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OZET

Adiyaman ilinde Koroner Arter Hastahgmin Erken Tamisinda Kandaki Uzun
Kodlamayan RNA’lar (LncRNA’lar) (MEG3, MALAT1, MIAT, MCM3AP-AS1):
Erken Biyobelirte¢ Olabilir mi?

Dr. Hamide SAYGILI
Uzmanlik Tezi, Tibbi Genetik Anabilim Dali
Tez Danismani: Prof. Dr. Haydar BAGIS

En yaygin kalp hastalig1 formu olan ve ateroskleroz zemininde gelisen Koroner
Arter Hastaligi (KAH), iilkemizde ve tiim diinyada 6liim nedenleri arasinda birinci
sirada yer almaktadir. KAH etiyolojisinde geleneksel ve yeni tanimlanmis risk
faktorleri ile birlikte genetik temelli nedenlerde oldukca 6nemli rol oynamaktadir.
Poligenik bir hastalik olan KAH patofizyolojisinde ¢evresel faktorler ve ¢ok sayida
genin birlikte rol aldig1 bir¢cok yolak bulunmaktadir. Epigenetik faktorlerin KAH
gelisimine katkida bulundugu ve ©6nemli epigenetik duzenleyicilerden olan uzun
kodlamayan RNA (IncRNA)’larin hastalik gelisiminde rol oynadigi gdsterilmistir.
IncRNA’lar plazma ve diger viicut sivilarinda stabil olmalart nedeni ile
kardiyovaskiiler hastaliklarda 6zellikle KAH tan1 ve prognozuna yonelik yeni bir
biyobelirtec ve tedavi hedefi olarak arastirilmaya baslanmistir. Calismamizda
Adiyaman ilinde KAH siiphesi ile tan1 veya tedavi amagli koroner anjioygrafi yapilan
olgularin periferik tam kan 6rneklerinden IncRNA ekspresyon diizeyleri 6lgiildii. Bu
amacla koroner anjiyografisi normal olan (<%50 darlik, non-obstriktif) 45 olgu ve
koroner arterlerinde kritik darlik saptanarak (>%350 darlik, obstriiktif) KAH tanisi alan
45 olgu olmak iizere toplam 90 olgu caligmaya dahil edilmistir. Periferik tam kan
orneklerinden total RNA eldesi ve cDNA doniisiimii sonrasinda MEG3, MALAT],
MIAT ve MCM3AP-ASL1 icin kantitatif real time polimeraz zincir reaksiyonu (qRT-
PCR) metodu ile IncRNA ekspresyon diizeyleri arastirildi. 2"2°t formiilii kullanilarak
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gRT-PCR sonugclart istatistiksel olarak analiz edildi. IncRNA ekspresyon diizeylerinin
karsilastirilmasinda Mann Whitney U testi, demografik 6zellikler ve klinik bulgulara
gore INcRNA ekspresyon iliskisinin istatistiksel olarak degerlendirilmesinde y 2 (Ki-
kare) testi kullanildi. Arastirilan dort aday IncRNA arasindaki MEG3, MIAT igin
gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamli ifade farkliliklar tespit edildi (p<0.02 ve
p<0.0003). Ayrica MEG3 ekspresyon ¢aligmalar1 sonucu Diabetes Mellitus (DM) ve
hiperetansiyon (HT) aile 0Oykusi bulunmayan hastalarda ve erkek hastalarda
istatistiksel anlamli ifade farkliliklar1 bulundu. MIAT ekspresyon ¢alismalar1 sonucu
ise DM olmayan ve HT oykusu bulunan hastalarda ve erkek hastalarda istatistiksel
anlamli ifade farkliliklar1 tespit edildi. Ekspresyon farkliliklart tespit edilen
IncRNA’larin deneysel ¢alismalarda ateroskleroz ve anjiyogenezde belirgin rolleri
olan genleri (MEG3 icin VEGFR2, ve NLRP3 geni ile MIAT icin VEGF geni)
hedefledikleri bilinmektedir. Hasta gruplarinda farkli ekspresyon diizeylerini tespit
ettigimiz bu IncRNA’larin KAH patogenezinde rol alarak hastalik gelisimine katki
sagladigim1 ve bu hastalik i¢in bir biyobelirte¢ adayir ve muhtemel tedavi hedefi
olabilecegini diisiinmekteyiz. Calisma sonuglarinin KAH olgularmin yoénetiminde ve
ozellikle ateroskleroz ve anjiyogenez ile iligkili mekanizmalara farkli bakis acisi ile

katki saglayacag diistiniilmektedir.

Anahtar kelimeler: Koroner arter hastaligi, IncRNA, aterosklerozis, anjiyogenezis,
MEG3, MIAT
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SUMMARY

In The Early Diagnosis of Coronary Artery Disease at Adiyaman Province, The
Long Non-coding RNAs in the Blood (MEG3, MALAT1, MIAT, MCM3AP-AS1):
Could It Be Early Biomarkers?

Hamide SAYGILI, M.D.
Speciality Thesis, Medical Genetics Department
Thesis Advisor: Prof. Haydar BAGIS, DVM, PhD.

Coronary artery disease (CAD), which is the most common form of heart disease
and which develops on the basis of atherosclerosis, ranks first among the causes of
death in our country and in the whole world. Along with traditional and newly defined
risk factors, genetic based reasons also play a very important role in CAD aetiology.
Environmental factors and several pathways with a large number of genes play a role
in the pathophysiology of CAD, which is a polygenic disease. It has been shown that
epigenetic factors contribute to CAD development and long noncoding RNAS
(IncRNA), which are important epigenetic regulators, play a role in disease
development. IncRNAs have begun to be researched as a new biomarker and treatment
target for the diagnosis and prognosis of cardiovascular diseases, especially CAD, due
to their stability in plasma and other body fluids. In our study, INCRNA expression
levels were measured from peripheral whole blood samples of cases that underwent
coronary angiography for diagnostic or therapeutic purposes with a suspicion of CAD.
For this purpose, a total of 90 cases, 45 cases whose coronary angiographies were
normal (<%50 constriction, non-obstructive) and 45 cases who were diagnosed with
CAD after critical constriction (>%50 constriction, obstructive) was found in their

coronary arteries, were included in study. INCRNA expression levels were researched
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by quantitative real-time polymerase chain reaction (QRT-PCR) method for MEG3,
MALAT1, MIAT and MCM3AP-ASL after total RNA acquisition and cDNA conversion
from peripheral whole blood samples. gRT-PCR results were analyzed statistically by
using 2°2¢t formula. Mann Whitney U test was used to compare IncRNA expression
levels and y 2 (Chi-square) test was used in the statistical assessment of IncRNA
expression relationship according to demographic characteristics and clinical findings.
Statistically significant expression differences were found between groups for MEG3
and MIAT, which are among the four candidate INcRNA researched (p<0.02 and
p<0.0003). In addition, statistically significant expression differences were found in
patients who did not have DM, HT, family history and male patients as a result of
MEG3 expression studies. Statistically significant expression differences were also
found in patients who did not have DM and those who had HT history and male
patients as a result of MIAT expression studies. It is known that IncRNAs which are
detected expression differences target to genes which have specific roles in
atherosclerosis and angiogenesis (VEGFR2 and NLRP3 gene for MEG3, VEGF for
MIAT) in experimental studies. We believe that these IncRNAs, which were detected
different expression levels in patient groups, contributed to the development of disease
by having a role in CAD pathogenesis and they may be a biomarker candidate for this
disease and a possible treatment target. It is thought that the results of the study will
contribute to the management of CAD cases and especially to mechanisms related with

atherosclerosis and angiogenesis with a different perspective.

Keywords: Coronary artery disease, InCRNA, atherosclerosis, angiogenesis, MEG3,
MIAT
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1. GIRIS

Kodlamayan RNA’larin en biyik sinifin1 olusturan uzun kodlamayan RNA
(IncRNA) 200 niikleotidden biiyiik, agik okuma cercevesine sahip olmayan, gesitli
mekanizmalar ile gen ekspresyonunu dizenleyen RNA molekulldir. Cok sayida
fizyolojik ve patolojik siireclerde transkripsiyonel, post-transkripsiyonel ve epigenetik
modifikasyonlar ile gen ekspresyonunu dizenlemektedir. IncRNA’larin biiylime,
farklilasma, embriyogenez, imprinting, anjiogenez gibi bir¢cok biyolojik siirecte
anahtar duzenleyiciler olarak gorev aldigi ve IncRNA’larda bulunan diizensizliklerin
hiicresel siirecleri etkileyerek hastaliklarin gelisimi ve ilerlemesine katki sagladigi
gosterilmistir. IncRNA baslica arastirma alanlarint KAH, norolojik hastaliklar, kanser
ve ¢esitli kompleks hastaliklar olusturmaktadir. INCRNA ekspresyonunun dokuya 6zgu
tarzda spesifik olmasi ve gesitli biyolojik sivilarda tespit edilebilmeleri, hastaliklarin
tanist i¢in uygun bir biyobelirteg ve yeni terapotik hedef olmalarina imkan
saglamaktadir. Bu nedenle giiniimiizde KAH dahil cesitli hastaliklarda IncRNA

arastirmalari biiyiilk 6nem kazanmaya baslamistir.

Aterosklerozis zemininde gelisen Koroner arter hastaligi (KAH) tum dinyada
morbidite ve mortalitenin major nedenidir. KAH etiyopatogenezinde ¢ok sayida risk
faktoru ve mekanizmanin bulundugu tespit edilmistir. KAH gelisiminde ateroskleroz
disinda anjiyogenezi etkileyen faktorlerinde dnemli rol oynadigi bilinmektedir. Guncel
arastirmalar IncRNA’larin KAH gelisim siireclerinde potansiyel rolleri oldugunu
gostermektedir. KAH ile ilgili gesitli kan belirtegleri bulunmasina ragmen tanisal
etkileri ve klinik Onemlerinin yetersizligi nedeni ile yeni genetik tabanl
biyobelirteglere ihtiya¢ duyulmaktadir. IncRNA’larin KAH dahil bir¢cok hastaligin
patogenezine katilmalar1 ve viicut sivilarinda tespit edilmeleri, yeni ve etkili non-
invaziv biyobelirte¢ aday1 ve tedavi hedefi olmalarina imkan saglamaktadir. Yapilan
calismalar IncRNA’larin KAH tanisinin belirlenmesinde duyarli ve 6zgiil yeni bir
genetik tabanli biyobelirte¢ ve etkili bir tedavi hedefi olarak kullanilma potansiyeli

oldugunu gostermekte ve bu alanda ¢alismalar devam etmektedir.



Sunulan tezde KAH olgularinda rolii olabilecegi 6n goriilen aday IncRNA’larin
hasta ve kontrol gruplart arasinda ekspresyon diizeylerinin tespit edilmesi
amaglanmistir. Calismamizda ateroskleroz (NLRP3) ve anjiyogenez (VEGFR2,
VEGF, KLF5) sireclerini etkileyen genler ile iliskileri gosterilmis IncRNA’larin
(MEG3, MALAT1, MIAT, MCM3AP-AS1) hasta ve kontrol gruplari arasindaki
ekspresyon diizeylerinin karsilagtirilmasi hedeflenmistir. Bu nedenle Adiyaman ilinde
KAH nedeni ile tan1 veya tedavi amacli koroner anjiyografi yapilan hastalarda 6nceden
belirledigimiz IncRNA’larin ekspresyon diizeylerinin Gergek zamanli — Polimeraz
zincir reaksiyonu yontemi ile 6l¢iilmesi ve hasta ve kontrol gruplari arasinda IncRNA
seviyelerinin istatistiksel olarak karsilastirilmasi hedeflenmistir. Daha 6nce literatiirde
kardiyovaskiiler hastaliklar ile iligkisi gosterilmis IncRNA’lar ile iligkisi
gosterilmemis ancak benzer patofizyolojik yolaklar ile iliskisi konfirme edilen aday
IncRNA’lar ¢alismaya dahil edilmistir. Belirlenen IncRNA’larin hasta ve kontrol
gruplar1 arasindaki degisiminden yola ¢ikilarak hastalik etiopatogenezi ile iliskili
genetik tabanli biyobelirte¢ ve tedaviye yonelik hedef molekiiller tanimlamak
amaclanmistir. Elde edilen sonuglarin koroner arter hastaliginin erken tanisi, takibi,
prognozu  ve/veya  tedavisinde  kullanilabilmesi  boylece  gelisebilecek
komplikasyonlarin Onlenmesi veya mortalitenin azalmasina katki saglamasi

hedeflenmistir.



2. GENEL BILGILER
2.1. KORONER ARTER HASTALIGI
2.1.1. Tanim ve Simiflandirma

Koroner Arter Hastaligi (KAH) ateroskleroz zemininde gelisen aterom plak
sonucu kalbi besleyen koroner arterlerin ilerleyici sekilde daralmasiyla karakterize

kronik bir hastaliktir.

Ateroskleroz siireci yagli ¢izgilenmeler, aterom formasyonu ve aterosklerotik
plak formasyonu olarak tice ayrilir. Aterosklerozun ilk bulgusu olan yagh
cizgilenmeler arter intimasinda LDL (diisiik yogunluklu lipoprotein) kolesteroliin
birikmesi ve okside olmasi ile intimaya gecen T lenfosit ve monositlerin okside
LDL’yi yiiklenmesi sonucu olusur. Bu ‘yagli ¢izgi’ lezyonlar1 genellikle yasamin ilk
dekatinda aortada, ikinci dekatta koroner arterlerde, tigiincii ve dordiincii dekatta ise
serebral arterlerde gozlenir [1]. Aktive olan endotel hiicrelerinin sentezledigi
sitokinler, diiz kas hiicrelerinin damar duvarina gé¢ etmesine ve ekstraselliiler matrix
sentezlemeleri sonucu fibroz baslik olusturmalarina neden olur. Kollajenden zengin
fibroz doku, diiz kas hiicreleri, makrofaj ve T lenfositlerin tamami olgun aterosklerotik

plag1 olusturur ve damarda ¢ikint1 yaparak kan akiminin azalmasina yol agar [2].

Diiz kas proliferasonu, kollajen ve

diger ekstraselliiler matriks

elemanlarinin birikimi -
birikimi
Lenfosit Kollajen

Sekil 2.1: Aterom formasyonu [2].



Angiografik olarak KAH obstriktif ve non-obstriktif olarak ikiye ayrilmaktadir.
Non-obstruktif KAH, anjinal semptomlara neden olmayan ve en az bir koroner arterde
%20’den fazla ancak %70’den az veya sol ana koroner arterde %50°den az daralmay1
ifade eder. Ayrica major koroner arterlerde %20’den fazla ancak %50’den az daralma
olarak da tanimlanabilmektedir. Koroner kan akimini anlamli dlglide azaltmayan
yaygin aterosklerotik plaklarla karakterize olan bu durum anjiografi yapilan hastalarin
yaklasik %10-25’inde gozlenir [3].

Siklikla egzersizle ortaya ¢ikan nefes darligi, tipik veya atipik gogiis agrisina
neden olan obstriktif KAH ise sol ana koroner arterde %50’den fazla veya ¢ap1 2
mm’den biiyiik epikardial arterlerde %70’den fazla darhigini ifade eder. Ancak bu
tanim major koroner arterlerde %50°den fazla darlik olarak da genisletilebilmektedir.

Obstruktif KAH, koroner angiografi yapilan hastalarin %23.8’inde gdzlenmektedir
[4].

Klinik olarak KAH asemptomatik olabilmektedir. Ancak hastaligin en yaygin
belirtisi, genellikle egzersizle ortaya ¢ikan ve kontrol altina alinabilen kararli gégiis

agrilarina neden olarak hastalarin yasam kalitesini etkileyen stabil anjina pektoristir

(AP). Stabil AP’nin koroner arter hastalarinin %58’ini etkiledigi tahmin edilmektedir
[5].

KAH ateroskleroz siireci ile gelisen bir grup hastaligi tanimlar, ayni1 zamanda
Iskemik Kalp Hastalig1 (IKH) olarak da isimlendirilir ve koroner arterlerde daralmanin

neden oldugu kalp problemlerini ifade eder. KAH ve Akut Koroner Sendrom (AKS)
terimleri birbirinin yerlerine kullanilsa da ayni degildir.

KAH’n bir alt grubu olan Akut Koroner Sendromlar, genellikle aterosklerotik
bir plagin riiptiirii ve trombiis olusumu ile komplike hale gelmesi ve sonrasinda gelisen
vazokonstriksiyon ile koroner kan akiminin ani ve kritik bir sekilde azalmas1 nedeniyle
yasami tehdit eden bir durumdur. AKS terimi STEMI (ST elevasyonlu MI (miyokard
enfaktusi), ST elevasyonsuz MI ve unstabil anjina pektorisi icermektedir.



iskemik Kalp Hastalig
/\/ e S

Stabil Koroner Sendrom Akut Koroner Sendromlar

Obstructive CAD INOCA MINOCA UA / NSTEMI STEMI
N N o NS N NG

Sekil 2.2: iskemik Kalp Hastaligina neden olan KAH tipleri. CAD; Koroner Arter Hastaligi, INOCA,;
Iskemi ve Non-obstriiktif Koroner Arter Hastaligi, MINOCA; Miyokard Infarktiisii ile Non-obstriiktif
Koroner Arter Hastaligi, UA/NSTEMI; Anstabil Angina Pektoris/ST Elevasyonsuz Miyokard
Infarktiisii, STEMI: ST Eelvasyonlu Miyokard Infaktiisii [6].

2.1.2 Epidemiyoloji

En yaygin kalp hastalig1 formu olan KAH, tiim diinyada oldugu gibi iilkemizde
de 6liim nedenleri arasinda birinci sirada yer almaktadir. Diinyada ve Tiirkiye’de
yapilan ¢ok sayida caligmalar gostermistir ki Kardiyovaskuler Sistem (KVS)
hastaliklar1 ve 6zellikle iskemik kalp hastaliklart hem klinik sonuglari hem de maliyet

acisindan en 6nemli hastalik grubunu olusturmaktadir.

Diinya Saglik Orgiitii (DSO) 2016 yili verilerine gére global 6limlerin %31 ini
olusturan ve 6liim nedenleri arasinda birinci sirada yer alan KVS hastaliklari, her yil
17.9 milyon insanin &liimiine neden olmaktadir. KVS hastaliklarina bagli 6lumlerin

dortte Ucunden fazlasi ise diisiik ve orta gelirli iilkelerde meydana gelmektedir [7].

Amerikan Kalp Cemiyeti (AHA) 2019 verilerine gore global olarak 153.3
milyon insanin iskemik kalp hastaligina sahip oldugu ve 2030 yilma kadar 23.6
milyondan fazla insanin KVS hastaliklar1 nedeniyle hayatin1 kaybedecegi tahmin
edilmektedir. Amerika’da her yedi 6limden birinin nedeni olarak koroner kalp
hastalig1 gosterilmektedir. 20 yas ve ilizeri Amerikan populasyonunda koroner kalp

hastalig1 prevalanst %6.7, anjina prevalansi %3.6, MI prevalans1 %3 olarak belirlen-
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mis ve her kirk saniyede bir MI gerceklestigi tespit edilmistir. Insidans calismalarina
gore yillik 720.000 yeni koroner olay ve 335.000 rekiirren olay meydana geldigi
tahmin edilmektedir. Yilda yaklasik 605.000 yeni MI, 200.000 rekirren atak ve
170.000 sessiz MI gelistigi kabul edilmektedir [8].

Avrupa Kardiyoloji Cemiyeti (ESC) verilerine gore tye llkelerde 83.5 milyon
insan KVS hastaliklarina sahiptir. Iskemik kalp hastaliklart bu olgularin 29.4
milyonunu olusturmakta ve hastalik prevalansinin %4.3 oldugu tahmin edilmektedir.
Yapilan ¢alismalarda 1.7 milyon 6lime neden olan ve tim o&liimlerin %20’sini
olusturan iskemik kalp hastaliklarinin, tek basina 6liimiin en sik nedeni oldugu tespit

edilmistir [9].

Tiirkiye Istatistik Kurumu (TUIK)’nun uluslararas: hastaliklar1 smiflandirma
tam1 kodlar1 ICD-10 (International Classification of Disease version 10)’a gore
hazirladig1 2018 yili TUIK 6liim nedeni istatistiklerinde %38.4 ile dolasim sistemi
hastaliklari birinci sirada yer almustir. Iyi huylu ve kétii huylu tiimérlere bagli 6liimler
%19,7 iken solunum sistemi hastaliklar1 ise %12.5 olarak belirlenmistir. Dolagim
sistemi kaynakl1 6liimlerin %39,7’si1 iskemik kalp hastaligindan, %22.4’ii ise serebro-
vaskiiler hastaliklardan kaynaklanmustir. illere gére 6liim nedenleri incelendiginde ise
dolagim sistemi hastaliklarina bagli 6liimlerin en yiiksek oldugu ilk bes il sirasiyla
Corum (%48), Denizli (%47,2), Adana (%46,7), Canakkale ve Afyonkarahisar
(%46,2) olarak siralanmistir [10].

Saglik Bakanligi tarafindan yapilan Ulusal Hastalik Yiikii Calismasi 2017
calismasina gore tiim yas gruplarinda en 6nemli hastalik yiikiinii baglica iskemik kalp
hastaliklar1 olusturmaktadir. Ilk 25 DALY (Disability Adjusted Life Year) kayb
nedeni olarak birinci sirada iskemik kalp hastaligi bulunmaktadir. 2000-2013
déneminde YLL (mortalite yiiki)’ye neden olan en 6nemli hastalik olarak, toplam

YLL’nin %14’{inii olusturan iskemik kalp hastaligi gosterilmistir [11].



Tiirk Kardiyoloji Dernegi onciiliigiinde yapilan TEKHARF (Tiirk Erigkinlerinde
Kalp Hastaligi ve Risk Faktorleri) ¢alismasinin 2017 verilerine gore Tiirkiye’de
eriskinlerde kalp hastalig1 prevalanst %6.7 iken koroner kalp hastali§i prevalansi
%3.8°dir. Kalp hastalig1 prevalans1 kadinlarda %7.3 erkeklerde ise % %6.2 olarak
tespit edilmistir. Koroner kalp hastaliklarina bagli 6liim oran1 %43 olarak belirlenmis
ve baslica 6lim nedeni oldugu kabul edilmistir. 2012 yilinda iilkemizde toplam
420.000 koroner olayin 120.000’1 rekiirren olay, 180.000°1 yeni akut koroner sendrom
ve 120.000’1 sessiz MI olarak tespit edilmistir. Yilda 300 bin yeni ve yeniden koroner
olay sonucu gelisen yillik yaklasik 95 bin 6liim, ani kalp krizi ve akut koroner sendrom
nedeniyle bir yillik mortalite %32 olarak belirlenmektedir. Bolgesel olarak
bakildiginda ise iilkemizde kalp hastaligi Karadeniz ve Marmara bolgelerinde en
yiksek oranlarda, Akdeniz ve I¢ Anadolu bolgelerinde ise en diisiik oranlarda
saptanmistir. Yas ayarli koroner hastalik gelismesi Akdeniz bolgesindeki erkekler ile
Giineydogu’lu kadinlarda anlamli olarak yiiksek bulunmustur [12].

Tiirkiye Halk Sagligi Kurumu tarafindan yapilan Tiirkiye Kronik Hastaliklar ve
Risk Faktorleri Siklig1 Calismas1 2013 verilerine gore Tiirkiye’de erkeklerin %6.4,
kadinlarin %9.8’inde 6ykii ve Rose anketine gore AP varligi tespit edilmistir. Akut M
Oykusl erkeklerde %2,3 kadinlarda %1,1°dir. Beyana dayali doktor tarafindan tani
konulmus koroner kalp hastaligi siklig1 erkeklerde %3,8 kadinlarda %72.3’tiir.
erkeklerde koroner kalp hastaliginin en sik oldugu boélge %?7.5 ile Bati Anadolu,
kadinlarda ise Bat1 Karadeniz ve Orta Anadolu bolgeleri oldugu tespit edilmistir [13].

KVS hastaliklarinin en 6nemli belirleyicileri toplumsal, ekonomik ve kdltirel
degisimler sonucu olusan kentlesme ve nifusun yaglanmasidir. Bununla birlikte stres,
yoksulluk ve kalitsal faktorlerde onemlidir. KVS hastaliklar1 nedeniyle gergeklesen
O0lim oranlan gelismis iilkelerde azalmakta iken gelismekte olan {ilkelerde ise
artmaktadir. Ancak beklenen yasam siiresinde uzama ile niifusun yaslanmasi sonucu
gelismis {lilkelerde de kalp ve damar hastaligi sayisi artmakta ve hastalik yiikii
azalmamaktadir. Bu nedenle KAH ve AKS halen tiim diinyada 6nemini korumaya

devam etmektedir.



2.1.3. Etiyoloji

KAH patofizyolojisinde baslica ateroskleroz siireci olmakla birlikte c¢evresel
faktorler ve genetik yapinin da bu kompleks siirece katkida bulundugu bilinmektedir.
Gegmisten bugiine kadar yapilan ¢ok sayida ¢alismada KAH gelisimde oldukca fazla
sayida risk faktori ve mekanizmanin bulundugu tespit edilmistir. Geleneksel ve yeni
tanimlanan risk faktorlerinin yani sira genetik temelli caligmalarda dahil edilerek KAH

etiyopatogenezinin degerlendirilmesi gerekmektedir.
2.1.3.1. Risk Faktorleri

KAH ile iliskili risk faktorleri ilk olarak 1948 yilinda Framingham Kalp
Calismasi ile belirlenmistir. KAH i¢in bagimsiz risk faktorii olan DM kadinlarda iki,
erkeklerde dort kat risk artisina neden olmaktadir. TEKHARF ¢alismasi tilkemizde en
yaygin risk faktoriiniin sigara oldugunu ve riski li¢ kat artirdigini gostermistir.
Erkeklerde 55, kadinlarda 45 yas tizerinde KAH riski artmaktadir. HT ise riski 2-3 kat
artird1g1 gosterilmistir [14]. DSO verilerine gére KAH ve inme ile iliskili 300°den fazla
risk faktorii bulunmaktadir. Baslica risk faktorl Kriterleri: tiim toplumlarda sik
gorilmesi, bagimsiz olarak hastaliga etkili olmasi ve tedavi ile veya kontrol altina
alindiginda hastalik riskini azaltmasi olarak tanimlanmistir [15]. KAH gelisiminde

baslica rol oynayan geleneksel risk faktorleri Tablo 2.1°de gosterilmektedir.

Aile oykusu KAH eelisimi icin degistirilemeyen risk faktorlerinden biridir.

Prematiir kardiyovaskiiler hastaliklar i¢in aile oykiisli pozitif olanlarda risk artis:
kadinlarda 1.7 kat, erkeklerde 2 kat olarak tahmin edilmektedir. [16]. Cokuluslu
INTERHEART vaka-kontrol ¢alismasina 12149 hasta ve 14467 kontrol katilmistir ve
mevcut ¢alismada MI riski ile aile Gykiisii arasindaki iligki incelenmistir. Arastirma
sonucuna gore tek ebeveynde 50 yasindan sonra dykii oldugunda risk 1.67 iken tek
ebeveynde 50 yas dncesi dykii varsa risk 2.36’ya yiikselmektedir. Iki ebeveynde 50
yasindan sonra 0ykii varsa risk 2.90 iken iki ebeveynde dykii olmakla birlikte biri 50
yasindan once ise risk 3.26’ya yiikselmektedir. Her iki ebeveynde 50 yas oncesi 6ykii
varliginda ise riskin 6.56’ya yiikseldigi gosterilmistir [17].



Tablo 2.1: Koroner Arter Hastaligi Geleneksel Risk Faktorleri

Geleneksel Risk Faktorleri

Degistirilemeyen Bashca Risk

Faktorleri

Degistirilebilen Bashca Risk

Faktorleri

ikincil Risk Faktorleri

Tleri yas (erkek >55 yas, kadin>45 yas)

Yiiksek kan basinct

Diisiik sosyoekonomik diizey

Aile dykisi Anormal kan lipitleri (Total kolesterol, | Mental saglik (depresyon artist risk
LDL ve trigliserit yiiksekligi, HDL | faktori)
dustkligii)

Cinsiyet (erkekte sik) Sigara kullanimi Psikososyal stres (A tipi kisilik)

Etnik yap1 Fiziksel inaktivite Alkol kullanimi

Obezite Lipoprotein (a) yiiksekligi

Diabetes mellitus Sol ventrikil hipertrofisi

Sagliksiz beslenme (yiiksek sature yag | Bazi tedavilerin  kullanimi  (oral
tilketimi, azalmis sebze, meyve | kontraseptiff  hormon  replasman
tiketimi terapisi)

KAH risk faktorlerinin bir¢ogu degistirilebilir faktorlerdir ve tedavi ile kontrol
altina alinabilmektedir. DSO verilerine gére Amerika ve birgok bati iilkesinde KAH’a
bagl oliimler 6nleme ¢alismalari, tan1 ve tedavi sayesinde azaltilmistir. Bu basari
major risk faktorleri olan sigara igiminin azalmast, yiiksek kan basincinin disiiriilmesi
ve serum kolesterol diizeyinin azaltilmasi ile saglanmistir. Bircok kilavuz, KVS
hastaliklar1 igin risk faktorlerine sahip asemptomatik kisilerin taranmasi ve
tanimlanmasi gerektigini 6nermektedir. Boylece KAH ‘a bagl ilk klinik olay veya
tekrarlayict klinik olaylarin gelisimi ile hastaliga bagli erken 6lumlerin 6nine

gecilmekte ve yasam siiresi uzatilmaktadir.

Son 20 yilda kalp ve damar hastaliklarindan kaynaklanan mortalite yliksek gelir
diizeyindeki iilkelerde azalmaktadir. ingiltere’de 1981°den 2000 yilina kadar koroner
kalp hastalig1 riskinde belirgin bir diisiis olmustur. Bu azalmanin %42’si tedavi ile
iliskilidir (%11’ ikincil 6nleme, %13 kalp yetmezligi tedavisi, %8 akut M| baslangi¢
tedavisi, %3 HT tedavisi). Geri kalan %58’lik diisiis tum ndfusu kapsayan risk

faktorlerini azaltmaya yonelik ¢alismalar ile iligkilendirilmistir [18].
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Yapilan caligmalarda KAH gelisiminde birgok yeni faktoriin rol oynadigi
bildirilmektedir. KAH gelisimi ile iliskili oldugu bildirilen baz1 yeni risk faktorleri
asagidaki tabloda gosterilmistir.

Tablo 2.2: Koroner Arter Hastalig1 Yeni Risk Faktorleri

Yeni Risk Faktorleri

Yiiksek homosistein diizeyi

CRP vyiiksekligi

Enfeksiyon varlig1

Koagiilasyon bozukluklari, tromboz durumlari

Natriliretik peptitler (BNP ve pro-BNP yiiksekligi)

Renal yetmezlik

Inflamasyon ve oksidatif stres

2.1.4. Genetik Nedenler

KAH genetik ve cevresel faktorlerin birlikte etkilesimi sonucu gelisen oldukga
kompleks multifaktoriyel bir hastaliktir. Genom capinda iliskilendirme caligmalar
(GWAS)’nda simdiye kadar KAH riskini etkileyen 164’den fazla lokus tespit
edilmistir [19]. Yapilan ¢ok sayida c¢alismalar KAH riskinin kalitsal oldugunu
gostermistir. Oliimciil KAH igin yakin akrabalarda riskin %50 oldugu tahmin
edilmektedir. Genom c¢apinda iliskilendirme ¢alismalarinda da benzer sekilde KAH
icin kalitim riski %40-50 olarak tahmin edilmistir [20].

Ailesel Hiperkolesterolemi (AH) LDL kolesterol yiiksekligi ile seyreden ve
erken yasta KAH gelisimine neden olan tek gen hastaliklarinin en énemli grubudur.
Plazmada artan kolesterol prematur ateroskleroza neden olarak KAH ve inme riskini
artirmaktadir. AH ile iligkili 4 gen tanimlanmisgtir. Hastaligin en sik nedeni, LDL’nin
hiicre ylizeyine baglanarak hiicre igine kolesterol taginimini saglayan reseptor
proteinini kodlayan LDLR (low density lipoprotein receptor) genindeki fonksiyon
kaybettiren mutasyonlardir. Hastaligin otozomal semidominant kalitim gdstermesi
nedeniyle LDLR gen dozaj1 6nemlidir. Klinik bulgular homozigotlarda daha erken
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yasta ortaya c¢ikmakta ve daha ciddi sonuglara neden olmaktadir. Homozigot
hastalarda KAH klinigi ¢ocuklukta ortaya ¢ikmakta ve tedavi edilmezse ugunci
dekattan 6nce 6lum gergeklesmektedir. Heterozigotlarda ise plazma kolesterol diizeyi
kontrollere gore iki kat yiiksek olmakla birlikte toplum siklig1 500°de 1’dir. LDLR gen
mutasyonlart KAH riskini 4 kat artirmakta ve erken baslangigli KAH hastalarinin
%2’sini olusturmaktadir. Genel popiilasyonda plazma kolesterolii yliksek kisilerin
%S5’inde AH tanist mevcuttur. Bu nedenle erken yasta MI gelisen ve kolesterol
yuksekligi bulunan hastalarin AH agisindan arastirilmasi gerekmektedir. AH klinigine
daha nadir olarak PCSK9 geninde fonksiyon kazandiran mutasyonlar, APOB geninde
fonksiyon kaybettiren mutasyonlar ve otozomal resesif kaliim gosteren ARH
genindeki fonksiyon kaybettiren mutasyonlar da neden olmaktadir. Hastalarin
%15’inde ise genetik neden bilinmemektedir [21].

Poligenik bir hastalik olan KAH patofizyolojisinde ¢ok sayida gen ve gevresel
faktorlerin birlikte rol oynadigi bir¢ok yolak vardir. KAH tablosu oksidatif stres, folat-
homosistein metabolizmasi, tromboz ve fibrinolitik sistemleri diizenleyen genlerin
ortak etkisi ile ortaya ¢ikan lipit bozukluklari, endotelyal disfonksiyon, arteriyel
inflamasyon, koagiilasyon bozukluklar1 ve tromboz sonucunda ateroskleroz gelisimi
ile olugsmaktadir [22]. KAH’1n genetik etiyolojisini aydinlatmak i¢in tum bu sureglerle
iligkili olarak genom capinda iligkilendirme calismalar1 ile yeni genetik yatkinlik
nedenleri bulunmakta ve yeni lokuslar aragtirilmaya devam etmektedir. Yaygin
varyant iligkilendirme ¢alismalar1 (CVAS)’na gore 9p21 lokusundaki riskli allellerin
her bir kopyast igin KAH riskinin %30 arttig1 tespit edilmistir. 9p21 lokusu,
populasyona atfedilen en yiiksek risk olmasi nedeniyle son derece ©6nemlidir.
Caligmalar 9p21 varyantlarmin kodlamayan RNA ANRIL (Antisense noncoding RNA
in the INK4 locus) 'in ekspresyonunu degistirdigini, boylece hiicre siklus regiilasyonu
ve proliferasyonu ile iligkili iki siklin bagimli kinaz inhibitérii olan CDKNZ2A ve
CDKN2B’nin aktivitesinin degistigi gosterilmistir [20]. Cesitli patofizyolojik siiregler
ile iligkili olarak KAH gelisiminde rol oynadig: bildirilen baglica genler asagidaki

sekilde gosterilmistir.
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Vasodilation

LDL cholesterol  Triglyceride-rich Inflammation Cellular proliferation Vascular tone Pathway remains uncertain

and lipoprotein(a) lipoproteins and vascular and nitric oxide
remodelling signalling
* SORT1 *LPL *IL6R | * COL4A1-COL4A2 * GUCY1A3 * PPAP2B * CYP17A1-CNNM2-
* PCSK9 * TRIB1 * CXCL12 * MIA3 * EDNRA * WDR12 NTSC2
* APOB * APOAS- * REST-NOA1 * NOS3 * VAMPS-VAMPS~ * KIAA1462
* ABCG5- APOA4- * ZC3HC1 GGCX * ATP281
ABCG8 APOC4- *9p21 « 2682 * HHIPL1
* LPA APOA1 * PDGFD * AK097927 * MFGE8-ABHD2-
* LIPA * ANGPTL4 * SWAP70 * MRAS SMG6-SRR
*LDLR * KSR2 * SLC22A4-SLC22A5 | | » RASD1-SMCR3~
* APOE * ADAMTS7 * ANKS1A PEMT
* BCAS3 * PHACTR1 * UBE2Z-GIP-
* FLT1 * TCF21 ATP5G1-SNF§
* SMAD3 * KCNK5 * PMAIP1-MC4R
*PLG * ZNF507
* HDAC9 * SLC5A3-MRPS6~

* ABO KCNE2

Sekil: 2.3: Aterosklerozisde genetik varyasyon ve patofizyolojik yolaklar [20].

Epigenetik; DNA dizisinde degisiklik olmaksizin gen ekspresyonunda
degisimler olarak tanimlanmaktadir. Epigenetik faktorlerin diyet, ¢evre, yasam tarzi
gibi dig etkiler ile KVS hastaliklarina katkida bulundugu bildirilmistir. Vaskiler
sistemin epigenetik mekanizmalar ile diizenlendigi gosterilmistir. Caligmalar
epigenetik belirte¢lerin damar gelisimi, endotel ve diiz kas hiicre farklilagsmasinda
onemli rolleri oldugunu gostermistir. En iyi bilinen epigenetik mekanizmalar DNA
metilasyonu, histon modifikasyonu, miRNA (micro RNA)’lar ve LncRNA (long non
coding RNA)’lardir. LncRNA'larin ateroskleroz, hipertansiyon, vaskiiler retinopatiler
ve timor anjiyogenezi gibi vaskiiler hastaliklardaki etkileri oldugu bilinmektedir.
LncRNA’larin epigenetik diizenleyici olarak 6nemli fonksiyonlar1 oldugu ve KVS
hastaliklarinda rol oynayabilecegi gosterilmistir [22].LncRNA’lar kromatin yeniden
modelleme veya protein translasyonunu diizenleyerek farkli biyolojik siireglerde
cesitli islevlere sahiptirler ve gen ekspresyonunu epigenetik modifikasyonlar,
alternatif kirpilma, mRNA stabilitesi ve translasyonu gibi posttranskripsiyonel gesitli
mekanizmalarla duzenlemektedirler. Ayrica proliferasyon, migrasyon, apopitoz ve
gelisim gibi ¢esitli hiicresel olaylarda anahtar rol oynamaktadirlar. Yapilan ¢caligmalar

IncRNA’larin ateroskleroz ile iliskili olarak endotel hiicreleri, damar diiz kas hiicreleri,
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makrofajlar ve lipit metabolizmasinin diizenlenmesinde yer aldigmmi ve KAH

gelisiminde potansiyel rolleri oldugunu gostermektedir [23].

Yeni damar olusumu seklinde tanimlanan anjiogenezis fizyolojik ve patolojik
olaylara cevap olarak gelismektedir. Anormal anjiyogenez kanser, ateroskleroz,
hipertansiyon ve iskemik kalp hastalig1 gibi cesitli patolojik durumlar ile iliskilidir.
Guncel galigmalar IncRNA’larin anjiogenez ve vaskiiler hastaliklarda énemli rolu
oldugunu gostermistir. Yapilan ¢alismalarda MALAT1 (Metastasis-associated lung
adenocarcinoma transcript 1), MANTIS, PUNISHER, MEG3 (Maternally expressed
gene 3) ve MIAT (Myocardial infarction associated transcript) in vivo anjiogenezin
onemli dizenleyicileri olarak gosterilmis ve Angio-LncRNA (Anjiyogenez ve
vaskiiler hastalig1 diizenleyen LncRNA'lar) olarak isimlendirilmislerdir [24].

LncRNA ekspresyonunun doku ve hastaliga spesifik olmasi, hem iyi bir biyo-
belirtec hem de terapotik hedefler olmalarin1 saglamaktadir. Tanimlanmis risk
faktorleri ve yasam tarzi degisikliklerine ek olarak, KAH etiopatogenezini olusturan
cesitli patolojik yolaklarda ki genetik nedenlerin ortaya g¢ikarilmas: ile yeni gen

terapilerinin gelistirilerek hastaligin 6nlenmesine katki saglanmasi beklenmektedir.
2.1.5. Tam

2013 ESC Kararli Koroner Arter Hastalig1 Yonetimi Klavuzuna gore KAH tani
ve degerlendirmesi; belirgin dislipidemi, hiperglisemi veya diger biyokimyasal risk
faktorlerinin belirlenmesi ve stres testi veya koroner gortintiileme gibi 6zgil kardiyak
incelemeleri kapsayan klinik degerlendirmeyi igerir. Miyokard iskemisi ile iligkili AP
Ozellikleri; agrinin yerlesimi, karakteri, siiresi ve eforla veya diger artirici veya
rahatlatici faktorler ile iliskisine gore dort kategoride incelenir. AP genellikle gogiiste,
sternum yaninda hissedilir ancak epigastrium, ¢ene alti ve her iki kola kadar
yayilabilir. Stkint1 hissi genellikle 10 dakikadan uzun siirmeyen siklikla baski, daralma
veya agirlik seklinde olmakla birlikte egzersiz ve duygusal stres ile iligkilidir.
Herhangi bir teste karar vermeden once, hastanin genel saglig, eslik eden hastaliklar

ve YK (yasam kalitesi) degerlendirilmelidir.
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KAH’dan siiphelenilen hastalara tam kan sayimi, aclik plazma glikozu, HbA1C,
tiroid hormon duzeyleri, lipit profili, bobrek fonksiyon testleri ve KAH klinik siiphesi
varsa troponin T veya troponin | gibi temel biyokimyasal testler yapilmalidir. KAH
stipesi olan tiim hastalarin 12 derivasyonlu istirahat EKG
(elektrokardiyografi)’sikaydedilmelidir. Istirahat EKG’sinin normal olmas1 iskemi
tanisin1 dislamaz ancak anormal repolarizasyon paternleri gibi KAH belirtilerini
goOsterebilir. Ayrica gogiis agris1 sirasinda ve hemen sonrasinda ¢ekilen EKG her
zaman yararhdir. Istirahat ekokardiyografi (EKO) ve Doppler transtorasik EKO ile
bolgesel duvar anomalilerinin tespiti KAH olasigim1 artirir.  Karotis USG

(ultrasonografi) ile aterosklerotik plaklarin tespiti KAH siiphesini desteklemektedir.

Non-invaziv testlerin tant amacgli degerlendirilmesi i¢in Bayes yaklagimi
gereklidir. Bu yaklasim bir hasta i¢in bireysellestirilmis test sonrasi hastalik olasiligini
olusturmak icin klinisyenin test dncesi hastalik tahminlerini TOO [test dncesi olasilik]
kullanmaktadir. TOO hem hastaligin yayginhigindan hem de hastanin klinik
ozelliklerinden (KAH risk faktorleri) etkilenir. TOO temel belirleyicileri yas, cinsiyet
ve belirtilerin seklidir. Calisma grubu TOO <%15 olan hastalara test yapilmamasini
onermektedir. TOO (%15-85) olan hastalara ek tanisal testlerin yapilmasi
onerilmektedir. TOO > %85 olan hastalara non-invaziv testler yapilmaksizin dogrudan
IKA (invaziv koroner anjiografi) yapilmasi 6nerilmektedir. KAH icin non-invaziv
gorintileme testlerinin %85 duyarlilik ve 6zgiilliikleri vardir. Diisiik sol ventrikiil
ejeksiyon fraksiyonu ve tipik anjinasi olan hastalar yiiksek kardiyovaskiiler olay

riskine sahiptir ve direkt olarak IKA yapilmas: 6nerilmektedir.

Iskemi tanisinda kullanilan stres testlerinden olan Egzersiz EKG testi 12
derivasyonlu EKG izlemi ile yapilan kosu bandi testidir ve TOO %15-65 arasinda ve
KAH’dan siiphelenilen hastalar i¢in uygun bir test olarak degerlendirilmektedir.
Pozitif test 6l¢utu olarak ST-segment ¢cokmesinin 0.1 mV (milivolt) veya 1 mm olmasi
kullanilmaktadir. Uygun se¢ilmis hastalarda koroner BTA (bilgisayarli tomografi
anjiografi) bagka bir segenektir. Miyokard perflizyon sintigrafisi Teknesyum-99m
radyofarmasdtigi kullanilarak kosu bandi egzersiz testi ile yapilan tek foton emisyonlu

bilgisayarli tomografide (SPECT) sik kullanilir ve bélgesel kan akimini yansitan
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isaretleyici tutulumu goriintiilenir. Bu teknikte gecici iskemik dilatasyon ve stres
sonrasi ejeksiyon fraksiyonunun (EF) azalmasi ciddi KAH icin 6nemli bulgulardir.
Stres Kardiyak manyetik rezonans testi iskeminin tetikledigi duvar hareket

bozukluklarinin tanisinda kullanilan stres goriintiileme testlerindendir.

Koroner anatomiyi degerlendiren non-invaziv teknikler bilgisayarli tomografi
(BT), koroner BTA, manyetik rezonans koroner anjiografidir. Non invaziv testler
biiyiik oranda KAH tanisii belirleyebildikleri i¢in IKA nadiren gerekli olmaktadir.
Stres goriintiileme teknikleri uygulanamayan, diisiik EF’ye sahip hastalar ve yiiksek
TOO ve ciddi semptomlar1 olan veya yiiksek riski diisiindiiren klinik 6zellikleri olan
hastalarda erken dénemde diret IKA yapmak, revaskiilarizasyon potansiyeli olan
lezyonlari belirlemek icin uygun oldugu belirtilmektedir. Invaziv girisimleri reddeden,
revaskilarizasyonu istemeyen, perkutan koroner girisim (PKG) veya koroner arter
bypass girisimi (KABG) adayr olmayan veya revaskiilarizasyonun fonksiyonel
kapasiteyi veya yasam Kkalitesini artirmasi beklenmeyen anjinali hastalara IKA

uygulanmamasi 6nerilmektedir [25].

TOUM HASTALAR

|

Belirtileri degerlendirin Kararsiz angina ile Ozel STYszME-AKS
Fizik muayene yapin uyumlu belirtiler klavuzunu zleyin
|stirahat Secilmig
EKG
s GR
Eslik eden hasalikdar ve TKyi Eslik eden hastalikdar veya YK revaski| Tipsal tedavi
dqgerl ndirin lari u clanak digi bir kta =
KAH digi gogus agrst nedenleri? _Bver | [ Uygun sekiide
tedavi edin "
Revaskularizasyon
Hayr l Ev Ever uygunsa KA onerin
SVEF <%50? |———— | Tipik angina?
Hayr J- Hayir Test segimi igin

bl Sekil 2
Koroner darlik varlig) agisindan test oncesi clasihgs

(TOO) degerlendirin (bkz. Tablo 11)

/‘ﬁ Yoksek TOO (>%85)
|

| Ora TOO (%15-85) | | KKAH tamsi konur |
l l l

Diger nedenleri aragurin Tari amagh non-invaziv testler Risk siniflamasina ilerleyin (bkz. Sekil 3)

- - Ciddi derecede yakmmalar olan veya
M resd dayal kararla
an-invaziy testers cayah lararar ve klinik tablosu yuksek riskli koroner

tres testi ile k BTA da i
stres test fle koroner e anatomiye isaret eden hastalarda

s ezl kilavuzun &nerdigi ubbi tedaviyi
Daha fazla yonetim yollar igin blez. $ekil 3 baglaun ve KA anerin.

Islevsel koroner
hasmhg dugunun

Sekil 2.4: Kararli Koroner Arter Hastalig1 siipheli hastalara tanisal degerlendirme[25].
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2.1.6. Biyobelirtecler

Cesitli yaymlarda kardiyak biyobelirteclerin KAH’I1 bireyler igin tani ve
prognoz acisindan Snemli potansiyelleri oldugu belirtilmektedir. Iskemik kalp
hastalarinda dolagimdaki biyobelirtecler miyokard hasari, miyokard yeniden
sekillenmesi, metabolik durum, vaskiiler enflamasyon ve oksidatif stres dahil fakli

patofizyolojik siirecleri yansitmaktadir.

Kardiyak troponin | (cTnl) ve kardiyak troponin T (¢TnT) iskemik hasarin
tanisinda standart biyokimyasal testler haline gelmistir. Kardiyak natritiretik peptidler
iIse miyokard stresinin standart biyobelirtecleridir. Miyokard iskemisi kardiyak
natriiretik  peptidlerin  salinimina neden olmaktadir. Ayrica bu peptidlerin
konsantrasyonlari iskemik bolgenin biiyiikliigi ile iliskilendirilmektedir. BNP (B-tipi
natritretik peptid) ve prohormon B-tipi natritretik peptidin N-terminal kismi (NT-
proBNP) AKS’li hastalarda mortalite ile iligkili gliclii prognostik bilgi saglamaktadir.
Inflamatuar biyobelirteglerden C-reaktif protein (CRP) yiiksek plak yiki ile
iliskilendirilmistir. Sekretuar fosfolipaz A2’nin (PLA2) makrofaj kopik hicre
olusumunu ve aterosklerotik lezyon boyutunu artirdig1 ve iskemik kalp hastaliginda
prognostik degeri oldugu gosterilmistir. Transforme buyume faktori (TGF) Uyesi
GDF-15 doku hasarmin ardindan enflamatuar ve apopitotik siirece katilmakta ve
oksidatif stres isareti olarak disiiniilmektedir. GDF-15’in koroner kalp hastaligi
mortalite tahmini i¢in prognostik oldugu belirtilmektedir. Ancak tim bu sonuglara

ragmen ESC son kilavuzu bu biyobelirteglerin rutin kullanimini 6nermemektedir [26].

KAH erken tanis1 i¢in duyarlilig1 ve ozgilligi yiiksek yeni biyobelirteglerin
kesfedilmesi gerekmektedir. Gilincel g¢alismalarda LncRNA’lar KAH ile iliskili
potansiyel genetik tabanli biyobelirtecler olarak ilgi cekmektedir. Mikroarray temelli
arastirmalarda KAH’l1 hastalarin plazmalarinda CoroMarker (IncRNA AC100865.1)
olarak isimlendirilen bir IncRNA bu hastalik icin stabil, oldukca duyarli ve 6zgiil bir
biyobelirteg olarak tespit edilmistir. KAH erken tanisi, prognozu ve tedavisine yonelik

IncRNA’lar ile ilgili ¢alismalar halen devam etmektedir [27]
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Miyokard hasart

Miyokard Stres/Remodelling

Enflamatuar

Renal Belirtecler

Metabolik Belirtecler

hs-cTnl BNP hsCRP Serum kreatinin Homosistein
hs-cTnT NT-proBNP Lokosit say1si Serum cystatin-C Adiponektin
proANP sST2 FGF-23 Lipoprotein (a)
proADM Neopterin
sST2 Lp-PLA2
GDF-15 (PAPP)A
Copeptin IL-6

Pro-endothelin 1

Myeloperoksidaz

Pentraxin 3

Tablo 2.3: KAH ile iliskili se¢ilmis biyobelirtegler [26].
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2.2. UZUN KODLAMAYAN RNA (LncRNA)
2.2.1. Tamim, Tarihce, Siniflandirma ve Terminoloji

1990’11 yillarda insan genom dizilemesinin baslangicinda beklenenden ¢ok fazla
sayida transkript oldugu bildirilmistir. Genomun %80’inin aktif olarak transkribe
edildigi ancak kodlayict genlerin genomun %2’sinden daha az oldugu ve biiyiik
kismini kodlayict olmayan RNA genlerinin olusturdugu tespit edilmistir. Uzun siire
sayilar1 olduk¢a fazla olan kodlamayan transkriptler ‘junk/cop’ DNA veya
transkripsiyonel giiriiltii olarak diisiiniilerek dikkate alinmamistir. Fakat kodlamayan
transkriptlerin 6nemli bir kisminin fonksiyonel olarak aktif RNA molekiilleri oldugu
gosterilmigtir. Kodlamayan genlerin sayisi tiirler arasinda degisken olmakla birlikte bu
genlerin fazlalig1 organizmanin kompleksligi ile iliskilendirilmekte ve bu durum

ncRNA (non-coding RNA)’larin 6nemini gostermektedir [28, 29].

IncRNA’lar 200 niikleotidden uzun, acik okuma g¢ergevesine sahip olmayan
bunun yanisira DNA, mRNA, protein ve miRNA ile etkileserek ¢esitli mekanizmalar
ile epigenetik, transkripsiyonel, post transkripsiyonel ve translasyonel diizeyde gen
ekspresyonunu duzenleyen molekdllerdir [30]. IncRNA dizileri protein kodlayan
genlerin intronik veya intergenik boélgelerinde bulunabilmekte ve ¢ogunlukla RNA
polimeraz Il araciligi ile sentezlenmektedir. Bazi IncRNA’lar mRNA’ya benzer
sekilde alternatip kirpilma, poliadenilayon ve 5’ sapka formasyonu gostermektedir.
IncRNA’lar diizenleyici rollerine gore sinyal, tuzak, rehber ve iskele olarak fonksiyon
gormektedir. IncRNA’larin transkripsiyon ve sonrasi seviyelerde gen ekspresyonunun
diizenleyici mekanizmalarinda yer alarak, bircok biyolojik siiregte housekeeping

fonksiyonlart yerine getirdigi bildirilmistir [31].

1980’lerde bilim insanlar1 tarafindan doku spesifik genleri ve ekspresyon
paternlerini  belirlemek icin cDNA (complementary DNA) kitiphanelerinin
goriintiilenmesinde farkli hibridizasyon yontemleri kullanilmistir. Amag kodlayic
genler iken sonrasinda RNA’nin kodlayici potansiyeline bakilmaksizin bir yaklagim
benimsenmis ve bOylece o zamanlar mRNA olarak siniflandirilan ve ilk 6karyotik
InNcRNA olan H19 1989 yilinda kesfedilmistir. H19 ekspresyonunun transgenik
farelerde prenatal donemde 6limcul oldugu gosterilmistir. Boylece H19 dozajinin siki
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bir sekilde kontrol edildigi ve embriyonik dénemde 6nemli oldugu bildirilmistir [32].

X kromozom inaktivasyonu (XK1I) iki X kromozomuna sahip olan disilerde bir
X kromozomunun, gelisimin erken doneminde X inaktivasyon merkezi (Xic) olarak
adlandirilan bir lokus aracilig1 ile inaktive edilmesidir. 1990’larin basinda bu lokusun
Xist (X inactivation specific transcript) isimli bir uzun kodlamayan RNA eksprese
ettigi kesfedilmistir. Rastgele XKi’ni baslatmak icin inaktive olacak X (Xi)
kromozomundan mono allelik bir yol ile Xist ekspresyonunun aktive edildigi ve
Xist’inXi {izerine yayilarak cis pozisyonda gen susturmay1 baslattigi tespit edilmistir.
H19 ve Xist ile ilgili bu 6ncl ¢alismalar, IncRNA’larin biyolojik anlamlart ile iligkili
olarak protein kodlamayan genlerin fonksiyonlar1 hakkinda bilim insanlarinin bakis
acisin1 kokten degistirmistir. Bu nedenle IncRNA’lar1 tanimlama ve karakterize etmek

icin 2000’11 yillarda kiiresel bir ¢alisma baslamistir [32].
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Sekil 2.5: Okaryotik ncRNA kesiflerinin tarihsel semasi [32].

Cesitli epigenetik mekanizmalar ile gen ekspresyonu kontrol edilmektedir.
DNA metilasyonu ve histon modifikasyonlar1 gibi kovalent modifikasyonlarin aksine
IncRNA’lar, mRNA degredasyonu ve kromatin yeniden diizenlenmesinde rol
oynadiklar1 i¢in niikleozom yeniden diizenlenmesinin en 6nemli kovalent olmayan

epigenetik modifikasyonlaridir [33].
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Bilinen ncRNA’larin ¢ogu hiicresel farklilasma, dozaj kompanzasyonu,
genomik imprinting gibi biyolojik sureglerde dnemli bir role sahip olmakla birlikte
kanser, Alzheimer hastaligi ve kardiyovaskiiler hastalik gibi ¢ok sayida kompleks
hastalik ile giliclii bir sekilde iligkilidir. Hastalik ile iligkili tek niikleotid
polimorfizimlerinin (SNP) %90’dan fazlasinin genomun kodlamayan bdlgelerinde
veya kodlamayan RNA genlerinde bulundugu bildirilmistir. Bu nedenle hastaliklarin
altta yatan nedenlerini anlamak, daha iyi saglik sonuglar1 ve daha etkili tedaviler

gelistirmek i¢in ncRNA tiirlerini ayirt etmek gereklidir [34, 35].

Genomda predominant olarak bulunan ncRNA’lar baslica housekeeping ve
diizenleyici ncRNA’lar olarak siniflandirilir. Housekeeping ncRNA’lar stirekli
eksprese edilir ve bircok hiicresel slrecte anahtar dizenleyiciler olarak fonksiyon
gormektedir. Bu grup ribozomal RNA (rRNA), transfer RNA (tRNA), small nuclear
RNA (snRNA) ve small nucleolar RNA’y1 (snoRNA) igermektedir [36].

Tablo 2.4: Baslica ncCRNA tiirleri ve islevleri

RNA Tura

islev

tRNA (Tastyict RNA)

Protein sentezi i¢in amino asit tastyicist

rRNA (Ribozomal RNA)

Ribozomun yapisini olusturur

SnRNA (Kigik niikleer RNA)

MRNA splicing ile iliskili

miRNA (Mikro RNA)

Hiicresel homeostaz ve hastaliklarla iligkili gen regiilasyonu

piRNA (Piwi iligkili RNA)

Transpozon kontrolii ve erkek germline genomik stabilite korunumu

SiRNA (Kiiciik sessizlestirci RNA)

Transpozon kontrolu ve disi germline genomik stabilite korunumu

snoRNA (Kiigik niikleolar RNA)

rRNA’nin kimyasal modifikasyonu i¢in temel rol oynar

circRNA (Sirktler RNA)

mMiRNA baskilanmasi

IncRNA (Uzun kodlamayan RNA)

Gelisim, farklilagma ve ¢esitli hastaliklar i¢in kritik gen ekspresyon

dizenleyicisi

lincRNA (Uzun intergenik kodlama yapmayan RNA)

Kromatin remodelling araciligiyla transkripsiyon regtlasyonu

saglar

tasiRNA (Trans-etken kiigiik sessizlestirici RNA)

Trans etkili mRNA regiilasyonu araciligiyla gen diizenlenmesi

tiRNA (tRNA derive stres ile uyarilmis RNA)

Stres durumlarinda protein sentezi gibi hiicresel siirecleri diizenler

tmRNA (Transfer-mesajct RNA)

Takili kalan ribozomlarin diizeltilmesi

20




Regiilatuar ncRNA’lar kiigiik, orta ve uzun ncRNA olarak ii¢ smifa
ayrilmaktadir. Kisa ncRNA’lar 20-50 nt uzunlukta miRNA, siRNA, piRNA’y1
icermektedir. Orta ncRNA’lar 50-200 nt uzunlukta ve uzun ncRNA’lar ise 200
niikleotidden blyik ve maksimum diizenleyici potansiye sahip genis bir RNA sinifidir
[31]. IncRNA’lar insan hiicrelerindeki toplam RNA’larin yaklagik %25’ini
olusturmaktadir (Sekil 2.3) [37].

RNA distribution

Sekil 2.6: insan genomunda RNA alt tiplerinin dagilmm [37].

IncRNA’lar yapi, biogenez ve fonksiyonlarina gore alt gruplara ayrilmakta ve
enhancer, promoter, intronik ve intergenik bolge gibi farkli DNA elemanlarindan
sentezlenebilmektedir [31]. LncRNA’lar sirkiiler ve lineer olarak da ayrica
gruplandirilmaktadir. Sirkiler RNA (circRNA) genlerin %10’undan fazlasinda ters
splicing sayesinde olusturulur ve miRNA aktivite dizenleyicisi olarak major bir role
sahiptir. Sirkiiler RNA’lar intronik (CIRNA, tek bir intron igerir), ekzonik (circRNA,
1-3 ekzon igerir) veya ekzon intron komsulugunda (ccRNA, bir intron ve ekzon igerir)

bulunabilmektedir [34].
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Sekil 2.7: Kodlamayan RNA’larin siniflandirilmasi [31].
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Kodlamayan RNA’lar arasinda IncRNA’lar en yaygin ve fonksiyonel olarak
farkli sinifi olusturmaktadir. LncRNA’lar hayvanlar, bitkiler, maya, viriis olmak iizere
cok cesitli tiirlerde gozlenmekte ancak tiirler arasinda zayif sekilde korunmaktadir.
NONCODE v3.0 verileri IncRNA’lar1 uzunluk dagilimlarina goére Kkiglk-IncCRNA
(200-950 nt), orta-IncRNA (950-4800 nt) ve biylk-IncRNA’lar (4800nt) olarak
gruplandirmaktadir. Insanda IncRNA’larin ¢ogu (%58) kiiglik-IncRNA’lardir (Sekil
2.8) [38].
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Sekil 2.8: insan ve farede IncRNA’larm uzunluk dagilim

IncRNA’lar koken aldiklar1 genomik lokalizasyonlarina gore yedi kategoriye
ayrilabilmektedir. Intergenik IncRNA (lincRNA)’lar protein kodlayict genler
arasindaki kodlamayan DNA dizilerinden iiretilirken intronik IncRNA’lar protein
kodlayan genlerin intronlarindan transkribe olmaktadir. Enhancer IncRNA’lar
enhancer boélgesinden, promoter iliskili IncRNA’lar ise promotere yakin bolgede ve
protein kodlayan transkripte kars1 yonde sentezlenir. Sense ve antisense INCRNA
kodlayici genin sense ve antisense zincirinden sentezlenmekte ve bir veya birkag
intronik/ekzonik sense dizi ile overlap olabilmektedir. Untranslated-region
overlapping IncRNA’lar ise sense zincirde, protein kodlayan genin 3’ UTR
(Untranslated Region) ve 5° UTR bolgesi ile ¢akisan DNA dizilerinden
sentezlenmektedir (Sekil 2.9) [39].

22



Sense [— o
o rotein-coding gene
IAn!i— Sense
sssss el

i lncRINA-
Intergenic LecRIMNA iy oy
o S é - T — -

Enhancer IncRINA
Intronic lncRMNA

- ——C eeee——
Promoter-associated lncRMNA

s S e oeessa—— )

Sense-overlapping lncRMNA

MNatural antisense IncRNA

Untramnslated- regicn

averlapgping nck MNA 5"UTR 3UTR

overlapping overlap

Sekil 2.9: Genomik lokalizasyonuna gore IncRNA siiflanmasi [39].

Promoter siniflamasi temelinde GENCODE araciligi ile tanimli tiim IncRNA’lar
kategorize edilmistir. Intragenik IncRNA’lar tiim IncRNA’larin %64’ iinii
olusturmakta ve ¢ogu (%40) antisense IncRNA olarak siniflandirilmaktadir. Sense
IncRNA’lar %13’inl olusturmakta ve birgok komsu gen nedeniyle %11°i hem sense
hem de antisense olarak gruplandiriimaktadir. Intergenik IncRNA’lar ise %36’sini
olusturmaktadir. IncRNA’lar farkli ve internal promoterden esit oranda (%40)

kopyalanmakta ve %20’si ¢ift yonlii transkribe edilmektedir (Sekil 2.9) [40].

A All IncRNAs: classes B Al IncRNAs: promoters

Intergenic
36% (5687)

Sekil 2.10: Genom ¢apinda arastirmalarda IncRNA siniflarinin dagilimi [40].
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Insan monosit hiicrelerindeki IncRNA’larin kromozomal dagilimini arastirmak
icin yapilan bir ¢alismada, dort saglikli bireyin saflastirilmis monosit hiicrelerinden
yapilan derin dizileme ile elde edilen yeni IncRNA’lar ile GENCODE veri tabaninda
taniml1 IncRNA’lar birlikte degerlendirilmistir. IncRNA’larin en fazla 1, 2, ve 7.
kromozomlarda bulundugu tespit edilmistir. Bu durum ilgili kromozomlarin en biiyiik

kromozomlar olmasi ile iligkilendirilmistir [41].
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Sekil 2.11: Insan monositlerinde IncRNA ekzon igerigi ve kromozomal dagilimi[41].

IncRNA’larin hiicre i¢i lokalizasyonlari, IncSLdb veri tabani ile 11.000’den
fazla IncRNA degerlendirilerek birikimlerine gore ¢ temel lokalizasyona (gekirdek,
sitoplazma, cekirdek/sitoplazma) ve Ug alt tipe (ribozom, kromozom ve niikleoplazma)
ayrilmustir. Bazi IncRNA’larin ¢ekirdekte bazilarmin ise sitoplazmada biriktigi
gosterilmistir. Bazilariin ise hem sitoplazma hem de cekirdekte bulunabilmektedir.
Nkleer ekspresyon seviyesi sitoplazma ekspresyonunun 2 katindan fazla ise niikleer
birikimli, tersi durumda sitoplazma birikimli ve diger durumlarda ise her iki boliimde
birikimli oldugu kabul edilmektedir [42]. Insanda IncRNA’larin  %75’inin
sitoplazmada lokalize oldugu bildirilmistir [43].

Cesitli veri tabanlarinda IncRNA sayilart 2.000 ile 70.000 olarak ifade
edilmektedir. NONCODE veritabanina (giincel versiyon v5.0) gore insanda 172.216
IncRNA transkripti ve 96.308 IncRNA geni tespit edilmistir [44]. GENCODE veri

tabanina (versiyon 31) gore insanda 19.975 protein kodlayan gen ve 17.904 IncRNA

geni tespit edilmistir [45]. DIANA-LncBASE veri tabani deneysel olarak dogrulanmis

en genis sayida LncRNA’y1 igermekte ve IncRNA’larin en biiyiik veri deposudur.

Ayrica bilgisayar temelli tahminleri, primer veri depolarini ve literatlir yorumlarini

birlestiren tek veri tabanidir. LncRNA’larin hiicre ve doku spesifitesi ile ilgili bilgileri

CHIPBase, DIANA-LncBase, LncRNAdb, Noncode v3.0 ve LncRNome veri tabanlart
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saglamaktadir. DIANA-LncBase, IncRNAdb, IncRNA-Disease, Noncode v3.0 ve
IncRNome gibi veri tabanlarinin ¢ogu, hastaliklar ve IncRNA’lar arasindaki
dogrulanmus iliski hakkinda bilgi saglamaktadir [46].

IncRNA’lar bilinen fonksiyonlarma gére isimlendirilir. Her IncRNA’ya
tanimlayict bir isim veya kisaltmasi olan bir gen sembolii verilir, 6rnegin BANCR
kisaltmas1 BRAF-activated non-protein coding RNA’dir. Tire kullanimi, kodlayici
genlere antisense olarak isimlendirilen genler ile sinirhidir. Ornegin BACE1-AS geni
BACE1 anitsense RNA. Fonksiyonu bilinmeyen IncRNA genleri genomdaki
durumuna gére isimlendirilmektedir. Ornegin proksimal bolgede protein kodlayan bir
gen varsa IncRNA’lara kodlayict genin semboll verilir ve uygun olan bir son ek
eklenir; antisense (AS), intronic (IT) veya overlapping (OT). Protein kodlayan gen
lokuslar arasinda bulunan uzun intergenik IncRNA’lara, ortak bir kok sembolii (LINC,
‘long intergenic non-coding RNA”) verilir. Cift yonlii promoter paylasan IncRNA’lar
antisense upstream (AU) olarak isimlendirilir. Ayrica bir IncRNA geni, birden fazla
sayida kodlayici genlere uzanan transkriptler kodlarsa, IncRNAnin 5” ucunda bulunan

ilk kodlayici gen isim olarak kullanilir [47].
2.2.2. LncRNA Olusumu, islev Mekanizmalar1 ve Fonksiyonel Rolleri
2.2.2.1 IncRNA’larin Olusumu

Bir¢ok IncRNA geni protein kodlayan genlere benzer sekilde RNAP Il (RNA
polimeraz I1) araciligiyla sentezlenir ancak bazi IncRNA’lar RNAP III ve spRNAP IV
(single-polypeptide nuclear RNA polimeraz V) tarafindan da sentezlenebilmektedir.
Normalde agik okuma cercevesine sahip olmamalarina ragmen bazi IncRNA’larin
protein kodladigi bildirilmistir. LncRNA sentez sireci mRNA transkripsiyonu ile
5’cap, ¢oklu ekzonik yap1, 3’ poliadenilasyon, normal veya alternatif splicing gibi
bircok benzer 0Ozellik gostermektedir. LncRNA’lar spesifik dokularda diisiik
diizeylerde ve yar1 Omrii 2 saatten az, 16 saatten fazla olabilecek sekilde degisken
(ortalama 3,5 saat) zaman smirl tarzda eksprese edilmektedir [48]. IncRNA’larin
sadece %10 tlim hucre serilerinde, 6nemli bir kismi (%29) ise tek bir hiicre serisinde
tespit edilmektedir [49]. RNA dizileme c¢alismalar1 IncCRNA transkripsiyonunun

bagimsiz oldugunu ve komsu gen transkripsiyonunu etkiledigini gostermektedir.
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INCRNA kokeni halen tartismali olmakla beraber son galismalar matur IncRNA’larin
tigte ikiden fazlasinin transposable element (TE) icerdigini gostermektedir. Bu nedenle

birgok IncRNA’nin TE insersiyonu ile olustugu diistiniilmektedir [50].

IncRNA’larin kopyalandig1 genomik lokuslar transkripsiyon baslangi¢ bolgesine
gore intron, ekzon, promoter, enhancer veya 3’ ve 5 UTR bolgelerini icermektedir
[48]. lincRNA (long intergenic non-coding RNA)’lar kodlayict genlerin arasindaki
bolgelerden sentezlenmekte ve diger ncRNA’lar1 iiretebilmektedir. Ornegin H19’un
birinci ekzonunun mir-675-3p ve miR-675-5p sentezledigi gosterilmistir [51].
Kodlayici genlerin intronlarindan koken alan intronik IncRNA’lar alternatif splicing
ile olusmakta ve bazi ekzonik dizileri icerebilmektedir. Ekzonik bdlgelerden tretilen
sense INCRNA’lar (kodlayan, 5°—3”) ekzonik IncRNA olarak adlandirilir ve mRNA
ile cakismaktadir. Cift yonlii IncRNA’lar kodlayici genlerin baslangi¢ bolgelerine
yakin (<1000 bp) bir mesafede ancak kodlayici genin karsi zincirinden
sentezlenmektedir. Psddogenlerden sentezlenen psddo-IncRNA’lar, ultra korunmus
bolgelerden derive olan T-UCR (Transcribed ultraconserved region), enhancer
boélgeden transkribe olan eRNA ve promoter dizlerden koken alan promoter IncRNA
gibi birgok farkli IncRNA bulunmaktadir. Bazi IncRNA’larin ise mitokondrial
genomdan tretildigi bildirilmistir (Sekil 2.12) [48].
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NAT (natural antisense transcript) antisense zincirden koken alan sense RNA
transkripsiyonunun tamamlayicisidir. Transkripsiyon baslangic bolgesine gore cis-
NAT sense zincir mRNA ile ayni zincirde iken trans-NAT ise sense zincir mRNA’dan
farkli ve antisense zincirde (kalip, 3’— 5°) lokalizedir [52]. cis-NAT’lar karsi
zincirdeki gen ile tam, kismi, basa bas, kuyruk kuyruga veya biitiinlesik sekilde
cakisabilmektedir (Sekil 2.8) [53].

A. Head-to-head overlap B. Tail-to-tail overlap
< - _
C. Embedded overlap D. Overlap in trans
e T ———
e S ) i
W / Sekil 2.13: NATcakisma tipleri.

Sirkuler RNA’lar (circRNA) hem kodlayict genlerden hem de kodlayict
olmayan bolgelerden sentezlenmektedir. circRNA’lar ters splicing sireci ile
downstream 3’ bolge ile upstream 5’ bolge arasinda kovalent bag ile
olusturulmaktadir. Ayrica circRNA’lar poli-A kuyrugu igermez ve intronlar ile

beraber bir veya daha fazla ekzon icerebilmektedir (Sekil 2.9) [54].
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Sekil 2.14: circRNA sentezi
||||| Circular RNA

IncRNA’lar lokalizasyonlarina gore farkli diizenleyici mekanizmalara sahiptir.
Sitoplazmik IncRNA’lar mRNA translasyonunu ve stabilitesini duzenlemektedir.
Ayrica miRNA ile etkileserek mRNA ekspresyonunu etkilemektedir. Linc-MD1’in,
miR-133 ve mIiR-135’i hedefleyen yarigmaci endojen RNA olarak myoblast
farklilagsmasin1 diizenledigi ve Duchenne Muskiiler Distrofi (DMD)’de azaldigi
bildirilmistir [55]. Cekirdekte lokalize IncCRNA’lar, gen ekspresyonunu inhibe veya
aktive etmek i¢in hedef gene baglanarak TF’leri ve histon kompleksler aracilig: ile gen
regiilasyonu saglamaktadir. Cekirdekte lokalize Xist, kromatin yapisin1 degistirerek
gen transkripsiyonunu etkilemektedir [52].
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IncRNA’lar dokularda ve viicut sivilarinda mRNA’ya benzer stabilite
gosterirken doku spesifiteleri mRNA’dan daha yiiksektir. Kan, idrar ve mide sivisi gibi
cesitli viicut stvilarinda tespit edilebilmeleri nedeni ile uygun bir Klinik belirtectir [56].
Sirkiiler biyobelirtecler olarak viicut sivilarinda tespit edilebilmeleri hastaliklarin
tanist ve prognostik faktorleri olmalarint saglamaktadir. IncRNA’lar ¢esitli uyarilari
yaymak icin ekzozomlar veya diger hiicre dis1t vezikiiller araciligiyla
tasinabilmektedir. Vezikullere yuklenen IncRNA’larin hormon benzeri fonksiyon
gorebilecegi diistiniilmektedir [57]. IncRNA’lar mRNA’dan daha fazla yapisal
karmagiklik gostermektedir. Fonksiyonlarini yerine getirmek icin DNA, RNA veya
proteinler ile etkilesime girdigi ve ikincil veya tigiinciil yapilarinin bu etkilesimlere
aracilik ettigi bildirilmistir. IncRNA’larin bu molekiiller ile baglandiklar1 alanlar
fonksiyonel bolgelerini olusturmaktadir. [58, 59].

IncRNA’lar Sekil 2.15°de gosterildigi gibi DNA, RNA, proteinler araciligi ile
gen aktivasyonu veya baskilamasina neden olmaktadir. Ayrica TF’leri ve kromatin
modifiye edici kompleksler gibi proteinler ile etkileserek gen ekspresyonunu
etkilemek icin molekdler iskele olarak islev gorebilmektedir. DNA ile tamamlayici
etkilesimleri sonucu proteinleri, promoter gibi spesifik bolgelere yonlendirebilmekte
veya DNA bolgelerine spesifik proteinlerin baglanmasini onleyebilmektedir. Ayrica
IncRNA’larin mRNA gibi diger RNA’lar ile baz Gifti olusturabildigi veya miRNA
fonksiyonunu dnlemek igin endojen siinger gibi hareket edebildigi gosterilmistir [60].
IncRNA fonksiyonlarinin primer diziden daha ¢ok korunan ve fonksiyonel olan
sekonder yapr ile iliskili oldugu ileri siiriilmektedir. Ornek olarak GAS5’in sinyal veya
tuzak olarak fonksiyon gérmesinin, sekonder yapilar ve farkli ligandlara afinitesine

bagli olabilecegi bildirilmistir [61].

A\ protein binding B DNA binding
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Sekil 2.15: INCRNA ¢esitli molekiiller ile etkilesimi [60].
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2.2.2.2. LncRNA’larin islev Mekanizmalar

IncRNA’lar farkli biyolojik streglerde transkripsiyonel, post-transkripsiyonel ve
epigenetik modifikasyonlar ile gen ekspresyonunu diizenlemektedir. IncRNA’larin cis,
trans ve antisense etkilesimler araciligi ile gen ekspresyonunu diizenleyen birgok farkl
mekanizmas1 bulunmaktadir. Etki mekanizmalarimin ¢ogu hala belirsiz olmasina
ragmen bazilart agiklanmistir [52]. IncRNA’lar baslica sinyal, tuzak, klavuz ve iskele
olarak islev goérmektedir (Sekil 2.16). Sinyal fonksiyona sahip IncRNA’lar gen
diizenlemesinin zamanin1 Ve lokalizasyonunu belirlemekte ve gene 6zgl ifadeyi
saglamaktadir. Tuzak olarak fonksiyon goren IncRNA’lar cesitli transkripsiyon
faktorlerinin DNA’dan ayrilmasini saglayan bir yem gibi hareket ederek hedef genleri
negatif olarak dizenlemektedir. Klavuz fonksiyonuna sahip IncRNAlar, kromatin
duzenlenmesinde gorevli enzimleri hedef genlere yonlendirmekte ve ilgili genlerin
ifadesini yakindaki komsu genler i¢in ‘cis’, uzak genler igin ‘trans’ diizenleme ile
etkilemektedir. Riboniikleoprotein kompleksler olusturmak i¢in ¢ok sayida proteini bir

araya getirenler ise iskele olarak fonksiyon gérmektedir [62].

SINYAL

TRANSKRIPSIVON
FAKTORLERE

Sekil 2.16: IncRNA’larin molekiiler fonksiyonlari [62].
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IncRNA’lar transkripsiyonel seviyede gen ekspresyonunu aktive veya inhibe
ederek duzenlemektedir. Transkripsiyonu inhibe etmek icin DNA-RNA stabil ucli
kompleksler olusturmak ftizere diizenleyici dizilere baglanmaktadir. IncRNA’lar
kodlayici genin upstream bdlgesine yakin oldugunda, promoter bogesine TF’lerinin
baglanmasini etkileyerek komsu genlerin ekspresyonlarini pozitif veya negatif olarak
diizenleyebilmektedir. Ayrica TF’lerin aktivitesini diizenleyen koaktivatdr olarak

calismakta ve TF, promoter ve polimeraz II enzimini direkt baglayabilmektedir [52].
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Sekil 2.17: Genom diizeyinde IncRNA’larin duizenleyici mekanizmalar1 [30].

IncRNA’lar ayn1 kromozom iizerindeki proksimal genlerin ekspresyonunu
artirmak veya azaltmak igin cis pozisyonda hareket edebilmektedir (Sekil 2.18).
Ornegin IncRNA HOTTIP (HOXA transcript at the distal tip) HOXA gen kiimesinde
bulunur ve ayni kiimedeki diger genlerin ekspresyonunu artirir. Ayrica IncRNA’lar
trans pozisyonda farkli kromozomlar iizerindeki genlerin ekspresyonunu baskilayici
veya artirict etki gosterebilmektedir. Six30S trans etkili IncRNA’dir ve retina
gelisimini saglayan TF Six3 (Six homeobox 3) genini aktive ettigi gosterilmistir [63].
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Sekil 2.18: IncRNA gen ekspresyon diizenleme mekanizmalar [63].

IncRNA’larin komplementer dizileri araciligi ile mRNA’nin transkripsiyon
sonrast siirecini; mRNA’nin alternatif kirpilmasi, mRNA kararliliginin siirdiiriilmesi
veya mRNA degredasyonunu igeren farkli mekanizmalar ile diizenledigi bildirilmistir.
Staufen 1 (STAU1) iligkili mRNA parg¢alanmasinda INCRNA, hedef mRNA’ya 3 UTR
bolgesinde baglanarak mRNA’nin bozunmasini saglamaktadir. ADAR (Adenosine
deaminase acting on RNA) enzimi ¢ift zincirli RNA’da adenozini inozine
doniistiirmekte ve bu degisim RNA yapisini, kirpilma seklini etkileyerek RNA’nin
duzenlenmesini saglamaktadir. Cesitli splicing faktorler ve hnRNP (heterogeneous
nuclear ribonucleoprotein) ile etkileserek alternatif splicing siirecini diizenlemektedir.
Ayrica protein fosforilasyonu, asetilasyonu ve ubikitinasyonunda rol oynayarak
protein aktivitesini etkileyebilmektedir. IncRNA’larin  ADAR enzimi, splicing
faktorler, Staufen 1 gibi RNA baglayici proteinler aracili ile mRNA’nin translasyon
sonrast asamalariin hemen hemen tiim yonlerini diizenledigi gosterilmistir. INCRNA
ve mRNA iligkisinin hedef mRNA stabilitesini ve translasyon verimini etkiledigi, bazi
IncRNA’larin mRNA translasyonunu azalttig1 bazilarinin ise artirdigi gosterilmistir.
Boylece IncRNA’larin RNA diizenlemesinin kontrolii araciliiyla transkriptom ve
proteomu c¢esitlendirmeye yardimer oldugu tahmin edilmektedir. IncRNA’lar MRE
(miRNA responsive element) araciligi ile miRNA’lara baglanmakta ve miRNA’lari

31



direkt veya dolayli olarak diizenleyebilmektedir. IncRNA’nin miRNA adsorbsiyonu
icin molekuler tuzak olarak c¢alismasina siinger etkisi denilmektedir. IncRNA’lar
miRNA ile ceRNA mekanizmasi olusturarak hedef gen inhibisyonunu ortadan
kaldirabilmekte ve miRNA blokorii olarak ¢alisabilmektedir [30, 52, 64]. Karsit olarak
miRNA’larin IncRNA’lar1 negatif olarak diizenledigi de gosterilmistir [65].

TFs = transcription factors

TFs
J_¢\ miRNAs = microRNAs

miRNAs = IncRNAs IncRNASs = long non-coding RNAs
J' / J‘ — activation
TFs I mIENGs =] repression

N

gene expression

Sekil 2.19: IncRNA, miRNA ve TF etkilesimi [66].

IncRNA’lar DNA metilasyonu, histon modifikasyonu ve kromatin yeniden
sekillenmesi aracilig ile epigenetik duizenleyici role sahiptir. Bu amacla histon metil
transferaz, histon demetilaz, histon asetil transferaz (HAT), histon deasetilaz (HDAC)
ve PRC2 ile etkileserek transkripsiyonu diizenler. Ayrica kromatin modifikasyonu ile
iligkili DNA dizilerini veya protein komplekslerini toplayarak cis veya trans olarak
komsu genleri dizenlemektedir. IncRNA’larin kromatine direkt baglanarak seklini ve
tic boyutlu yapisini degistirebildigi bildirilmistir. Ayrica kromatin yapisini daha kararl
hale getirebilecegi veya kromatin/nonhiston baglanmasini kolaylastirarak kromatin
kiimelesmesini degistirebilecegi ileri strtlmektedir [30, 52]. lincRNA’larin yaklagik
%?20’sinin PRC2 (polycomb repressive complex 2)‘ye baglandigi ve diger
IncRNA’larin ise farkli kromatin modifiye edici komplekslere baglanarak gen
ekspresyonunda degisikliklere neden oldugu bildirilmistir [67]. Birgok nukleer
IncRNA, kromatin modifiye edicileri spesifik genomik lokuslarina yonlendirerek
fonksiyon gostermekte ve genelde heterokromatin ve transkripsiyonel represyona
neden olmaktadir. Ancak Histone H3K4 metiltransferaz gibi kromatin degistiricilerin
takviyesi ile ti¢ boyutlu kromatin yapisinin degisimi ve spesifik enhancer bélgelerinin
aktivasyonu araciligi ile transkripsiyonel aktivasyonun gerceklestirildigi de

bildirilmistir [68].
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2.2.2.3. IncRNA’larin Fonksiyonel Rolleri

IncRNA’larin DNA, RNA ve diger transkripsiyonel molekiiller ile etkilesimi
sonucu c¢esitli biyolojik siireclerde ve hastaliklarda c¢ok yonli islevi oldugu
bildirilmistir (Sekil 2.20). Gen ekspresyonunun diizenlenmesi, gen susturma, 1s1 sok
cevabi, Imprinting ve embriyogenez gibi ¢ok sayida biyolojik olaylarda énemli role
sahip olduklar1 gosterilmistir. Ayrica IncRNA mutasyonlar1 virlis enfeksiyonlari,
kanser, norodejeneratif hastaliklar dahil ¢ok sayida hastalik ile iliskilendirilmistir.
IncRNA’lardaki herhangi bir dizensizligin hiicre proliferasyonu, apoptoz direnci,
timor baskilayicilarindan kagma ve anjiyogenezi tetikleme gibi normal hiicresel
stirecleri etkiledigi bildirilmistir. Ancak bugiine kadar IncRNA’lar ile ilgili oldukca
az sayida arastirma yapilmistir [69].
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Sekil 2.20: IncRNA’larin biyolojik fonksiyonlar1 [69].
2.2.3: IncRNA’larin Hastaliklardaki Rolleri

Gen regiilasyonundaki bozukluklarin ¢esitli hastaliklarla iligkili oldugunun
belirlenmesi IncRNA arastirmalarint 6nemli hale getirmektedir. IncRNA’lar ¢esitli
seviyelerde gen regiilasyonunu diizenlemekte ve bu diizenleyici roliiniin bozulmasi

kompleks birgok hastaligin gelisimi ve ilerlemesine katki saglamaktadir.
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IncRNA’lar ¢ok sayida fizyolojik ve patolojik sureclerde yer almaktadir.
Ozellikle dizi ve (¢ boyutlu yapilarindaki anormallikler ile DNA ve protein arasindaki
etkilesim ve ekspresyon seviyelerindeki anormalliklerin birgok hastaligin olusumu ile
yakindan iligkili oldugu tespit edilmistir. Bu nedenle IncRNA’lar bir¢ok hastalik i¢in
terapotik hedef ve biyobelirteg olarak 6nerilmektedir. Simdiye kadar 270.044 IncRNA
geni siniflandirilmis ancak fonksiyon ve hastalik gelisimi tizerindeki etkileri agisindan
cok az sayida transkriptin calisildigir bildirilmistir. miRNA’lar ile ilgili kapsamli
calismalar yapilmis iken IncRNA ¢alismalar1 oldukg¢a sinirlidir [70].

TUmOr olusumu genomik mutasyon, DNA hasari, immun kagis gibi birgok
biyolojik siire¢ sonunda gelismektedir. IncRNAlar bu siireglerde translasyonel
diizenleyiciler olarak gérev yapmaktadir. Ayrica IncRNA’larin proliferasyon, apoptoz,
anjiogenez ve metastaz sureglerini trankripsiyon ve sonrasi seviyelerde diizenledigi
bildirilmistir [71]. Kanser gelisiminde IncRNA’lar 6nemli rol oynamakta ve tumor
baskilayic1 veya onkogenik fonksiyonlar gosterebilmektedir. Ornegin MEG3 normal
beyin dokusunda yiiksek oranda eksprese edilen ve gliomalarda down regule edilen
bir tumor baskilayict IncRNA’dir. PCAT-1 (prostate cancer-associated ncRNA
transkript 1) metastatik prostat kanserinde asiri ekprese edilen ve BRCA2 gen
ekspresyonunu down regtile ederek hiicre proliferasyonu indikleyen bir onkogenik
IncRNA’dir. Genom c¢apinda iligkilendirme ¢alismalar1 ¢esitli kanser tiirleri ile iligkili
cok sayida IncRNA tanimlamistir. IncRNA’larin anormal ekpresyonlarinin tomor
olusumu, metastazi ve kanser evresi ile yakindan iligkili oldugu belirlenmistir. Cesitli

kanserler ile iligkisi gosterilen IncRNA’lar Sekil 2.21°de gosterilmektedir. [72].

IncRNA’larin alt grubu olan T-UCR’lerin spesifik kanserlerde farkli eksprese
edildigi gosterilmistir. T-UCR’ler frajil bolgeler, HOX gen kiimeleri, heterozigosite
kaybinin minimal bdlgeleri gibi kanser ile iliskili genomik bdlgelerde bulunma
egilimindedir. UCR’lerde germline mutasyonlar ve delesyonlarin kronik lenfositik

16semi ve kolerektal kanserde kontrollerden ii¢ kat sik oldugu gosterilmistir [73].
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Brain tumor Leukemia
H19, CRNDE, ADAMTS9-AS2, CRNDE, HOTAIRMI, DLEUT,
DISC2, MALATI, POUS3F3, DLEUZ2, LUNARI, BGL3,
MEG3, CASC2, TSLCI-AS) CCDC26, XIST, NEATI, UCAL

Lung cancer

MALATI, NEATY, SPRY4-ITI,
ANRIL, HNF1A-AS, UCA, HOTAIR,
GASS, MEG3, CCATI, MVIH,
BANCR, PANDAR, EVADR, PVTI,
H19, SOX2-OT

Breast cancer
HOTAIR, ANRIL, DANCR, NEATT,
HIF1A-AS, ZFAS), XIST, HOTAIRM1,
TOPORS-ASL, LSINCT-5

Gastric cancer
UCAI, H19, GHET1, CCATI,
LINCOO152, LSINCT-5, PTENP1,
TUGI, HOTAIR, PVTIL. GASS,
AAI74084, GACAT2, FERIL4

Liver cancer

HULC, Linc00152, HEIH, HOTTIE.
HOTAIR, MALATI DILC, ZFAST,
MEG3, PRAL. LALRY, LET, MVIH,
PCNA-AST, TUC338, UCOOINCR

Pancreatic cancer

H19, HOTAIR, HOTTIP, MALAT],
GASS, HULC, PVTI, LincRNA-RoR,
AF339813, FNSTOC0O0480739,
AFAP1-AS

Ovarian cancer
HIS, LSINCT-5, XIST, HOST2,
NEATI, HOTAIR, PVT],
CDKN2BAS, CCATZ, BC200

Bladder cancer

UCA] UCAla, HOXD-ASY, TUGL,
NcRAN, HI9, MALATI, GHETI,
lINCRNA-p21, MEG3, SPRY4-IT),
line-UBRC1

Renal cancer

PVTI, LET, PANDAR, PTENPI,
HOTAIR. NBAT, LINCO0963,
MALATI, SPRY4-IT1, KCNQIOTI,
GASS, RCCRTI, HIFIA-AS

Prostate cancer
PCATI1, PCATS, PCATIS, PCAS,

Colorectal cancer
CCATY, CCAT2, CCATI-L, CRNDE,

E2F4, HOTAIR., HULC, MALATI, { | PCGEM), MALATI, PVTL,
HIS, FERIL4, PTENPIL, ! \ \ LincRNA-p21, PRNCRI,
KCNGI1OTY, T-UCRs, UCAY | \ CTBPI-AS, TRPMZ, SCHLAPI
|
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Sekil 2.21: Cesitli kanserler ile iliskili IncRNA’lar [72].

IncRNA’lar  epigenetik  modifikasyonlar ile gen  ekspresyonunu
diizenlemektedir. insandaki HOX lokuslarinda bulunan yiizlerce IncRNA, gegici veya
bolgesel etkileri ile kromatine ulasilabilirligi etkilemektedir. HOX lokuslarindan orjin
alan IncRNA HOTAIR (HOX Transcript Antisense Intergenic RNA) PcG (Polycomb-
group protein) proteinine baglanarak trans diizende HOXD lokusunun ekspresyonunu
duzenlemektedir. HOTAIR meme, kolorektal ve hepatosellller kanserlerde yiksek
duzeyde eksprese olmakta ve meme kanseri metastazi icin prediktor olarak
kullanilmaktadir. lincRNA’lar hem komsu hem de uzaktaki genlerin ekspresyonlarini
diizenleyebilmektedir. [incRNA-p21°nin DNA harabiyetine bagli olarak p53 yolaginin
asagisindaki genlerin ekspresyonlarint baskiladigi bildirilmistir [33].

Noronal gelisim boyunca beynin farkli bolgelerinde ve hiicre alt tiplerinde ¢ok
sayida IncRNA eksprese edildigi tespit edilmistir. Baz1 IncRNA’larin néron hiicre
kaderi tayini, noron-glia degisimi ve oligodendrosit olgunlagsmasina katildigi
belirlenmistir. DIX1AS (distal-less homeobox 1 antisense)’nin komsusu oldugu

homebox genlerin ekspresyonunu degistirerek noronal farklilasmaya katildig1 gosteril-
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mistir. IncRNA diizensizlikleri sizofreni, otizm spektrum bozuklugu, Parkinson ve
Alzheimer hastalig1 gibi ¢ok sayida norolojik hastalik ile iliskilendirilmistir. BACE1-
AS (BACE sekretase 1 antisense)’in 8 amiloid Uretimi ve amiloid plak olusumundan

sorumlu oldugu ve Alzheimer hastalig1 ile yakindan iligkili oldugu bildirilmistir [74].

IncRNA’larin nadir genetik hastaliklar ile de baglantili oldugu tespit edilmistir.
Kistik fibrozisli hastalarin brons epitelinde in vivo InCRNA ekspresyonunun
bozuldugu gosterilmistir. Balloy ve arkadaslar1 Kistik fibrozisli epitel hicreleri ile
Kistik fibrozisi olmayan hicrelerde Pseudomonas aeruginosa enfeksiyonundan altt
saat sonra farkli eksprese olan 26 IncRNA tanimlamustir [75]. HMI-IncRNA kdltire
edilmis erigkin periferal kan kokenli eritroblastlarda, kord kan1 kdkenli eritroblastlara
gore anlamli olarak yiiksek bulunmustur. HUDEP-2 (Human Umbilical Cord Blood-
Derived Erythroid Progenitor-2) hiicrelerde HMI-IncRNA down regilasyonunun HbF
ekspresyonunu artirdiginin gosterilmesi ile orak hticre anemisi ve B talasemide HbF

indlksiyonu igcin HMI’nin terap0tik hedef olabilecegi ileri stiriilmiistiir [66].

Kompleks hastaliklar ¢esitli ¢evresel faktorler ile diisiik penetransl ¢ok sayida
genetik varyantlarin kombinasyonu ile olusan ve Mendeliyen kalitim paternlerine
uymayan multifaktoriyel hastaliklardir. KAH, otoimmun hastaliklar, ndrolojik
hastaliklar, kanserler ve birgok hastalik bu smiflandirmaya katilmaktadir.
IncRNA’larin ¢esitli kompleks hastaliklarda diizensizlestigi ve hastalik gelisimi ve
ilerlemesi ile yakindan iligkili oldugu bildirilmistir [76].

Tablo 2.5: Hastaliklarda rol oynadig gosterilen bazi IncRNA’lar [76].

Hastalik IncRNA Hastalk INcRNA
Akciger kanseri Linc-p21 Skiiamoz Karsinoma CUDR
Losemi ve lenfoma RMRP Psoriazis PRINS
Kolon kanseri uc.73A Angelman sendromu Ube3a-as
Meme kanseri Zfasl Alzheimer hastalig BACE1-AS
Prostat kanseri PTENP1 B hiicreli lenfoma BIC

Frajil X sendromu ASFMR1 Otoimmun tiroid hastalig1 SAS-ZFAT
Osteosarkom LOC285194 Spinoserebellar ataksi tip 8 ATXNSOS
Papiller tiroid ca AKO023948 Noroblastom ncRAN
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2.2.4. Kardiyovaskiiler Sistem ve IncRNA’lar

Kardiyak hiyerarsi, memeli kalbini olusturan ¢ok sayida 6zellesmis hiicre tipi
nedeni ile oldukca komplekstir. Tiim diinyada 6liimiin baslica nedeni olan KVS
hastaliklarinin altta yatan etiyolojisinin daha iyi anlasilmasi oldukc¢a Onemlidir.
IncRNA diizensizliklerinin KAH dahil bircok KVS hastaligima neden oldugu
gosterilmistir. KVS hastaliklar1 ile iligkili molekiiler ve hiicresel mekanizmalar
gunimuizde daha iyi anlasilmis olmasina ragmen birgok bilmece ¢dzilmeye devam
etmektedir [77].

IncRNA’larin intrinsik transkripsiyonel regilasyonu hem gelisimsel siiregler
hem de patolojik kosullar altinda degisebilmektedir [78]. Kardiyak gelisim veya
hastalik boyunca binlerce IncRNA’nin eksprese edildigi bildirilmesine karsin
fonksiyonlarinin arastirilmasi devam etmektedir. KVS olusum ve islevinin, kodlayici
genler ile transkripsiyon faktorlerinin entegrasyonu ve IncRNA’lart da igeren
diizinelerce kodlamayan genler ile iliskili oldugu tespit edilmistir. Insan embriyonik
kok hicreleri ve zebra baligi kullanilarak TERMINATOR, ALIEN ve PUNISHER isimli
Uc IncRNA karakterize edilmistir. TERMINATOR un kok hiicrelerde embriyonik sag
kalim ve pluripotens igin gerekli oldugu tespit edilmistir. ALIEN’1n mezodermal
dokuya 6zgii oldugu ve fonksiyon kaybi sonucu damar diizeni ve kalp olusumunun
bozuldugu gosterilmisgtir. PUNISHER ise mezodermal ve kardiyovaskiler gelisimin

farkl evrelerinde gerekli oldugu bildirilmistir [77].

eplbl‘)st gastrulation cardiac heart Innmnature mature heart
crescent tube four-chambered
heart
TERMINATOR cA R‘MEN ALIEN KCNQIOTT mm 67/85  mim 77 152
Bravehe FENDRR

Sekil 2.22: Memelilerde kardiyak gelisim [77].

Diyabetik fare modellerinde LncRNA E330013p06’in makrofajlarda asirt
ekspresyonu ile inflamatuar gen ekspresyonu ve kopiik hiicre olusumunu indiikledigi
gosterilmistir. KAH i¢in bagimsiz risk faktorii olarak tanimlanan 9q21.3 lokusu,
INCRNA ANRIL’1n son ekzonlarina komsudur ve ¢ok sayida SNP igermektedir [79].
ANRIL lineer formu artmis ateroskleroz riski ile iliskili iken sirkiiler formunun
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ribozom sentezini, vaskiler hiicrelerde apopitozis ve proliferasyonu duzenleyerek
aterogeneze karsi koruyucu oldugu bildirilmistir [80]. Han ve arkadaslarinin fare
aortik daralma modelinde, INcRNA Mhrt (myosin heavy-chain associated RNA
transcript)’nin kardiyak miyopatiyi tetikleyen Brgl (Brahma related gene 1) genini
antagonize ettigi ve kardiyak hipertrofi ile kalp yetmezligine kars1 koruyucu oldugu
bildirilmistir [81].
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Sekil 2.23: Kardiyak hasar ve yeniden diizenleme ile iliskili IncRNA’lar [79].

IncRNA’larin kalp yetmezligi ile iligkili iskemik hasar, kardiyak hipertrofi ve
fibrozise katildig1, manipiilasyonlar1 ile hastaligin ilerlemesini azalttigi gosterilmistir.
LncRNA NRFnin, RIPK1/RIPK3 genlerinin neden oldugu kardiyomiyosit nekrozunu
inhibe ederek miyokardiyal hasar1 azaltan miR-873 siingeri olarak islev gordiigi
bildirilmistir. NRF inhibisyonunun iskemik kalp hastaliginin tedavisinde yeni
terapOtik yontem olabilecegi diisiintilmektedir. H19un miR-675 aracihigi ile
CAMK2D genini hedefledigi ve kardiyak hipertrofiyi geciktirdigi bildirilmistir [82].
Viereck ve arkadaslari INCRNA Chast (cardiac hypertrophy—associated transcript)
asir1 ekspresyonunun kardiyak hipertrofiye neden oldugunu ve spesifik oligontkleotid
inhibitorler ile hedeflenerek TAC (Transverse aortic constriction) kaynakli kardiyak
hipertrofiyi azalttigin1 gostermistir [83]. Kumarswamy ve arkadaslart MI sonrasi
mitokondrial INCRNA LIPCAR seviyesinin erken donemde azaldigini, kalp yetmezligi
gelistikten sonra arttigini ve kronik kalp yetmezligi gelisen hastalarda mortalite
tahmininde kullanilabilecegini ileri siirmiislerdir [84].
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Sekil 2.24: Hipertrofik kalp ve Kalp yetmezligi siireclerinde IncRNA’lar [82]

2.2.5. IncRNA’lari Koroner Arter Hastahgindaki Rolu

KAH diinya ¢apinda 6liimiin en 6nemli nedeni ve toplumlar igin énemli bir
sosyoekonomik yiiktir. Hastalik olusumu arter duvarindaki ¢ok sayida hiicre tipleri
arasindaki etkilesim ve degisimden kaynaklanmaktadir. KAH ile iliskili ¢esitli kan
belirtecleri tanimlanmasina ragmen tanisal etkileri ve klinik dnemlerinin yetersizligi
nedeniyle yeni biyobelirteclere ilgi artmaktadir. Birgok calisma KAH gelisiminin
IncRNA’lar ile iligkili oldugunu gostermistir. IncRNA’larin doku ve kandaki
ekspresyon imzalar1 hastalik tanisi, prognozu ve tedavinin degerlendirilmesinde
potansiyel rollerine isaret etmektedir. IncRNA’larin plazma ve diger viicut sivilarinda

stabil olmalari, hastaliklar i¢in biyobelirte¢ olmalarina imkan saglamaktadir [23].

Ateroskleroz cevresel ve genetik risk faktorlerini igeren, damar duvarinda plak
olusumu ve inflamasyon ile karakterize kompleks bir hastaliktir. IncRNA’larin
endotelde inflamasyon, hiicre proliferasyonu, migrasyon ve apopitoz gibi ¢esitli
aterosklerotik siireglerde rol oynadig1 gosterilmistir. Bugiline kadar KAH ile iliskili
olarak 30’dan fazla IncRNA karakterize edilmesine ragmen ¢ok sayida IncRNA

ayrintili olarak arastirilmaya devam etmektedir [85].
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Tumor supresor gen olan p53’iin aterosklerozis ilerlemesinde rolii oldugu ve
INcRNA-p21 aracilig1 ile vaskiiler diiz kas proliferasyon ve apopitozunu diizenledigi
gosterilmistir. INCRNA-p21°in p53 hedef genlerinin promoterlerine rehberlik ederek
p53 downstream baskilamasina neden oldugu gosterilmistir. INCRNA-p21 inhibisyonu
ile damar diiz kas proliferasyonu ve intimal hiperplazinin arttig1 gosterilmistir. Ayrica
KAH’I1 hastalarin aort dokularinda INnCRNA-p21 diizeyinin azaldigi ortaya
cikarilmistir. Aterosklerozun ilerlemesinde 6nemli bir asama olan vaskiiler diiz kas
proliferasyonu ile Inc-Ang362°nin iliskili olabilecegi ileri stirtilmiistiir. Lnc-Ang362
knock down edilmesi ile miR-221 ve miR-222’nin azaldig1 ve diiz kas hiicre
proliferasyonunun inhibe oldugu bildirilmistir. Sekil 2.25’de aterosklerozis sureci ile
iliskili IncRNA’lar gosterilmektedir [86].
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Sekil 2.25: Aterosklerozde rol alan IncRNA’lar [86].

INCRNA-ANRIL, CDKN2A/B  (p16™K4A/p15!NKB)  genlerinin  antisense
diizenleyicisidir. Aterosklerotik plaklarda ANRIL 1 yiiksek, CDKN2B’nin diigiik
seviyede eksprese edildigi ve vaskiiler diiz kas proliferasyonunun arttig1 bildirilmistir.
ANRIL knock down edilmesi ile CDKN2B ekspresyonunun artarak diz kas
proliferasyonunun azaldigi gosterilmistir. Bu nedenle ANRIL ateroskleroz ciddiyeti ile
yakindan iligkilendirilmektedir. INcRNA HIF1A-AS1’in hiperlipidemiyi indikleyerek
KAH patogenezinde rol oynayabilecegi ileri siiriilmektedir. APOA1-AS’nin, KAH i¢in
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koruyucu APO-A1l gen ekspresyonunu in vivo ve in vitro negatif diizenledigi
gosterilmis ve terap6tik hedef olabilecegi Onerilmistir. KAH tanist igin yiiksek
duyarhilikta bir biyobelirteg olan CoroMarker’n, inflamatuar sirc¢lerde énemli rol
oynadig1 ve down regilasyonu ile THP-1 (acute monocytic leukemia derived cell)
monosit hiicrelerinde proinflamatuar sitokin saliniminin azaldigi gosterilmistir. KAH
ile iligkili IncRNA’larin fonksiyonlarmin arastirilmasi ve mekanizmalarin tespiti igin
daha fazla ¢calisma yapilmasi gerektigi vurgulanmaktadir [23].

Anjiyogenez ve vaskiiler hastaliklarda IncRNA’larin 6nemli rol oynadigi
gosterilmis ancak az sayida arastirma yapilmistir. MALAT1, MANTIS, PUNISHER,
MEG3, MIAT ve SENCR angio-IncRNA’lar1 olusturmaktadir. MALAT1 knock down
edilmesinin VEGF ve FGF2 gen ekspresyonunu diizenleyerek timdér anjiyogenezini
Oonemli oOlglide azalttigi tespit edilmistir. MALAT1-/- farelerde retinal
vaskiilarizasyonun azaldigi bildirilmistir. MEG3’iin anjiyogenezi farkli mekanizmalar
ile diizenleyebildigi ileri siirilmektedir. MEG3 knockdown edilmesi ile VEGFR2
ekspresyonunun engellenerek VEGF’nin indiikledigi anjiyogenik filizlenmenin
baskilandigi gosterilmis ve MEG3’lin anjiyogenezde olumlu rolii oldugu tespit
edilmistir. Karsit olarak MEG3’iin kapiller yapilarin olusumunu suprese ettigi ancak
mir-9 transfeksiyonunun bu supresyonu kismen ortadan kaldirdigi bildirilmistir. Bu
nedenle MEG3’iin miR-9 slingeri olarak islev gorebilecegi diistiniilmektedir. Sonug
olarak MEG3’ilin anjiyogenez siirecine hem olumlu hem de olumsuz etkisi oldugu
gosterilmigtir. MIAT genindeki tek nikleotid polimorfizimleri MI patogenezi ile
iliskilendirilmektedir. MIAT knock down edilmesi ile VEGF veya TNF-a tarafindan
indiiklenen primitif damarsal ag olusumunun baskilandig1 gosterilmistir. MIAT 1n
miR-150-5p igin siinger fonksiyonu gordiigii ve miR-150-5p iligkili VEGF baskisini
azaltarak anjiogenezi diizenledigi bildirilmistir. Mevcut ¢alismalara ragmen
anjiyogenez siirecinde IncRNA’larin regiilasyonu biiylik 6l¢lide agiklanamamistir
[24].
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Sekil 2.26: Bazi 6nemli Anjiyo-IncRNA’larin fonksiyonel mekanizmalari [24].

IncRNA’larin MI patogenezinde de rol oynadigi tespit edilmistir. Wu ve
arkadaslar1 ratlarda MI sonras1 48 saat i¢inde enfarkte olmus myokard zonunda kalp
spesifik bir IncCRNA olan ZFAS1 (Zing Finger Antisensel)’in up regiile oldugunu ve
haftalar sonra dramatik olarak azaldiginmi tespit etmistir [87]. Gao ve arkadaslari
saglikli kontrollerle kiyaslandiginda MI hastalarinda HOTAIR ekspresyonunun
anlamli olarak diigiik bulundugunu ortaya koymustur. HOTAIR asir1 ekspresyonunun
kismen miR-1’1 negatif diizenleyerek hipoksiyi azalttig1 ve kardiyoprotektif oldugu
bildirilmistir [88]. INcCRNA FAF (Fibroblast growth factor 9-associated factor)
ekspreyonunun akut MI'li ratlarin kardiyak dokularinda azaldig: tespit edilmistir.
FAF’1n kardiyomiyositlerde iskemi ve hipoksi ile indiiklenen apopitozu ortadan
kaldiran FGF9 (Fibroblast growth factor 9) genini pozitif dizenleyerek
kardiyoprotektif oldugu gosterilmistir. Ayrica yeni IncRNA’lar arastirilmaya devam
etmektedir. IncRNA’larin molekiiler mekanizmalarinin belirlenmesi i¢in daha fazla
arastirma yapilarak KAH tani, prognoz ve tedavisinde onemli fayda saglamasi

beklenilmektedir [89].
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2.2.6. IncRNA’larin Tam, Prognoz ve Tedavide Kullanim

IncRNA’larin kesfi, hastaliklarin molekiiler mekanizmasini belirlemenin yani
sira ¢esitli biyolojik sivilarda tespit edilebilmeleri nedeni ile biyobelirte¢ ve terapotik
hedef olmalarina imkan saglamaktadir. INCRNA ekspresyonunun dokuya 6zgi tarzda
spesifik olmasit nedeni ile g¢esitli hastaliklarda IncRNA’larin  diizensizligi
gozlenmektedir. Ornegin ¢esitli kanser dokularmda IncRNA ekspresyon profilinin

normal dokulardan farklilik gosterdigi tespit edilmistir.

Ekzozomlar, birgok viicut sivisinda bulunan ve ¢ok sayida hicre tipi tarafindan
salman hiicre dis1 vezikiillerdir. Cesitli calismalarda igeriginde bulunan proteinler ve
kodlayict olmayan niikleik asitlerin varligt nedeni ile hastalik durumunu
gosterebilecegi ve biyobelirte¢ olarak islev gorebilecegi belirtilmistir. Hiicre dist
IncRNA’lar RNAZ’lara direncglidir ve ¢ogunlukla hiicre dis1 vezikiillerde bulunmalari

nedeni ile biyobelirteg arastirmalarinda dikkat ¢gekmektedir [90].

Onemli bir RNA-baglayic1 protein (RBP) olan heterogeneous nuclear
ribonucleoprotein K (hnRNPK)’ nin INcRNA’lar ile etkilesime girdigi ve translasyon
ve transkripsiyon gibi c¢esitli yolaklarda yer alarak gen ekspresyonunu diizenledigi
bildirilmistir. Kanser gelisiminde hnRNPK ’larin rol oynadiginin tespit edilmesi nedeni
ile iligkili oldugu IncRNA’larin, kanser biyobelirteci veya yeni terapotik hedef olarak
degerlendirilmesi 6nerilmektedir [91].

Son yillarda kanser hastalarinin viicut sivilarinda hastalik ile iliskili
IncRNA’larin tespiti hastalik tanisinda etkili bir yontem olarak dikkat ¢ekmektedir.
Kanser tan1 ve prognozunda, klasik biyopsilere kiyasla invaziv olmamalar1 ve daha iyi
tolere edilmeleri nedeni ile dolasimdaki IncRNA’larin kullanimi tercih edilmekte ve
rutin kullanim icin biiyiik avantaj saglamaktadir. Kanser iliskili IncRNA’larin
tespitinin, saglikli insanlar1 kanser hastalarindan erken evrede ve yiksek hassasiyetle
ay1rt etmenin yani sira prognoz, metastaz riski ve rekiirrens degerlendirilmesinde de
kullanilabilecegi Onerilmektedir. Farkli kanserler igin bazi IncRNA’larin mevcut
biyobelirteclerden daha yiiksek tam1 basaris1 sagladigi gosterilmistir. Ornegin

MALATZ in kiiciik hiicreli dis1 akciger kanseri evre 1 hastalarinin sag kalimi igin etkili
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bir prognostik biyobelirteg oldugu gosterilmistir. Prostat kanserli hastalarin idrar
orneklerinde IncRNA PCA3 (prostate cancer antigen 3) Olcimunun, prostat kanseri
tanisinda yaygin kullanilan PSA (prostat spesifik antijen)’ya gore daha yuksek
duyarlilik ve 6zgiilliik ile tan1 basarisi sagladigi tespit edilmis ve FDA (Food and Drug

Administration) tarafindan prostat kanseri i¢in biyobelirte¢ olarak onaylanmistir [92].

IncRNA’larin kanserdeki rolleri g6z oniine alindiginda IncRNA temelli tedaviler
umit vericidir. ASO (Antisense oligoniikleotid)’lar baz eslesmesi yoluyla DNA-RNA
yapist olusturabilmekte ve RNase-H-iliskili RNA degredasyonunu baslatabilmektedir.
ASO araciligi ile IncRNA’larin hedeflenmesi kanser tedavisi i¢in umut verici bir
yaklagimdir. Meme ve akciger kanserinde MALAT1’in ASO araciligi ile knock down
edilmesinin timor biiylimesi ve metastazini anlamli sekilde inhibe ettigi bildirilmistir
[71]. Fare modelinde mide kanserinde yuksek diizeyde eksprese edilen ve kot
prognoz ile iliskilendirilen GMAN (gastic cancer metastasis-associated long non
coding RNA)’1 hedefleyen bir CRISPR/Cas9 (Clustered Regularly Interspaced Short
Palindromic Repeats/CRISPR-associated protein 9) verilmesinin gastrik kanser

metastazini onemli 6l¢giide baskiladigi ve sag kalimu iyilestirdigi gosterilmistir [93].

IncRNA’lar hiicre igi lokalizasyonlarina gore farkli fonksiyonlara sahip olmasi
nedeni ile hedefleme stratejilerinde bu durumun dikkate alinmasi gerekmektedir.
Ornegin SiRNA’lar baslica sitoplazmada fonksiyon gosterdikleri icin nikleusta
lokalize IncRNA’lara daha az etkili olabilmektedir. GapmeR (chimeric antisense
oligonucleotid)’ler niikleer transkriptleri hedefleyebildigi i¢in in vivo IncRNA’larin
farmakolojik susturulmasinda kullanilan umut verici bir ASO smifidir. IncRNA asir1
ekspresyonunu saglamanin, susturmaya gore daha zor oldugu ve viriis aracili dagitim,
nano partikiller veya RNA mimikleri gerektirdigi bildirilmistir. Ayrica antisense
terapdtiklerin doku veya hicre tipine spesifik olarak verilmesi, hedeflenen IncRNA
dizenlemesinde oldukga 6nemlidir. Simdiye kadar IncRNA’lar1 hedefleyen klinik
calisma yapilmamistir. Ancak hayvan modellerinde terapotik GapmeR enjeksiyonu
basarili olmustur. Calismalarda IncRNA’lar1 hedefleyen antisense ilaglarin blylk
potansiyeli oldugu ve bu terapdtik miidahalenin kardiyak fonksiyonlar1 belirgin

iyilestirdigi vurgulanmaktadir [78].
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Gunimuzde IncRNA’larin terapdtik uygulamalarinin birkag 6rnegi mevcuttur.
Transverse aortik daralma ile indiklenen kardiyak remodelling fare modelinde,
GapmeR araciligr ile susturulan INCRNA CHAST uygulamas: ile belirgin yan etki
olmadig1 gosterilmistir. MI’y1 takiben kardiyak hiicre 6liimiinii azaltmak i¢in IncRNA
APF down regiilasyonu araciligi ile apopitotik veya otofajik siireclerin

hedeflenebildigi bildirilmistir [61].

LncRNA temelli tedavilerin gelistirilmesinde birtakim zorluklar bulunmaktadir.
IncRNA’larin tiirler arasinda zayif korunmus olmasi nedeni ile hayvan ¢alismalar1 ve
toksisite caligmalar1 klinige uyarlanmadan once dikkatli tasarlanmali ve iyi analiz
edilmelidir. Bu nedenle insana 6zgii dizilerin kullanildig1 insanlastirilmis modeller
veya organ kiiltlirlerinin kullanilmasi 6nerilmektedir. mRNA ve miRNA’larin ¢ogu
sitoplazmada lokalize iken IncRNA’larin 6nemli miktarda ¢ekirdekte bulunmasi ve
kolaylikla ulagilamayan kompleks yapilara daha fazla entegre olabilmesi, IncRNA’lara
yonelik tedavi gelistirilmesini zorlagtirmaktadir [94]. IncRNA’larin kromatin yeniden
dizenlenmesi, miRNA regiilasyonu ve protein komplekslere baglanma gibi gesitli
mekanizmalar ile gen ekspresyonunu diizenlemeleri, daha fazla hedef dis1 ve daha az
ongoriilebilir etkilere neden olmaktadir. Ancak bu zorluklar asilabilirse hastalar igin
cok biiylik faydalari olacagi vurgulanmaktadir [82].

2.2.7. IncRNA Profillendirme

IncRNA’lar farkli biyolojik siiregler ve hastaliklardaki rolleri nedeni ile birgok
arastirmanin konusu olmustur. Glnlmuzde tim transkriptomda, tranksript okuma
yogunluklar1 belirlenerek gen ekspresyon seviyelerini 0Olgen c¢alismalar giderek
popller hale gelmektedir. IncRNA’lar mRNA’ya gore diisiikk diizeyde yani FPKM
(fragments per kilobase per million mapped reads) degerlerine gore protein kodlayan
genlerin yaklagik 1/10 oraninda eksprese edilmektedir. Diisiik miktardaki RNA’lar
RNA-Seq (RNA dizileme) ile giivenilir sekilde dl¢iilemez ve zenginlestirmeye ihtiyag
duyulmaktadir. Bu yontem ile glicli ifade edilen transkriptler genellikle %20 veya
daha az bir hata ile giivenilir sekilde dl¢tilebilir. Pek ¢ok gen ve transkriptleri tespit
etmek igin 100 milyon okuma yeterlidir fakat gen ekspresyon diizeylerinin gogu (%72)
icin 500 milyon okuma gereklidir. Artmis okuma derinligi yiksek eksprese edilen
transkriptlerin duyarliligi izerine etkili iken ekspresyonu az olan transkriptlerin gorece
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duyarliligin1 degistirmedigi bildirilmistir. Ayrica diisiik ekspresyon seviyelerine sahip
transkriptler igin standart sapma daha yuksektir. RNA-Seq’de transkriptlerin %7’si
tiim okuma dizilerinin %75’ine hakim olmaktadir. Bu durum baz diisiik miktardaki
INcRNA ekspresyon dizeylerinin, pratik okuma derinliklerinde veya ultra derin
okumalarda bile tam olarak oSl¢iilemeyecegini gostermektedir. Microarray yontemi
diisiik miktarda RNA’lar icin RNA-Seq’e gore daha iyi bir yontemdir. RNA-Seq ile
1.000-4.000 kadar IncRNA tespit edilebilirken Microarray araciligi ile yaklasik 7.000-
12.000 IncRNA tespit edilebilmektedir. Bu nedenle Microarray teknolojisi RNA-
Seq’e gore birgok avantaja sahiptir ve siklikla tercih edilir. RNA-Seq yonteminin cazip
tarafindan biri ise yeni transkriptleri kesfetmesidir. Microarray sadece bilinen dizilerin
ekspresyonunu olcerken RNA-Seq hem bilinen hem de bilinmeyen diziler (izerinde
caligmaktadir. Ancak RNA-Seq, immatur transkriptleri yanliglikla yeni transkript

olarak raporladigi i¢in matur bir teknoloji olmaktan uzaktir [95].

Microarray RNA-Seq
Diisiik miktarda RNA, dizi spesifik problar ile | Ylksek miktar RNA okumalar1 diisiik miktar
hibridize edilir. RNA okumalari ile yer degistirir ve disiik diizey

gen ekspresyonda dogruluk azalir.
Disiik miktardaki RNA’lar i¢in duyarhilik daha

Diisiik miktarda bulunan IncRNA’lar igin

hassasiyet ve dogrulugu daha iyidir. azdir.
bir
IncRNA’lar1 zincir spesifik olarak tespit eder

Onemli INcRNA grubu olan antisense | Tespit edemez

Yuksek diizeyde 6rnek isleme verimi ile blylk | Bir seferde birkag 6rnegi isleyebilir ve gerekli
Zaman uzar.

Ustalik

ornekleri iceren arastirmalar icin énemlidir.

Basit ve guvenilir RNA sentez ve etiketleme isteyen/ karmagik NGS kiitiiphane

yontemidir. hazirlama

Ve

Daha az yogunlukta bilgisayar ugrast
biyoinformatik destege daha az ihtiyag

Yogun hesaplama ve biyoinfornatik destege

ihtiyag var

En giincel IncRNA koleksiyonlar1 ve transkript

varyant tasarimlarini kapsar

Yeni transkript tespiti saglar ancak immatur

RNA’lar yeni transkriptler olarak karistirilabilir.

Kurulmus bir sistem

Matur bir teknoloji degildir

Tablo 2.6: IncRNA ekspresyon profili; Microaarray ve RNA-Seq karsilagtirma[95].
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Es Zamanh Niceliksel Polimeraz Zincir Reaksiyon Metodu (qRT-PCR)

Ideal biyobelirteg ozellikleri; kolay elde edilmesi, kaynak cesitliligi, dl¢iim
yonteminin kolayligidir ve IncRNA’lar bu ozellikleri karsilamaktadir. Dlzenleyici
RNA sinifindan olan IncRNA’lar yeni bir potansiyel biyobelirtecdir. IncCRNA
calismasi igin birgok metod mevcut ancak en sik kullanilan SYBR-green boya ve
TagMan problara dayali qRT-PCR’dir. qRT-PCR ve microarray metodlar1 sadece
bilinen IncRNA transkriptlerini tespit edebilmektedir. Ayrica gqRT-PCR yontemi
standart degildir. cDNA hazirlamak igin i) poli-A kuyrugu ve adaptor baglanma
adimlar1 oncesinde random hekzamer primer, ii) random hekzamer primerler ve
oligo(dT) karisimu, iii) sadece random hekzamer primerler, iv) sadece oligo(dT) igeren
kitler ile farkli yontemler kullanilabilmektedir (Sekil 2.28). Arastirma gruplar farkli
primerler, referans genler ve amplifikasyon stratejileri kullanmakta ve bu durum bazen
sonuglart kiyaslamay1 imkansiz hale getirmektedir. INCRNA 6lglimiinde zorluklarin
bazilari, uzunluk, CG igerigi ve molekiil katlanmas1 gibi molekiiler yap1 6zelliklerini
icermektedir. Sag tokas1 diingiileri gibi ikincil yapilar cDNA sentezi igin sorunludur
ve bu durumda IncRNA’nin gevsemesi i¢in daha fazla isiya ihtiyag vardir.
INCRNA’larin stabilitesi ve biitiinliigi qRT-PCR o6l¢iimiinde etkilidir. IncRNA’lar
uzunluklarindan dolay1 daha az stabil ve kisa RNA’lara gore daha kolay degrade
olmaktadir. Fakat bazi IncRNA’larin miRNA’lardan daha kararli oldugu da
bildirilmistir. Degradasyon RNA yapisinda degisikliklere ve RNA tespitini etkileyen
kisa RNA molekiillerinin miktarinin artmasina neden olarak qRT-PCR o6l¢cumin
etkilemektedir. Ancak total RNA yiksek oranda degrade olsa bile incelenen

RNA’larin ¢ogunun kararli oldugu ve gRT-PCR ile 6l¢iilebildigi gosterilmistir [96].

A B C D

Oligo(dT) adapters
added
TTTT3

F

Sekil 2.27: gRT-PCR yonteminde farkl: kitlerinin karsilastiriimasi [96].
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3. GEREC VE YONTEM

Bu ¢alisma prospektif bir klinik ¢calisma olmakla birlikte Adiyaman Universitesi
Tip Fakiiltesi Girisimsel Olmayan Klinik Arastirmalar Etik Kurulu’nun 18/09/2018
tarih ve 2018/6-4 sayili karari ile etik kurul onay1r (EK 1) alinarak Adiyaman
Universitesi Tip Fakiiltesi Tibbi Genetik, Kardiyoloji ve Tibbi Biyoloji Anabilim
Dallar ile ortaklasa gergeklestirilmistir. Adiyaman Universitesi Bilimsel Arastirma
Projeleri Koordinasyon Birimi Baskanliginin TIPFTUP/2018-0001 sayili karari ile

calisma desteklenmistir.
3.1. CALISMA GRUBU

T.C Saghk Bakanlhigi Adiyaman Universitesi Egitim ve Arastirma Hastanesi
Kardiyoloji Boliimiine Aralik 2018 — Subat 2019 tarihleri arasinda KAH 6n tanisi ile
kabul edilerek tan1 ve tedavi amagli koroner anjiografi yapilan olgulardan koroner
anjiografisi normal olan (<%50 darlik, non obstriiktif) 45 olgu ile koroner arterlerinde
kritik darlik (>%350 darlik, obstriiktif) saptanarak KAH tanis1 alan 45 olgu olmak tizere

toplam 90 olgu ¢alisma kapsamina dahil edilmistir.

Herhangi bir miyokard enfarktisu, kardiyak revaskilarizasyon veya énceden
bilinen KAH ge¢misi olup stabil anjini olan hastalar, kardiyak enzimleri artmis
hastalar, serebrovaskiiler hastalik Oykiisiine sahip olgular, kalp yetmezligi, bobrek
yetmezIligi, hepatik hastalik, yeni veya tedavi edilmis kanser tanisi alan hastalar ve
ciddi akut enfeksiyonu veya aktif kronik inflamatuar hastaligi bulunan hastalar ¢alisma

disinda tutulmustur.

Genetik ¢aligmalar i¢in bilgilendirilmis gonillii olur formu (EK 2) her hasta igin
doldurulup imzalandiktan sonra ¢aligmaya katilmay1 ve ornek vermeyi kabul eden
hastalardan koroner anjiografi islemi sirasinda iki adet EDTA’l tiiplere 3’er ml
periferik kan ornegi alinmistir. Calismaya alinan hastalarin yas, cinsiyet gibi
demografik Ozellikleri yaninda KAH i¢in bilinen risk faktorlerinden olan
hipertansiyon, diabetes mellitus, hiperlipidemi, sigara ve aile ¢yklsi sorgulanarak
bilgiler kaydedilmistir. Koroner arter tutulumu olup olmamasina gore hastalar normal

ve koroner arter hastast olmak {izere iki gruba ayirilarak siniflandirilmistir.
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3.2. VERI TOPLAMA ARACLARI
3.2.1. Kullanilan Cihaz ve Aletler

EDTA’l1 tlplerde ki kan érneklerinin -86°’de depolanmasi, RNA izolasyonu,
cDNA doniistimii, Real Time ekspresyon ¢alismasi ve verilerin istatistiksel analizi i¢in
calisgmada Tibbi Genetik Anabilim Dalina bagli Genetik Tant Merkezi

Laboratuvarlarinda asagidaki tabloda bulunan cihazlar ve aletler kullanilmistir.

Tablo 3.1: Projede Kullanilan Makine - Techizat listesi

AdyModeli Projede Kullanim Amaci
Derin dondurucu (-86°C) / Operon Periferik kan, serum, RNA, cDNA muhafazasi
Rotor-Gene Q Real Time PCR cihazi / Qiagen Gergek zamanli Amplifikasyon

Thermal Cycler (Is1 dongiileyici) Cihazi / SensoQuet | Revers Transkripsiyon ile ¢cDNA doniisimii ve
Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PCR)

Buzdolab1 (-20°C) / Vestel Kit, soliisyon ve kimyasallar: saklamak

Buzdolab1 (+4°C) / Vestel Kit, soliisyon ve kimyasallar: saklamak

Glig Kaynaklar1 / Necron, Esispower Cihazlara gii¢ saglamak

Spektrofotometre / Thermo Scientific Nanodrop Niikleik asit (RNA) konsantrasyon ve saflik 6lgiimii
Vortex / Pro Santriflj tiiplerindeki sivilart karigtirmak

Masaiistli Sogutmali Santrifiij / Eppendorf — 5424 R Coktiirme ve ayirma islemi

Mikrosantrifuj / Hettich Zentrifugen Coktiirme ve ayirma islemi

UV Sterilizasyon Kabini / Cleaver Steril ortam saglamak

Sterilizatdr / Electro-mag Sterilizasyon

Laminar Air Flow / Nuaire Calisma ortaminin sterilizasyonu ve homojenligini
saglamak

Ultra Saf Su Cihazi / Direct-Q Soliisyonlarin hazirlanmasi ve yikama iglemleri

Mikropipet setleri (1-10 pl, 10-100 pl ve 100-1000 pl) | Belirli miktarlardaki sivilari aktarmak

/ Axygene, Isolab

Masa Ustii Bilgisayar / Exper Analiz  programimm  kullanimi  ve  verilerin
kaydedilmesi
Renkli Yazic1 / Lexmark Cikt1 almak
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3.2.2 Kullanilan Sarf Malzemeleri ve Kimyasallar

RNA izolasyonu, cDNA doniisiimii, Real Time ekspresyon caligmasi igin

asagidaki sarf malzemeleri ve kimyasallar kullanilmistir.

>

YV V. V V V

Steril eldiven
3ml’lik vakumlu EDTA’11 tiipler
15 ml’lik steril (DNase, RNase free) falkon tiipleri

2 ml’lik steril toplama tiipleri (DNase, RNase free)
Steril Filtreli Pipet Uglar1 (10-100-1000 pl’lik)
GeneJET  Stabilized and Fresh Whole Blood RNA Kit

(Taze/Dondurulmug tam kan RNA izolasyon kiti / Thermo Scientific

LOT: 00776892)

GeneJET RNA saflastirma kolonu: RNA’larin  karisimdan
toplanmasi

Lysis Buffer: Hucreleri endojen RNazlardan koruyan guanidin
tiyosiyanat iceren bir tampon i¢inde parcalanmasi

Etanol: Silika membrana RNA baglanmasini kolaylastirmak icin
DNase Master Mix: Genomik DNA’nin enzimatik olarak
uzaklastirilmasi

Wash Buffer 1 ve 2: Kirlilikleri ortadan kaldirip RNA’larin
safliginin artmasi ve saflagtirma kolonuna daha iyi yapigmasi

Beta merkaptoetanol: Disiilfit baglarin1 kopararak proteinlerin

uzaklastirilmasi i¢in

RevertAid First Strand cDNA Synthesis Kit (cCDNA doniisiim kiti /
Thermo Scientific LOT: 0511812)

5x Reaction Buffer: RNA’larin cDNA’ya segici olarak doniistimii
i¢in kullanilan tampon.

RiboLock RNase Inhibitor: RNA sablonlarin1 bozulmaya karsi
korur.

10nM dNTP mix: dNTP’leri igerir
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o RevertAid Reverse Transcriptase: RNA kalibindan cDNA sentezi
icin gerekli bir rekombinat ters transkriptaz enzimidir.

e Random Hexamer Primer: cDNA sentezi igin primer olarak gorev
yapmak uUzere hedef DNA veya RNA (zerindeki random
tamamlayici bolgelere baglanan kisa oligonukleotidlerdir.

» RealQ Plus 2x Master Mix Green, Without ROX PCR Kit (Kantitatif

Real Time ekspresyon kiti / Ampligon. Cat. No: A323402)

e TEMPase Hot Start DNA Polymerase

e dNTP’leri ve green dye iceren optimize edilmis tampon

» Strip Tupler ve Basliklar 0.1 mI’lik qRT-PCR tlpleri

» Ozel Tasarlanmis Ozgiin Primerler (IncRNA primerleri / Prizma

Laboratuvar)
e MEG3

e MALATI1
o MIAT

e MCM-3AP-AS1
3.3. YONTEMLER

Periferik kan orneklerinin -86°C’de saklanmasi, total RNA izolasyonu, cDNA
doniisiimii ve real time ekspresyon analizi yontemleri kullanilarak asagidaki ¢alisma
basamaklari sirastyla izlenmis ve 90 6rnek i¢in tiim protokoller uygulanarak veriler

elde edilmistir.
3.1.1. Periferik Kan Orneklerinin Depolanmasi

Calisma grubundaki olgulardan iki adet EDTA’l1 tiiplere alinan periferik kan
ornekleri soguk zincir tasima ile Adiyaman Universitesi Tip Fakiiltesi Tibbi Genetik
Tan1 Merkezindeki laboratuvarlara siratle tasinarak 15 ml’lik steril falkon tiirlerine
aktarilmigtir. Aktarim sonrasi falkon tiipleri -86°C derin dondurucuda depolanmustir.

3.3.2. RNA lizolasyonu

Dondurulmus periferik kan 6rneklerinden total RNA izolasyonu igin Thermo
Scientific GeneJET stabilize edilmis tam kan RNA kiti kullanildi. Dondurulmus tam
kandan total RNA izolasyon c¢alisma protokolii su sekilde yapildi:
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Ornekler -86°C°den ¢ikarilarak +4°C’de ¢dziinmesi saglandi.
Falkon tuplerinden 250 pl tam kan 6rnegi alinarak 2ml’lik toplama tiiplerine
konuldu ve (zerine 250 pul Lysis Buffer eklenerek vortekslendi, homojen

olmasi i¢in tiip alt st edilerek birka¢ dakika oda sicakliginda inkiibe edildi.

3. Karisim tizerine 250 pl etanol eklenerek pipet/vorteks ile karigtirildi.

10.

11.

Toplama tiipine yerlestirilen GeneJET RNA saflastirma kolonuna
hazirlanan 750 pl’lik (kolona bir defada yuklenebilecek maksimum 6rnek
miktar1 750 pl’dir) lizat aktarilarak 11.000 rpm’de 30 sn santrifiij edildi.
Kolonun altindaki toplama tiipii iginde biriken soliisyonla birlikte atildi1 ve
yeni bir toplama tiipii yerlestirildi.

Saflastirma kolonu zerine 700 ul Wash Buffer 1 eklenerek 11.000 rpm’de
30 sn santrifiij edildi. Alttaki toplama tiipii atildi ve yeni tiip yerlestirildi.
Saflastirma kolonuna 700 pul Wash Buffer 2 eklenerek 11.000 rpm’de 1 dk
santrifiij edildi. Santrifiij sonrasi alttaki toplama tiipiinde biriken sivi
dokiildiikten sonra tiip kolonun altina tekrar yerlestirilerek kullanildu.
Genomik DNA’y1 uzaklastirmak ve daha saf RNA elde etmek i¢in hazirlanan
100ul’lik DNase Master Mix saflastirma kolonu {iizerine eklenerek oda
sicakliginda 7 dk inkiibe edildi.

Saflagtirma kolonuna 500 pul Wash Buffer 1 eklenerek 11.000 rpm’de 30 sn
santrifiij edildi. Toplama tiipiinde biriken s1v1 dokiilerek tup tekrar kullanildi.
Saflastirma kolonuna 700 pul Wash Buffer 2 eklenerek 11.00 rpm’de 30 sn
santriflj edildi, toplama tiiptinde biriken si1v1 dokiilerek tiip tekrar kullanildi.
Saflagtirma kolonuna 500 pl Wash Buffer 2 eklenerek 11.000 rpm’de 1 dk
santrifiij edildi. Alttaki toplama tiipii atilip yenisi yerlestirilerek maksimum
hizda (>14.000 rpm) 1 dk santrifiij edildi. Alttaki toplama tiipii atild1 ve
saflastirma kolonu 1,5 ml’lik RNase free mikro santrifiij tlipiine aktarilda.
19 ul RNaz igermeyen su saflagtirma kolonunun merkezine direkt olarak
eklendi. 3 dk oda sicakliginda beklendikten sonra maksimum hizda 1 dk

santrifuj edildi.
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12. RNA konsantrasyonunu artirmak ic¢in elde edilen eliisyon tekrar ayni
saflagtirma kolonuna ytiiklenerek 3 dk oda sicakliginda beklendikten sonra
maksimum hizda 1 dk santrifiij edildi.

13. 1,5 ml’lik RNase free mikro santrifiij tiipii i¢cinde biriken RNA’nin
konsantrasyon ve saflig1 Nanodrop Spektrofotometre cihazi ile dl¢tildii.

14. Elde edilen total RNA’lar -86°C’de saklanmak tizere derin dondurucuya
aktarildi.

NOT: Periferik tam kan 6rneklerinden elde edilen RNA konsantrasyon ve safligi

hiicre ve doku hatlarindan elde edilen sonuglara gore daha diisiik degerlerde

bulunmaktadir. Ancak bu konsantrasyon ve saflik dereceleri kantitatif real time

ekspresyon ¢alismalari i¢in yeterli olmaktadir.
3.3.3 ¢cDNA Doniisiimii

Izole edilen total RNA 6rneklerinden RevertAid First Strand cDNA Synthesis
Kit kullanilarak cDNA (complementary DNA, tamamlayict DNA) doniisiimii
gerceklestirildi. cDNA doniistimii ters transkriptaz enzimi, dNTP’ler ve random
primerler kullanilarak real time ekspresyonunda kullanilabilecek sekilde kit icerigi
araciligiyla yapildi. INCRNA’lar 5x Reaction tamponu ile reaksiyon sirasinda dNTP
(deoksiribonukleotid trifosfat)’ler ve random hekzamer primerler eklenerek ters
transkriptaz enzimi araciligt ile cDNA’ya doniistiiriilir. Olusan cDNA daha sonra

spesifik INCRNA ekspresyon profili icin real-time PCR reaksiyonunda kullanilir.
cDNA doniisiimii asagidaki protokol izlenilerek yapildi.
1. RNA soguk blok tizerine alinarak ¢ozunmeye birakildi.

2. Tum kit igerigi 1s1 ve sicaktan etkilenmemesi igin karanlik ortamda kutu i¢inde ve
bazi1 malzemeler kullanim talimatina uygun olarak buzdolabinda -20°C’de sakland.

Sadece ¢alisma sirasinda ¢ikarilarak oda sicakliginda ¢oziinmesi saglandi.

3. Her bir 6rnek i¢in Tablo 3.2°de belirtildigi gibi 5x Reaction tampodan 4 pl,
RiboLock RNase inhibitdrden 1 ul, 10 mM dNTP karisimindan 2 pl, RevertAid ters
transkriptaz enziminden 1 pl ve Random Hexamer primerden 1 pl olacak sekilde

hesaplanarak ters transkriptaz reaksiyonu karigimi soguk blok iizerinde hazirlandu.
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4. Ters trankriptaz karisimina 11 pl RNA eklenerek pipetaj ile iyice karigmasi saglandi.
(Son hacim 20 pl oldu).

Tablo 3.2: ¢cDNA doniisiimii i¢in kullanilan bilesenler ve miktarlar

Bilesenler Tepkime Hacmi
5x Reaction Buffer 4 ul

RiboLock RNase Inhibitor 1ul

10 mM dNTP mix 2ul

RevertAid Reverse Transcriptase T

Random Hexamer Primer 1ul

Kalip RNA 11l

Total Hacim 20 pl

5. 25°C’de 5 dk inkiibasyon
42°C’de 1 saat

4°C’de bekleme olacak sekilde PCR protokolii ayarlandi ve RNA 6rnekleri thermal
cycler (Sekil 3.1) cihazina yiiklendi.

Sekil 3.1: Thermal Cycler Cihazi1 (SensoQuest)

6. Cihazdan ¢ikarilan cDNA’lar kullanim dmiirlerini uzatmak igin - 86°C’de sakland.
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3.3.4. qRT-PCR (Quantitative Real-Time PCR, Es Zamanh-PCR)

Real-Time PCR reaksiyonu, RealQ Plus 2x Master Mix Green Without ROX
kiti ve tasarlanmis spesifik primerler kullanilarak gergeklestirildi. qRT-PCR igin
asagidaki islemler yapildi:

1. Calisma orneklerinden ateroskleroz ve anjiyogenez siirecinde rolleri oldugu
bilinen genlerle iligkili IncRNA ekspresyonlarinin olglimii amaciyla NLRP3 ve
VEGFR2 geni icin MEG3, VEGF geni icin MALAT1 ve MIAT ve KLF5 geni icin
MCMB3AP-AS1 IncRNA’lar segildi.

Tablo 3.3: Hedef IncRNA’lar ve iliskili olduklar1 genler

Hedef INCRNA NONCODE ID Iliski Kurulacak Gen
MEG3 NONHSAT039746.2 VEGFR2, NLRP3
MALAT1 NONHSAT229865.1 VEGF

MIAT NONHSAT192181.1 VEGF
MCM3AP-AS1 NONHSAT083039.2 KLF5

2. Hedef IncRNA’lar secildikten sonra ilgili INcRNA primerleri (Tablo 3.4)
siparis edildi. Real time ekspresyon ¢aligmasi 6ncesinde primerler kullanima hazir hale

getirildi. Hazirlanan primerler -20°C’de saklandi.

Tablo 3.4: Hedef INCRNA primer dizileri

Hedef IncRNA Uriin Kodu NONCODE ID Primer dizisi

MEG3 52205 NONHSAT039746.2 | S’ ATCCGTCCACCTCCTTGTCT 3’
MALAT1 52209 NONHSAT229865.1 | S’GACGGAGGTTGAGATGAAGC 3’
MIAT 52214 NONHSAT192181.1 | S’CAAAGAGCCCTCTGCACTAG 3’
MCM3AP-AS1 52215 NONHSAT083039.2 | 5’GCTGCTAATGGCAACACTGA 3’

3. Her bir 6rnek i¢in tablo 3.5’de belirtildigi gibi Real-time ekspresyon galismasi
icin RealQ Plus 2x Master Mix Green’den 6,25 pl, spesifik forward ve reverse
primerlerden 0,3 ul ve RNaz igermeyen sudan 4,65 pl olmak iizere 6rnek sayist kadar
hesaplanarak soguk blok tizerinde reaksiyon karisimi hazirlandi. Her bir érnek i¢in 0.1
ml’lik strip tiiplerine 11,5 pl reaksiyon karigimi ve énceden hazirlanmaus ilgili
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cDNA’dan 1 pl eklenerek pipetaj yapildi ve tiiplerin kapaklar1 kapatilarak reaksiyona
hazir hale getirildi. Mevcut dort farklt IncRNA i¢in tim islemler ayri ayr
gergeklestirildi.

Tablo 3.5: gRT-PCR i¢in kullanilan bilesenler ve miktarlari

Bilesenler Hacim
RealQ Plus 2x Master Mix Green 6.25 pl
Spesifik Forward Primer 0.3 ul
Spesifik Reverse Primer 0.3 ul
RNaz icermeyen su 4.65 pl
cDNA 1ul
Toplam Hacim 12,5 ul

4. Strip tiiplerinde hazirlanan her bir 6rnek qRT-PCR Rotor Gene (Qiagen)
cihazi motor diskindeki kuyucuklara sirasi ile yerlestirildikten sonra Rotor-Gene Q
Series Software 2.1.0 programinda da 6rnek sira numaralarina ilgili INCRNA ve 6rnek

isimleri yazilarak kaydedildi.

=

o
o

20000
Rotor-Gene Q QIAGEN

i

Sekil 3.2: Real-Time PCR amplifikasyon cihazi (Qiagen Rotor-Gene Q)

5. Real-time PCR islemi i¢in Tablo 3.6’da gosterildigi gibi qRT-PCR tepkime
kosullarina goére program ayarlar1 kaydedildi. 95°C’de 15 dakika siireyle baslangic
aktivasyon (Taq DNA Polimeraz aktivasyonu) asamasindan sonra 95°C’de
denatiirasyon, 61°C’de 30 saniye siireyle baglanma, 72°C’de 30 saniye siireyle uzama
(floresan 1g1malar green kanalinda bu asamada toplanmaktadir) olacak sekilde 40

donguide qRT-PCR islemi bitirildi.
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Tablo 3.6: gRT-PCR Tepkime Kosullari

Sicaklik Zaman

95°C 15 dk

95°C 20 sn (40 dongu)
61°C 30 sn (40 dongu)
72°C 30 sn (40 dongi)

6. gRT-PCR islemi sonrasinda CT (cycle threshold) (CT degerleri; Real-time
PCR deneyinde floresan sinyal birikiminin tespit edilmesi i¢in gereken minimum esik
degerinin gegildigi dongii sayisi olarak tanimlanir) degerleri her bir 6rnek igin kontrol
edildikten sonra verilerin istatistiksel degerlendirilmesine gegildi. Orneklerin
yiiklendigi her bir kuyucuk i¢in floresan 1g1malar1 ve hesaplanan CT degerleri tek tek
incelendi. CT degerlerinin dogrulugunu gostermek i¢in Erime Egrisi (Melt Curve)
analizi yapildi. Primer ciftlesmesi veya spesifik olmayan PCR fdirtinleri ¢alisma
sonuglarindan ¢ikarildi. Negatif kontrollerin egri olusturup olusturmadigina ve erime
egrisine bakildi. Tekrar edilmesi gereken c¢alismalar i¢cin qRT-PCR islemi tekrar
yapildi. Tekrar deneyleri de tamamlandiktan sonra kontroller yapilarak tiim ¢aligmalar
icin threshold degerleri ayni1 olacak sekilde ayarlanarak nihai CT degerleri hesaplandi

ve veriler analiz dosyasina kaydedildi.

H 0 15 20 ) 25 n 3% 4 |
Sekil 3.3: qRT-PCR amplifikasyonu sirasinda floresan sinyal egrilerinin goriiniimii
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3.4. VERILERIN iSTATISTiKSEL DEGERLENDIRILMESI

1. Real-time PCR ¢aligmalar1 tamamlandiktan sonra kaydedilen CT degerleri
hasta ve kontrol grubu olmak iizere iki ¢alisma grubu i¢in 6rnekler yan yana olacak
sekilde gruplandirildi ve her 6rnek i¢in CT degerleri bir siitunda olacak sekilde tablo
olusturuldu. Hedef IncRNA’lar da satirlara yan yana olacak sekilde siralandi ve
tabloda her 6rnek i¢in karsisina hedef IncRNA’nin CT degeri yazildi. CT degeri igin
cut off degeri 35 olarak alindi. CT degeri 35 ve alt1 olan 6rneklerin eksprese oldugu
kabul edildi. Hi¢ amplifikasyon egrisi olusturmayan 6rnekler ‘None’ olarak belirtildi
ve eksprese olmadigi kabul edildi. CT degeri 35 ve ilizerinde olanlar ise cut off

degerinin diginda kaldigindan anlamsiz olarak kabul edildi.

2. Ekspresyon analizi icin AACT formiilii kullanildi. Bu metoda gore 24
(ACt=CT (hedef gen) —CT (referans gen)) formuli ile referans ve hedef genin CT
degerleri arasindaki katli degisimler (fold change) hesaplandi.

3. Elde edilen degerlerin dagilimlarinin analizi i¢in Kolmogrov Smirnow ve
Shapiro-Wilk normality testleri kullanilmistir. Ikili karsilastirmalarda normal dagilim
gosterenler igin student t testi, normal dagilim gostermeyenler igin non-parametrik

Mann Whitney U testi kullanilmistir.

4. Calisma gruplarinin  demografik o6zellikleri ve klinik bulgularinda
(hipertansiyon, Diabetes mellitus, hiperlipidemi, sigara ve aile Oykust) gorilen
degiskenleri karsilastirmak icin 7 2 (Ki-kare) testi kullanildi. Istatistiksel analiz i¢in
IBM SPSS Statistic 22 istatistik programi kullanildu.

5. Calisma gruplart arasindaki IncRNA  ekspresyon diizeylerinin
karsilastirilmasinda ve gruplarin demografik o6zelliklerinin ve klinik bulgularinin
IncRNA ekspresyonlar1 ile iliskisinin istatistiksel olarak degerlendirilmesinde,
degerler normal dagilim gostermedigi icin Mann Whitney U testi kullanildi. Bu
istatistiksel analizlerler i¢cin GraphPad Prism6 istatistik programi kullanilda.

6. Tum istatistiksel analizlerde ¢ift yonli p<0.05, p<0.01 veya p<0.001

degerleri istatistiksel olarak anlamli kabul edildi.
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4. BULGULAR
4.1. CALISMA GRUPLARININ GENEL OZELLIKLERI

Calisma gruplari belirlenirken koroner anjiyografi sonucu normal olan (<%50
darlik, non-obstriktif) 45 olgu ‘Kontrol grubu’, koroner arterlerinde kritik darlik
saptanip (= %50 darlik, obstriiktif) KAH tanis1 olan 45 olgu ‘Hasta grubu’ olarak kabul
edildi. Toplam 90 olgunun demografik 6zellikleri Tablo 4.1’de 6zetlenmistir.

Tablo 4.1: Calisma gruplarinin klinik ve demografik 6zellikleri

Demografik ozellikler Kontrol Hasta p degeri (2
n=45 % Frekans n=45 9% Frekans testi)

Yas (ort£SS) 55.40+10.73 61.98+10.66 0.0045

Cinsiyet Kadin 18 40,00 17 37,78 0.8288
Erkek 27 60,00 28 62,22

Diabetes Mellitus —22r— 7 15,56 23 511 0.0003
Yok 38 84,44 22 48,89

Hipertansiyon T £ 33,33 2 53,33 0.0556
Yok 30 66,67 21 46,67

HiperLipidemi VIl 14 @011 - 0.0005
Yok 31 68,89 15 33,33

Sigara Kullanimi Evet LE 4040 17 8,78 0.8288
Haywr 27 60,00 28 62,22

Aile C)kasU Evet 19 42,22 26 57,78 0.336
Hayir 26 57,78 19 42,22

Ort:ortalama, SS:Standart Sapma

Hasta ve kontrol gruplari arasinda demografik veriler karsilastirildiginda,
hastaliga yatkinlik olusturan bazi risk faktorleri anlamli farklilik gostermektedir. Bu
karsilagtirmalar igin y 2 (ki-kare) testi kullanilmig ve test sonuglarina gore, Diabetes
Mellitus (p=0.0003) ve hiperlipidemi (p=0.0005) hasta grubunda anlamli olarak daha
yiksek bulunmustur. Kontrol grubuna kiyasla hasta grubunda istatistiksel anlaml
olarak yas ortalamasinin arttigi ve 60 yas lstiinde hastaligin daha sik gorildigi tespit
edilmistir (p=0.0045). Risk faktorleri arasinda bulunan hipertansiyon, cinsiyet, sigara

ve aile 6yklsu gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamli bulunmamustir (p=0.0556).
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4.2. EKSPRESYON ANALIZi BULGULARI

4.2.1. Cahsma Gruplarimmn IncRNA Ekspresyon Diizeylerinin

Karsilastirilmasi

2"4Cdegerleri kullanilarak calistigimiz IncRNA’larin ekspresyon seviyelerinin
istatistiksel olarak karsilastirilmalar1 asagida tablo ve grafik (Tablo 4.2 ve Sekil 4.1)
olarak gosterilmektedir.

Tablo 4.2: Calisma gruplar1 arasinda IncRNA ifade degisimlerinin tablo ile gosterimi.

IncRNA Adi Kontrol (n=45) Hasta (n=45) p degeri
MIAT 0.0138+0.0092 0.00879+0.00688 0.0002
MALAT1 4.717£2.093 5.334+3.027 0.3138
MCM3AP-AS1 0.0126+0125 0.01142+0.0088 0.7587
MEG3 0.00285+0.0032 0.0039+0.0029 0.0108

Sekil 4.1: IncRNA ifadelerinin gruplar arasinda istatistiksel olarak karsilastirilmasi

MEG3 MIAT
0.008 - *p=0.0108 *H+ H=0.0002
| 1 0.025+
5 0.0204
g 5 0-0154
o~ =
™~ o0.0104
0.005
0.000 - T
N > N 2
d\g@ Q\,g} é"éo Q@é‘
+£ +
MALAT1 NMCM3AP-AS1
10+
0.03
8. —_
0.02- —_
5]
=
o
0.01 1
- 0.00-
e 2>
<& <&
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Calisma gruplarindan elde edilen degerler normal dagilim gostermediginden
istatistiksel analiz i¢in non-parametrik Mann Whitney U testi kullanilmigtir. Test
sonucuna gore MEG3 ekspresyon diizeyi hasta grubunda kontrol grubuna gore anlamli
olarak yiiksek bulunmustur (p=0.0108). MIAT ekspresyon diizeyi ise hasta grubunda
kontrol grubuna gore anlamli olarak disiik bulunmustur (p=0,0002). Sonu¢ olarak
hasta ve kontrol gruplarindaki MALAT1 (p=0.3138) ve MCM3AP-AS1 (p=0.7587)

ekspresyon diizeyleri arasinda istatistiksel olarak anlamli farklilik tespit edilmemistir.

4.2.2. Demografik Ozelliklere ve Klinik Bulgulara Gore IncRNA

Ekspresyon Diizeylerinin Karsilastirilmasi

Calisma gruplarinin demografik 6zelliklerine ve klinik bulgulara gére InNCRNA
ekspresyonlar1 istatistiksel olarak incelenmistir. Gruplar arasindaki ekspresyon
diizeylerinin istatistiksel olarak karsilagtirmalar1 p degerleri ile asagidaki sekillerde
(Sekil 4.2, Sekil 4.3, Sekil 4.4, Sekil 4.5) ve tablolarda (Tablo 4.3, Tablo 4.4, Tablo
4.5, Tablo 4.6) gosterilmektedir.

Sekil 4.2: MEG3 ekspresyonunun demografik-klinik parametreler ile karsilagtirilmasi.

Yas Cinsiyet
@l Kontrol
BB Kontol & Hasta
BB Hasta
0010' E T T
0.008 ***P=0.0003 9—0003
]
0.008
~ 0.0064
i Q
g :
N 0.004
0.002+
0.000-
& o & o
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Diabetes Mellitus

0.008+

0.006 -

2-A Ct

*p=0.0162
—

B Kontrol
@@ Hasta

Hipertansiyon
0.010+
****p<0.0001
0.008 s

B Kontol
B8 Hasta

Hiperlipidemi

0.008-
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Z-ACt
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0.008 -
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@l Kontrol
@8 Hasta

Alle 6yklsi

0.010+

0.008+

ACt

2

*p=0.0225
—_

Bl Kontrol
B Hasta
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Tablo 4.3: MEG3 ekspresyonunun demografik-klinik  parametreler ile
karsilastirilmast.
Kontrol (n=45) Hasta (n=45) (pk ‘:egleri
I . ontrole
Demografik 6zellikler Delta Ct Delta Ct Karsi
(ort£SS) degeri  (ortxSS) p degeri  hasta)*
Yas <60 0.0026+0.0033 (997 _0.0043+0.0026 0.0003
0.252
>60  0.0037+0.0027 0.0036+0.0032 6 0.7121
Kadx
Cinsiyet E - 0.003£0.0046 .,  _0.0054:0.0081 o, _0.0613
K 0.0021+0.0014 0.0031+0.0025 0.1551
Diabetes Mellit _Var _ 0.0025:0.0030 .., _0.0035:0.0028 ,o.o 02160
us Yok  0.0029+0.0032 0.004420.0029 0.0162
Var  0.0046+0.0048 0.003420.0027 0.6552
HiperTansiyon 0.0549 0.0046+0.0030 0.0898
Yok  0.0019+0.0014 9 <0.0001
0.0026+0.0017 0.00397+0.003
. . . . Var 5 0 0.1326
Hiperlipidemi 0.0029620.003 0! 00039520002 09308
Yok 6 8 0.1410
0.00189+0.001
Sigara Evet 48 0.00330.0028 0.1251
Kullanum Hayt  0.0032920003 01010 00043620002 101
r 8 9 0.0903
0.00317+0.004 0.00341+0.002
Lo Evet 5 5 0.1150
Alle Oyklst— — v 00026220001 *?*® 00047320008 224
r 7 35 0.0225

*p degeri kirimizi yazilmis olanlar istatistiksel olarak anlamli degerlerdir. Ort:ortalama, SS:Standart
Sapma

MEG3 ekspresyon diizeyi cinsiyet agisindan degerlendirildiginde hasta
erkeklerde hasta kadinlara gore istatistiksel olarak daha diisiik bulunmustur
(p=0.0040). MEG3 ekspresyonu DM olmayan hastalarda DM olmayan kontrollere
kiyasla (p=0.0162) ve HT olmayan hastalarda, HT olmayan kontrollere gore
(p<0.0001) anlamli olarak yiiksek bulunmustur. Benzer sekilde MEG3 ekspresyonu
aile Oykiisii olmayan hastalarda, aile Oykiisii olmayan kontrollere kiyasla anlamh

olarak yiuksek bulunmustur (p=0.0225).
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Sekil 4.3: MIAT ekspresyonunun demografik-klinik parametreler ile karsilastirilmasi.

Yag Cinsiyet
@B Kontol @B Kontrol
**p=0.0086 @8 Hasta @l Hasta
|—| " Kkk
0037 *p=0.0099 o . P=0.0002
e Emem—|

2-A Ct
2-ACt

Diabetes Mellitus Hipertansiyon

@l Kontrol W Kontol
S **p=0.0026 @8 Hasta 0.03+ **p=0.0032 B Hasta
0.020-

2-A Ct

2 ACt

Hiperlipidemi Sigara Kullanimi

003' Fhk = FAK oy —
~"p=0.00048 & Kontrol 05 =0.0009

B8 Hasta @8 Kontrol

*p=0.0323 B8 Hasta

2-ACt
z-ACt
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Aile dykusi

0.03- *9:0'01;:4
p=0.0021

0.024

2-ACt

@B Kontrol
@0 Hasta

Tablo 4.4: MIAT ekspresyonunun demografik-klinik parametreler ile karsilagtirilmasi.

- - p degeri
Demografik ozellikler R (=) A 2 (=) (kontrole
Delta Ct (ort+SS)  p degeri Delta Ct (ort£SS) p degeri | karsi hasta)*

Yas <60 0.0132+0.0092 0.2616 0.0088+0.0066 04610 0.0099

>60 0.0160+0.0093 0.0087+0.0072 0.0086
Cinsiyet Kadin 0.012+0.006 0.540 0.1065+0.0088 0.4354 0.2423

Erkek 0.015+0.010 0.0076+0.0052 0.0002
Diabetes Mellitus Var 0.013+0.0057 0.7943 0.0096+0.0086 0.7907 0.0614

Yok 0.0139+0.0097 0.0078+0.0044 0.0026
HiperTansiyon Var 0.0135+0.012 0.3908 0.0069+0.0041 01427 0.0032

Yok 0.0140+0.0077 0.0109+0.0086 0.0584
Hiperlipidemi Var 0.0145+0.0118 0.8159 0.0086+0.0069 0.8106 0.00048

Yok 0.0135+0.0079 0.0090+0.0070 0.026
Sigara Kullammi Var 0.0163+0.113 0.1765 0.0075+0.00417 0.9624 0.0009

Yok 0.0121+0.0071 0.0095+0.0080 0.0323
Alle Oykiisil Var 0.0136+0.0069 0.6704 0.0093+0.0068 0.4542 0.0174

Yok 0.0139+0.0107 0.00809+0.0071 0.0021

*p degeri kirmiz yazilmus olanlar istatistiksel olarak anlamli degerlerdir. Ort:ortalama, SS:Standart Sapma

MIAT ekspresyon diizeyi erkek hastalarda erkek kontrollere kiyasla anlaml
olarak diisiik bulunmustur (p=0.0002). Benzer sekilde MIAT ekspresyonu, DM
olmayan hastalarda DM olmayan kontrollere kiyasla (p=0.0026) ve HT olan hastalarda
HT olan kontrollere gore (p=0.0032) anlaml1 olarak diisitk bulunmustur (p=0.0026).
Ayrica hastalik risk faktorlerinden olan hiperlipidemi, sigara ve aile dykusu hasta

grubunda kontrol grubuna kiyasla anlamli olarak diisiik tespit edilmistir.
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Sekil 4.4: MALAT1 ekspresyonunun

karsilastirilmast.
Yas
BB Kontol
10- @ Hasta
8-

Z-ACt

Diabetes Mellitus

@ Kontrol
BB Hasta

4]

3

™~

Hiperlipidemi

@R Kontrol

101 @8 Hasta
8-

- 6

&}

<

(2]

demografik-klinik  parametreler ile

Cinsiyet
@B Kontrol
15+ 8 Hasta
10
]
<
o™~
5_
0
& St ¢
*_‘Db\ @8_@ +’b&¢ Q}‘_G
Hipertansiyon
N Kontol
15+ B Hasta

10-
b
<
o~
54
[IE
Sigara Kullanimi
@ Kontrol
@8 Hasta
10+
]
<
o~




Aile dykust

@8 Kontrol
@8 Hasta

Z—A Ct

Tablo 4.5: MALAT1 ekspresyonunun demografik-klinik parametreler ile

karsilastirilmast.
= = P degeri
Demografik ézellikler KO (=) HEEE (=), (kontrole
Delta Ct (ort+SS)  p degeri Delta Ct (ort£SS) p degeri  karsi hasta)

Yas <60 4.696+2.249 0.6538 5.411+2.132 0.2254 0.1133

>60 4.791+1.517 5.260+3.73 0.6837
Cinsiyet Kadin 4.393+1.354 0.7526 6.138+4.148 0.370 0.0768

Erkek 4.933+2.468 4.846+2.022 0.9102
Diabetes Mellitus  —or 4.506:0.871 0ga7g  —>:833£8.726 05617 03692

Yok 4.756+2.253 4.813+2.025 0.6399
HiperTansiyon Var 4.875+2.815 0.844 4.61+1.628 0.1694 0.9999

Yok 4.639+1.674 6.161+3.971 0.1237
Hiperlipidemi Var 4.88+2.664 0.7213 5.636+3.266 0.2519 0.1934

Yok 4.644+1.825 4.731+2.475 0.8127
St Tl Evet 5.516+2.667 0.0752 5.046+1.717 0.8047 0.8512

Hayir 4.185+1.423 5.509+3.620 0.1703
Aile Oykilsi Evet 4.654+1.730 0.4218 5.396+2.257 0.2652 0.2853

Hayir 4.763+2.356 5.520+3.913 0.8782

Ort:ortalama, SS:Standart Sapma

Hasta ve kontrol gruplarinin demografik 6zelliklerine ve klinik bulgulara gore
MALATI ekspresyon diizeyinin karsilastirilmasinda istatistiksel olarak anlamli bir

farklilik gézlenmemistir.
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Sekil 4.5: MCM3AP-AS1 ekspresyonunun demografik-klinik parametreler

karsilastirilmast.
Yas
Bl Kontol
0.04- @8 Hasta
0.03-
2 002
o™
0.01
0.00-
S 1@ S &
Diabetes Mellitus
@ Kontrol
@8 Hasta
0.03-
0.024
5
<
o~
Hiperlipidemi
B Kontrol
0.04- @8 Hasta
0.03-
5
4
™~
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Cinsiyet

HB Kontrol

0.03- @8 Hasta

0.02+

Z-A Ct

Hipertansiyon

B Kontol
@B Hasta

0.04+
0.034

0.024

Z-A Ct

0.014

0.00-

Sigara Kullanimi

@B Kontrol
B Hasta

0.031

0.02+

Z-A Ct

0.014

0.00-

ile



Aile éykisu

0.03 1

0.024

2-A Ct

0.014

0.00-

Tablo 4.6: MCM3AP-AS1 ekspresyonunun

karsilastirilmasi.

@R Kontrol
@8 Hasta

demografik-klinik parametreler ile

Demografik ozellikler

Kontrol (n=45)

Hasta (n=45)

P degeri
(kontrole karsi

Delta Ct (ort+SS) p degeri  Delta Ct (ort+SS) p degeri  hasta)

Yag <60 0.0117+0.012 0.2523 0.0137+0.0098 0.1093 0.3313
>60 0.0158+0.0145 0.0092+0.0072 0.1047

Cinsiyet Kadin  0.014+0.0124 0.3669 0.014+0.0099 0.0809 0.7253
Erkek 0.0116+0.0127 0.0097+0.0078 0.5839

Diabetes Mellitus Var 0.0096+0.0061 0.6099 0.0099+0.0067 0.7225 0.9709
Yok 0.0132+0.0133 0.013+0.011 0.8702

HiperTansiyon Var 0.016+0.0135 01322 0.0101+0.0086 01917 0.0902
Yok 0.0106+0.0117 0.0128+0.009 0.2728

Hiperlipidemi Var 0.0149+0.0166 04775 0.0115+0.0079 04177 0.6793
Yok 0.0116+0.0103 0.0112+0.010 0.5696

Sigara Kullanim1 Evet 0.0123+0.0150 0.5623 0.0113+0.0088 0.8892 0.9999
Hayir  0.0128+0.0108 0.0114+0.0089 0.5839

Aile Oykilsii Evet 0.0123+0.0120 0.6044 0.0103+0.00966 0.0867 0.3907
Hayir  0.0129+0.013 0.0128+0.0076 0.4979

Ort:ortalama, SS:Standart Sapma

Hasta ve kontrol gruplarinin demografik 6zelliklerine ve klinik bulgulara gore
MCMBSBAP-AS1 ekspresyon diizeyinin karsilastirilmasinda istatistiksel olarak anlaml

farklilik gbzlenmemistir.
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5. TARTISMA

KVS hastaliklar1 ve ozellikle iskemik kalp hastaliklarinin artan 6nemi ve
teknolojideki yeni gelismeler ile birlikte hastaliklarin morbidite ve mortalitesini
azaltmak icin farkli yoOntemlerin gelistirilmesine yonelik aragtirmalar devam

etmektedir.

KAH etiyolojisinde geleneksel risk faktorlerinin yani sira genetik nedenler de
onemli rol oynamaktadir. 21.004 isvecli ikizi iceren ¢alismada, dizigotik ikizlere gore
monozigotik ikizlerde hem erkek hem kadinlar i¢in KAH’a bagli 6liim oranlarinin
daha yiiksek oldugu bildirilmistir. Ayrica yasl hastalara kiyasla geng hastalarda daha
fazla genetik etkiler gozlenmistir. GWAS tarafindan KAH i¢in tanimlanan
varyantlarin ortak Ozellikleri genomdaki pleitropi ve intergenik veya intronik
lokalizasyona sahip olmalaridir. GWAS ile ¢ok sayida lokus belirlenirken, genlerin
pleiotropik etkileri, genetik heterojenite ve subklinik fenotiplerin varligi genetik risk
faktorlerinin tespitini sinirlayan faktorlerdir [97].

KVS hastaliklar1 i¢in diinya ¢apinda yogun aragtirmalara ragmen KAH erken
klinik tanis1 ve tedavisinde c¢arpici bir gelisme saglanamamistir. IncRNA’lar
hastaliklar tizerinde etkili bir¢ok hiicresel siireclerin 6nemli diizenleyicileri ve ¢esitli
hastaliklar i¢in yeni bir genetik tabanli biyobelirteg olarak dikkat cekmektedir. Guincel
caligmalarda KVS hastaliklarinin baglangig ve ilerlemesinin diizenlenmesinde
IncRNA’larin kritik rol aldiklart bildirilmistir. Fei ve arkadaglarinin yaptigi meta
analizde 30 ¢alisma taranarak IncRNA’larin kardiyovaskiler hastaliklar i¢in tanisal
degeri incelenmis ve orta derece duyarli (%74) ve ylksek dizeyde 6zgil (%81)
olduklari tespit edilmistir. IncRNA’larin KVS hastalarini, kontrollerden %85 oraninda
ayirdig1 ve boylece KVS hastaliklart igin umut verici tanisal bir biyobelirteci temsil
ettigi bildirilmistir. Ayrica hastaligin erken tanisinda da hastalar1 kontrollerden ayirt

ettigi gosterilmistir [98].

KAH tanist invaziv ve non invaziv yontemleri igermektedir. Tanida altin
standart yOntem koroner anatominin gOriintiilenmesini saglayan koroner
anjiyografidir. Son veriler stenoz esiginden ziyade darliklarin sayisi ve siddetinin

iskemi icin 6nemli oldugunu gostermektedir. Ancak KAH tanisi i¢in zorluklar halen
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devam etmektedir [99]. Koroner anjiyografi ve spiral BT anjiyografi pahali ve invaziv
yontem olmalar1 nedeni ile sadece yliksek riskli hastalarin tanisinda kullanilmaktadir.
KAH sikliginin giderek artmasi nedeni ile patofizyolojisine yonelik yeni molekiler
mekanizmalarin tespit edilerek daha gelismis non invaziv tani1 yoOntemlerinin

gelistirilmesine olan ihtiyag artmaktadir [100].

Arastirmalar KAH klinik tanisi, prognostik belirte¢ci ve yeni tedavi edici
hedeflerin saglanmasi i¢in IncRNA’larin aday olabilecegini ortaya koymaktadir [101].
IncRNA’larin doku ve kandaki ekspresyon imzalar1 hastalik tanisi, prognozu ve
tedavinin degerlendirilmesinde potansiyel rollerine isaret etmektedir. IncRNA’larin
plazma ve diger viicut sivilarinda stabil olmalari, ¢esitli hastaliklar i¢in tani ve
prognostik faktor olmalarina imkan saglamaktadir. Ancak KAH’da IncRNA
fonksiyonlarinin daha fazla arastirilmasi ve mekanizmalarinin agiklanmasi gerektigi

vurgulanmaktadir [23].

KVS hastaliklarinin patogenezi ve tedavisinde hayati Oneme sahip olan
anjiogenezis yeni kan damarlarinin olusumu ile karakterize, fizyolojik ve patolojik
olarak ikiye ayrilan olduk¢a kompleks bir siiregtir [102]. Ayrica yiiksek morbidite ve
mortaliteye sahip KAH igin popiiler bir aragtirma alanidir [103]. Giincel ¢aligmalarda
IncRNA’larin  anjiogenezis ve vaskiiler hastaliklarda O6nemli rol oynadig
gosterilmesine ragmen KAH etiolojisinde olduk¢a 6nemli bu alan izerinde IncRNA

caligmalar1 hala sinirlidir [24].

Calisgmamizda KAH hastalar1 ve kontrol grubunda, anjiogenik IncRNA’lar ile
hastalarmin anjiografik sonuglar1 arasindaki iliskinin arastirilmasi igin 6nceden
belirledigimiz dort IncRNA nin ekspresyon diizeyleri tespit edilerek KVS hastaliklari
ile iliskisini incelemek amaglanmistir. Bu ¢alisma ile Adiyaman ilinde KAH tan1 ve
tedavisi i¢in koroner anjiyografi yapilan hastalardan, koroner arterlerinde kritik darlik
(= %50 darlik, obstriiktif) saptanarak KAH tanis1 alan 45 hasta ile anjiyografisi normal
(< %50 darlik, non-obstriktif) olan 45 olgu olmak tizere toplam 90 olguya ulasilarak
IncRNA ekspresyon profilleri belirlenmistir. Aragtirmamizda analiz edilen IncRNA
(MEG3, MALAT1, MIAT ve MCMB3AP-ASl)larin ¢alisma gruplar1 arasinda
ekspresyon seviyeleri karsilastirildiginda MEG3 ve MIAT icin istatistiksel olarak an-
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lamli ifade farkliliklari tespit edilmistir. Ancak gruplar arasinda MALAT1 ve
MCM3AP-AS1 ekspresyon seviyeleri acisindan anlamli bir farklilik bulunmamastir.
Arastirma sonuglarinin kardiyovaskiiler patolojileri degerlendirmede ve Ozellikle
anjiogenez ve ateroskleroz ile iligskili mekanizmalara yeni bir bakis a¢is1 saglayarak,

KAH tan1 ve tedavisine katki saglayacagi diisiiniilmektedir.

Koroner arterlerinde kritik darlik saptanan olgular ‘Hasta Grubu’ ve koroner
anjiyografisi normal olan olgular ‘Kontrol Grubu’ olarak kabul edildikten sonra
calisma gruplar1 arasindaki farkliliklar istatistiksel olarak degerlendirilmistir.
Demografik 6zellikler ve klinik bulgulara gore ¢alisma gruplari incelendiginde Hasta
ve Kontrol gruplarinda, hastaliga yatkinlik olusturan risk faktorlerinde anlamli
farkliliklar tespit edilmistir. Kontrol grubuna kiyasla hasta grubunda yas ortalamasinin
istatistiksel olarak anlamli yiiksek oldugu goriilmektedir. Benzer sekilde DM ve
hiperlipidemi hasta grubunda anlamli olarak yuksek (p<0.05)’dir. Hipertansiyon,

sigara ve aile Oykiisii gruplar arasinda benzer sekilde dagilim gosterdigi belirlenmistir.

OMIM veri tabanina gore arastirdigimiz maternal olarak eksprese edilen imprint
bir gen olan MEG3, 14q32.2°de lokalize, 7 ekzonlu ve yaklasik 12 kb (kilo baz)’dan
olusan niikleer bir IncRNA kodlamaktadir. Ayrica MEG3 geni on alt1 splice varyanta
sahiptir [104]. MEG3 knock-out fare beyninde, anjiyogenez yolagindaki VEGFA geni
ile reseptori olan VEGFR2 gen ekspresyonunun ve kortikal mikro damar olusumunun
anlamli olarak arttig1 gosterilmistir. Bdylece MEG3 fonksiyonlarindan birinin
anjiogenezi inhibe etmek oldugu bildirilmistir [105]. Aksine Wenchen ve arkadaslari
MEG3 knockdown edilmesinin VEGFR2 ekspresyonunu azaltarak VEGF ile
indiiklenen anjiogenezisi suprese ettigini bulmustur. Ayrica MEG3 eskpresyonunun
HUVEC (human umbilical vein endothelial cells)’de hipoksik durumlar altinda HIF-
lo tarafindan arttigini tespit etmigler [106]. Bu geliskili bulgular anjiogenezis ile
iliskili MEG3 fonksiyonlarinin doku spesifik oldugunu diisiindiirmektedir. Chao ve
arkadaslari MEG3’iin anjiogenezise pozitif katki saglayan miR-9’u suprese ederek
endotel hiicrelerinde proliferasyonu ve anjiogenezisi inhibe ettigini gostermistir [107].
Boylece c¢esitli c¢alismalarda MEG3’lin farkli birgcok mekanizmalar araciligi ile
anjiogenezis tzerinde hem pozitif hem de negatif etkisi oldugu gosterilmistir. Bizim
calismamizda hasta grubunda anlamli olarak yiiksek diizeyde eksprese olan MEG3’iin
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VEGFR2 gen supresyonu ve miR-9 ile etkilesimi sonucu anjiogenezisi negatif
etkileyerek KAH gelisimine katki sagladigini tahmin etmekteyiz. Ancak bu tahminin
literatiir ve deneysel veriler ile desteklenmesi lazim. Ziheng ve arkadaslart MEG3’iin,
miR-21 supresyonu aracilig1 ile endotel hiicre proliferasyonunu inhibe ettigi ve KAH
dokularinda kontrollere kiyasla down regiile oldugunu gostermistir [108]. Karsit
olarak Hongchun ve arkadaglar farelerde MI sonrasi hasarli kalp dokusunda MEG3
ekspresyonunun up-regiile oldugunu tespit etmis. Hipoksik durumlarda MEG3
ekspresyonunun direk up-regiile oldugu ve RNA baglayici protein FUS (fused in
sarcoma)’a baglanarak rodent kardiyomiyositlerinde apopitozu sagladigin1 ortaya
cikarmiglar [109]. Literatlirde piropitozun, ateroskleroz ilerleme surecinde kritik rol
oynadigr gosterilmis ve Young ve arkadaslart MEG3’tin HAEC (Human aortic
endothelial cells)’de piropitozu artirdigini tespit etmistir. Yiiksek yagh diyet verilen
ApoE-/- knock-out farelerin endotelinde MEG3 ekspresyonunun arttigi, melatoninin
ise MEG3 ekspresyonunu azalttigi gosterilmistir. MEG3’tin NLRP3 gen ekspresyonu
ve endotel hiicre piropitozunu artirmak ic¢in tamamlayici dizileri araciligi ile miR-
223’iin fonksiyonlarini azaltan endojen siinger olarak fonksiyon gérdiigii bildirilmistir.
MEGS3 asir1 ekspresyonunun, melatoninin indiikledigi NLRP3, Caspase-1, IL-13 ve IL-
18 down regiilasyonunu tersine c¢evirdigi gosterilmistir. Boylece MEG3 agiri
ekspresyonunun, piropitoz lizerinde melatoninin inhibitor etkisini ortadan kaldirdig:
gosterilmis ve melatonin replasmaninin piroptoz ile iliskili aterosklerozun tedavisinde
kullanilabilecegi ileri siiriilmiistiir [110]. Ayrica LncTarD veritabaninda MEG3’iin
ateroskleroz ile iligkili olarak up regiile oldugu gosterilmistir [111]. Bulgularimiz
literatlir ile uyumludur ve hasta grubumuzda anlamli olarak yiiksek eksprese olan
MEG3’lin piropitoz iizerinden ateroskleroz gelisimini artirdigin1 ve ekspresyon
diizeyinin ateroskleroz ciddiyeti ile iligkili oldugunu ileri siirmekteyiz. Tum bu
verilerden MEG3 disregulasyonunun hem VEGFR2 ve miR-9 araciligi ile
anjiogenezisi olumsuz etkilemesi hem de NLRP3/miR-223 aks1 araciligi ile piropitozu
artirmasindan dolay1 KAH gelisimi i¢in bir neden olabilecegini vurgulamak istiyoruz.
Sonug olarak hasta grubunda anlamli olarak yliksek eksprese olan MEG3’ilin direkt
olarak KAH ciddiyeti ile iliskili oldugunu diisiinmekteyiz. Bu nedenle MEG3’iin KAH
i¢in aday biyobelirteg ve terapotik hedef olduguna karar vermekteyiz. MEG3 ekspres-
73



yonu cinsiyet agisindan hasta erkeklerde hasta kadinlara gére anlamli olarak diisiik
bulunmustur. Calismamizda aile dykiisii, DM ve hipertansiyon dykiisii bulunmayan
hastalarda kontrollere kiyasla MEG3 ekspresyonunda istatistiksel olarak anlamli ifade
farkliliklar1 goriilmektedir. Bu ifade farkliliklart MEG3’iin ilgili risk faktorlerine
yonelik mekanizmalar ile de iligkili olabilecegini diisindiirmektedir. Calismamiz
sonucunda hasta grubunda up-regiile olan MEG3’iin KAH patogenezine katilarak
hastalik gelisiminde rolii olabilecegi, bir biyobelirte¢ ve tedavi hedefi olarak
kullanilabilecegini 6nermekteyiz.

OMIM veri tabanina goére MIAT geni 22q12.1°de lokalize, 5 ekzonlu ve yaklasik
9 kb biyiikliigiinde dort fakli splice varyanta sahip niikleer tutulan bir IncRNA
kodlamaktadir [112]. MIAT artis1, anormal endotel hiicre proliferasyonu ve gogii ile
iliskilendirilmistir. MIAT knock down edilmesinin in vitro endotel hicre
proliferasyonu, migrasyonu ve tiip olusumunu inhibe ettigi gosterilmistir. MIAT up-
reglilasyonunun, miR-150-5p siingeri olarak fonksiyon gordiigii ve miR-150-5p’nin
VEGF ekspresyonu tiizerindeki baskisini hafifleterek VEGF ekspresyonunu artirdigi
tespit edilmistir. Diger taraftan diyabeti olmayan ratlarin vitreus kavitesine miR-150-
5p mimik enjeksiyonu sonucu MIAT ekspresyonunda belirgin azalma oldugu
gosterilmistir. Boylece miR-150-5p’nin in vivo MIAT ekspresyonunu negatif olarak
diizenledigi bildirilmistir [113]. Populasyonumuzda MIAT ve miR-150-5p arasindaki
etkilesimin hem MIAT hem de dolayli olarak VEGF ekspresyonunu azalttigini
diiginmekteyiz. Literatirde KAH ile anjiogenezis arasinda ¢ift yonli iliski oldugu
aciklanmistir. Aterosklerotik plak i¢inde gelisen anjiogenezisin plak riiptiiriine ve akut
koroner sendroma neden oldugu bildirilmistir [114]. Ancak artmis VEGF-1
diizeylerinin KAH hastalarinda daha iyi bir prognoz sagladigi ileri siiriilmiistiir [115].
Buna uygun olarak ¢aligmamizin sonucunda hasta grubunda diisiik diizeyde eksprese
olan MIAT’mm VEGF ekspresyonunu artirmasi sonucu angiogenezise pozitif katki
saglayarak KAH gelisiminde koruyucu etkiye sahip olabilecegini tahmin etmekteyiz.
MIAT azalisinin ise anjiyogenez iizerinde olumsuz etkisi olabilecegini ve bdylece
KAH patogenezine katki saglayabilecegini ongdrmekteyiz. Serdal ve arkadaslar
aterosklerotik damarlarda, aterosklerotik olmayan damarlara goére MIAT
ekspresyonunu yiiksek bulmustur [116]. Eman ve arkadaslar1 6zellikle 6nceden iske-
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mik kardiyak olay oykiisii pozitif hastalarda MIAT ekspresyonunu anlamli yiiksek
tespit etmistir [117]. Aksine Melanie ve arkadaslart M1 hastalar1 ve kontroller arasinda
MIAT ekspresyon diizeyini benzer tespit etmistir. Ancak ST yiikselmesi olmayan MI
hastalarina kiyasla ST yiikselmeli MI hastalarinda anlamli olarak diisiik bulmustur
[118]. Nobuaki ve arkadaslari MIAT transkriptlerindeki tek nikleotid
polimorfizimlerinin  (SNP) MIAT ekspresyon dizeyi (zerinde muhtemel etkisi
oldugunu ve miyokard infarktiisiine yatkinlik olusturdugunu gostermistir. Ayrica
mevcut bilgiler ile MIAT fonksiyonlarin1 tam olarak agiga ¢ikarmanin zor oldugu
bildirilmistir [119]. Bu nedenle hasta grubumuzda MIAT ekspresyonunun anlamlt
diistik bulunmasini, literatiirde MIAT transkriptlerinde bulunan SNP’lerin MIAT
ekspresyon diizeyini degistirdiginin gdsterilmesi ile de agiklayabiliriz. Bunun yani1 sira
biyolojik drneklerde MIAT ekspresyon diizeyi ve kimyasal kararliliginin net olarak
dogrulanmadigr bildirilmistir. MIAT {izerine yapilan arastirmalarin hala erken
asamada oldugu ve klinik uygulamaya geg¢ilmesi i¢in bazi 6nemli konularin ¢éziilmesi
gerektigi  vurgulanmaktadir. MIAT i upstream ve downstream dulzenleyici
mekanizmalarinin  dikkate alinmasi ve altta yatan mekanizmalarin Onceki
mekanizmalar ile birlestirilmesi gerektigi bildirilmistir [120]. Literatlirde KAH
patogenezi ile iligkili MIAT fonksiyonlarina yonelik ¢alismalar yetersiz oldugundan
daha fazla arastirilma yapilmasi gerektigi agiktir. Ayrica MIAT fonksiyonlar1 tam
olarak bilinmedigi i¢in ¢aligmalar arasinda farkli sonug¢larin bulunmasi muhtemeldir.
Tiim bu nedenlerden dolay1 hasta grubumuzda MIAT ekspresyonunu anlamli diisiik
buldugumuzu agiklamaktayiz. Literatirde MIAT ekspresyon artist KAH patogenezi ile
iligkilendirilse de popiilasyonumuzda anlamli diisiik eksprese olmasinin KAH
gelisimine katki sagladigina inanmaktayiz.

OMIM veri tabanina goére MALAT1 geni 11q13.1°de lokalize, 1 ekzonlu ve
yaklasik 8 kb biiytikliigiinde bir IncRNA kodlamaktadir [121]. MALAT1 ayin zamanda
NEAT2 (nuclear-enriched abundant transcript 2) olarak bilinir ve majér olarak
nlkleusta lokalizedir. MALAT1’in endotel hiicresinde eksprese oldugu ve vaskiiler
gelisimde diizenleyici oldugu gosterilmistir. MALAT1 knock out farelerde retinal
damarlanmanin geciktigi ve endotel hiicre proliferasyonunun anlamli olarak
azaldigibildirilmistir. MALAT1 susturulmasi ile kan akiminin ve kapiller yogunlugun
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azaldigr ve anormal damar filizlenmesine neden oldugu gdsterilmigtir. MALAT1
susturulmasi sonucu hiicre canlilifinda azalma ve apopitotik ytlizde artis1 gozlenmistir.
MALAT1 knockdown ile VEGF veya TNF-a indiikledigi RF/6A (retinal endothelial
cell line) hiicrelerde migrasyon ve tiip olusumunun bloke oldugu, sonugta damar
bozuklugunun azaldigi gosterilmistir. Ayrica MI hastalarinda kontrollere kiyasla
MALAT1 ekspresyonunun yiiksek oldugu tespit edilmis ve MI komplikasyonu olarak
sol ventrikiil disfonksiyonu tahmininde anlamli oldugu gosterilmistir [122]. Aksine
Serdal ve arkadaslar1 aterosklerotik plaklarda MALAT1 ekspresyonunu diisiik saptamis
ve ekspresyon diizeylerinin yas ile ters orantili oldugunu bildirmistir [116]Genom
capinda iliskilendirme ¢aligmalarinda KAH riski ile iliskili SNP’ler bildirilmistir.
Weina ve arkadaglart MALAT1 SNP’leri ile KAH riski arasinda iliski oldugunu
goOstermistir [123]. Farkli olarak Eman ve arkadaslar1 kalp yetmezligi 6ykiisii olan
KAH hastalarinda MALAT1 ekspresyonunda anlamli farklilik tespit etmistir. Koroner
anjiyografi yapilan hastalarin yarisinda MALAT1 ekspresyonunun up regiile oldugunu
ancak hasta ve kontrol grubu arasinda ekspresyonun benzer oldugunu belirlemisler.
Onceden kardiyak iskemik olay dykisi pozitif hastalarda MALAT1 ekspresyonunun
belirgin sekilde daha yiliksek oldugunu bulmuglar. Ayrica MALAT1’in KAH’da
nedensel roliiniin hala bilinmedigine dikkat ¢ekilmistir [117]. Calismamizda literatlire
benzer olarak hasta grubunda MALAT1 ekspresyonu gorece yiiksek bulunmustur.
Ancak hasta ve kontrol gruplari arasinda MALAT1 ekspresyonu ag¢isindan istatistiksel
olarak anlamli farklilik tespit edilmemistir. Ayrica klinik bulgular ve demografik
veriler agisindan da farklilik bulunmamustir. Literatlirde 6nceden kardiyak iskemik
Oyklsu pozitif hastalarda MALAT1 ekspresyonunun anlamli yiiksek oldugu
vurgulanmakta ancak bizim popiilasyonumuzda bdyle hastalar mevcut olmadigi igin
anlamli iligki bulmadigimizi diisiinmekteyiz. Literatiirde belirtildigi gibi KAH
patogenezinde MALAT1’in rolii net degildir ve bizim ¢alismamizda da anlamli bir
iligki gosterilmemistir. Bu nedenle KAH patogenezinde MALAT1’in nedensel rollndn

olup olmadigina dair daha fazla aragtirma yapilmasi gerektigini diisiinmekteyiz.
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Ensembl veri tabanina gére MCM3AP-AS1, 21q22.3’de lokalize, 4 ekzonlu,
yaklagik 3 kb biiyilikliigiinde ve 15 farkli splice varyanta sahip antisense INCRNA
kodlamaktadir [124]. MCM3AP-4S1’in tumor hicreleri malign davraniginin
diuzenlenmesine katildigt ve ¢esitli kanserlerde anormal eksprese edildigi
bildirilmistir. Chuqing ve arkadaslart GEC (Glioma-associated endothelial cells)’de
MCMB3AP-4S51"in yiksek, miR-211"in diisiik diizeyde eksprese edildigini gostermistir.
Bdylece miR-211’in direk olarak MCMB3AP-AS1’i hedefledigi ve ikisi arasinda
karsilikli baskilama oldugu dogrulanmistir. Ayrica MCMS3AP-AS1 knockdown
edilmesi ile miR-211 ekspresyonunun arttigit ve miR-211’in anjiyogenezde
duizenleyici roli olan KLF5 gen ekspresyonunu inhibe ettigi gosterilmistir. MCM3AP-
AS1’in knockdown edilmesinin GEC hiicre canliligi, migrasyonu ve tiip olusumunu
bloke ettigi ve in vitro GBM (Glioblastoma) anjiyogenezinin inhibisyonunda rol aldig1
bildirilmistir. Sonu¢ olarak MCM3AP-AS1’in GBM anjiyogenezine katildigi ve
onkogen olarak hareket ettigi gosterilmistir [125]. Xuemei ve arkadaslar1 akciger
kanserinde MCM3AP-AS1 ekspresyonunun arttigini tespit etmistir. MCM3AP-AS1’in
miR-340-5p siingeri gibi islev gorerek anjiyogenezi artirdigi ve KPNA4 gen
ekspresyonunu up regiile ederek anjiyogenezi hizlandirdig bildirilmis. MCM3AP-AS1
deplesyonunun akciger kanser hiicrelerinde proliferasyon, migrasyon ve anjiyogenezi
baskiladig1 gosterilmistir [126]. Cesitli kanserlerde anjiyogenez siireci ile iligkili olan
MCMB3AP-AS1’in KAH ile iligkisi literatirde daha ©nce hi¢ arastirnllmamustir.
Calismamizda hasta ve kontrol grubu arasinda hem ekspresyon diizeyi hem de
demografik veriler ve Kklinik bulgular agisindan MCM3AP-AS1 ekspresyonunda
anlamli farklilik tespit edilmemis. Bu nedenle MCM3AP-AS1’in KAH patogenezi ile
iligkili olmadig1 sonucuna varmaktayiz. Sonug olarak ¢alismamizda gruplar arasinda
MEGS3 ve MIAT ekspresyon farkliliklarinin KAH patogenezini agiklamaya yonelik
yardimc1 olabilecegini, yeni bir biyobelirtec ve tedavi hedefi olarak yol

gosterebilecegini Ongormekteyiz.

Kardiyovaskiiler  patolojilerde  IncRNA’larin kapsamli  fonksiyonel
karakterizasyonu i¢in hem molekiiler hem de hiicresel diizeyde daha fazla ¢alisma
yapilmasi gerekmektedir. Birkagc RNA-Seq deneyleri yapilmis ve bircok potansiyel

aday belirlenmis olsa da ¢ok az1 karakterize edilmistir [61]. IncRNA arastirmalarinda,
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vaka sayilarinin yetersizligi, cinsiyet, yas ve diger kardiyovaskiiler risk faktorlerinin
cesitliligi gibi heterojen durumlarin varligi, bu molekiillerin biyobelirteg olarak
degerlendirilebilmesi i¢in kisithilik olusturmaktadir. IncRNA gen {iriinlerinin farkl
bircok transkript varyantlarinin olmasi ve bunlarin farkli islevlerinin olma ihtimali,
cok hizli yikilmalari, ifade diizeylerinin az olmasi da arastirma sinirhiliklar
arasindadir. Tim bu kisitlamalarin asilmasi i¢in biiyiik gruplar ve ¢ok merkezli
caligmalara ihtiya¢ vardir. Literatiirde yeterli sayida arastirma olmamasina ragmen
IncRNA’larin 0zellikle ateroskleroz ile iliskili KAH dahil birgok hastaligin tani ve
takibinde  kullanilabilecek yeni ve etkili  biyobelirteg adayr olarak
degerlendirilebilecegi ongoriilmektedir [62].

Calismamizin 6nemli sonuglarinin yani sira bazi kisithiliklart da mevcuttur.
Calismamizda kontrol grubu, koroner anjiyografi sonucu koroner arterlerinde kardiyak
fonksiyonlar1 etkilemeyecek diizeyde darlik saptanan veya hi¢ darlik bulunmayan
hastalardan olusmaktadir. Bunun nedeni koroner arterlerdeki tikanikligin altin standart
yontem olan koroner anjiyografi ile tespit edilmesi ve anjiogenezis strecine yonelik
etkili bir arastirma yapabilmektir. Ancak tamamen saglikli goniilliillerden olusan
kontrol grubu da olusturularak hedef IncRNA’larin ekspresyonunda anlamli farklilik
Olup olmadig1 arastirilmalidir. Caligmamiz gorece kiiciik bir popiilasyonu icermektedir
ve bu ekspresyon calismasinin daha anlamli olmasi i¢in daha biiylik ¢alisma
gruplarinda tekrar edilmelidir. Ayrica tespit edilen ekspresyon farkliliklar: hedef gen
veya RNA diizeyinde dogrulanmalidir.

Sonug olarak calismamizda hedefledigimiz gibi KAH olgularinda anlamhi
ekspresyon farkliliklart olan IncRNA’lar1 gostermis olduk. Gruplar arasinda farkl
ekpsresyon paterni ile disregiile oldugunu tespit ettigimiz MEG3 ve MIAT in
ateroskleroz ve anjiogenezde 6nemli rollere sahip genleri (VEGF, VEGFR2, NLRP3)
hedefledigi bilinmektedir. Ancak ¢alisma sonug¢larimizin 6zellikle anjiogenez ve ve
ateroskleroz ile iligkili mekanizmalar1 farkli bakis acisi ile degerlendirerek KAH
patogenezini acgiklamaya yardimci olacagini ve hastaligin yonetimine katki
saglayacagini diistinmekteyiz. Bununla birlikte KAH gelisiminde rolleri oldugunu
tespit ettigimiz MEG ve MIAT 1n hastaliga yonelik potansiyel aday biyobelirteg ve
tedavi hedefi olabileceklerini 6nermekteyiz.
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6. SONUCLAR

Koroner Arter Hastaligi gelisiminde rol oynayan IncRNA’lar1 arastirdigimiz

calismamizda;

1.

MEGS3 igin yapilan ekspresyon ¢alismalar1 sonucunda koroner arterlerinde
kritik darlik olan hasta grubu ile koroner arterlerinde darlik olmayan kontrol
grubu arasinda (p<0.0108) istatistiksel olarak anlamli ifade farkliliklari tespit
edilmistir.

MEG3 icin yapilan ekspresyon calismalar1 sonucunda erkek cinsiyette,
diabetes mellitus olmayanlar ile hipertansiyon ve aile 6ykusu
bulunmayanlarda, koroner arterlerinde darlik olmayan gruba gore koroner
arterlerinde kritik darlik saptanan hasta gruplari arasinda istatistiksel anlamli
ifade farkliliklar1 tespit edilmistir (p<0.0040, p<0.0162, p<0.0001,
p<0.0225).

MIAT i¢in yapilan ekspresyon caligmalar1 sonucunda koroner arterlerinde
darlik olmayan kontrol grubu ile koroner arterlerinde kritik darlik bulunan
hasta gruplar1 arasinda (p<0.0002) istatistiksel anlamli ifade farklilig:
bulunmustur.

MIAT igin yapilan ekspresyon caligmalari sonucunda erkek cinsiyette,
diabetes mellitus olmayan ve hipertansiyon bulunanlarda, koroner
arterlerinde darlik bulunmayan kontrol grubuna kiyasla koroner arterlerinde
kritik darlik saptanan hasta gruplar1 arasinda istatistiksel anlamli ifade
farkliliklar tespit edilmistir (p<0.002, p<0.0026, p<0.0032).

MALAT1 i¢in yapilan ekspresyon ¢aligmalar1 sonucunda koroner arterlerinde
kritik darlik saptanan hasta grubu ile koroner arterlerinde darlik bulunmayan
kontrol grubu arasinda istatistiksel olarak anlamli ifade farkliliklar
bulunmamastir.

MCMB3AP-AS] i¢in yapilan ekspresyon calismalari sonucunda koroner
arterlerinde kritik darlik saptanan hasta grubu ile koroner arterlerinde darlik
bulunmayan kontrol grubu arasinda istatistiksel olarak anlamli ifade

farkliliklar1 tespit edilmemistir.
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Son olarak istatistiksel anlamli ifade farkliliklar1 tespit edilen bu IncRNA
ekspresyon calismasinin daha biiyiik hasta ve kontrol gruplar ile tekrar edilmesi
gerckmektedir. Ayrica tespit edilen ekspresyon farkliliklar1 hedef gen veya RNA
diizeyinde ¢alismalar yapilarak dogrulanmalidir. Hedef gen-IncRNA iliskisinden yola
cikilarak KAH i¢in biyobelirte¢ ve tedavi hedefi olarak kullanilabilme imkanlari

arastirilmalidir.
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GENETIK CALISMALAR ICIiN BILGILENDIRILMiS ONAM FORMU

LUTFEN DIKKATLICE OKUYUNUZ!

Bu caligmaya katilmak {izere davet edilmis bulunmaktasiniz. Bu ¢alismada yer almay1
kabul etmeden Once ¢alismanin ne amagla yapilmak istendigini anlamaniz ve
kararinizi bu bilgilendirme sonrasi1 6zgilirce vermeniz gerekmektedir. Sizin igin|
hazirlanmis bu bilgilendirmeyi liitfen dikkatlice okuyunuz ve sorulariniza agik yanitlar
isteyiniz.

Kalp ve damar hastaliklarinin genetik (kalitimsal) nedenlerini bulmak iizere yeni
bir arastirma yapmaktayiz. Arastirmanin ismi “Adiyaman Ilinde Koroner Arter
Hastahiginin  Erken Tamsinda Kandaki Uzun Kodlamayan RNA’lar
(LncRNA’lar) (MEG3, MALAT1, MIAT, MCM3AP-AS1): Erken Biyobelirteg
Olabilir mi?” dir.

Sizin de bu arastirmaya katilmanizi Oneriyoruz. Ancak hemen ifade etmek
gerekir ki bu arastirmaya katilip katilmamakta serbestsiniz. Calismaya katilim
goniilliiliik esasina dayanir. Kararimizi vermeden once aragtirma hakkinda sizi
bilgilendirmek istiyoruz. Bu bilgileri okuyup anladiktan sonra aragtirmaya katilmak
isterseniz formu imzalayiniz.

Arastirmaya davet edilmenizin nedeni sizde/ailenizin bir iliyesinde koroner arter
hastaligmin bulunmus olmasidir. Adiyaman Universitesi Tibbi Genetik Anabilim Dali
bu hastaligin nedenlerini ortaya ¢ikarmak amaciyla bir arastirma gerceklestirecektir.
Sizin de bu ¢alismaya katilmaniz arastirmanin basarisi i¢in onemlidir. Arastirmaya
katilacak hasta goniillii say1s1 toplami 90°dur.

Muayene esnasinda sizden biyokimyasal ve genetik analizler i¢in kan alinacak ve
bulgular kaydedilecektir. Bu kayitlar ilerde tekrar incelenerek dogru tani konulmasina
yardimci olacaktir. Bu kayitlar kimliginiz belirtilmeden bilimsel nitelikte yayinlarda
kullanilabilir. Bu amaclarin disinda bu kayitlar kullanilmayacak ve baskalarina
verilmeyecektir.

Bu ¢alismay1 yapabilmemiz i¢in kolunuzdan 5-10 ml (1-2 tiip) kadar kan almamiz
gerekmektedir. Bu kandan genetik materyal (DNA ve RNA) elde edilecektir. Bu
asamada basarisiz olundugunda bir kez daha kan vermeniz istenebilir.

Bu calismaya katilmak i¢in sizden herhangi bir iicret istenmeyecektir. Calismaya
katildiginiz i¢in size herhangi bir 6deme yapilmayacaktir.

Kan alinmast sirasinda olusabilecek riskler: Kan alma islemi ile ilgili riskler arasinda
bayilma, agr1 ve/veya kan alma bdlgesinde morarma sayilabilir. Ender durumlarda ise
igne deliginin yerinde enfeksiyon ya da kiigiik bir kan pihtis1 olabilir. Olas1 bir soruna
kars1 gerekli tedbirler tarafimizdan alinacaktir.

Yapilacak genetik testin getirebilecegi olasi riskler: Genetik bilginin kullanilmasina
bagl olarak sosyal, ekonomik ve psikolojik sorunlar ortaya cikabilir. Size ait genetik
bilginin gizli kalacagina dair elimizden geleni yapacagiz. Ancak hemen belirtmemiz



gerekir ki; yaptigimiz testler sizin veya ailenizin bir ferdinin ileriki bir zamanda bu
genetik hastaliktan etkilenebilecegini ortaya ¢ikarabilir. Bu bilginin kotii yonde
kullanilmasi sizi ekonomik ve sosyal yonden etkileyebilecegi gibi, boyle bir hastaliga
sahip oldugunuzu 6grenmeniz sizi psikolojik yonden de etkileyebilir. Sizin anormal
bir gen tasidiginizi saptadigimizda bulgularimizi herhangi bir ticret talep etmeden size
bildirecegiz. Ancak boylesi bir bilgiyi 6grenmeyi reddetmek her zaman hakkinizdir.
Hemen belirtmeliyiz ki; bu bilgiyi sizin disinizda birisi ile paylasmamiz sadece sizin
izninizle olacaktir. Genetik testlerin 6nemli bir riski de bu testler sonucunda anne ya
da babanin biyolojik kimliginin de saptanmasidir. Bu durumlarda gizlilik ilkesine bagh
kalinacaktir.

Yukarida sayilanlar boylesi bir analizde yasanabilecek potansiyel risklerdir. Ancak
bunlardan en az oranda zarar gérmenizi saglamak i¢in elimizden geleni yapacagiz.
Calismanin devami sirasinda ortaya ¢ikabilecek sorun ve riskler katilimeinin/hastanin
kendisi ya da sorumlusuna iletilecektir.

Yapilacak genetik testin getirecegi olast yararlar: Boyle bir analiz ilgili genetik
hastaligin nedeninin 6grenilmesinde yararli olacaktir. Su anda bu ¢alismanin hemen
size veya yakinlariniza bir fayda olarak doniip donmeyecegini bilmiyoruz. Ancak ilgili
hastaligin temelinde yatan nedenlerin 6grenilmesi ileride ilgili hastaliktan etkilenmis
bireylere fayda saglayacaktir.

Bu ¢alismaya katilmay1 reddedebilirsiniz. Bu aragtirmaya katilmak tamamen istege
baglhdir ve reddettiginiz takdirde size uygulanan tedavide herhangi bir degisiklik
olmayacaktir. Yine ¢aligmanin herhangi bir asamasinda onayinizi gekmek hakkina da
sahipsiniz. Eger orneginizin imha edilmesine karar verirseniz, bu isteginizden 6nce
iretilmis her tlrlii veri ve yapilmis analiz ortadan kaldirilmayacak ama daha fazla
analiz yapilmayacaktir. Aksi takdirde, saklama siiresinin sonunda Ornegin imha
edilmesinden destekleyici/arastirict sorumludur.

Kan Orneklerinin Saklanmasi

Bu bilimsel arastirma sirasinda alinan kan Orneklerinin tamami kullanilmayip bir
boliimii benzeri arastirmalarda kullanilmak tizere saklanabilir.

(Katihmeinin/Hastanin Beyani)

Saymn Dog. Dr. Erdal AKTURK tarafindan Adiyaman Universitesi Tip Fakiiltesi
Kardiyoloji Anabilim Dalinda tibbi bir aragtirma yapilacag: belirtilerek bu aragtirma
ile ilgili yukaridaki bilgiler bana aktarildi. Bu bilgilerden sonra bdyle bir arastirmaya
“katilimer” (goniillii) olarak davet edildim.

Eger bu arastirmaya katilirsam hekim ile aramda kalmasi gereken bana ait bilgilerin
gizliligine bu arastirma sirasinda da bliyilk 6zen ve saygi ile yaklasilacagina
inantyorum. Arastirma sonuglarinin egitim ve bilimsel amaclarla kullanimi sirasinda
kisisel bilgilerimin ihtimamla korunacagi konusunda bana yeterli giiven verildi.

Projenin ylriitiilmesi sirasinda herhangi bir sebep gostermeden arastirmadan
cekilebilirim. Ancak arastirmacilart zor durumda birakmamak i¢in arastirmadan



cekilecegimi Onceden bildirmemin uygun olacaginin bilincindeyim. Ayrica tibbi
durumuma herhangi bir zarar verilmemesi kosuluyla arastirmaci tarafindan aragtirma
dist tutulabilirim. Aragtirma i¢in yapilacak harcamalarla ilgili herhangi bir parasal
sorumluluk altina girmiyorum. Bana da bir 6deme yapilmayacaktir.

Ister dogrudan ister dolayl1 olsun arastirma uygulamasindan kaynaklanan nedenlerle
meydana gelebilecek herhangi bir saglik sorunumun ortaya ¢ikmasi halinde, her tiirlii
tibbi miidahalenin saglanacagi konusunda gerekli giivence verildi. (Bu tibbi
miidahalelerle ilgili olarak da parasal bir ylik altina girmeyecegim). Arastirma
sirasinda bir saglik sorunu ile karsilastigimda; herhangi bir saatte Dog¢. Dr. Erdal
AKTURK ’e ulasabilecegimi ve kendisini arayabilecegimi biliyorum. Bu arastirmaya
katilmak zorunda degilim ve katilmayabilirim. Arastirmaya katilmam konusunda
zorlayici bir davranisla karsilagsmis degilim. Eger katilmay1 reddedersem, bu durumun
tibbi bakimima ve hekim ile olan iliskime herhangi bir zarar getirmeyecegini de
biliyorum.

Bana yapilan tiim agiklamalar1 ayrintilartyla anlamis bulunmaktayim. Kendi bagima
belli bir diisiinme siiresi sonunda ad1 gegen bu arastirma projesinde “katilimer” olarak
yer alma kararin1 aldim. Bu konuda yapilan daveti biiylik bir memnuniyet ve
gonallaluk icerisinde kabul ediyorum.

Bu formun imzal ve tarihli bir kopyas1 bana verildi.
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