) ve hemoglobin verileriydi. Sonrasinda alinan bu

verilerle trigliserit/HDL, non-HDL/HDL ve trigliserit/glukoz oranlari da hesaplandi.
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3.2. PERIFERIK KAN ORNEKLERINDEN TOTAL RNA iZOLASYONU

Periferik kan o6rneklerinden Quick-RNA™ Miniprep Plus Kit (ZymoResearch,

Amerika) izolasyon kiti kullanilarak iiretici firma protokoliine uygun olarak total RNA

izole edildi.

3.2.1. Kit ile Kandan Total RNA Izolasyon Protokolii

a.

200 pl kan 6rnegi 1,5 ml’lik tiiplere konularak tizerinde 200 pul 2X DNA/RNA

Shield soliisyonu eklendi ve iyice vortekslenerek homojenize edildi.

400 pl olan bu karisim {izerine 8 pul Proteinaz K eklendi, vortekslendi ve oda

sicakliginda (20-30°C) 30 dk inkiibasyona birakildi.
Inkiibasyondan sonra drnekler vortekslendi ve 16 000 g’de 2 dk santrifiijlendi.

Santrifiij sonrasi siipernatant drnekleri yeni bir niikleaz icermeyen 1,5 ml’lik

tiipe aktarildi ve tizerine 1:1 oraninda izopropanol eklendi.

Karigim Zymo-Spin™ [IICG Column (yesil)’na transfer edildi, 14 000 g’de

30 sn santrifiij edildi ve toplama tiipiine gegen alt kisim atild1.

Kolon iizerine 400 pul Wash Buffer eklendi, 14 000 g’de 30 sn santrifiij edildi

ve toplama tiipiine gecen alt kisim atild1.

Yeni bir niikleaz igermeyen tiipte 6rnek basia 5 ul DNase I (1 U/ul) ve 75 pl
DNA Digestion Buffer karisim1 hazirlands, iyice karistirildi.

. Kolon matriksinin tam merkezine 80 ul DNase I - DNA Digestion Buffer

karisimi eklendi ve 15 dk oda sicakliginda (20-30°C) inkiibasyona birakildi.

Inkiibasyondan sonra 400 pl RNA Prep Buffer solusyonu eklendi, 14 000 g’de

30 sn santrifiij edildi ve toplama tiipiine gecen alt kisim atild1.

Ardindan 700 pl RNA Wash Buffer solusyonu eklendi, 14 000 g’de 30 sn

santrifiij edildi ve toplama tiipiine gecen alt kisim atild1.

Sonrasinda tekrar 400 ul RNA Wash Buffer solusyonu eklendi ve 14 000 g’de
1 dk santrifiij edildi.

Santrifiij sonrasi kolon yeni bir niikleaz igermeyen 1.5 ml’lik tiipe gecirildi,
kolon matriksinin tam merkezine 50 ul DNaz/RNaz icermeyen su koyuldu ve

14 000 g’de 30 sn santrifiij edildi.
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m. Santrifiij sonrasi alt kisma gecen sivida total RNA bulunmakta olup bir sonraki

asamaya kadar -80 °C’de muhafaza edildi.

3.3. DOKU ORNEKLERINDEN TOTAL RNA iZOLASYONU

Aterosklerotik doku orneklerinden oOncelikle 5 mg tartilarak Quick-RNA™
Microprep Kit (ZymoResearch, Amerika) kiti araciligiyla, LIMA doku pargalarindan ise
25 mg tartilarak Quick-RNA™ Miniprep Plus Kit (ZymoResearch, Amerika) Kiti

araciligiyla tiretici firma protokollerine uygun olarak total RNA izole edildi.

3.3.1. Kit ile Dokudan Total RNA izolasyon Protokolii

a. RNA koruyucu igerisinde -80°C’de muhafaza edilen doku Orneklerinden ilk
olarak RNA koruyucu sivisi uzaklastirildi, ardindan tiiplere bead ve 600 ul RNA
Lysis Buffer eklendi.

b. TissueLyser cihazinda 15-20 dk homojenize edildi.
c. Homojenizasyon sonrasi tiiplere 600 pl absolut etanol eklendi ve vortekslendi.

d. Bu karigim kit igeriginden ¢ikan spin kolonlara (Zymo-Spin™ IC Column in a

Collection Tube) transfer edildi ve oda sicakliginda 14 000xg’de 30 sn santrifiij
edildi.

e. Santriflij sonras1 altta kalan kisim dokiildii ve kolon iizerine 400 ul RNA Wash
Buffer eklendi, oda sicakliginda 14 000 g’de 30 sn santrifiij edildi.

f.  Ayn bir nukleaz icermeyen tiipte 6rnek basina 5 ul DNase I (1 U/ul), 35 ul DNA
Digestion Buffer konulup karistirildi ve bir 6nceki asamadaki spin kolon iizerine

40 pl dagitildi ve oda sicakliginda 15 dk inkiibasyona birakildi.

g. Inkiibasyondan sonra kolonlara 400 ul RNA Prep Buffer eklendi, oda sicakliginda
14 000 g’de 30 sn santrifiij edildi ve alta gegen kisim atildi.

h. Ardindan 700 pul RNA Wash Buffer eklendi, oda sicakliginda 14 000 g’de 30 sn

santrifiij edildi ve alta gegen kisim atildi.

i. Ardindan 400 ul RNA Wash Buffer eklendi, oda sicakliginda 14 000 g’de 1 dk

santrifiij edildi ve alta gegen kisim atild1.

J.  Kolon kismi dikkatli bir sekilde yeni bir 1,5 ml’lik, steril tiipe alindi1 ve kolonun
direkt merkezine 15 pl DNase/RNase-Free su eklendi.
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5 mg’dan daha az olan 6rneklerden fenol-guanidin yontemiyle manuel olarak total
RNA izolasyon yapildi.
3.3.2. Manuel Yontemle Dokudan Total RNA Izolasyon Protokolii

a. RNA koruyucu igerisinde -80°C’de muhafaza edilen doku orneklerinden ilk
olarak RNA koruyucu sivisi uzaklastirildi, ardindan sivi azot bulunan havanda

kismi pargalandi.

b. Ardindan bu doku pargalari steril tiipe konarak tizerine 100 pl Qiazol Reagent

(Qiagen, Amerika) eklendi ve TissueLyser cihazinda 10 dk homojenize edildi.
c. Homojenizasyon sonrast 5-10 dk inkiibasyona birakildi.

d. Inkiibasyonun ardindan tiiplere 20 pl kloroform eklendi, vortekslendi ve 10 dk

inkiibasyona birakild.
e. Inkiibasyonun ardindan 12 000 g’de 10 dk +4°C’de santrifiij edildi.
f. Santrifiij sonrasi Ustteki akoz faz yeni steril tiipe alind.

g. 1:1 oraninda izopropanol eklendi ve birka¢ kez alt {ist edildi. Ardindan 10 dk

inkiibasyona birakild.
h. Inkiibasyonun ardindan 12 000 g’de 15 dk +4°C’de santrifiij edildi.

I. Stipernatant dikkatlice uzaklastirildi ve pellet tizerine 100 ul %75’lik etanol
eklenip vortekslendi.

J-  Ardindan 7500 g’de 5 dk +4°C’de santrifiij edildi.

K. Siipernatant atildi, etanol uzaklastirilmasi ig¢in 10-15 dk oda sicakliginda kapak
acik bekletildi.

|.  Ardindan 15 pl distile suda ¢ozdiirtldi.
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Sekil 3. 1: Total RNA izolasyon agamalar1

Total RNA’lar hem kan ornekleri hem de doku 6rneklerinden yukarida verilen
protokollere gore izole edildikten sonra Nanofotometre (Denovix , Amerika) cihazinda
saflik ve konsantrasyonlari belirlendi ve ¢alisma giiniine kadar -80°C’de muhafaza edildi.

Ozetle total RNA izolasyonlarmin asamalar1 sekil 3.1°de verilmistir.

3.4. KOMPLEMENTER DNA SENTEZI

Tiim total RNA ornekleri izole edildikten sonra oncelikle ayni konsantrasyonda
esitlemek adina sulandirildi. Daha sonrasinda tablo 3.1°de verildigi sekilde reaktifler ile
reaksiyon karisimi hazirlandi. Hazirlanan karisimdan her 6rnek basina 200 ng RNA
ornegi icerecek sekilde hesaplanarak ve RNA ile niikleaz icermeyen su totalde 15 pl

olacak sekilde tiiplere dagitildu.
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Tablo 3. 1: cDNA sentezi bilesenleri

Karisim Bilesenleri Miktar (ul)
5X TransAmp Buffer 4 ul
Revers Transkriptaz 1 ul
Niikleaz igermeyen Su
15 ul
RNA
Toplam 20 pl

0,2 ml’lik ependorf tiiplerinde hazirlanan 6rnekler Thermal Cycler (BioRad
C1000) cihazina konularak tablo 3.2°de verilen kosullara gore cDNA elde edildi.

Tablo 3. 2: cDNA sentezi kosullari

Sicakhik Siire
25°C 10 dakika
42 °C 15 dakika
48 °C 15 dakika
85°C 5 dakika
4°C 0

3.5. UZUN KODLAMA YAPMAYAN RNA’LARIN EKSPRESYON
DUZEYLERININ BELIRLENMESI

Komplementer DNA sentezinin ardindan spesifik primerler varliginda ve uygun
Tm sicakliginda UCA1 ve APPAT IncRNA’larinin ekspresyon diizeyleri gergek zamanli
polimeraz zincir reaksiyonu (Real-Time PCR) yontemiyle belirlendi. Tablo 3.3’te

PCR’da kullanilan primer dizileri ve baglanma sicaklig1 degerleri verilmistir.
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Tablo 3. 3: Primer dizileri ve baglanma sicaklig1 degerleri

Bagl Sicakhig
Gen Adr Primer Dizisi a8 ar;)nzgerlica 18!
GAPDH_F 5-GTCTCCTCTGACTTCAACAGCG-3'
60 °C
GAPDH_R 5-ACCACCCTGTTGCTGTAGCCAA-3’
UCAl F 5'-CTCTCCATTGGGTTCACCATTC-3’
57,4 °C
UCAl1 R 5'-GCGGCAGGTCTTAAGAGATGAG-3’
APPAT F 5’-GCAGAGGCAGGTCACCAAC-3’
60 °C

APPAT_R 5-CAGGATGATTCGAGACCAGGA-3’

Gen ekspresyon diizeylerinin belirlenmesi icin tablo 3.4’te verilmis olan
miktarlara gore mikroplakalarda PCR karisimi toplam hacim 20 pl olacak sekilde buz
tizerinde her gen i¢in ayr1 ayr1 hazirlandi. Sonrasinda Real-Time PCR cihazinda (BioRad

CFX 96 Touch) tablo 3.5’te verilmis olan protokole gore Ct degerleri belirlendi.

Tablo 3. 4: Real-Time PCR bilesenleri

Bilesen Miktar
2X SensiFast SYBR No-ROX Mix 10 pl
Ileri Primer (10 uM) 0,8 ul
Geri Primer (10 uM) 0,8 ul
Niikleaz-igermeyen Su 3,4 ul
cDNA 5ul
Toplam 20 1
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Tablo 3. 5: Real-Time PCR kosullari

PCR Asamasi Sicakhik Siire Siklus Sayisi
Polimeraz aktivasyonu 95 °C 2 dakika 1
Denatiirasyon 95 °C 5 saniye
Baglanma Degisken 10 saniye 40
Uzama 72 °C 20 saniye
4°C 0

“Housekeeping” gen olarak GAPDH geni kullanildi. Iki IncRNA’nin ekspresyon
diizeylerindeki rolatif degisikler, ACt (dongii esik degeri farki, “cycling threshold”)
formuliine gore housekeeping gen GAPDH ile normalizasyonu yapildi. Kat degisimleri
2(8ACY degerine gore gerceklestirildi.

ACt:[(CtincRNA-Cthousekeeping)

AACt: [(Ctlezyonludoku'Cthousekeeping)'(Ctsaghkhdoku'Cthousekeeping)]

3.6. ISTATISTIKSEL ANALIiZ

Elde edilen bulgu ve verilerin istatistiksel analizi SPSS 23.0 programu ile yapildi.
Ikili bagimsiz degiskenlerin non-parametrik dagilim gésterenlerinde Mann-Whitney U,
parametrik gosterenlerde ise student T testi, bagimli degiskenlerin arasindaki korelasyon
icin ise Spearman’s ve Pearson korelasyon analizi yapildi. P degeri 0,05’in altinda olanlar

istatistiksel olarak anlamli kabul edildi.

3.7. KULLANILAN KIMYASAL MADDELER VE CIHAZLAR

3.7.1. Kullamilan Kimyasal Maddeler

e Etil Alkol (Isolab, Katalog No: 920.026, Tiirkiye)

e Dokudan Total RNA Izolasyon Kiti (Zymo Research Quick-RNA Microprep Kit,
Katalog No: R1050, Amerika)

e Kandan Total RNA Izolasyon Kiti (Zymo Research Quick-RNA Miniprep Plus
Kit, Katalog No: R1057, Amerika)
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Lizis Soliisyonu (Qiagen Qiazol, Katalog No: 79306, Amerika)

cDNA Sentez Kiti (Bioline SensiFAST™ cDNA Synthesis Kit, Katalog No: BIO-
65053, Amerika)

APPAT, UCA1 ve GAPDH Genleri igin Primer Ciftleri

SYBR Green Master Mix Real-Time PCR Kiti (Bioline SensiFAST™ SYBR®
No-ROX Kit, Katalog No: BIO-98005)

3.7.2. Kullamilan Cihazlar

+4 °C Buzdolab1 (KW K-Lab, Italya)

-20 °C Buzdolab1 (Phcbi, Japonya)

-80 °C Derin Dondurucu (Phcbi, Japonya)

Etliv (ThermoScientific, Amerika)

Otoklav (Daihan Scientific, Giiney Kore)

Sogutmali Santrifiij (Beckman Coulter Allegra X30R, Amerika)
Vorteks (Daihan Scientific, Giiney Kore)

Kuru Isiticili Blok (Daihan Scientific, Gliney Kore)
Mikrosantrifiij (Beckman Coulter Microfugel6, Amerika)
Mini Santrifiij (ThermoScientific MySpin 12, Amerika)
Otomatik Mikropipet (Eppendorf Research Plus, Almanya)
Thermal Cycler Cihazi (Biorad C1000, Amerika)
Real-Time PCR Cihazi (Biorad CFX 96 Touch, Amerika)
Nanofotometre Cihazi (DeNovix DS-11, Amerika)
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4. BULGULAR

4.1. KATILIMCILARIN DEMOGRAFIK VERILERI

Calismaya dahil edilmis olan bypass ameliyatina giren 30 hastadan doku 6rnekleri
olarak hem aterosklerotik koroner doku 6rnekleri hem de ateroskleroz gelismemis ve greft
olarak kullanilacak olan LIMA doku 6rnekleri alindi. Doku 6rnekleri toplanmis olan bu
hastalardan periferal kan Ornekleri de toplandi. Ayrica kontrol grubunu olusturan
bireylerden de (n=30) periferal kan drnekleri toplandi. Hasta ve kontrol grubunu olusturan
bireylerin hastane sisteminden glukoz, HbAlc, iirik asit, lire, kreatinin, total kolesterol,
HDL kolesterol, LDL kolesterol, trigliserit, non-HDL kolesterol, VLDL kolesterol,
sodyum, potasyum, GGT, LDH, CK ve hemoglobin verileri alindi. Alinan bu verilerden
de trigliserittHDL, non-HDL/HDL ve trigliserit/glukoz oranlari hesaplandi. Doku
ornekleri ve kan ornekleri toplanmis olan hastalarin 8’1 kadin (%26,67), 22’si erkekti
(%73,33). Sadece kan drnekleri alinmis olan saglikli bireylerin ise 10’u kadin (%33,33),
20’si erkekti (%66,67) (p=0,573) (Sekil 4.1).

Cinsiyet Dagilim

25
20
15
10

5 . .

0

Hasta grubu Kontrol grubu

= Kadin m Erkek

Sekil 4. 1: Gruplar olusturan bireylerin cinsiyet dagilimi
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Hasta grubunu olusturan bireylerin yas ortalamasi 62,3 + 9,42 iken, kontrol
grubunu olusturan bireylerin yas ortalamasi 59,40 + 6,01 idi (p=0,118) (Sekil 4.2).
Boylece gruplarimizi olusturan bireyler yas ve cinsiyet agisindan dengeliydi.
Katilimcilarin hastane sisteminden alinmis olan laboratuvar bulgulari ile yas arasindaki
korelasyon incelendiginde yalnizca iire (p<0,01) ve kreatinin (p<0,05) diizeyleri ile

pozitif olarak korele bulundu. Diger veriler ile yas arasinda anlamli bir korelasyon

638
625 62,2
I I 5712

Hasta grubu Kontrol grubu

gbzlenmedi.

66
64
62
60
58
56

54

52

mKadin ®Erkek

Sekil 4. 2: Hasta ve kontrol gruplarinin yas-cinsiyet grafigi

Hasta grubunu olusturan bireylerin 8’i (%26,67) akut Mi gecirmekteydi. Mi
gecirme durumunun olup olmamasina gore yapilan istatistiksel analizlerde yas, cinsiyet,
DM ve bypass yapilan damar sayist arasinda bir anlamlilik bulunmadi (p>0,05). HDL
kolesterol diizeyleri MI gegirenlerde (29,40+4,98 mg/dL), gecirmeyenlere (41,00+10,36
mg/dL) gore daha diisiik olmakla birlikte istatistiksel olarak anlamli idi (p=0,0184). Non-
HDL/HDL oran1 Mi gecirenlerde (6,31+3,23), Mi gecirmeyenlerde (3,09+1,62) daha
diisiik olmak iizere istatistiksel olarak anlamli idi (p=0,005). GGT diizeyleri ise MI
gecirenlerde (91,00+£38,00 U/L), gecirmeyenlerde (21,20+16,99 U/L) daha yiiksek
olmakla birlikte istatistiksel olarak anlamli idi (p=0,0253). Periferal kan orneklerinde
IncRNA APPAT ve UCAI1 ekspresyon diizeyleri hastalarin MI gecirme durumuyla
istatistiksel olarak anlamli degildi (p>0,05).
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Hasta grubunu olusturan bireylerin 16’sinda (%53,3) DM mevcuttu. Bireylerin
DM’sinin olup olmamasina gore yapilan istatistiksel analizlerde yas, cinsiyet, Ml ve
bypass yapilan damar sayis1 arasinda bir anlamlilik bulunmadi (p>0,05). Beklendigi lizere
DM varligi/yoklugu glukoz ve HbAlc diizeyleri ileri derece anlamli idi (sirasiyla
p=0,0001 ve p=0,0002). Bununla beraber DM’li olan olgularda (34,42+11,20 mg/dL),
olmayanlara gore (43,10+£7,78 mg/dL) HDL kolesterol diizeyleri anlamli derecede daha
disiiktic  (p=0,0158). DM’li olan olgularda non-HDL/HDL oram (5,21+2,74),
olmayanlara gore (2,86+1,40) anlamli derecede daha yiiksekti (p=0,003). Ayrica
trigliserit/HDL oran1 DM’li olan olgularda (9,27+7,99), olmayanlara gore (4,21+1,64)
anlamli derecede daha yiiksekti (p=0,0349). Ancak DM varligi/yoklugu ile

trigliserit/glukoz orani arasinda bir anlamli farklilik bulunmadi (p=0,379).

4.2. KATILIMCILARIN LABORATUVAR BULGULARI

Hasta ve kontrol gruplar1 arasinda glukoz, HbAlc, lirik asit, {ire, kreatinin, total
kolesterol, HDL kolesterol, LDL kolesterol, trigliserit, non-HDL kolesterol, VLDL,
sodyum, potasyum, GGT, LDH, CK ve hemoglobin verileri ile eldeki verilerden
hesaplanan trigliserit/HDL, trigliserit/glukoz ve non-HDL/HDL kolesterol oranlar
laboratuvar parametreleri olarak Mann-Whitney U testi ile karsilastirilmistir. Bu
parametrelerden glukoz, HbAlc, iirik asit, iire, kreatinin, HDL kolesterol, trigliserit, non-
HDL Kkolesterol, VLDL kolesterol, trigliserittHDL orani, trigliserit/glukoz, non-
HDL/HDL ve LDH verileri iki grup arasinda istatistiksel olarak anlamli farkli
bulunmustur. Hasta grubunda kontrol grubuna gore glukoz, HbAlc, iirik asit, iire,
kreatinin, GGT, total kolesterol, LDL kolesterol, trigliserit, non-HDL kolesterol, VLDL
kolesterol, potasyum, LDH diizeyleri, trigliserittHDL, trigliserit/glukoz ve non-
HDL/HDL daha yiiksek; HDL kolesterol, sodyum, CK ve hemoglobin diizeyleri ise daha
diistiktii (Sekil 4.3 ve tablo 4.1).
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Laboratuvar Bulgular:

I ——
Glukoz Hxx

*x*k

HbA1C

Urik Asit
Ure N
Kreatinin
Kolesterol

HDL Kolesterol =
LDL Kolesterol =

Non-HDL/HDL |/ ***

Trigliserit/Glukoz |
TrigliserivHDL  ®***

LU E ey
[ ———————
N oN-H D L Kol ester Ol -

VLDL Kolesterol S -

=
 ———
ST —
Potasyum =
S —
L O H .
[ —
e
-
—

CK

0,00 50,00 100,00 150,00 200,00 250,00

m Hasta m Kontrol

Sekil 4. 3: Gruplar1 olusturan bireylerin laboratuvar bulgular

HbAlc: Hemoglobin Alc, HDL: Yiiksek yogunluklu lipoprotein, LDL: Diisiik yogunluklu lipoprotein,
VLDL: Cok diisiik yogunluklu lipoprotein, GGT: Gama glutamil transferaz, LDH: Laktat dehidrogenaz,
CK: Kreatin kinaz.



Tablo 4. 1: Hasta ve kontrol gruplarinda laboratuvar parametreleri

Parametre Hasta Kontrol p degeri
Glukoz (mg/dL) 155,97+70,18 98,10+21,00 0,0002
HbA1lc (%) 7,67£2,27 5,35+0,45 0,000
Urik asit (mg/dL) 5,81+1,62 4,11+0,93 0,0137
Ure (mg/dL) 42,68+16,38 28,79+8,08 0,0001
Kreatinin (mg/dL) 0,90+0,24 0,79+0,16 0,0907
Kolesterol (mg/dL) 200,41+60,78 168,47+31,58 0,0738
HDL kolesterol (mg/dL) 38,36+10,54 50,80+14,00 0,0011
LDL kolesterol (mg/dL) 119,23+49,58 96,72+29,50 0,1304
Trigliserit (mg/dL) 234,55+174,07 104,43+49,34 0,000
Non-HDL kolesterol (mg/dL) 163,81+63,02 117,67+32,11 0,0046
Non-HDL/HDL 4,61+2,40 2,52+1,07 0,000
VLDL kolesterol (mg/dL) 47.,434+35,63 20,89+9,87 0,000
TrigliserittHDL 6,97+6,42 2,31+1,55 0,000
Trigliserit/Glukoz 1,62+0,77 1,08+0,54 0,003
Sodyum (mmol/L) 139,03+2,35 139,96+2,62 0,1830
Potasyum (mmol/L) 4,64+0,91 4,47+0,38 0,5068
GGT (U/L) 47,38+43,39 46,86+78,94 0,2825
LDH (U/L) 234,79+6820  175,91+34,13 0,0117
CK (U/L) 84,50+56,98 99,00+55,08 0,5121
Hemoglobin (g/L) 12,91+1,89 13,41+1,94 0,3450

HbAlc: Hemoglobin Alc, HDL: Yiiksek yogunluklu lipoprotein, LDL: Diisiik yogunluklu lipoprotein,
VLDL: Cok diisiik yogunluklu lipoprotein, GGT: Gama glutamil transferaz, LDH: Laktat dehidrogenaz,
CK: Kreatin kinaz.

Hasta ve kontrol gruplar1 arasinda cinsiyet bazl karsilastirma yapildiginda kadin
cinsiyette glukoz, HbAlc, tire, HDL kolesterol, trigliserit, VLDL, trigliserit/HDL orani
ve non-HDL/HDL orani istatistiksel olarak anlamli bulundu (Tablo 4.2). Erkek cinsiyette
ise glukoz, HbAlc, iire, {irik asit, kreatinin, HDL kolesterol, trigliserit, non-HDL, VLDL,
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trigliserit/HDL, trigliserit/glukoz ve non-HDL/HDL’nin yani sira UCA1l ve APPAT
ekspresyon diizeyleri de istatistiksel olarak anlamliydi (Tablo 4.2).

Tablo 4. 2: Cinsiyete gore parametrelerin degisimi

Kadin

Parametre Hasta Kontrol p degeri
Glukoz (mg/dL) 162,63 £ 56,10 98,60 + 20,21 0,0025
HbAlc (%) 7,56 +£1,76 5,24 £ 0,46 0,0011
Urik Asit (mg/dL) 5,71 +2,02 4,85+ 0,49 0,6434
Ure (mg/dL) 40,47 + 11,96 26,22 + 10,57 0,0390
Kreatinin (mg/dL) 0,72+0,14 10,45 + 31,11 0,1532
Total Kolesterol (mg/dL) 182,50 £ 29,92 166,60 + 36,49 0,6642
HDL Kolesterol (mg/dL) 40,83 + 6,68 60,20 = 15,16 0,0077
LDL Kolesterol (mg/dL) 99,83 + 17,57 86,20 + 32,16 0,3841
Trigliserit (mg/dL) 209,00 + 75,48 101,00 £ 49,92 0,0048
Non-HDL (mg/dL) 141,67 + 30,72 106,40 + 36,04  0,0922
Non-HDL/HDL 3,567 +1,04 1,89+0,83 0,007
VLDL Kolesterol (mg/dL) 41,83 + 15,28 20,20 + 9,98 0,0048
TrigliserittHDL 5,30 £2,29 1,84 +£1,17 0,0034
Trigliserit/Glukoz 1,33+0,46 1,00 £ 0,26 0,092
Sodyum (mmol/L) 140+ 2,71 139,89+ 1,83 0,9573
Potasyum (mmol/L) 513+1,73 4,52 +0,25 0,7911
GGT (U/L) 66,00 + 57,61 18,33 £ 14,65 0,0381
LDH (U/L) 224,00 + 38,00 176,20 + 11,95 0,0512
CK (U/L) 34,67 + 16,01 56,00 0,1797
Hemoglobin (g/L) 12,04 +1,26 12,69+ 1,54 0,3846

Erkek

Parametre Hasta Kontrol p degeri
Glukoz (mg/dL) 153,55 + 75,70 97,85+ 17,21 0,0156
HbA1c (%) 7,73 £2,55 5,41+ 0,45 0,0008
Urik Asit (mg/dL) 5,86 +1,56 3,94 +£ 0,94 0,0178
Ure (mg/dL) 43,39 + 17,74 30,00 + 6,59 0,0026
Kreatinin (mg/dL) 0,97 + 0,23 0,83 +0,12 0,0211
Total Kolesterol (mg/dL) 207,13 £ 68,53 169,40 £ 29,81 0,0772
HDL Kolesterol (mg/dL) 37,44 £ 11,72 46,10 10,98 0,0314
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Tablo 4. 2 (devam)

LDL Kolesterol (mg/dL) 126,50 + 55,96 102,26 £ 27,26 0,2022
Trigliserit (mg/dL) 244,13 £ 200,41 106,15 £ 50,26 0,0005
Non-HDL 172,67 + 71,01 123,30 + 29,30 0,0302
Non-HDL/HDL 5,00 + 2,67 2,84+1,06 0,004
VLDL 49,67 + 41,37 21,23 £ 10,05 0,0006
TrigliserittHDL 7,60 + 7,38 2,54 + 1,69 0,0004
Trigliserit/Glukoz 1,73+0,84 1,13+0,63 0,014
Sodyum (mmol/L) 138,73+ 2,21 140,00 £+ 2,99 0,1701
Potasyum (mmol/L) 4,48 +0,36 4,45+ 0,43 0,4982
GGT (U/L) 36,20 + 34,91 58,27 +91,31 0,8956
LDH (U/L) 237,73+ 75,58 175,67 £47,07 0,0559
CK (U/L) 101,11 + 56,20 107,60 + 54,48  0,8415
Hemoglobin (g/L) 13,12+1,98 13,73 £2,05 0,2847

HbAlc: Hemoglobin Alc, HDL: Yiiksek yogunluklu lipoprotein, LDL: Diisiik yogunluklu lipoprotein,
VLDL: Cok diisiik yogunluklu lipoprotein, GGT: Gama glutamil transferaz, LDH: Laktat dehidrogenaz,
CK: Kreatin kinaz.

Korelasyon analizlerine bakildiginda glukoz ile HbAlc, trigliserit, VLDL,
trigliserit/HDL ve non-HDL/HDL orani arasinda pozitif korelasyon goriiliirken; HDL
kolesterol arasinda negatif korelasyon oldugu bulundu. HbAlc ile trigliserit, VLDL,
trigliserit/HDL, non-HDL/HDL, LDH ve hemoglobin degerleri arasinda pozitif
korelasyon gdzlenirken; sodyum degerleri arasinda negatif korelasyon gozlendi. Urik asit
ile kreatinin arasinda pozitif korelasyon goriiliirken, LDH ile negatif korelasyon oldugu
bulundu. Ure ile yalmzca kreatinin arasinda pozitif korelasyon gozlendi. Kolesterol
diizeyleri ile ise LDL kolesterol, trigliserit, non-HDL kolesterol, VLDL, trigliserit/HDL
orani, trigliserit/glukoz orani, non-HDL/HDL orani ve hemoglobin diizeyleri arasinda
pozitif korelasyon oldugu goriildii. HDL kolesterol diizeyleri ile de trigliserit/HDL ve
non-HDL/HDL orani arasinda negatif korelasyon mevcuttu. LDL kolesterol ile non-HDL
kolesterol, trigliserit/glukoz, non-HDL/HDL oram1 ve hemoglobin diizeyleri arasinda
pozitif korelasyon bulundu. Trigliserit diizeyleri ile non-HDL kolesterol, VLDL,
trigliserit/HDL, trigliserit/glukoz ve non-HDL/HDL orani arasinda pozitif korelasyon
oldugu, sodyum diizeyleri arasinda negatif korelasyon oldugu goriildii. Trigliserit/glukoz
orani ile non-HDL kolesterol, VLDL, trigliserittHDL ve non-HDL/HDL orani arasinda
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pozitif korelasyon mevcuttu. Non-HDL kolesterol ile VLDL, trigliserit/HDL orani, non-
HDL/HDL oranm1 ve hemoglobin diizeyleri arasinda pozitif korelasyon gozlendi. VLDL
diizeyleri ile trigliserit/HDL oran1 ve hemoglobin diizeyleri arasinda pozitif korelasyon
gozlendi. Trigliserit/HDL orani ile hemoglobin arasinda pozitif korelasyon, sodyum
arasinda da negatif korelasyon oldugu bulundu. Korelasyon analizlerinin sonuglar tablo

4.3’te korelasyon katsayilar1 ve anlamlilik degerleri ile 6zetlenmistir.

Tablo 4. 3: Korelasyon analizi sonuglari

Parametre Parametre r p degeri
HbAlc 0,921 0,000
Trigliserit 0,581 0,0046
Glukoz VLDL kolesterol 0,581 0,0057
TrigliserittHDL 0,645 0,0012
Non-HDL/HDL 0,451 0,035
HDL kolesterol -0,546 0,0086
Trigliserit 0,678 0,001
VLDL kolesterol 0,679 0,0014
HbAlc TrigliserittHDL 0,736 0,0002
Non-HDL/HDL 0,590 0,006
LDH 0,678 0,0449
Urik Asit Kreatinin 0,560 0,0374
LDH -0,670 0,02
Ure Kreatinin 0,703 0,000
LDL kolesterol 0,947 0,000
Trigliserit 0,520 0,0132
Non-HDL kolesterol 0,986 0,000
Total kolesterol  VLDL kolesterol 0,519 0,0159
Trigliserit/HDL 0,449 0,0359
Trigliserit/Glukoz 0,760 0,000
Non-HDL/HDL 0,758 0,000
HDL kolesterol Trigliserit/HDL -0,509 0,02
Non-HDL/HDL -0,607 0,003
Trigliserit/Glukoz 0,613 0,002
LDL kolesterol Non-HDL kolesterol 0,942 0,000
Non-HDL/HDL 0,741 0,000
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Tablo 4. 3 (devam)

Non-HDL kolesterol 0,565 0,0076

VLDL kolesterol 1,000 0,000

Trigliserit Trigliserit/Glukoz 0,649 0,001
Trigliserit/HDL 0,967 0,000

Non-HDL/HDL 0,626 0,002

Non-HDL kolesterol 0,741 0,000

C VLDL kolesterol 0,648 0,001
Trigliserit/Glukoz TrigliserittHDL 0,551 0,008
Non-HDL/HDL 0,512 0,015

VLDL kolesterol 0,568 0,0072

Non-HDL kolesterol Trigliserit/HDL 0,525 0,0144
Non-HDL/HDL 0,846 0,000

VLDL kolesterol 0,626 0,002

A i Trigliserit/HDL 0,706 0,000
VLDL kolesterol  Trigliserit/HDL 0,967 0,000

HbAlc: Hemoglobin Alc, HDL: Yiiksek yogunluklu lipoprotein, LDL: Diisiik yogunluklu lipoprotein,

VLDL: Cok diisiik yogunluklu lipoprotein, GGT: Gama glutamil transferaz, LDH: Laktat dehidrogenaz.
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Sekil 4.4’te de hasta ve kontrol gruplarinda lipit parametrelerinin birbirleriyle olan

korelasyonlar1 sematize edilmistir.
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Sekil 4. 4: Lipit parametreleri degerleri

HDL: Yiiksek yogunluklu lipoprotein, LDL: Diisiik yogunluklu lipoprotein, VLDL: Cok diisiik yogunluklu

lipoprotein

4.3. EKSPRESYON DUZEYLERININ BELIRLENMESI

Hasta grubundan alinan koroner ile LIMA dokular1 ve hasta/kontrol gruplarindan
toplanan periferal kan 6rnekleri arasindaki APPAT ve UCAT1 IncRNA’larinin ekspresyon
diizeyleri RT-qPCR yoOntemiyle belirlendi. Her bir IncRNA i¢in ekspresyon diizeyleri
ACt, kat degisimleri ise 222" formiiliiyle hesaplandi. “Housekeeping” gen olarak
GAPDH geni kullanildi.

ACt: [(Ctincrna-Cleaprph)

AACt: [(Cthasta-CteappH)-(Ctkontrol-CteaprpH)]
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4.3.1. Doku Orneklerinde Ekspresyon Diizeyleri

Hasta gruplarindan alinmis olan koroner ve LIMA doku Orneklerinde IncRNA
APPAT’mn ekspresyon diizeyleri incelendiginde koroner doku orneklerinde, LIMA
dokularina gére APPAT 1n daha ¢cok downregiile oldugu fakat bu azalmis ekspresyonun
istatistiksel olarak anlamli olmadig1 bulundu (p= 0,0919). APPAT 1 amplifikasyon ve
erime egrisi sekilleri sekil 4.5 ve sekil 4.6°da verildigi gibidir.

Amplifikasyon
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Sekil 4. 5: IncRNA APPAT"1n amplifikasyon egrisi
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Sekil 4. 6: IncRNA APPAT'in erime grafigi
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Hasta gruplarindan alinmis olan koroner ve LIMA doku 6rneklerinde IncRNA
UCAT1’in ekspresyon diizeyleri incelendiginde ise koroner doku o6rneklerinde LIMA
dokularma gére UCA1’in daha ¢ok downregiile oldugu fakat bu azalmis ekspresyonun
istatistiksel olarak anlamli olmadigi bulundu (p= 0,3871). UCA1’in amplifikasyon ve
erime egrisi sekilleri sekil 4.7 ve sekil 4.8’de verildigi gibidir.
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Sekil 4. 7: IncRNA UCA1'in amplifikasyon grafigi
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Sekil 4. 8: IncRNA UCA1'in erime egrisi grafigi
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Koroner doku oOrneklerinde IncRNA APPAT ekspresyon diizeyleri LIMA’ya
kiyasla 1,66 kat, UCAT1 ekspresyon diizeyleri ise 2,01 kat daha downregiile idi. Koroner
ve LIMA dokular1 arasinda IncRNA APPAT ve UCAI1 ekspresyonlarindaki kat

degisimleri tablo 4.4’te verilmistir.

Tablo 4. 4: Koroner ve LIMA dokulari arasindaki kat degisimleri

Koroner LIMA AACE
IncRNA (n=30) (n=30) AACt 2 p
UCA1l 8,65+3,38 7,65+2,25 -1,007 2,01 kat 0,3871

APPAT 5,71£1,73 4,98+1,27 -0,735 1,66 kat 0,0919

Korelasyon analizleri ekspresyon diizeyleri ve diger parametler arasinda da
yapildi. Koroner doku orneklerinde IncRNA APPAT ve UCA1 ekspresyon diizeyleri
arasinda pozitif korelasyon vardi (p<0,01) (Sekil 4.9). IncRNA UCA1 ekspresyon
diizeyleri iire ve kreatinin ile de negatif olarak korele idi.
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Sekil 4. 9: Koroner doku 6rneklerinde APPAT ve UCA1 ACt korelasyon grafigi
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Greft olarak kullanilan LIMA doku 6rneklerinde de IncRNA APPAT ve UCAL
ekspresyon diizeyleri pozitif korele idi (p<0,01) (Sekil 4.10). IncRNA UCA1 ekspresyon
diizeyleri LDL kolesterol diizeyleri arasinda pozitif korelasyon bulundu (p<0,05).
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Sekil 4. 10: LIMA doku 6rneklerinde APPAT ve UCA1 ACt korelasyon grafigi

4.3.2. Periferal Kan Orneklerinde Ekspresyon Diizeyleri

Hasta ve kontrol gruplarinda IncRNA APPAT’in ekspresyon diizeyleri
incelendiginde hasta grubunda kontrol grubuna gore APPAT 1n daha ¢cok downregiile
oldugu ve bu azalmis ekspresyonun istatistiksel olarak anlamli oldugu bulundu (p=
0,025). APPAT 1in amplifikasyon ve erime egrisi sekilleri sekil 4.11 ve sekil 4.12°de
verildigi gibidir.
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Sekil 4. 11: IncRNA APPAT'in amplifikasyon egrisi
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Sekil 4. 12: IncRNA APPAT 1n erime grafigi

Hasta ve kontrol gruplarinda IncRNA UCA1’in ekspresyon diizeyleri
incelendiginde hasta grubunda kontrol grubuna gére UCA1’in daha ¢ok downregiile
oldugu ve bu azalmis ekspresyonun istatistiksel olarak anlamli oldugu bulundu (p=
0,000). UCAT’in amplifikasyon ve erime egrisi sekilleri sekil 4.13 ve sekil 4.14’te
verildigi gibidir.
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Sekil 4. 13: IncRNA UCA1'in amplifikasyon grafigi
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Sekil 4. 14: IncRNA UCA1'in erime grafigi

Hasta grubu kan orneklerinde IncRNA APPAT ekspresyon diizeyleri kontrol
grubuna gore 1,61 kat, UCA1 ekspresyon diizeyleri ise 5,33 kat daha downregiile idi.
Hasta ve kontrol gruplar1 arasinda APPAT ve UCA1 ekspresyonlarindaki kat degisimleri

tablo 4.5’te verilmistir.
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Tablo 4. 5: Periferal kan 6rneklerindeki kat degisimleri

Hasta Kontrol
(n=30) (n=30)

UCA1l 9,52+2,66 7,11£2,82 -2413 533 kat 0,000

-AACt

InNcRNA AACt 2 p

APPAT  4,38+1,27 3,69+0,89 -0,686 1,61 kat 0,025

Korelasyon analizleri ekspresyon diizeyleri ve diger parametler arasinda da
yapildi. Periferal kan orneklerinde IncRNA APPAT ve UCA1 ekspresyon diizeyleri
arasinda pozitif korelasyon bulundu (p<0,05) (Sekil 4.15). INCRNA APPAT ekspresyon
diizeyleri ile kolesterol, LDL kolesterol, non-HDL kolesterol diizeyleri ve non-
HDL/HDL oram arasinda da negatif korelasyon mevcuttu (p<0,05) (Tablo 4.6).
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Sekil 4. 15: Kan 6rneklerinde APPAT ve UCA1 ACt korelasyon grafigi

Periferal kan ve doku 6rneklerindeki IncRNA APPAT ve UCA1 ACt degerleri ve
ekspresyon diizeylerindeki kat degisimleri sekil 4.16°da gosterilmistir.
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Sekil 4. 16: Kan ve doku 6rneklerindeki IncRNA APPAT ve UCA1 ACt ve kat

degisimleri

Asagida verilen tabloda UCA1 ve APPAT’in ekspresyon diizeyleri ile diger

parametreler arasindaki korelasyonlar 6zetlenmistir.
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Tablo 4. 6: UCA1 ve APPAT ile lipit parametleri korelasyon analizleri

Parametre Parametre r P .
degeri

Kan UCA1l 0,427 0,0185

Kolesterol -0,473 0,0261

HDL kolesterol 0,200 0,3726

LDL kolesterol -0,469 0,0277

Kan APPAT Trigliserit -0,250 0,2545
Non-HDL kolesterol -0,487 0,0251

VLDL kolesterol -0,250 0,2795

Trigliserit/HDL -0,270 0,2294

Non-HDL/HDL -0,529 0,011

Kan APPAT 0,427 0,0185

Kolesterol 0,01 0,9656

HDL kolesterol 0,04 0,8446

LDL kolesterol -0,08 0,7114

Kan UCA1 Trigliserit 0,19 0,4013
Non-HDL kolesterol 0,00 0,9848

VLDL kolesterol 0,19 0,4211

Trigliserit/HDL 0,15 0,4938

Non-HDL/HDL 0,01 0,961

Koroner UCA1 0,645 0,0001

Kolesterol -0,11 0,6400

HDL kolesterol -0,17 0,4495

LDL kolesterol -0,08 0,7080

Koroner APPAT  Trigliserit -0,04 0,8544
Non-HDL kolesterol -0,09 0,7080

VLDL kolesterol -0,05 0,8320

Trigliserit/HDL -0,06 0,7981

Non-HDL/HDL -0,09 0,692

Koroner APPAT 0,645 0,0001

Kolesterol 0,00 0,9986

HDL kolesterol 0,00 0,9915

LDL kolesterol -0,01 0,9678

Koroner UCA1 Trigliserit -0,04 0,8581
Non-HDL kolesterol 0,00 0,9950

VLDL kolesterol -0,04 0,8604

Trigliserit/HDL -0,11 0,6103

Non-HDL/HDL -0,08 0,722
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Tablo 4.6 (devam)

LIMA UCA1 0,846 0,0000
Kolesterol 0,23 0,2951
HDL kolesterol 0,14 0,5402
LDL kolesterol 0,28 0,2095
LIMA APPAT  Trigliserit -0,14 0,5381
Non-HDL kolesterol 0,20 0,3736
VLDL kolesterol -0,14 0,5545
TrigliserittHDL -0,16 0,4674
Non-HDL/HDL 0,11 0,639
LIMA APPAT 0,846 0,0000
Kolesterol 0,38 0,0778
HDL kolesterol 0,25 0,2552
LDL kolesterol 0,431 0,05
LIMA UCA1 Trigliserit -0,16 0,4683
Non-HDL kolesterol 0,36 0,1656
VLDL kolesterol -0,18 0,4349
Trigliserit/HDL -0,24 0,2905
Non-HDL/HDL 0,12 0,596

HDL: Yiiksek yogunluklu lipoprotein, LDL: Disiik yogunluklu Ilipoprotein, APPAT:
Aterosklerotik plak patogenezi iliskili transkript, UCA1: Uroteliyal kanser iliskili 1, LIMA: Sol internal

meme arteri

Hasta grubunda koroner, LIMA dokular1 ve kan ornekleri arasinda UCAL ve
APPAT ekspresyon diizeyleri karsilastiginda; UCA1 ve APPAT ekspresyon diizeyleri bu
ornekler arasinda anlamli bulundu (sirasiyla p=0,0277 ve p=0,0052). Ayrica koroner
doku 6rnegi ile kan arasinda APPAT ekspresyon diizeyleri (p=0,019); LIMA doku 6rnegi
ile kan arasinda da UCA1 ekspresyon diizeyleri (p=0,005) arasinda anlamli farklilik
mevcuttu (Sekil 4.17).
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Sekil 4. 17: Hasta grubunda koroner, LIMA ve kan 6rnekleri arasinda ACt degerleri
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5. TARTISMA

Ateroskleroz, orta ve biiylik arterleri etkileyen kronik, dejeneratif, inflamatuvar
bir durumdur. Arter duvarinda lipit ve matriks proteinlerinin yavas yavas ilerleyerek
birikmesini igerir ve sonugta liimenin daralmasina neden olur. Aterosklerozun klinik
Ozellikleri, etkilenen dokulara kan akisinda kritik bir azalmanin oldugu, iskemi veya
infarktiise neden olan ileri bir asamaya kadar yoktur. Aterosklerozla iligkili akut klinik
olaylar ¢ogu durumda stabil olmayan ve yirtilmaya yatkin lezyonlardan kaynaklanir ve
ateroskleroz plakta kanamaya yol agar. Sonugta ortaya ¢ikan tromboz, yani bir arter i¢inde
tikayic1 bir pthti olusmasi, Mi’nin olagan nedenidir (165). MI damar duvarindaki
aterosklerotik plagin yirtilmasi veya erozyona ugramasi sonucu ortaya ¢ikar ve koroner
tromboza ve kalbe giden kan akisinin tikanmasma neden olur (59). Oliimciil MI
vakalarmin ¢ogunda, en az bir major koroner arter %75'ten fazla daralmistir ve bu
genellikle plak catlamasi ve tromboz ile iliskilidir (161). Ozetle atardamar duvarlarmin
kalinlasmasi ve sertlesmesi ile karakterize olan ateroskleroz, Mi ve inmelerin en 6nemli
sebebi olan ve yliksek morbidite ve mortaliteye sahip inflamatuvar bir siirectir (34,166).
Kolesterol diizeyleri ne kadar iyi kontrol edilirse edilsin, hastalarin en az %20's1 ilk klinik
belirtiden sonraki 3 yil icinde tekrarlayan MI gegirmektedir ve bu nedenle aterosklerozla
iligkili morbidite ve mortaliteyi azaltmak i¢in acilen bagka tedavilere ihtiya¢ vardir (167).
Ateroskleroz arastirmalarindaki 6nemli ilerlemelere ragmen, mevcut tedaviler bu
hastalig1 etkili bir sekilde tedavi etmek i¢in yetersizdir. Su anda mevcut olan ilaglarin
klinik olaylarin %70'inin bile meydana gelmesini 6nleyemedigi belirtilmektedir. Koroner
aterosklerozun erken teshisi, plak riiptiiriinii ve ani 6liimii 6nlemek icin kritik 6neme

sahiptir.

Aterosklerotik patogenez lezyonun tetiklenmesiyle baglar ve basta endotel
disfonksiyonu, lipoprotein ve ROS’larin infiltrasyonu gibi belirli faktorlere bagli olarak
ortaya cikar. Daha sonra intimada lipoprotein artisinin tetikledigi yagli bir ¢izgi ve plak
olusumu baglar. Hiicre i¢i lipitlerin biriktigi aterom olusumuna dogru ilerler. Bir sonraki
asama, intimanin kalinlagsmasinin fibroateroma adi verilen fibroyagli bir lezyona
doniismesidir. Son asama ise hiicre dis1 matrisin akut bir trombiise doniismesidir (82).
Endotel hiicrelerin yapim-yikim hizi artis1, “gap junction”larin bozulmasi, inflamasyon

ve oksidasyon dahil olmak iizere endotel hiicre islev bozukluklarinin, vaskiiler
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bozukluklarin ve aterosklerozun baslamasinda hayati rol oynadigi bulunmustur. Bu
yanitlar endotelin saglam yapisin1 bozarak endotel gecirgenligini artirabilir ve
aterosklerozun ilerlemesini tesvik etmek igin lipoproteinlerin ve inflamatuvar
monositlerin niifuz etmesine izin verebilir (72). Ateroskleroz plaginin gelisiminde, media
odakli VSMC'ler kontraktil fenotipten “synthetic” fenotipe farklilasir ve bu patogenezin
ilerlemesinde hayati bir rol oynayan proliferasyon veya yonlendirilmis go¢ yoluyla
intimaya birikir (41,164). Endotel tabaka arteriyal dallarda hasar olustugunda, azalmis
eNOS ekspresyonu ve artmis niiklear faktor kappa B (NF-xB) ekspresyonu LDL 'lerin
infiltrasyonu, platelet agregasyonu, l6kosit adezyonu ve inflamatuvar yanita yol agar.
LDL infiltrasyonu, arter duvarlarinin yarali bolgesinde monositlerin toplanmasini artirir
ve kronik inflamasyon yanitini uyarir, bdylece aterosklerotik plak olusumunu indiikler
(1,69,168-170). Birgok kanit IncRNA’larin endotel hiicreler, makrofajlar ve VSMC'lerde

onemli fonksiyon diizenleyicileri oldugunu gostermektedir (66).

Ateroskleroz multifaktériyel bir biyolojik siire¢ oldugundan gen-gcevre
etkilesimine de tabidir. Bu nedenle, giiniimiiziin klasik risk faktorlerinin ateroskleroz
gelisimine katkisi tartisilmaz olsa da, damar aginda aterosklerotik lezyonlarin ortaya
¢ikmasindaki rolleri sadece inflamasyon ve bagisiklik sisteminin aktivasyonunu degil,
ayn1 zamanda arter duvarinda lipit birikiminin olusumunu kolaylastiran veya buna karsi
cikan genetik faktorleri de igerir (171). Ateroskleroz halen ¢agimizin dnemli bir saglik
problemi olup, insidansi yiikselmeye devam etmekte olup patogenezi tam olarak
anlagilamamistir. Ancak patogenezde rol oynayan olasi molekiiler mekanizmalar
calisilmaya devam etmektedir. IncRNA’lar da ateroskleroz patogenezinde rol alan 6nemli

regiilatorler olarak karsimiza ¢ikmaktadir (66).

Birkag calismada bazi yetiskinlerin 10 yillik aterosklerotik hastalik riskinin diisiik
ancak yasam boyu Ongoériilen aterosklerotik hastalik riskinin yiiksek olabilecegi
bildirilmistir. Yas, 10 yillik 6ngdriilen riske en giiclii katkida bulunan faktor oldugundan,
risk faktori profilleri yliksek yasam boyu riske isaret etse bile geng yetigkinler genellikle
diistik bir 10 y1llik aterosklerotik hastalik 6ngoriilen riskine sahiptir (172).

Aterosklerotik kardiyovaskiiler hastaliklar icin HDL kolesterol seviyesinin diigiik
olmasi1 bir risk faktorii olarak kabul edilirken, HDL kolesterolii artiran farmakolojik
tedavinin olumsuz sonuglar vermesi, HDL'nin bu hastaliklar {izerindeki rolii konusunda

endiselere yol agmaktadir (11). Aterojenik dislipidemi, yiiksek diizeyde LDL kolesterol
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ile karakterize olup, buna trigliserit diizeylerinde bir artis, artan sayida kiiciik yogun LDL,
diisik HDL kolesterol diizeyleri ve postprandiyal hiperlipideminin eslik etmesidir (93).
Aterosklerotik hastaliklarin ortaya ¢ikmasinda 6nemli bir risk faktorii ters kolesterol
transportunda 6nemli role sahip olan lipoprotein HDL nin diisiikliigiidiir. HDL kolesterol
aterosklerozda koruyucu 6zellige sahiptir (173). Bizim ¢alismamizda da beklendigi lizere
kontrol grubundaki katilimcilarin HDL kolesterol diizeyleri, hasta grubundaki
katilimcilarinkine goére anlamli olarak daha yiiksekti. Bununla beraber son yapilan
caligmalarda HDL kolesterol seviyelerinden ziyade islevselliginin 6nemli oldugu
(174,175), ayrica HDL kolesteroliin iyi bir tan1 biyobelirteci oldugu ancak tedavi segenegi
olamayacagi da ifade edilmistir (176). Bu durum her ne kadar normal HDL kolesterol
diizeylerine sahip olunsa da aterosklerotik hastaliklarin yine de ortaya cikmasini
aciklayabilir. Ayrica gruplarimizda APPAT ve UCAI ekspresyon diizeyleri ile HDL
kolesterol diizeyleri arasinda korelasyon olmamasmi da aciklayabilir. Kendi
calismamizda APPAT ekspresyon diizeyleri non-HDL kolesterol diizeyleri ve non-
HDL/HDL orani ile negatif korele idi.

Ateroskleroz igin baska bir o6nemli risk faktorii LDL kolesterol diizeyi
yiiksekligidir. LDL kolesterol ateroskleroz gelisiminde nedensel veya etiyolojik bir rol
oynamaktadir (177). Biiylk kapsamli bir ¢aligmada kardiyovaskiiler risk faktorii
olmayanlarin %49,7’sinde subklinik aterosklerozun oldugu ve LDL kolesteroliin su anda
normal kabul edilen seviyelerde bile (major kardiyovaskiiler risk faktorlerinin
yoklugunda) erken sistemik aterosklerozun varligi ve yayginligi ile bagimsiz olarak
iligkili oldugu gosterilmistir (178). Genetik olarak belirlenen hedefler, farmakolojik
prosediirler veya tedaviler yoluyla LDL kolesterol seviyelerinin disiiriilmesi ile
ateromatdz plaklarin gerilemesinin ve aterosklerozla iliskili kardiyovaskiiler olaylarin
azalmasinin eslik ettigini gosteren ¢alismalarla dogrulanmistir (171,177). Geleneksel
olarak optimal risk altinda oldugu diisiiniilen bireylerde bile dnleyici korunma i¢in daha
etkili yontemlerle LDL kolesteroliin diisiiriilmesini desteklemektedir. Bununla beraber
yapilan bir calismada ¢ok ilging bir sekilde LDL kolesterol ile total kolesteroliin
ateroskleroz ve iliskili hastaliklar icin risk faktorii olmadigi; hatta akut MI gegiren
hastalarda LDL kolesterol diizeylerinin normalden daha diisiik oldugu; ailesel
hiperkolesterolemisi olan kisilerde tedavi edilmeyenlerle ayn1 LDL kolesterol
diizeylerine sahip oldugu rapor edilmistir (179). Kendi ¢alismamizda LDL kolesterol

diizeyleri hasta grubunda daha yiiksek olsa da istatistiksel olarak anlamli degildi. Bu
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durumun hasta grubumuzu olusturan bireylerin kolesterol diistiriicii ila¢ kullaniyor
olmalarindan kaynakli olmast muhtemeldir. Ayrica APPAT ekspresyon diizeyleri ile de

negatif olarak korele idi.

Ateroskleroz gelisimine eslik eden yiiksek glukoz seviyesi, dislipidemi ve diger
metabolik degisiklikler, aterojenik siirecin neredeyse her agamasinda siki bir sekilde yer
almaktadir. Kronik inflamasyon giinlimiizde ateroskleroz gelisiminde anahtar
faktorlerden biri olarak kabul edilmektedir ve patolojinin baslangicinin en erken
asamalarindan itibaren mevcuttur. Ayrica ateroskleroz ve DM arasindaki olasi
baglantilardan biri olarak da gortilebilir. Aterosklerozun gelismesini agiklayan faktorler
arasinda, artmig aterojenik LDL seviyeleri ile dislipidemi, hiperglisemi, oksidatif stres ve
artmig inflamasyon One siiriilmiistiir (180). Yapilan bir ¢alismada HbA 1¢ diizeyinin akut
koroner sendromlu DM hastalarinda koroner ateroskleroz lezyonlarinin yayginligi ve
prognoz ile pozitif korelasyon gosterdigi, siddetli lezyon ve kotii prognozla iliskili oldugu
gosterilmistir (181). Baska bir ¢alismada da HbA 1¢'nin rutin kullaniminin, geleneksel risk
faktorlerine ek olarak daha yiiksek subklinik ateroskleroz riski tasiyan asemptomatik
bireyleri belirleyebilecegi ifade edilmistir (182). Hasta ve kontrol grubu
karsilastirildiginda bekledigimiz tizere glukoz ve HbAlc parametreleri hasta grubunda
anlamli derecede daha yiiksekti. Ayrica glukoz ve HbAlc ile VLDL, trigliserit ve
trigliserit/HDL oranmi arasinda pozitif korelasyon mevcuttu. Hasta grubunda da DM
varhigi/yoklugu ile HDL ve trigliserit/HDL arasinda anlamlilik mevcuttu. Aterojenik
indeks olan trigliserit/HDL oran1 ve non-HDL/HDL oraninin anlamliligst DM’nin

aterosklerozla ile yakindan iliskili oldugunu da gdstermektedir.

Biriken kanitlar, trigliseritten zengin lipoproteinlerin ve bunlarin kolesterolle
zenginlestirilmis kalintilarinin  aterogenezdeki nedensel roliine isaret etmektedir.
Ozellikle genetik calismalar sadece plazma trigliserit seviyeleri ile aterosklerotik
kardiyovaskiiler hastalik riski arasinda bir iligski oldugunu ortaya koymakla kalmamuis,
ayn1 zamanda trigliserit tasinmasinin diizenlenmesinden sorumlu anahtar proteinleri de
belirlemistir (183,184). Genel popiilasyonda aclik trigliseritleri 580 mg/dL olan
bireylerde, 70 mg/dL olan bireylere kiyasla MI riski 5,1 kat, iskemik kalp hastalig1 riski
3,2 kat, iskemik inme riski 3,2 kat ve tiim nedenlere baglh 6liim riski ise 2,2 kat daha
yiiksektir (184). Calismamiz sonuglarinda hasta grubunda trigliserit diizeyleri anlamli

olarak daha yiiksek oldugu goriildii ve glukoz, HbAlc, total kolesterol, non-HDL
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kolesterol, VLDL Kkolesterol, trigliserit/glukoz, trigliserittHDL ve non-HDL/HDL

oranlari ile pozitif olarak korele idi.

Kendi calismamizda total kolesterol diizeyleri hasta grubunda daha yiiksek
olmakla beraber kontrol grubu arasinda anlamli bir fark bulunmadi. Ancak bunun
sebebinin hasta grubumuzda olan katilimcilarin hali hazirda lipit diistiriicti ilaclar
kullantyor olmalarindan kaynaklandigini diisiinmekteyiz. kolesterol diizeyleri; LDL
kolesterol, trigliserit, non-HDL kolesterol, VLDL, non-HDL/HDL, trigliserit/glukoz ve
trigliserit/HDL ile pozitif korele idi. Kolesterol diizeyleri ayrica kan APPAT ekspresyon
diizeyleri ile de negatif korele idi. LDL kolesterol diizeyleri de LIMA UCAL ile pozitif,
kan APPAT ekspresyon diizeyleri de negatif korele idi. Non-HDL kolesterol diizeyleri ile
kan APPAT ekspresyon diizeyleri negatif korele idi. Kan APPAT ve UCA1 ekspresyon
diizeylerinin hasta ve kontrol gruplar1 arasindaki anlamlilig1 da g6z oniine alindiginda
lipit parametreleri ile bu korelasyon ateroskleroz gelisimindeki roliine katki sagladigini

diistindiirebilir.

52 iilkeden olusan genis kapsamli bir ¢alismada dislipideminin MI gelisme
riskinin yaklasik %50’sinden sorumlu oldugu rapor edilmistir (185). Kendi ¢alismamizda
da literatiire benzer sekilde hasta grubumuzda trigliserit, non-HDL kolesterol, VLDL
seviyeleri, trigliserit/HDL orani, trigliserit/glukoz ve non-HDL/HDL orani1 kontrol
grubuna gore daha yiiksek olmakla beraber ileri derecede anlamliydi. Genellikle,
dislipideminin yo6netiminde birincil hedef olan LDL kolesteroldiir. Ancak, son
zamanlarda non-HDL kolesterol alternatif ve giivenilir bir hedef olarak dikkat
cekmektedir. LDL, trigliseritten zengin lipoproteinler (VLDL), bunlarin kalintilart ve
lipoprotein(a) gibi tiim plazma lipoproteinlerini kapsayan non-HDL kolesteroliin de
aterojenik oldugu ve ateroskleroz patofizyolojisine yardimci oldugu bildirilmistir ve
kardiyovaskiiler hastaliklar icin bagimsiz bir risk faktorii/Ongdriicii olarak kabul
edilmektedir. Ayrica dislipidemi yonetiminde non-HDL kolesteroliin birincil veya ikincil
hedef haline gelebilecegi ifade edilmistir (186,187). Aym sekilde, esas olarak kalitim
faktorleri tarafindan belirlenen dolasimdaki yiiksek lipoprotein(a) seviyeleri, makrofaj
VLDL reseptorleri araciligiyla dogrudan aterosklerotik hastaliklar1 indiiklemektedir.
LDL reseptorii ailesinden olan VLDL reseptorii kalint1 lipoproteinler tarafindan makrofaj
kopiik hiicresi olusumunda rol oynayan bir reseptor olup lipoprotein(a) bir VLDL reseptor

ligandidir ve makrofaj kopiik hiicresi olusumu icin makrofaj VLDL reseptorleri

66



araciligiyla dogrudan alinir (188). Yapilan bir ¢alismada ¢ocukluk ¢agindaki non-HDL
kolesterol ve LDL kolesterol diizeylerinin orta yastaki kardiyovaskiiler hastalik olaylari
ile iliskili oldugu ve hatta non-HDL kolesteroliin yetiskin kardiyovaskiiler hastalik
olaylarin1 6ngérmede (6zellikle LDL kolesterolii normal, non-HDL kolesterolii yiiksek

olan bireyler arasinda) LDL kolesterolden daha iyi oldugu gosterilmistir (189).

Yapilan bir calismada non-HDL/HDL kolesterol oraninin postmenopozal
kadinlarda karotid ateroskleroz riskini 6ngérmede giiclii bir belirte¢ olabilecegi ifade
edilmistir. Ayrica bu anlamh iligki, proaterojenik ve antiaterojenik lipit partikiilleri
arasindaki dengenin vaskiiler yeniden sekillenme lizerindeki 6nemine de isaret etmektedir
(190). Ayrica non-HDL/HDL oraninin kombine lipit sorunlarin1 gosterdigi ve koroner
kalp hastaligi, insiilin direnci, metabolik sendrom ve kronik bobrek hastaligi gibi
dislipidemi ile iligkili bozukluklar i¢in tek lipoprotein oranindan daha iyi bir belirleyici
oldugu gosterilmistir. Tip 2 diyabetle ilgili yeni bir gozlemsel ¢alismada non-HDL/HDL
oraninin koroner kalp hastalig: riski iizerinde non-HDL kolesterolden daha belirleyici
oldugu bulunmustur (191). Baska bir ¢alismada da non-HDL/HDL oraninin karotid plak
stabilitesi ile anlamli sekilde iliskili oldugunu ve yiiksek riskli karotid plaginin erken
teshisi igin yararli bir gosterge olabilecegi ifade edilmistir (192). Kendi ¢alismamizda
hasta ve kontrol gruplar1 arasinda anlamli derecede belirgin fark mevcuttu. Ayrica DM
ve Mi varligi ile non-HDL/HDL orani da istatistiksel olarak anlamliyd1 ve hasta grubunda
bu oran daha ytiiksekti. Bekledigimiz iizere total kolesterol, trigliserit, LDL, VLDL, non-
HDL kolesterol ve trigliserit/HDL orani ile pozitif; HDL kolesterol ile negatif korele idi.
Non-HDL/HDL orani, kandaki APPAT ekspresyon diizeyleri ile de negatif olarak korele

idi. Calismamizin sonuglar1 bu parametre agisindan da literatiirii desteklemektedir.

Bir¢ok calismada, yliksek serum trigliserit seviyeleri ve diisiik HDL kolesteroliin,
arzu edilen LDL kolesterol seviyelerine ulasildiginda bile hem akut koroner sendrom hem
de stabil koroner arter hastalig1 riskinde artisla iligkili oldugu belirtilmistir (193). Cin
popiilasyonunda yakin zamanda yapilan bir baska ¢alismada da, trigliserit/HDL oraninin
koroner arter kalsifikasyonunun varliginin iyi bir 6ngériiciisii oldugu gosterilmistir (194).
Prediyabetiklerde yiiksek trigliserittHDL oraninin erken tespiti, aterosklerotik
komplikasyonlarin erken saptanmasina yardimci olabilir ve prediyabet ve DM
hastalarinda aterosklerotik hastaliklar ile miicadelede birincil Onleyici stratejilerin

cergevelenmesinde hekimlere yardimcr olabilir (195). Kendi c¢alismamizda da
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trigliserittHDL oran1 hasta grubumuzda daha yiliksek olmak {izere istatistiksel olarak
anlamli farklilik bulundu. Ayrica glukoz, HbAlc, total kolesterol, LDL, trigliserit, non-
HDL, VLDL, trigliserit/glukoz ve non-HDL/HDL oranlar ile pozitif korele; HDL ile de
negatif koreleydi.

Trigliserit/glukoz indeksi, insiilin direncinin giivenilir bir alternatif biyobelirteci
olarak tanimlanmis olup birgok c¢aligsma bu indeksin kardiyovaskiiler hastalik gelisimi ve
prognozu ile iliskili oldugunu gosteren saglam istatistiksel kanitlar saglamistir. Bununla
birlikte, bu indeksin kardiyovaskiiler hastaliklarin bir belirteci olarak uygulanmasi
sistematik olarak degerlendirilmemistir (196). Trigliserit/glukoz indeksinin gelecekteki
kardiyovaskiiler mortalite, MI, inme ve tip 2 diyabet ile 5nemli dl¢iide iliskili oldugu ve
insiilin direncinin kardiyovaskiiler ve metabolik hastaliklarin patogenezinde énemli bir
rol oynadig1 konusunda yapilan baska bir ¢alisma mevcuttur (197). Biz de bu sebeple
aterosklerozlu hasta grubumuzda hem DM’li hem de DM’si olmayan kisilerin
bulunmasindan o6tiirii bu indeksi degerlendirmeyi amagladik. Calismamiz sonuglarina
gore hasta grubunda trigliserit/glukoz indeksi daha yiiksekti. Ancak bu indeks ile DM
varligi/yoklugu ya da MI gegirme durumu arasinda iliski gériilmedi. Ayrica glukoz veya
HbAlc degerleri ile de korele degildi. Insiilin direnci indeksi olan trigliserit/glukoz
indeksinin daha genis ¢alisma grubu ve diger diyabetik belirteclerle beraber
karsilastirilarak degerlendirilmesinin daha uygun olacagi kanaatindeyiz. Calismamizda
trigliserit/glukoz oranini laboratuvar parametreleri ile kiyasladigimizda total kolesterol,
LDL, trigliserit, non-HDL, VLDL, trigliseritHDL ve non-HDL/HDL oranlari ile pozitif

korele oldugunu gordiik.

Urik asit hem ROS’lar1 temizleme hem de ROS iiretimine katki saglama
ozelliklerinden dolay1 hem oksidan hem de antioksidan 6zellige sahiptir ve ayrica koroner
arter hastalig1 tizerindeki etkilerinin de geliskili oldugu ifade edilmistir (198,199). Bir
calismada serum trik asit diizeylerinin artmasinin HDL disfonksiyonuna neden oldugu
ve plak gelisiminde proaterojenik etki gosterdigi gosterilmistir. Artmis serum iirik asit
diizeyleri oksidatif stres, inflamasyon, endotel disfonksiyon, otofaji disfonksiyonu ve
ferroptozu artirmaktadir (80). Yapilan baska bir caligmada koroner bilgisayarli tomografi
ile subklinik aterosklerozu saptanan asemptomatik bireylerin yiiksek serum iirik asit
diizeylerine sahip oldugu ve kalsifiye olmayan plaklarin bagimsiz bir belirleyicisi olup

kardiyovaskiiler riski artirdigi gosterilmistir (199). Kurajoh ve ark. (198) iirik asitin ROS

68



temizlenmesini etkilemeden ROS tiretimini artirarak oksidatif stresin artmasina katkida
bulunabilecegini bulmuslardir. Kendi ¢alismamizda da serum iirik asit seviyelerinin

KABG yapilan hastalarda daha yiiksek oldugu goriilmiistiir.

Artan ¢alismalar, IncRNA'larin ateroskleroz ve vaskiiler hasar patobiyolojisinde
¢ok onemli diizenleyici roller oynadigini gostermektedir. Giderek artan sayida IncRNA,
yiiksek derecede doku ve hiicre ozgiilligli gostererek onlart c¢ekici hedefler haline
getirmektedir (23). LncRNA ekspresyon ¢alismalari ¢cogunlukla hiicre hatlar1 ve hayvan
modellerinde yapilmistir. Kendi ¢alismamizda insandan KABG cerrahisi esnasinda
alman koroner arter ve LIMA dokular1 kullanilmistir. Bu sekilde yapilan ¢alisma
sayisinin azlhigi ¢aligmamiza 6zgiinliik katmaktadir ve bulunan sonuglar literatiire katki
saglamaktadir. LncRNA ekspresyonunun in vivo modiilasyonu, ateroskleroz veya
vaskiiler yeniden sekillenmeyi degistirmede yeni bir terapotik strateji olarak umut
vadetmektedir. Yapilan g¢alismalar sonucu artan kanitlar da IncRNA’larin kanser,
norolojik hastaliklar ve kardiyovaskiiler hastaliklarda onemli rollere sahip oldugunu
gostermektedir. Son yillarda ¢ok sayida ¢alisma, IncRNA'larin kardiyovaskiiler hastalik
patogenezindeki roliinii incelemektedir. Kardiyovaskiiler hastaliklarin yiiksek prevalansi
ve mortalitesi 1g18inda, patogenezinde yer alan molekiilleri ve bunlarin baslattig1 sinyal
yollarini1 anlamak zorunludur. Bu, daha kesin ve uygun tani tekniklerinin gelistirilmesini,
daha etkili prognostik molekiillerin tanimlanmasini ve potansiyel terapotik hedeflerin

belirlenmesini kolaylastirabilir (200).

Uzun kodlama yapmayan RNA'lar, memeli genomundan ifade edilen diger
transkript tiirlerine kiyasla daha fazla hiicre tipi veya dokuya 6zgii ifade sergiler (128).
Bu da IncRNA'y1 bir biyobelirteg ve terapotik hedef olarak umut verici bir aday haline
getirmektedir (119,122). Liu ve ark. (128) yaptig1 bir galismada tek hiicre-RNA dizileme
yapildiginda IncRNA:mRNA orani daha yiiksek bulunurken, RNA sekanslama total
olarak yapildiginda IncRNA:mRNA oraninin daha diisiik oldugu gosterilmistir. Bu da
IncRNA’larin hiicreye 6zgii ekspresyona sahip oldugunu ifade etmektedir (130).

Yapilan bir caligmada insan ileri aterosklerotik plaklarinda ve normal arteriyel
intima dokular1 karsilagtirilarak IncRNA ekspresyon profili tespit edilmis ve toplam
236 farkli sekilde ifade edilen IncRNA tanimlanmistir. Tanimlanan bu IncRNA’larin
bir kisminin serum, doku ve kan gibi farkli biyolojik 6rneklerde ekspresyon diizeyleri

incelenmistir (139,201). Cok sayida IncRNA, ateroskleroz ve VSMC’lerin ¢ogalmasi ve
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goeii ile iliskili bulunmustur. Ornegin IncRNA H19 aterosklerozlu hastalarda daha
yiiksek eksprese olmus ve mitojenle aktive protein kinaz (MAPK) ve NF-«kB sinyal
yolaklarini aktive ederek aterosklerozu tesvik etmistir. Baska bir IncRNA taurin upregiile
1 (TUGL)'in miRNA-21/ fosfataz ve tensin homolog (PTEN) ekseni araciligiyla
VSMC'lerin proliferasyonunu ve aterosklerozu tesvik ettigi bildirilmistir (46,202,203).
Yapilan bir aragtirma sonucunda ANRIL, metastaz iligkili akciger adenokarsinoma
transkripti 1 (MALATL1), maternal eksprese edilen 3 (MEG3), APPAT, nexilin F-aktin
baglayici protein antisens RNA 1 (NEXN), GAS5, lincRNA-p21, CHROME, IncRNA
n342419 IncRNA’larinin ateroprotektif; H19, MI iliskili transkript (MIAT), TUGI,
niiklear paraspeckle toplanma transkripti 1 (NEATI1) IncRNA’larinin ise aterojenik
ozellikte oldugu rapor edilmistir (1,124).

Endotel hiicre fonksiyonu ve yapisinin regiilasyonunda rol oynayan birkag
IncRNA’nin, aterosklerozun erken asamasi olan endotel disfonksiyonda farkli ekspresyon
diizeylerine sahip oldugu gosterilmistir. Ornek olarak; endotel hiicre pro-inflamatuvar ve
anjiyogenez IncRNA’s1 olarak bilinen MALAT 1, artmis endotel hiicre proliferasyonu ve
migrasyonuyla iligkili; distal ucgtaki HOXA transkript (HOTTIP) ve LINCO00968
IncNRA’larinin  ekspresyon diizeylerinin koroner arter hastaliginda yiiksek oldugu
gosterilmistir (7,161). Li ve ark. (201) 2021 yilinda yaptiklart bir ¢alismada baska bir
IncRNA olan MIAT’in downregulasyonunun miR-214-3p/Kaspaz-1 sinyal yolu
tizerinden aterosklerozda koruyucu etkiye sahip oldugu ve MIAT IncRNA’sinin
inhibisyonunun aterosklerozun tedavisinde etkili olabilecegi ifade edilmistir. Bai ve ark.
(139) yaptig1 bir caligmada ileri aterosklerotik doku ve normal arter intima dokularinda
mikroarray yontemiyle hem mRNA hem de IncRNA ekspresyon diizeylerinde goriilen
degisiklikler saptamis ve bunlarin hedef genleri belirlendikten sonra kardiyovaskiiler
biyobelirtegleriyle korelasyonlarina bakmislardir. Genlerin gen ontolojisi (GO)
fonksiyonel zenginlestirme analizlerinde, farkli sekilde eksprese edilen birkag mRNA'nin
aterosklerotik lezyon gelisiminin tiim asamalarina katilan sitokin ve kemokin aktivitesi
ile iligkili oldugu gosterilmistir. Ayrica bu RNA’larin hedef genlerinin protein iiriinlerinin
kardiyovaskiiler hastalik biyobelirtecleriyle anlamli derecede korele oldugu bulunmustur.
Ozetle endotel hiicrelerin fonksiyonlar gesitli IncRNA'lar tarafindan diizenlenebilir ve
potansiyel olarak farkli vaskiiler hastaliklarin gelisimi ve ilerlemesinin modiilasyonunda

yer alabilir.
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Calismamizda ekspresyon diizeylerini inceledigimiz IncRNA’lardan biri olan
UCAL1,; fosfatidilinositol 3 kinaz/protein kinaz B (PI3K/Akt), Wingless ile iligkili
entegrasyon bolgesi (Wnt)/B-katenin, MAPK, NF-kB, Janus kinaz ailesi/sinyal baslatici
ve transkripsiyon aktivatorii (JAK/STAT) ve transforme edici biiylime faktori-p (TGF-
) sinyal yollarinin diizenlenmesinde rol oynayarak hiicre ¢ogalmasi, apoptoz, migrasyon,
invazyon ve tiimor ilag direnci gibi bir dizi hiicresel biyolojik islevi etkilemektedir
(157,159). Wnt yolagi, endotel disfonksiyondan lipit birikimine ve ilk inflamasyondan
plak olusumuna kadar aterosklerozun tiim farkli asamalarina katilmaktadir. Wnt yolagi,
hiicre ¢ogalmasini ve farklilasmasini diizenlemenin 6tesinde, lipit homeostazini ve
depolanmasini da kontrol eder. Ayrica Wnt sinyalizasyonunun aktivasyonu aterosklerotik
siddet ile negatif korelasyon gostermektedir. B-katenin ise eNOS aktivasyonunu ve anti-
apoptotik gen ekspresyonunu indiikleyerek endoteliyal sagkalimi kolaylastirir (97).
Kanonik olmayan Wnt sinyalizasyonu vaskiiler oksidatif stres, endotel disfonksiyonu,
inflamasyon, VSMC fenotipleri ve hiicresel insiilin direncini etkileyerek vaskiiler
hastalikta umut verici bir hedeftir ve bunlarin tiimii ateroskleroz ilerlemesini ve plak
stabilitesini etkileyebilir (204). NF-xB ve MAPK sinyal yolaginin aktivasyonu 0X-
LDL’nin intimaya gogiinii artirir ve inflamatuvar sitokinlerin aktivasyonuna yol agar.
MAPK sinyal yolagi ayrica hiicrelerden kolesterol ¢ikis yollarini da regule eder (65,97).
NF-kB yolaginin interlokin-1, CD40, ox-LDL ve ROS gibi inflamatuvar stimuliler
tarafindan uyarilmasi vaskiiler inflamatuar yiikiin artmasina ve uzun vadede devam
etmesine neden olarak aterogenezi kolaylastirmaktadir. Endotel hiicrelerinde NF-kB'nin
aktivasyonu, inflamatuar hiicrelerin vaskiiler duvara invazyonu ve yerlesmesinin yani sira
VSMC’lerin goct, hiicre dis1 matrisin yeniden sekillenmesinin koordinasyonuna katkida

bulunan ¢ok ¢esitli adezyon molekiillerinin ekspresyonunu tetikler (205).

Yapilan bir calismada UCA 1'in akut Ml igin 6ngdrii yetenegi ROC egrisi ile analiz
edilmistir. Bu ¢alismada UCAZ1’in, akut MI i¢in belirgin bir duyarliliga ve dzgiilliige
sahip olmakla birlikte tanida troponin ve kalp kasi-kreatin kinaz kadar iyi olmayabilecegi
de gosterilmistir (24,206). Baska bir g¢alismada ise UCA1’in, miRNA-26 siingeri gibi
davranarak ve boylece PTEN yolag: iizerindeki inhibisyonu hafifleterek VSMC’lerin
proliferasyonunu azalttig1 gosterilmistir (45,120). PI3K/Akt/Rapamisinin mekanik hedefi
(MTOR) sinyal yolu, 6karyotik hiicrelerde hiicre sagkalimini, hiicre biiylimesini ve hiicre
dongiisii ilerlemesini destekleyen olduk¢a korunmus bir sinyal yolagidir (207). PTEN,
PIBK/Akt/mTOR sinyal yolagi {izerinde de inhibitor etkisine sahip olan bdylece
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apoptozu, hiicre dongiisii ilerlemesini, proliferasyonu ve anjiyogenezi modiile eden bir
tiimor baskilayici proteindir ve bu protein Mi’da apoptozda rol oynamaktadir (208,209).
PI3K/Akt/mTOR sinyal yolagimin aktivasyonu, VSMC’lerin fenotipik doniisiimiinii
kontraktil durumdan “synthetic” duruma olacak sekilde indiikleyerek aterosklerozunun
gelisimini artirmaktadir (210). Aymi zamanda makrofaj otofajisini diizenleyerek
ateroskleroz ilerlemesini etkilemektedir (211,212). Baska bir calismada da aterosklerozda
upregiile oldugu bilinen bir kemokin reseptoriiniin susturulmasiin PI3K/Akt/mTOR
sinyal yolag1 {lizerinden makrofaj otofajisini artirdigi ve aterosklerozu hafiflettigi
gosterilmistir  (213). Bu bilgiler 1s18inda PTEN/PI3K/Akt/mTOR sinyal yolagi
ateroskleroz gelisiminde ©nemli rollere sahiptir. Yapilan bir ¢alismada UCAT1’in
PI3K/Akt sinyal yolagi iizerinden apoptozu azaltarak kardiyomiyositlerin hasarini

hafiflettigi gosterilmistir (214).

Literatiirde UCA1’in potansiyel rolleri daha ¢ok kanserde incelenmis olup
ateroskleroz ile ortak bazi yolaklardaki rolleri agiga ¢ikartilmistir. Wang ve ark. (215)
yaptiklart ¢alismada, UCA1'in miR-193a ve miR-214'"i siingerlestirerek programlanmig
hiicre 6limii ligand 1’in ekspresyonunun upregiilasyonuna yol agarak mide kanseri
hiicrelerinin immiin kagigina katkida bulundugunu gdstermistir. Baska bir c¢alismada
UCAT’in upregiilasyonunun p27 proteininin ve onun hedeflerinin baskilanmasina yol
acabilecegi ve boylece hiicre biiylimesinin inhibisyonu ve apoptoz indiiksiyonuna katkida
bulunabilecegini bulunmustur (216). Ayni zamanda baska bir ¢alismada tam tersi olarak
miR-1, UCA1’in ekspresyonunu azaltarak mesane kanserinde hiicre biiylimesini inhibe
ettigi, apoptozu indiikledigi ve hiicre hareketliligini azalttigi gosterilmistir (217). miR-
195, vaskiiler endoteliyal biliyiime faktorii reseptoriinii hedefleyerek renal hiicre
karsinomunda apoptozu indiiklemekte ve timor hiicrelerinin migrasyon, invazyon ve
sagkalimini inhibe etmektedir. Fakat UCA1, miR-195 iizerinde siinger etkisi gostererek
durumu tersine ¢evirmektedir (153). TGF-f sinyal yolu, miR-1 ve miR-203a gibi UCA1
ile iliskili miRNA'larin ekspresyonunu da indiikleyebilmektedir (218).

Literatiirde kardiyovaskiiler hasar veya hastaliklarda UCAL ile iligkisini arastiran
cok smnirlt calisma mevcuttur. Bir calismada UCA1’in iskemi/reperfiizyon hasari
sirasinda reaktif olarak tetiklenebildigi; UCA1'in adenoviriis transfeksiyonu ile asiri
ekspresyonunun endoplazmik retikulum stresini ve ROS kaynakli hiicre apoptozunu

baskilayarak onemli miyokardiyal koruma sagladig1 gosterilmistir (219). Ayrica baska bir
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calismada UCA1’in hipoksi indiiklenmis hiicre hatlarinda miR-873-5p ve miR-143
tizerinde tuzak etkisi gostererek kardiyak hasara karsi koruyucu role sahip oldugu
gosterilmistir (220-222). UCAI, kardiyak miyositlerde hidrojen peroksit kaynakli
apoptoza kars1 koruyucudur (24). UCAL1 miR-1, miR-203a, miR-193a-3p, miR-216b,
miR-16 ve miR-143’ler lizerinde siinger etkisi yaparak negatif olarak diizenlemekte ve
cesitli kanser tiirlerinde invazyon, proliferasyon ve migrasyon siireclerinde rol almaktadir
(223). Bunlarin arasindan miR-1 ve miR-16’nin sekonder kardiyovaskiiler olayin olasi
risk faktorleri olabilecegi gosterilmistir (224). Benzer sekilde miR-143{in de ateroskleroz
icin potansiyel spesifik biyobelirtec olabilecegi rapor edilmistir (225). Mi ve kalp
yetmezIligi hastalariin plazma 6rneklerinde UCA1 IncRNA’sinin downregiile oldugu,
MI’yi tahmin etmede kullanilabilecegi gosterilmistir (161,206). Chen ve ark. (226) 2023
yilinda yaptiklar1 calismada, UCA1 ekspresyonunun aterosklerozlu hastalarin
plazmasinda upregiile oldugunu, hedefi oldugu diisiiniilen miR-132’nin ise downregiile
oldugunu ortaya c¢ikarmiglardir. UCAL, miR-26a iizerinde siinger etkisi gostererek
VSMC’lerin proliferasyonu ve migrasyonunu diizenleyerek VSMC'lerin ateroskleroza
kars1 proliferasyonunu hafiflettigini ortaya koymaktadir (45,227). Zhang ve ark. (228)
yaptig1 bir c¢aligmada UCAI, PI3K/Akt sinyal yolagi iizerinden MI sonrasi

kardiyomiyositlerde apoptozu diizenleyerek hasar1 hafifletmistir.

Calismamizda ateroskleroz hastalarinda kontrol grubuna gore UCA1 ekspresyon
diizeylerinin kanda anlamli derecede downregiile oldugu goriilmiistiir. Bu sonuglar
UCAUT’in ateroskleroz gelisiminde rol oynayabilecegini ve sistemik etkiye sahip
olabilecegini gostermektedir. Ancak lezyonlu koroner orneklerinde, saglikli LIMA
orneklerine gore daha diisiik eksprese olmasimna ragmen istatistiksel olarak anlamli
olmadig1 goriildii. Bununla beraber hasta grubunda kan, koroner ve LIMA arasinda UCA1
ekspresyon diizeyleri incelendiginde ise LIMA dokusunda kana gore daha yiiksek oldugu
goriildi. Bu durum LIMA’nin aterosklerozdan koruyan mekanizmalara sahip oldugunu
ve ateroskleroza direncli oldugunu desteklemektedir. Ayrica UCA1’in LIMA dokusunda
kana gore yiiksek olmasi koruyucu mekanizma/larin patogenezinde rolii olabilecegini

diistindiirmektedir.

Yapilan ¢aligmalar VSMC'lerin anormal proliferasyonu ve gociiniin ateroskleroz,
anjiyoplasti sonrasi restenoz gibi bir¢ok kardiyovaskiiler hastalik icin ortak patogenez

oldugunu gostermistir (45). Saglikli, anjina pektorisli ve MI gecirmis hastalarin kaninda
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saptanmis olan APPAT’1n, ateroskleroz gelisimiyle korele oldugu i¢in kardiyovaskiiler
hastaliklarin erken teshisinde potansiyel bir invaziv olmayan biyobelirte¢ olabilecegi 6ne
siirlilmiistiir. Daha ileri ¢calismalarda ciddi stenotik koroner arterlerin dokularinda APPAT
ekspresyonunda bir azalma oldugu ortaya koyulmustur (164,229). APPAT 1n potansiyel
mekanizmasi, miR-647 ve miR-135 gibi spesifik miRNA'lara sinyal gondererek VSMC
fenotip degisiminin etkisine atfedilmektedir (120). Insan VSMC’lerine o0x-LDL
uygulanmis olan bir calismada, kontrol grubuna kiyasla ox-LDL uygulanmis grupta
APPAT’ 1n downregiile oldugu ve hatta uygulanan ox-LDL konsantrasyonu arttik¢a daha
cok downregiile oldugu gozlenmistir. Ayni zamanda yaptiklart bu ¢alismada, APPAT'in
hastaligin ilerlemesinde VSMC'lerin fenotipinin korunmasinda muhtemelen anahtar rol
oynadig1 ve boylece koroner arter stenozunun ciddiyetini, Ozellikle hassas plak
stabilitesini etkiledigi sonucuna varmislardir (164). Yapilan iki farkli ¢alismada da akut
MI’li hastalarin plazma ve tam kan &rneklerinde, APPAT 1 downregiile oldugu ve hedefi

olan miR-328a’nin upregiile oldugu gosterilmistir (230,231).

Onemli bir kanser tiirii olan meme kanserinde normalde upregiile olan APPAT
geni inhibe edildiginde, hiicre proliferasyonu, migrasyon ve invazyonunun baskilandigi
gozlenmistir (232). Wang ve ark. (232) yaptig1 bir galismada APPAT’1in meme kanserinde
miR-328a/Plakophilin-1 (Pkp1) sinyal yolunu diizenleyerek proliferasyon, migrasyon ve
invazyonunu diizenlemis oldugunu goéstermislerdir. Pkpl, Wnt sinyal yolagimnin da bir
regulatoridiir (233). Boylece IncRNA-mMIRNA-mRNA agi da ¢ikartilmigtir. Primer
hipertansiyonlu hastalarda yapilan bir ¢alismada fibroblast bitytime faktorii 5 (FGF5) gen
ve protein ekspresyon seviyelerinin upregiile oldugu ve primer hipertansiyonlu hastalarda
genetik varyasyonun da pozitif korele oldugu gosterilmistir (234). Meng ve ark. (229)
yaptiklar1 daha sonraki bir ¢alismada APPAT 1in miR-647 {izerinden hedef geni FGF5’i
downregiile ettigi gosterilmistir. miR-647nin yapilan bir caligmada ox-LDL uygulanmig
VSMC’lerin proliferasyonunu ve migrasyonunu PTEN/PI3K/Akt yolagimi diizenleyerek
uyardigi, baska bir calismada da circRNA (Circ 0000345) {izerinden ateroskleroz
proliferasyon, migrasyon, invazyon ve inflamatuvar yanitin1 diizenledigi gosterilmistir
(235,236). Yapilan bir proteomiks calismasinda plazma FGFS5 seviyelerinin ailesel
hiperkolesterolemi olan ve olmayanmi ayiracak giiclii bir prediktér oldugu ortaya
konmustur (237). Vaskiiler endoteliyal biiyiime faktorii ile uyarilan insan aortik
endoteliyal hiicrelerde de FGF5 ekspresyonunun daha yiiksek oldugu bagka bir ¢aligmada
daha gosterilmistir (238). Ozetle APPAT 1n miR-647 iizerinden ¢esitli sinyal yolaklarini
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diizenledigi ve miR-647’nin ateroskleroz gelisimindeki rolii gdz oniine alindiginda
APPAT m literatiirii destekleyici sekildeki dolasimdaki downregulasyonu aterosklerozun

patogenezinde role sahip olabilecegini gostermektedir.

Calismamizda KABG cerrahisi yapilan hastalarin kan oOrneklerinde, kontrol
grubuna gore APPAT ekspresyonunun anlamli derecede downregiile oldugu goriildii. Bu
sonuglar APPAT’1n ateroskleroz gelisiminde rol oynayabilecegini ve sistemik etkiye
sahip olabilecegini gostermektedir. Ancak koroner dokusu Orneklerinde, LIMA
dokularina gore karsilastirildiginda APPAT ekspresyonunda azalma gozlenirken
istatistiksel olarak anlamli degildi. Bununla beraber hasta grubunda kan, koroner ve
LIMA arasinda APPAT ekspresyon diizeyleri incelendiginde ise koroner dokuda kana
gore anlamli diizeyde daha diisiik oldugu goriildii. Bu durum ateroskleroz gelismis olan
koroner dokuda APPAT’in aterosklerozun gelismesi/ilerlemesi ile yakindan iligkili

olabilecegini gostermektedir.

Tim bunlarin yan1 sira 2023 yilinda yapilan bir biyoinformatik analiz
calismasinda saglikli ve aterokslerotik arter dokulari arasinda 323 downregule, 120
upregule gen olmak iizere toplam 443 farkli sekilde ifade edilen gen tanimlanmistir.
Upregule edilen genler 16kosit aktivasyonu, endositik vezikiil ve sitokin baglanmasinin
diizenlenmesi ile iligkilendirilirken; downregule edilen genler hiicre biiylimesi, hiicre dis1
matriks ve G protein-bagli reseptor baglanmasinin negatif regiilasyonu ile
iliskilendirilmistir (239). Yapilan genom c¢aplh iligkilendirme ¢aligmalarinda da
ateroskleroza yatkinlikla iligkili birgok RNA (kodlayan ve kodlamayan dahil olmak
tizere) tamimlanmistir (240). Ayrica histon metilasyonu, histon asetilasyonu ve DNA
metilasyonu siireclerindeki epigenetik mekanizmalar da endotel disfonksiyon ve
ateroskleroz gelisimine katki saglarlar (72,241,242). Bu bulgular, ateroskleroz
gelisiminin immiin reaksiyonlarla birlikte karmasik bir inflamatuar siire¢ oldugunu ve
azalmis VSMC kontraksiyonu ve artmis proliferasyonu ile iligkili oldugunu belirten

hipotezle uyumludur.

Gelisen teknoloji ve ilerlemelere ragmen aterosklerozun Mi, iskemi ya da
herhangi bir vaskiiler hastalik komplikasyonu gelismeden 6nce erken tanisi ve potansiyel
tedavisi i¢in invaziv olmayan biyobelirte¢lere ¢ok ihtiya¢ vardir. IncRNA’larin hem
fizyolojik hem de patolojik siireclerde 6nemli rollere sahip oldugu diisiiniildiigiinde

potansiyel biyobelirte¢ adaylar1 oldugu/olabilecegi de asikardir.
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6. SONUCLAR VE ONERILER

Mevcut ¢aligmanin birincil kisitlamasi tek merkezli bir ¢alisma olmasidir; ¢alisma
sonuclarint daha genis bir 6l¢ekte dogrulamak igin ¢cok merkezli kaynaklardan daha
bliyiik bir 6rneklem biiyiikliigline sahip daha fazla calisma yapilmasi gerekmektedir. Bu
calisma bir 6n c¢alisma olup daha biiyiik calismalarin yapilmasi planlanmaktadir.
IncRNA’larin  kardiyovaskiiler hastaliklar dahil olmak {iizere bir¢ok hastaligin
patofizyolojisinde potansiyel rollere sahip oldugu goz Oniine alindiginda g¢alistigimiz
INcCRNA UCAL ve APPAT ile ilgili ¢alismalarin azligindan otiirii literatiir boslugunu
doldurmak ve bu alanda daha fazla arastirmaya duyulan ihtiyac1 vurgulamak i¢in bir firsat

olusturmustur.

Calismanin ikinci en 6nemli kisitlamasi koroner dokularinin ¢ok kii¢iik olmasi ve
sertliginden 6tiirii homojenizasyonu ve bu sebeple total RNA eldesinin zorlugu olmustur.
Buna ragmen calisma deneyleri sorunsuzca tamamlanmistir. Ayrica saglikli bireyden
saglikli damar dokusunun alinmasi gibi bir durumun s6z konusu olamayacagindan otiirii
caligmada hasta grubunun hem lezyonlu koroner dokusu hem de greft yapilan LIMA
dokusu kullanilmistir. Calismamizda 6rnek toplama siirecinin bu sekilde belirlenmesinin
nedeni literatiirde hem buna benzer ¢alismalarin varligi hem de en 6nemlisi saglikli damar
dokularinin bulunmasinin olduk¢a zor olmasiydi. Calismadaki hedefimiz doku
diizeyindeki ekspresyon farkliligi ile dolasimdaki ekspresyon farkliliklarini incelemek ve

olas1 korelasyonu irdelemekti.

Caligmamiz sonuglarina goére KABG yapilan hastalardan alinan kan 6rnekleri ile
saglikli kisilerin kan ornekleri arasinda UCA1 ve APPAT IncRNA’larinda istatistiksel
olarak anlamli farklilik g6zlenirken, KABG yapilan hastalarin koroner ve LIMA dokulari
arasinda anlaml farklilik gézlenmedi. Bununla beraber kan, koroner ve LIMA 6rnekleri
karsilagtirildiginda; LIMA o6rneklerinde kana gére UCAI’in ekspresyonunun daha
yuksek oldugu, koroner dokuda ise kana géore APPAT 1n daha diisiik ekspresyona sahip
oldugu tespit edildi. Hasta grubunda kan UCA1 ve APPAT ekspresyonlarinin daha diistik
olmasi bu iki IncRNA’nin aterosklerozun patogenezinde rol oynayabilecegini ve sistemik
etkilere sahip olabilecegini gostermektedir. LIMA dokusunda UCA1’in ekpsresyonunun
kan orneklerine gore daha yiiksek olmasi, LIMA nin ateroskleroza karsi1 direncine katki

saglayan mekanizmalarda rolii olabilecegini diisiindiirmektedir. Koroner dokuda ise
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APPAT ekspresyonunun kan orneklerinden daha diisiik olmasi, stenoz gelismis olan bu

dokuda ateroskleroza yol acan mekanizmalarda rol alabilecegini gostermektedir.

Literatiir detayli incelendiginde UCATI ilk kez mesane kanseri hiicre hattinda
kesfedilmis olan ve bir¢ok kanser tliriiniin yani sira kardiyovaskiiler hastaliklarda da
potansiyel rolleri aragtirilmis ve arastirilmaya devam etmekte olan bir IncRNA’dir.
APPAT’1n ise ilk kez dolasimda kesfedilen yeni bir IncRNA oldugu goriilmektedir.
Calismalar daha cok hiicre kiiltiirii bazli yapilmakta olup doku diizeyinde yapilan
caligmalar ¢ok az sayidadir. APPAT’in dolasimda bulunmasinin ardindan bir grup
arastirmact bu IncRNA’nin ekspresyon diizeylerini koroner arter ve sagliklt dokuda da
incelemislerdir. Ancak bununla ilgili yapilan ¢aligsma sayisi ¢ok az ve 6rnek sayilar kisitl
idi. Literatiirde kullanilan saglikli doku otopsi 6rneklerinden alinmisti. Bundan yola
cikilarak daha sonra aterosklerozu bulunmayan saglikli bireylerden saglikli arter dokusu
toplanmasi arayisina gidilecektir. Calisma sonuglarimiz literatiirde ¢alisma azlig1 ve insan

doku 6rneklerinde ¢ok az galisilmis olmasi nedeniyle literatiire katki saglayacaktir.

Ideal bir biyobelirteg invaziv girisim gerektirmemeli ve Kararl, yiiksek duyarlilik
ve oOzgiilliikle kolayca saptanabilmelidir. Dolasimdaki IncRNA'larin kardiyovaskiiler
hastaligin teshisi/prognozunda kullanildigina dair ¢ok az kanit rapor edilmistir. Bizim
sonuclarimiz bu iki IncRNA’nin ateroskleroz icin biyobelirte¢ adayi olabilecegini
gostermektedir. Ancak bulgularimizin desteklenmesi ve IncRNA’larin tan1 biyobelirteci
ve terapotik aday olarak kullanilma potansiyelini vurgulamak i¢in fonksiyonel in vitro ve

in vivo ¢aligsmalara ihtiya¢ bulunmaktadir.
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Dr. Ogr. Uyesi Merve KOLCU Dr. Ogr. Uyesi Gamze TEMIZ
Etik Kurul Uyesi Etik Kurul Uyesi

Dr. Ogr. Uyesi Muzaffer AKDOGAN
Etik Kurul Uyesi
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EK-2.Bilgilendirilmis Onam Formu

Degerli katihmet,

Bu arastirma, Saglik Bilimleri Universitesi doktora 6grencisi Sibel KURAS in doktora tezi
kapsaminda ve Dog. Dr. Halime Hanim PENCE danigmanliginda yiiriitiilecek olan bilimsel bir
calismadir.

Arastirmanin igerigi bypass ameliyati olmasina karar verilmis olan hastalardan alinan lezyonlu
ve saglikli dokuyla beraber kan 6rmeklerinde ve saglikli bireylerden alinan kan 6rneklerinde uzun
kodlama yapmayan RNA’lardan UCA1 ve APPAT’1n ifade diizeylerinin incelenmesine iliskin
Ol¢timleri kapsamaktadir. Toplanan veriler sadece bilimsel amaglarla kullanilacak, kimliginizi
ortaya cikarabilecek kayitlar gizli kalacak, elde edilen kisisel bilgiler ve uygulanacak testlere
verdiginiz cevaplar aragtirma sonuglarinin yayimlanmasi halinde dahi sakli tutulacaktir.

Aragtirmanin yaklagik 60 kisinin katilimiyla yiiriitiilmesi beklenmektedir. Arastirma siireci
boyunca sizden beklenen, yonergelere dikkatli bir sekilde uymaktir. Hi¢bir sorumluluk altindan
kalmadan aragtirmaya katilmay1 reddetme veya arastirmadan ¢ekilme hakkina sahip olacaksiniz.

‘Bilgilendirilmis Géniillii Olur Formundaki tiim aciklamalari okudum. Bana, yukarida konusu ve
amaci belirtilen arastirma ile ilgili yazili ve sozlii a¢iklama asagida adi belirtilen aragtirmact
tarafindan yapildi. Aragtirmaya géniillii olarak katildigimi, istedigim zaman gerekgeli veya
gerekgesiz olarak aragtirmadan ayrilabilecegimi biliyorum.’

Goniillii Katihmer Sibel KURAS

imza imza
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