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KISALTMALAR
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OZET

Amag: Beyaz 6nlik hipertansiyonu (BOH) yiiksek kardiyovaskiiler risk faktori
olup, hastaligin sebebi ve patofizyolojisi 1yi bilinmemektedir. Calismamizin birinci
amaci; hipertansiyon ile epigenetik ve molekiiler iligkisi daha Once gosterilmis
mikroRNAlardan miR-125a ve miR-155’in plazma ekspresyon seviyelerini BOH,
hipertansiyon ve normotansif hasta gruplarinda arastirmak ve karsilagtirmaktir.
Calismamizin ikinci amaci; bu mikroRNA seviyelerinin klinik ve ambulatuvar kan

basinci 6lgtimleri ile iliskisini degerlendirmektir.

Yontem: Secilmis iki mikroRNA miR-125a ve miR-155 30 hipertansif ve 30
BOH’lii hastalar ile 30 normotansif saglikli kontrolde ¢alisildi. miR-125a ve miR-155
’larin ekspresyon diizeyleri kantitatif QRT-PCR (reverse transcription-polymerase chain

reaction) ile analiz edildi.

Bulgular: Calismaya alinan gruplar arasinda miR-125a ve miR-155 ekspresyon
seviyeleri karsilastirildiginda anlamli farklilik saptanmadi. Tiim gruplar igerisinde miR-
125a ile miR-155 (r=0,861, p<0,001) arasinda anlamli olarak ayni yonde korelasyon
saptandi. miR-125a ile klinik, labaratuvar ve kan basinci Olglimleri arasinda iligki
gorilmedi. miR-155 ile bel ¢evresi arasinda anlamli olarak ters yonde korelasyon
saptandi. miR-155 ile diger klinik, labaratuvar ve kan basinci 6l¢iimleri arasinda iliski

gorulmedi.

Tartisma: Bu calismada hipertansiyon ve BOH’(in etiyopatogenezine epigenetik
yonden arastirmayi1 amagladik. Buldugumuz sonuclar literatir verileri ile uyumlu idi.
Ancak vaka sayisinin az olmasi nedeni ile istatistiksel anlamli bir iliski saptamadik.
Hipertansiyon ve BOH hastalarinin mikroRNA ekspresyon diizeylerinin tutarli oldugu

ve aym yonde degisim gosterdigi goriilmiistiir. Bu sonuglar hipertansiyon ve BOH’ii
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anlamamiza yoOnelik mikroRNA’larin 6nemli etkileri olabilecegine isaret etmektedir.
Gelecekte mikroRNA’lar hipertansiyon ve BOH’lii hastalarmn tani, tedavi ve takiplerine

onemli katkilar saglayabilecegini ve klinik kullanima girebilecegini diisiinmekteyiz.



ABSTRACT

Background— White coat hypertension (WCH) is a high cardiovascular risk condition
and a fundamental understanding of the cause and pathophysiology of the disorder is
still lacking. Recent studies demonstrated that microRNAs (miRNAs) are involved in
hypertension. However, the roles of miRNAs in WCH are not known. The first aim of
this study was to investigate the levels of miR-125a and miR-155 plasma expression
levels in the WCH, hypertension (HT) and normotensive(NT) groups and compare the
levels between the groups. The second aim was to evaluate the relationships between
these miRNA levels and the measurements of clinical and ambulatory blood pressures.
Methods- The expressions of miR-125a and miR155 were validated independently in
plasma samples from 30 HT patients, 30 WCH and 30 NT healty subjects. The
expression levels were analyzed by quantitative reverse transcription-PCR.

Results- There was found any significant difference according to the expression levels
of miR-125a and miR-155 between all the groups. miR-125a levels were significantly
positively correlated with miR-155 levels in all groups (r=0,861, p<0,001). No
significant diffrences were observed between the levels of miR-125a and laboratory
findings, clinical and ambulatory blood pressure measurements. The levels of miR-155
were only significantly negatively correlated with the measurements of waist
circumference.

Conclusions- Our results were correlated with the literatire, however we could not
determine statistically significant relationships because of the small number of groups.
It was observed that the miRNAs expression levels were positively correlated between
HT and WCH patient. These results suggest that the miRNAs might have important role

in the epigenetic aspect of ethiopathogenesis of HT and WCH for our understanding.



Giris ve Genel Bilgiler

Hipertansiyon kardiyovaskiiler, serebrovaskiiler ve bobrek hastaliklari i¢in en
onemli degistirilebilir risk faktorii olup, yliksek prevalansi nedeniyle diinya ¢apinda
Onemli bir halk saglig1 sorunudur(1). Yiksek arteriyal kan basinicina kronik maruziyet,
ug-organ hasarina neden olarak doku ve organlarda yapisal ve islevsel degisikliklerin
gelismesi sonucu hipertansiyonla iliskili morbidite ve mortaliteye sebep olmaktadir(2).
Hipertansiyon patogenezinde suclanan mekanizmalar renin-anjiyotensin-aldesteron
sistemin asir1 aktivasiyonu, sempatik sinir sisteminin asirt duyarliligi, endotel
disfonksiyonu, oksidatif stres ve bozulmus anjiyogenezistir. Ancak esansiyal

hipertasiyonun molekiler patofizyolojisi hala net olarak aydinlatilamamustir.

Beyaz &nliik hipertansiyonu (BOH) ilk kez 1988 yilinda Thomas Pickering
tarafindan ofis kan basinci Olglimlerinin yiiksek olmasina ragmen, ev tansiyon
Ol¢timlerinin normal olmasi olarak tanmimlanmistir(3). Bu hastalarin normotansif
populasyona gore artmis bir kardiyovaskiiler risk faktorii oldugu ise ilk giinden beri ¢ok
iyi bilinmektedir. Avrupa Hipertansiyon Dernegi ve Avrupa Kardiyoloji Dernegi’nin
2013 yilinda giincellenen hipertansiyon tani ve tedavi kilavuzunda; hekim tarafindan
Olciilen 3 ofis tansiyonunun >140/90 mmHg ve 24 saatlik ambulatuvar kan basinci
Olclimiiniin <130/80 mmHg veya giin i¢i ambulatuvar kan basinci 6l¢iimiiniin <135/85
mmHg veya ev kan basimci takiplerinin normal (<130-135/85 mmHg) olmast BOH
olarak tanimlanmistir(4). 2014 yilinda yayinlanan Ulusal Komite Birligi-8 (JNS-8)

kilavuzunda da BOH taniminda bir degisiklik yapilmamistir(5).

Hipertansif hastalarda u¢ organ hasarimi arastirmak i¢in goz dibi incelemesi,
mikroalbiiminiiri, sol ventrikiil kiitle indeksi ve karotis intima media kalinlig1 6lgtimleri
gibi parametrelerle degerlendirilmektedir. PAMELA ve arkadaglar1 ile Karter ve
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arkadaslarinin yaptig1 ¢alismalarda BOH hastalarinda normotansiflere gére sol ventrikiil
kiitle indeksinin arttigi fakat bu artisin hipertansif hastalardaki kadar olmadigi
goriilmiistiir(6, 7). Mikroalbiimintiri degerleri agisindan degerlendirildiginde ise iki
calismada da BOH ile normotansifler arasinda fark bulunmamistir(6, 7). HARVEST
caligmasinda erken evre hipertansif hastalar ve normotansif kisiler, atherosklerozun
progresyonunu degerlendirmek amaciyla 5 yil siire boyunca karotis intima media
kalmhg dlgiimleri yapilarak takibe alinmis. BOH’lii hastalardaki karotis intima media
kalinligi degerleri normotansiflere goére hem calismanin baslangicinda ve de 5 yilin
sonunda daha yiiksek bulunmus hem de kalinligin daha hizli arttig1 goriilmiistiir. Fakat
BOH ile hipertansif hastalarin karotis intima kalinliklar1 baslangicta ve 5 yilin sonunda
karsilastirildiginda bir farklilik olmadigi goriilmistiir(8). Normotansif kisiler ile
kiyaslandiginda BOH olan bireylerde, hipertansiyon, metabolik sendrom ve diyabetes

mellitus sikliginin daha fazla oldugu bilinmektedir.

BOH’lii hastalardaki kardiyovaskiiler hastalik ve inme riski, normotansiflere
gore hafif artmig olsa da hipertansif ve maskeli hipertansiyonu olan hastalar kadar
artmamistir(9, 10). Japonya’da yapilan OHASAMA calismasinda BOH hastalarinin 10
yil siire ile takibinde inme riskinde normotansiflere gore artis olmasina ragmen istatiksel
anlamlilikk  bulunmamistir(9). Pierdomenico ve arkadaslarinin  kardiyak ve
serebrovaskiiler riski degerlendirmek icin yaptigi ¢alismada 1732 hasta 6 yil siire ile
takip edilmis. Hipertansif hastalarda kardiyak ve serebrovaskiiler riskin BOH’lii
hastalara kiyasla daha fazla oldugu, BOH ile normotansif hastalar arasinda fark
olmadig1 fakat BOH hastalarmin normotansiflere gore takip stresinde daha fazla
antihipertansif tedaviye ihtiya¢ duydugu saptanmistir(10). BOH pre-hipertansif bir

durum olup, hipertansiyon gelisim riski oldukga yiiksektir. Yapilan bir diger ¢calismada



81 BOH hastasinin 6 yil siire ile takibi sonucunda hastalarin %74 iinde (medyan 2,5 y1l)
hipertansiyon gelistigi  bildirilmistir(11). BOH’(n de hipertansiyon gibi etiyo-
patogenezi tam olarak bilinmemektedir ve multifaktéryel etkenlerin sebep oldugu

oldugu diisiiniilmektedir.

MikroRNA’lar (miRNA) kiglk, kodlama yapmayan ve ~21-23 bp uzunlugunda
RNA molekiilleridir. MiRNA'lar mRNA'y1 uyarmak veya post-transkripsiyonel olarak
mRNA’y1 inhibe ya da degrade ederek etkinliklerini gostermektedir. MiRNA'larin rolii
bir ¢ok hastalikta (diyabetes mellitus, metabolik sendrom ve kanser) iyi bilinse de
kardiyovaskiiler hastaliklar ve hipertansiyon ile ilgili veriler oldukga yetersizdir. Son
zamanlarda yapilan arastirmalarda miRNA’larin hipertansiyonun etiyo-patogenezinde
onemli rollerinin olabilecegini diisiindiirmektedir. Yu LP ve arkadaslart yaptig
calismada hipertansif ve saglikli goniilliilerde bakilan 1700 miRNA arasinda 46 miRNA
anlamli olarak farkli bulunmus(12). Ancak literatirde BOH’ (n epigenetik etiyo-

patogenezi tizerine yapilmis her hangi bir veri yoktur.



Amag

Calismamizin birinci amaci; hipertansiyon ile epigenetik ve molekiiler iligkisi
daha &nce gosterilmis mikroRNAlardan miR-125a ve miR-155’in BOH un epigenetik
etiyo-patogenezi lizerine etkilerini aragtirmak amaciyla plazma ekspresyon seviyelerini
BOH, hipertansiyon ve normotansif hasta gruplarinda arastirmak ve gruplar arasi
karsilagtirmaktir. Caligmamizin ikinci amaci; bu mikroRNA seviyelerinin klinik ve

ambulatuvar kan basinci 6l¢timleri ile iliskisini degerlendirmektir.



Materiyal ve Metod

Caligmaya alinan her hastaya ve kontrol grubundaki goniilliilere arastirmanin
kapsami hakkinda bilgi verildikten sonra katilim i¢in yazili onamlar1 alimmistir.
Calismanin  Helsinki ilkelerine uygunlugu Istanbul Universitesi Cerrahpasa Tip
Fakiiltesi Etik Kurulu tarafindan degerlendirilmis ve etik kurul onami almmustir.

(Tarih: 04\03\2014, say1:6014).
Calisma Populasyonu

Calismaya Ocak 2014 ile Haziran 2014 tarihleri arasinda Cerrahpasa Tip
Fakiiltesi, I¢ Hastaliklar Ana Bilim Dal1, Genal Dahiliye poliklinigine basvuran 30 BOH
(10 erkek, 20 kadin; yas ortalamasi 45,3+7,1 yil) ve 30 yeni tan1 hipertansiyon hastasi
(13 erkek, 17 kadin; yas ortalamasi 47,2+5,4 yil) dahil edilmistir. Kontol grubu olarak
her hangi bir hastalig1 olmayan 30 normotansif saglikli goniillii (10 erkek, 20 kadin; yas

ortalamasi 44,2+5,7 yil) alinmistir.

Brakiyal arteriyel basinci; ayni doktor tarafindan ardigik 2 giin icinde 3’er kez
Olciilerek gergeklestirilmis ve oOlgiimlerin ortalamasi sistolik kan basinct (SKB) ve

diyastolik kan basinc1 (DKB) olarak kayit edilmistir.

Atheroskleroz i¢in risk tasityan (LDL>130 mg/dl, diyabetes mellitus, metabolik
sendrom, viicut kitle indeksi VKi>27 kg/m?, sigara ve alkol kullanan), aterosklerotik
vaskiiler hastalik, uyku apnesi sendromu, kronik obstruktif akciger hastaligi, astim,
malignite, romatolojik ve endokrin hastaliklarin belirti ve bulgularini tasiyanlar
caligmaya dahil edilmemistir. Poliklinigimize bagvurmadan Onceki herhangi bir
zamanda lipit metabolizmasin1 etkileyen (statin ve fibratlar) ve antioksidan ajanlar

kullananlar ¢alismadan ¢ikarilmigtir.



Kan Basimci Olciimii

24 saatlik ambulatuvar kan basinci 6l¢iimii, ¢alisgmaya alinan tiim bireylere
uygulanmistir. Olgiimler Avrupa Hipertansiyon Cemiyeti’nce onayli Schiller marka,
BR-102 cihazi ile sol koldan yapilmistir(13). Avrupa Hipertansiyon Dernegi ve Avrupa
Kardiyoloji Dernegi’nin siiflandirmasima gore 24 saatlik Ambulatuar Kan Basinci
Olcuimii (AKBO) > 130/80 mm Hg ve/veya giin i¢ci AKBO >135/85 mm Hg olmas1

hipertansiyon olarak degerlendirildi(4).
Kan Orneklerinin Toplanmasi ve RNA izolasyonu

Tiim kan 6rnekleri 12 saat aglik sonrasinda sabah a¢ olarak Etilendiamin Tetra
asetik asit (ETDA) igeren vakumlu tiiplere alindi. Serum o6rnekleri alindiktan sonra
Istanbul Universitesi, Cerrahpasa Tip Fakiiltesi, Tibbi Genetik Anabilim Dali’nda 4°C
sicaklikta 3000 rpm’de 10 dakika boyunca santrifiij edilerek beyaz ve kirmizi kan
hiicreleri serumdan uzaklastirildi, serumlar 2 ml’lik alikotlar halinde RNA ayristirmasi

yapilana kadar -80°C buzdolabinda saklandi.
Serum Orneklerinden RNA Ayristirllmasi

30 hipertansiyon, 30 BOH ve 30 kontrolden almnan tiim kan &rneklerin her
birisinden 400 pL kullanilarak miRNeasy Mini Kit (Qiagen, Hilden, Germany)
yardimiyla total RNA ayristirilmast iiretici firmanin protokoliine uyularak yapildi. RNA
saflig1 ve konsantrasyonu NanoDrop ND-2000c kullanilarak spektrofotometrik olarak

belirlendi (Thermo Fisher Scientific, Inc, Wilmington, DE).



cDNA sentezi ve Kantitatif Real-Time PCR

Her 6rnegin toplam RNA’sindan alinan 2 uL ile ilk standart DNA sentezi
(cDNA) "miScript II RT Kit" kullanilarak Qiagen firmasinin protokoliine uygun olarak
yapildi. MiRNA’larin ekspresyon seviyelerini takip etmek i¢in Custom miScript
miRNA PCR Array (Qiagen) kullanildi. Daha 6nce yapilan galigmalarda hipertansiyon
ile iliskisi saptanmig miR-125a(14) ve miR-155(15) ¢aligildi. MiRNA’larin ekspresyon
diizeylerini normalize etmek i¢cin RNU6B kullanildi. Kantitatif qRT-PCR (reverse
transcription-polymerase chain reaction) olusturulmasi igin Roche LightCycler 480-11
real-time cycler (Roche, Basel, Switzerland) kullanildi ve her 6rnek igin 2 kez caligildu.
Rolatif ekspresyon seviyelerini analiz etmek i¢in daha once ki ¢aligmalarda kullanilan

delta-delta-CT metodu kullanildi(16).
Istatistiksel Hesap

Calismamizda BOH ile ¢alistigimiz miRNA larm ortalama rolatif expresyon
diizeyleri arasindaki anlamli bir fark bulabilmemiz i¢in ¢alisma baglamadan Once
yapilan gii¢ analizinde %80 gli¢ (2-taraf %5 anlamlilik ) i¢in gereken asgari hasta sayisi
56 (28 hasta her grup icin) olarak bulundu. Tim veriler Windows 22.0 versiyon igin
diizenlenen SPSS software (SPSS Inc, Chicago, IL, USA) kullanilarak analiz edildi.
Devamlilik gosteren degiskenlerin gruplar arasi karsilastirmasinda one-way ANOVA
(Analysis of Variance) testi kullanildi. Takibindeki post hoc degerlendirme ise
Bonferroni metodu kullanilarak yapildi. Kategorik degiskenlerin karsilastirilmasinda ise
Ki-kare testi veya Fisher exact testi uygulandi. Sayisal verilerin korelasyonunda
Pearson, kategorik degiskenlerin korelasyonunda Spearman yontemleri kullanildi. p
degeri < 0,05 ise istatistik olarak anlamli kabul edildi. Devamlilik gdsteren degerler

ortalama ve standart sapma seklinde verildi.



Bulgular

Calismaya alman 30 BOH (20 kadin, 10 erkek) hastasinin yas ortalamasi
45,3+7,1, hipertansiyon (17 erkek, 13 kadin) hastasinin yag ortalamas1 47,2+5,4 iken, 30
saglikli kontroliin yas ortalamasi 44,3+5,7 idi. Calisma gruplarinin demografik verileri
Tablo 1’de verilmistir. Gruplar arasinda yas, cinsiyet dagilimi, viicut kitle indeksi ve bel

cevresi Ol¢iimlerinde fark saptanmamaistir.

Tablo 1. Calisma gruplarinin demografik verileri ve labaratuvar sonuglari.

Kontrol BOH Hipertansiyon

(n=30) (n=30) (n=30) i
Cinsiyet (Kadin/Erkek) 20/10 20/10 17/13 0,65
Yas (yi) 44.3+5,7 45,3+7,1 47,2454 0,164
Viicut kitle indeksi (kg/m?)| 23,6+61,1 23,8+1,3 23,714 0,772
Bel gevresi (cm) 85,3+6,7 8545,2 83,1+4,5 0,239

Gruplar arasinda glukoz, HbA ¢, total kolesterol, HDL, LDL, trigliserid, tiroid
stimulator hormon, kreatinin ve kreatinin klirensi degerleri karsilastirildiginda fark

gorilmemistir (Tablo 2).



Tablo 2. Caligsma gruplarinin demografik verileri ve labaratuvar sonuglari.

Kontrol BOH Hipertansiyon

(n=30) (n=30) (n=30) i
Glukoz (mg/dl) 85,5+5,2 88,249.2 88,8+7,7 0,158
Hemoglobin A;c (%) 5,2+0,4 5,3+0,3 5,4+0,3 0,134
Total kolesterol (mg/dl) 176,8+23 182,8+16,1 181,16,5+ 0,408
HDL (mg/dl) 58,9+13,2 53,6+10,7 53,2+11,2 0,117
LDL (mg/dl) 105,6+20,9 | 111,8+10,4 110,8+17 0,302
Trigliserid (mg/dl) 91,1#29,1 | 103,2+287 | 96,3+34,1 0,319
TSH (uIU/ml) 2,211 19+1,1 1,9+0,9 0,523
Kreatinin (mg/dl) 0,7+0,2 0,8+0,1 0,8+0,2 0,439
Kreatinin klirensi (ml/dk) | 111,4+31,4 | 123,1+29,4 117,4+£27,6 0,320

Calisma gruplarmin klinik ve ambulatuvar kan basinci dlglimleri Tablo 3’de
verilmistir. Klinik SKB ve DKB 6l¢iimleri kontrol grubunda anlamli olarak en diisiik
saptanmistir (sirastyla p<0,001 ve p<0,001). 24 saatlik, giin i¢i ve gece SKB ve DKB

Olctimleri anlaml1 olarak hipertansiyon grubunda yiiksek saptandi (hepsi i¢in p<0,001).



Tablo 3. Calisma gruplarinin klinik ve ambulatuvar kan basinci 6l¢iimleri.

Kontrol BOH Hipertansiyon

(n=30) (n=30) (n=30) P
Klinik SKB (mm Hg) 121,7+6,9 148,8+4,3 149,6+5,3 <0,001%
Klinik DKB (mm Hg) 75,2455 94,3+3,6 94,7438 <0,001°
24 saatlik SKB (mm Hg)*| 119,8+8,7 118,1+8,8 145,2+4 4 <0,001
24 saatlik DKB (mm Hg)*| 71,66,4 74,357 91,7+3.9 <0, 001
Gun i¢i SKB (mm Hg)* 122,1+9,9 121,8+9,3 151,4+4.5 <0,001
Gun i¢ci DKB (mm Hg)* 78+8,4 77+7,6 96,5+3.,5 <0, 001
Gece SKB (mm Hg) * 108,9+6,8 | 110,1%872 127,4+6,8 <0,001
Gece DKB (mm Hg) * 68,1+5,3 66,6+4,1 78,6466 <0,001

*BOH ve kontrol, p<0,001, hipertansiyon ve kontrol, p<0,001; "BOH ve kontrol,

p<0,001, hipertansiyon ve kontrol, p<0,001.

Gruplar, saptanan miR-125a ve miR-155 ekspresyon seviyeleri agisindan

karsilastirildiginda anlamli fark bulunamadi (Tablo 4).

Tablo 4. Calisma gruplarinda miR-125a ve miR-155"in ekspresyon seviyeleri.

Kontrol BOH Hipertansiyon

(n=30) (n=30) (n=30) P
miR-125a 15,7+16,6 13,2+11,7 15,4+11,8 0,572
miR-155 8,5+8,9 10,2+8,2 8,418,4 0,284
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Sekil 1. Calisma gruplarinda miR-125a’in ekspresyon seviyeleri.
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Sekil 2. Calisma gruplarinda miR-155’in ekspresyon seviyeleri.
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Calisilan tiim bireylerin miR-125a ile miR-155 (r=0,861, p<0,001) expresyon
seviyeleri anlamli olarak ayni yonde iliskili saptandi (Sekil 3). miR-125a seviyeleri ile
klinik, kan basinci ve labaratuvar 6l¢iimleri arasinda iliski saptanmadi. miR-155 ile bel
cevresi arasinda anlamli olarak ters yonde iliski saptandi (Sekil 4). miR-155 ile diger

klinik, labaratuvar ve kan basinci 6l¢iimleri arasinda iligki goriilmedi.

(r=0,861, p<0,001)

miR-125a

0 10 20 30 40
miR-155

Sekil 3. Calismaya alinan tiim bireylerin miR-125a ile miR-155 diizeyleri arasindaki

iliski.
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Tartisma

Arteriyel hipertansiyon; miyokard infarktiisii, konjesif kalp yetersizligi, inme ve
kardiyovaskdler olaylarla ilgili morbidite ve mortalitenin énemli bir risk faktéridur.
Diinya capinda bir milyardan fazla eriskin primer veya esansiyel hipertansiyondan
etkilenmektedir. Hipertansiyon Onleme ve tedavi icin mevcut stratejiler olayin
patofiziyolojisi ve nedenlerinin anlasiimasinda yetersiz kalmistir. BOH; tekrarlayan ofis
ziyaretlerinde ofis kan basinct Olglimlerinin yiiksek olmasina ragmen, ev tansiyon
Ol¢timlerinin normal olmas1 veya ambulatuvar kan basinci dl¢timlerinin normal oldugu
durumdur(17). BOH’{in normotansifler ile hipertansifler arasinda bir ara form oldugu ve
hipertansiyonun 6nciilii oldugu bilinmektedir. Literatirde BOH’(n normotansif
kontrollere gore kardiyovaskiiler hastalik i¢in artmis bir risk faktorii oldugu fakat bu

riskin hipertansifler kadar olmadig: da iyi bilinmektedir(18, 19).

MikroRNAlar kiigiik, endojen ve kodlama yapmayan =21-23 bp uzunlugunda
olan RNA molekiilleridir. MikroRNA'lar mRNA'y1 uyarmak veya post-transkripsiyonal
olarak mRNA’y1 inhibe ya da degrade ederek etkinliklerini gdstermektedir. Insan
genomunun yaklasik %60’min ekspresyonunu regiile etmektedir. MikroRNA’lar
diyabet, kardiyovaskiiler hastaliklar ve cesitli kanserler gibi birgok hastalikta tan1 ve
izlemde potent biyo-belirtecler olup, tedavi hedeflerinin belirlenmesi igin

yararlanilabilmektedir.

Hipertansif bozukluklarin patogenezi anlayabilmek i¢in hem normal hem artmis

arter basincinin regllasyonuna iliskin faktorlerin anlasilmasi 6nemlidir. Kalp debisi

ve periferik direng, arter basincinin iki ana faktoriidiir. Kalp debisi, atim hacmi ve kalp

hiz1 ile hesaplanir. Kalp atim hacmi ise miyokardiyal kontraktilite ve vaskiiler damar
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boyutu ile belirlenmektedir. Periferik direng; kiclk arterler (100-400 pm liimen ¢api)
ve arteriyolardaki islevsel ve anatomik degisikliklerle belirlenir. Mekanizmalar1 soyle

Ozetleyebiliriz;

1- Intravaskiiler hacim: Uzun donemde arter basincinin ana belirleyicisidir.
Ekstravaskiiler sivi, vaskiler ve interstisyel alanlardan olusur. Ozellikle ekstraselliiler
stvi hacminde gelisen degisiklikler kan hacminde orantili degisikliklere neden olur.
Sodyum ekstraselliiler s1tvi hacminin ana belirleyicisi olan baskin ekstraselliiler iyondur.
NaCl alimi1 bobregin sodyum atilim hizini asarsa basta intravaskuler hacim artar, kalp
debisi yikselir. Ancak ¢ogu damar yatagi kan akimini kendi diizenler ve artmig kan
basincina karsin sabit akim saglanabilmesi i¢in vaskiiler yatagin direncini arttirmasi

gerekir. Fakat zamanla periferik direnc artarak kalp debisini normale dondrdir.

2- Otonom sinir sistemi: Otonom sinir sistemi kardiyovaskiiler hemostazi,
basing, hacim ve kemoreseptor sinyalleri ile saglar. Adrenerjik refleksler kisa donemde,
adrenerjik fonksiyon, hormonal ve hacimle iligkili faktorlerle birlikte kan basincinin
uzun dénemde diizenlenmesine katkida bulunur. Norepinefrin, epinefrin ve dopamin
olarak kardiyovaskuler diizenlemede 6nemli roli olan {i¢ adrenerjik katekolamin vardir.
Cesitli otonomik refleksler kan basincini atimdan atima etkiler. Arteriyel barorefleks,
karotis sindslerinde ve aortik arkusta bulunan gerilme duyarli duyusal sinir
sonlanmalaridir. Bu baroreflekslerin uyarilma hizi, arteriyel basingtaki yiikselmelerle
artar. Bunun sonucu sempatik ¢ikis azalir ve kan basinci ile kalp hiz1 diiser. Bu durum
postural degisiklerde, davranigsal ve fizyolojik streste, kan hacmindeki degisikliklerde
oldugu gibi arteriyal basing degisikliklerinin akut diizenlenmesinde ana mekanizmadir.
Ancak zaman igerisinde arteriyel basingtaki siirekli yiikselmelere barorefleks duyarliligi

cevabi azalir veya buna adapte olur. Bu sekilde baroreseptorler daha yiiksek basinglara
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uyumlu hale gelir. Otonom néropati ve bozuk barorefleks islevselligi olan hastalarda,

aralikli kan basinci pikleri ile gelen asir1 derecede labil kan basinglar1 gozlenebilir.

3- Renin-anjiyotensin-aldosteron sistemi (RAAS): RAAS arter basinci iizerine
etkisini 6n planda anjiyotensin 11" nin vasokonstriktor 6zellikleri ve aldosteronun tuz
tutucu ozellikleri ile saglar. Renin enzimatik olarak inaktif onclli proreninden
sentezlenen bir aspartil proteazdir. Dolagimdaki reninin ¢ogu, jukstaglomeriiler hiicreler
ve henle kulpunun distal ucunda yerlesmis bir grup duyusal hiicrelerde (makula densa)
sentezlenir. Prorenin dolasima dogrudan saliverilebilir veya sekretuvar hiicrelerde
aktive edilerek aktif renin seklinde salinabilir. Renin sekresyonu igin U¢ ana uyaran;
henle kulpunun g¢ikan kalin kolunda azalmig NaCl transportu (makula densa
mekanizmasi), renal afferent arteriyolde azalmig basing veya gerilim (baroreseptor
mekanizmasi) ve 1 adenoreseptorler vasitasiyla renin salgilayan hiicrelerin sempatik
sinir sistemince uyarilmasi’dir. Renin sekresyonunda azalma ise henle kulpunun ¢ikan
kalin kolunda artan NaCl transportu, renal afferent arteriyolda artmis gerilim ve B1
blokajiyla olur. Ayrica renin sekresyonu anjiyotensin II'nin de dahil oldugu bir dizi
hormonal faktorlerle de dizenlenir. Anjiotensin II’nin Anjiotensin Il reseptor tip 1
(AT1) ve tip 2 (AT2) olmak uUzere iki tip reseptorii vardir. Etkilerinin ¢ogu AT1
uzerinden olur. Anjiotensin 1I’nin AT1 reseptorine baglanmasiyla periferik damarlarda
vazokonstriksiyon, aldosteron sentez ve salinimi, renal tiibiiler sodyum gerialinima,
santral sinir sisteminin aktivasyonu ve vasopressin salinimi uyarilir. Anjiyotensin II;
hiicre zarinda bulunan ATI1 {izerinde etki eden oOnemli bir pressér maddedir.
Anjiyotensin 1l, renin sekresyonunu jukstaglomeriler hucreler Uzerindeki AT1
araciligiyla dogrudan inhibe eder. Anjiotensin doniistiiriicii enzim veya anjiyotensin 11

reseptorlerinin farmakolojik blokajina yanit olarak renin sekresyonu artar. Ayrica
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Anjiyotensin I, adrenal zona glomeriilozadan aldosteron sekresyonunda primer uyaran
olup vaskiler duz kas bolinmesinde de etkili gicli bir mitojendir. Hemodinamik
etkilerinden bagimsiz olarak anjiyotensin II, damar duvarinda dogrudan hicresel
etkilerle de atheroskleroz siirecinde rol sahibi olabilecegi diisiiniilmektedir. AT2
bobrekte yaygin olarak bulunur ve AT1’e zit etkilere sahiptir. Baz1 ¢calismalarda RAAS
mekanizmas1 ve HT arasindaki iliski tizerine miR-155, miR-526b, miR-578, miR-34a

ve miR-124’1in etkili olabilecegi gosterilmistir(20).

4- Vaskuler mekanizmalar: Arterlerdeki direng gelisiminde etkili damar ¢ap ve
kompliyans: arteriyel basinci etkileyen onemli etkenlerdendir. Arteriyel akima karsin
gelisen direng, arteriyel capin dordiincii kuvveti ile ters orantilt olarak degisir. Sonug
olarak damar ¢apindaki klgik degisiklikler direngte belirgin artisa yol agar. Hipertansif
hastalarda yapisal, mekanik ya da fonksiyonel degisiklikler kiigiik arter ve arteriyollerin
capmi degistirebilir. Remodelling (yeniden dizenlenme) damar hacminde degisiklik
olmaksizin damar duvarinda geometrik degisikliklerin oldugu durumu ifade eder.
Artmis hiicre sayisi, artmis hiicre boyutu ve intraselliiler matriksin artmis depozisyonu
ile olusan remodelling sonucu vaskiiler liimen c¢ap1 azalir ve artmis periferik dirence
katkida bulunur. Apopitoz, diisiik diizeyde inflamasyon ve vaskiiler fibrozis de
remodellinge katkida bulunur. Liimen g¢ap1 ayni zamanda damarin esnekligi ile de
iligkilidir. Yiiksek derecede esnek olan damarlar artmis voliime fazla basing degisikligi
olmadan uyum saglarkan, yari sertlesmis damarlarda ise damar hacmindeki kigcuk
artiglar basingta biiyiik artiglara sebep olur. Vaskiiler mekanizmalardaki degisimlerin
HT etyopatogenezindeki rolii ile iliskili birtakim miRNA’larla (miR-143, miR-21, miR-

221 ve miR-222) yapilmis ¢alismalar da mevcuttur(14, 20).
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5- Endotel disfonksiyonu: Endotel hiicreleri, damar duvarindaki diiz kas
hicreleri Uzerinde vazoaktif dilatasyon ve konstriksiyon yapan bircok madde
salgilayarak hipertansiyon patogenezinde aktif rol alir. Bunlarin i¢inde en giicliileri
nitrik oksit (NO) ve endotelindir. NO kisa etki siireli, yiiksek penetrasyon 6zelligi olan
bir gazdir. Cok gucli bir vazodilatator olup trombosit adezyon ve agregasyonunu inhibe
edici, damar diiz kas hiicrelerinin ¢ogalmasin1 ve go¢iinii engelleyici etkileri de vardir
(21). Kan basinci degisiklikleri, damar duvarindaki gerilim ve akima bagli mekanik
degisiklikler gibi bir¢ok uyarana yanit olarak endotel hiicrelerinden salgilanir. Boylece
bolgesel ve sistemik kan akimi ve kan basinci regiilasyonunda rol alir. Vazokonstriktor
hormonlara yanit olarak salgilanan gucli bir vazodilatér maddedir ve normal kan
basincinin  stirdiiriillmesini  saglar(22). NO, kan basmcini organlarin perfiizyonunu,
onlara zarar vermeden smirda tutarak saglayan dengeleyici bir maddedir. NO, insiilin
direnci olan kisilerde hipertansiyonun ortaya ¢ikmasinda 6nemli rol oynar. Normotansif
bireylerle karsilastirildiginda ¢ogu hipertansif hastada sistemik arteriyel tonus artisi ile
iligkili bulunmustur(23). Yapilan caligmalarda goriilmiistiir ki; NO kan basincinin
diizenlenesine katkida bulunmakta ve bozulmus NO aktivitesi ile hipertansiyon arasinda
iligki bilinmektedir. Ancak bu iligkinin etiyolojisi ve mekanizmasi ¢ok iyi bilinmemekte
olup bozulmus NO aktivitesinin hipertansiyondan o6nce mi gelistigi yoksa
hipertansiyonun seyri sirasinda mi gelistigi hala net degildir(24). NO’in kan basincini
duzenleyici rolini destekler bigcimde, hayvanlara NO sentezini inhibe eden ilaglar
verildiginde, hipertansiyonun ortaya c¢iktigi goézlenmistir. Bu da kardiyovaskiiler
sistemin kan akimi ve kan basinci regiilasyonunun siirekli NO bagimli vazodilator
etkiyle calistigini diisindiirmektedir. NO seviyeleri ¢esitli ¢alismalarda hipertansif
hastalarda ylksek(25), etkilenmemis(26), diisiik(27-30) olarak bildirilmistir. Bu ¢eligkili

sonuclar nitrik oksid sentaz (NOS) polimorfizmi gibi genetik varyasyonlar nedeniyle
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NO sentezini ve islevini etkiliyor olabilir. Ayrica NO sentezi diyet, bdbrek
fonksiyonlar1 ve hidrasyon durumu gibi birgok faktdrden de etkileniyor olabilir(24).
Endotelin ise endotel hiicrelerinden salgilanan ve diiz kas hiicrelerine endotelin reseptor
A (ETA) uzerinden etki ederek vazokonstriksiyona neden olan bir peptiddir(31). Bunun
yaninda, endotelin reseptér B (ETB) reseptoriine baglanarak prostasiklin ve NO iiretimi
yoluyla vazodilatasyon da yapabilir. Ciddi hipertansiyon olusturulan hayvan
modellerinde kiigiik damarlarin endotelinde endotelin iiretiminin artmis bulunmasi,
hipertansiyon patogenezinde endotelinin  rolinid  desteklemektedir. Endotelin
iretimindeki artis, kan basinci yiikselmesinin yaninda hipertansif kisilerde kiiciik
damarlarda hipertrofik yeniden sekillenmenin olusumundan da sorumlu tutulmaktadir.
Kombine ETA ve ETB reseptor blokeri olan Bosentan’in esansiyel hipertansiyonlu
hastalarda kan basicini diisiirdiigii gosterilmistir(32). Bu da endotelinin kan basinci
yiikselmesindeki roliinii gosteren onemli bir kanittir. Calismamizda baktigimiz miR-
125a ile bazi diger miRNA’larin ( miR-126, miR-217, miR-24 ve miR-130a) HT

etyopatogenezinde rol aldig1 ¢alismalarla gosterilmistir(20).

Multifaktoryal bir hastalik olan hipertansiyon gelisimi iizerine etkili olan bu
mekanizmalar ile iliskili oldugu bilinen bir¢ok mikroRNA’dan 06zellikle endotel
disfonksiyonu ve RAAS yolunda etkili miR-125a ve miR-155 gen expresyon
seviyelerini arastirdik. Calismamizda HT ve BOH hastalar: ile saglikli bireylerin
plazma miR-125a ve miR-155 ekspresyon duzeylerini 6lcerek, bu dizeylerle klinik ve

labaratuvar sonuclar arasindaki iliskiyi arastirdik.

MiR-125a damar endotel hicrelerinden endotelin-1 ekspresiyonunu inhibe
etmektedir. Li ve arkadaslarinin si¢anlarda yaptigi bir ¢alismada, hipertansiyonu olan

siganlarda miR-125a ekspresiyonunun azaldigi ve endotelin-1 ekspresiyonuyla ters
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iliskili oldugunu gostermistir(14). Pulmoner hipertansiyon {izerine yapilan bir ¢alismada
hipoksik pulmoner hipertansiyonlu si¢anlarin akciger dokusunda hipoksik olmayan
siganlardakilere kiyasla miR-125a ekspresyon seviyelerinin daha yiiksek oldugu
bulunmus. Fakat dolasimdaki serum miR-125a ekspresyon seviyeleri pulmoner
hipertansiyonu olan gruptaki siganlarda daha diisiik bulunmus. MiR-125a’nin pulmoner
hipertansiyon etiyo-patogenezinde o6nemli bir rolliniin olabilecegi ve gelecekte
pulmoner hipertansiyon tedavisinde alternatif bir hedef olabilecegi vurgulanmistir(33).
Bizim calismamizda miR-125a ekspresyon seviyeleri en yuksek kontrol grubunda

olmasina ragmen gruplar arasinda anlamli bir fark bulunmadi.

MiR-155 endoteliyel Nitrik Oksid Sentaz (eNOS) enzimini regule ederek ve tip-
1 anjiyotensin II reseptoriinii baskilayarak hipertansiyon gelisimine etki etmektedir(15,
34). Sun ve arkadaglarinin yaptigi ¢alismada miR-155, 3-UTR'ye (3' untranslated
regions) baglanarak eNOS-mRNA stabilitesini azaltip eNOS seviyelerini baskiladigini
gostermislerdir. MiR-155 eNOS seviyelerini doza bagimli olarak azalttifin1 ve eNOS
proteini miR-155'in direkt bir hedefi oldugunu diigiinmiislerdir. Ayrica mutant bir miR-
155 ile de eNOS seviyelerinin baskilanamadigi goézlemlenmistir(15). Diger bir
calismada ise insan umblikal ven endotel hiicrelerinde c¢alisilmis ve artmis miR-155
ekspresyon seviyeleri ile eNOS seviyeleri ve aktivitelerinin azaldigi, buna ilaveten
TNF-a tedavisi ile miR-155 ekspresyon seviyelerinin arttig1 ve bununla uyumlu olarak
eNOS seviyelerinin baskilandigr gozlemlenmistir. Keza anti-miR-155 kullanilarak
TNF-a ile baskilanan eNOS seviyelerinin tekrar arttigi gorilmistiir(34). Bizim
calismamizda mIR-155 ekspresyon duzeyleri hipertansiyon grubunda en diisiik
saptanmasina karsin, tim gruplar arasinda miR-155 ekspresyon diizeyleri agisindan

istatistiksel anlamlilik saptanmadi. MiR-125a ile miR-155 arasinda ileri derecede
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anlamli aym yonde bir iliski goriildii. MiR-155"in bel cevresi 6lcimu ile de ters yonde
anlamli bir iliskinin olmasi metabolik sendromun O6nemli bir komponenti olan

hipertansiyon ile iligkili olabilecegini desteklemektedir.

Son zamanlarda yapilan bazi calismalarda, ¢esitli mikroRNA ekspresyon
diizeyleri ile klinik ve ambulatuvar kan basincit Ol¢limleri arasinda iligki oldugu
gosterilmistir. Kontaraki ve arkadaslarinin yaptig1 bir ¢alismada 24 saatlik ambulatuvar
diyastolik kan basinci 6l¢iimleri ile miR- 143, miR-145, miR-21 ve miR-133 duzeyleri
arasinda anlamli iligski gosterilmistir[38]. Diger bir calismada ise 24 saatlik ambulatuvar
sistolik ve diyastolik kan basinci 6l¢iimii ile miR-296-5p ekspresyon seviyeleri arasinda
anlamli olarak ters yonde iliski oldugu gorilmistiir(35). miR-125a ve miR-155 ile
yapilan c¢alismalarda ambulatuvar ve klinik kan basinct Ol¢limleri arasinda bir iliski
goriilmemistir(36, 37). Bizim ¢alismamizda miR-125a ve miR-155 ekspresyon
seviyeleri ile klinik ve ambulatuvar kan basinct Olglimleri arasinda bir iliski

goralmedi(38).

Calismamizda maliyet etkinligi ¢ok yiiksek oldugundan insan genomundaki tim
mikroRNA’lar1 taramak yerine literatiirde hipertansiyon ile iliskisi en g¢ok bilinen
mikroRNA’lardan miR-155 ile miR-125a expresyon seviyelerini arastirabildik. Yine
yiikksek maliyet etkinligi nedeniyle miR-125a ve miR-155 expresyon duzeyleri ile
endotel disfonksiyonu ile olan iliskilerini belirlemede hedef molekiiller olan endotelin-1
ve eNOS diizeylerine bakamadik. Dolayisiyla calistigimiz plazma mikroRNA
ekspresyon duzeylerini sadece tanisal bir gosterge olarak arastirabildik. Mikro-array
veya RNA sekanslamayla tiim mikroRNA profili ortaya ¢ikarilirsa hipertansiyon ve
BOH icin yeni aday belirtecler belirlenmesine ve giincel belirteclerin dogrulanmasia

daha yardimci olabilecegini diistinmekteyiz. Calisma grubuplarimizdaki vaka sayisini
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giic analizi sonrasi belirlememize ragmen gruplarin nisbi olarak kiiciik olmasindan
dolay1, hipertansiyon ve BOH’iin altta yatan mekanizmalarinin tam anlasilmas1 i¢in
daha ileri in vitro ve in vivo galismalar gerektirmektedir. MikroRNA’larin arter kan
basincindaki  pato-fizyolojik potansiyellerini  ve de endotelyal disfonksiyon,
atheroskleroz ve u¢ organ hasari ile iliskisini agiklayabilmek i¢in daha kapsamli ve ileri

islevsel caligmalarla aydinlatilmasina ihtiyag vardir.

Calismamizda hipertansiyon ve BOH’iin etiyopatogenezini epigenetik yonden
arastirdik ve ¢ikan sonuglar literatir verileri ile uyumluydu. Ancak vaka sayisinin az
olmasi nedeni ile anlaml1 bir iligki gdsteremedik. Hipertansiyon ve BOH hastalarinin
mikroRNA ekspresyon diizeylerinin tutarli oldugu ve ayni yonde degisim gosterdigi
goriilmiistiir. Bu sonuglar hipertansiyon ve BOH’ii anlamamiza ydnelik miRNAlarin
onemli etkileri olabilecegini 6ne siirmektedir. Gelecekte hipertansiyon ve BOH’li
hastalarin tani, tedavi ve takibinde mikroRNA’lar 6nemli katkilar saglayabilir ve klinik
kullanima girebilir. Teknolojinin gelisimi ile yeni nesil sekanslama yontemleri, genetik

ve epigenetik ile hipertansiyon ve BOH arasinda daha fazla iliski kurulabilir.
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