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OZET

MIKRORNA VE ILiSKIiLi GENLERIN EKSPRESYON SEVIYELERI iLE
APELIN, ENDOKAN, KINURENIN PROTEIN DUZEYINDEKI
DEGIiSIMLERIN
PULMONER ARTERIYEL HIPERTANSIYON ETYOPATOGENEZINDEKI
ETKILERININ ARASTIRILMASI

AMAGC: Pulmoner hipertansiyonun (PH) patobiyolojik bulgularinin anlagilmasi hala
tam  bilinmemektedir. Biriken kanitlar, mikroRNA'lardaki (miRNA) bozulmus
regulasyonun, PH'deki pulmoner vaskiler hicrelerdeki hiperproliferatif ve apoptoza
direngli patofenotipleriyle baglantili oldugunu gostermektedir. Bu ¢alismanin amaci,
MRNA ve miRNA ekspresyonundaki degisiklikler ile bunlarin sinyal yolaklarindaki
rollerini belirlemek, seviyelerini PH siddetiyle iligskilendirmek ve bu degisiklikler ile apelin
(APLN), kinurenin ve endokan’in serum seviyeleri arasindaki iligkiyi arastirmakt.

METOT: Calismaya yeni tan1 daha dnceden PH tedavisi almamis 54 hasta ile yas ve
cinsiyet uyumlu 55 saglikli kontrol grubu dahil edildi. Tum hastalara sag kalp
kateterizasyonu uygulandi. Toplam RNA, TRIzol reaktifi kullanilarak izole edildi ve
MRNA ve miRNA icin komplementer DNA (cDNA)'lar, Ureticinin kit protokollerine goére
sentezlendi. Hipoksi ile induklenebilir faktor (HIF) -1 alfa, HIF-2 alfa, transkripsiyonun
sinyal iletici ve aktive edicisi 3 (STAT-3), fibroblast biylme faktori-2 (FGF-2), fibroblast
blylme faktorl reseptori-1 (FGFR-1), Poli-ADP-riboz polimeraz 1 (PARP-1)’in mRNA
ekspresyonlari ve miRNA-130a, miRNA-204, miRNA-210, miRNA-223 ve miRNA-424'Un
miRNA ifadeleri Ger¢ek zamanli polimeraz zincir reaksiyonu (RT-PCR) ile belirlenmistir.
APLN, kintrenin ve endokan konsantrasyonlart ELISA yontemi ile analiz edildi.

BULGULAR: PH hastalarinin plazmalarinda HIF-2 alfa ve STAT-3’in mRNA
ekspresyonlarinda artig ile miRNA-130a ve mMIRNA-210 ekspresyonlarinda artis

saptanirken; MIRNA-204 ekspresyonunda ise azalma saptandi. PH hastalarinin
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serumlarinda APLN ve kinurenin konsantrasyonlarinda azalma izlendi. PH hastalarinda
APLN-miRNA-424 arasinda pozitif korelasyon izlenirken (r=0,309, p=0,024) ; FGFR-1-
miRNA-210: r=(-)0,288, p=0,042; FGF-2-miRNA-204: r=(-)0,452, p=0,001; HIF-2a-
miRNA-204: r=(-)0,357, p=0,014; HIF-2a-miRNA-223: r=(-)0,359, p=0,025. aralarinda
negatif korelasyon izlendi.

SONUGC: Calisma bulgularimiz miRNA-210, miRNA-130a, HIF-2a ve STAT-3
inhibisyonunu; APLN, Kkinurenine, miRNA-204 konsantrasyonlarini arttirmayi hedef alan
yeni terapOtik rejimlerin gelistirilmesi gerektigini gostermistir. Ayni zamanda PH
hastalarinda APLN-miRNA-424, FGFR-1-miRNA-210, FGF-2-miRNA-204, HIF-2a-
MIiRNA-204 ve HIF-2a-miRNA-223 arasinda daha dnceden belirtilmeyen bir iliski tespit
ettik.
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ABSTRACT

EFFECTS OF EXPRESSION LEVELS OF MICRORNA AND RELATED

GENES AND APELIN, ENDOKAN AND KYNURENINE CONCENTRATION

ON ETHIOPATOGENESIS OF PULMONARY ARTERIAL HYPERTENSION
BACKGROUND: Understanding of the pathobiologic manifestations of pulmonary
hypertension (PH) is still unknown. Accumulating evidence suggests that dysregulation of
microRNAs (miRNA) is linked to the hyperproliferative and apoptosis-resistant
pathophenotypes of pulmonary vascular cells in PH. The aims of the present study were to
determine the alterations in MRNA and miRNA expressions and their role in signaling
pathways, to correlate their levels with the severity of PH, and to investigate the
relationship between those alterations and serum levels of apelin (APLN), kynurenine, and
endocan in PH.
METHODS: The study included 54 consecutive treatment-naive patients with PH and 55
age and sex-matched healthy controls. All subjects underwent right heart catheterisation.
Total RNA was isolated using TRIzol reagent and complementary DNAs (cDNA) for
mRNA and miRNA were synthesized according to manufacturer's kit protocols. mRNA
expressions of hypoxia inducible factor (HIF)-1 alfa, HIF-2 alfa, signal transducer and
activator of transcription 3 (STAT-3), fibroblast growth factor-2 (FGF-2), fibroblast growth
factor receptor-1 (FGFR-1), Poly-ADP-ribose polymerase 1 (PARP-1) and miRNA
expressions of miRNA-130a, miRNA-204, miRNA-210, miRNA-223, and miRNA-424 were
determined by real time polymerase chain reaction (RT-PCR). Concentrations of APLN,
kynurenine, and endocan were analyzed by ELISA method.

RESULTS: mRNA expressions of HIF-2 alfa and STAT-3 were increased; miRNA-210 and
miRNA-130a were increased; miRNA-204 was decreased in PH. APLN and kynurenine
concentrations were decreased in PH. There was positive correlation: APLN-miRNA-424:
r=0,309, p=0,024. There were negative correlations: FGFR-1-miRNA-210: r=(-)0,288,
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p=0,042; FGF-2-miRNA-204: r=(-)0,452, p=0,001; HIF-2a-miRNA-204: r=(-)0,357,
p=0,014; HIF-2a-miRNA-223: r=(-)0,359, p=0,025.

CONCLUSIONS: Our study findings support development of novel therapeutic strategies
targeting inhibition of; miRNA-130a, miRNA-210, HIF-2 alfa and STAT-3 signaling and
stimulate APLN, kynurenine, miRNA-204 concentrations. We report a novel relationships
between APLN-miRNA-424, FGFR-1-miRNA-210, FGF-2-miRNA-204, HIF-2a-miRNA-
204 and HIF-2a-miRNA-223 in PH patients.
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1. GIRIS VE AMAC

Pulmoner hipertansiyon (PH) tanis1 konuldugunda klinik olarak ilerlemis olan,
ciddi mortalite ve morbititiye neden olabilen bir hastaliktir. Pulmoner arteriyel
hipertansiyon (PAH) pulmoner arteriyel endotel hiicreleri (PAEC), pulmoner arteriyel
duz kas hucreleri (PASMC), fibroblastlar1 da igeren birden fazla hiicre modelinde
yeniden sekillenmeden olusan kompleks bir hastaliktir. Bu durum pulmoner vaskiiler
sistemde hiperproliferasyon, vazokonstruksiyon, diiz kas hipertrofisi gibi sonugclara
yol agan bir dizi olay sonucunda gelismektedir (1).

MikroRNA (miRNA) disregiilasyonunun, yapilan ¢aligmalarda PH gelisimi ve
progresyonunda dnemli bir rol aldig1 tespit edilmistir. miRNA kiiciik, kendi basina
kodlama yapamayan ancak gen ekspresyonunu etkileyen RNA molekillerinden
olusur. Insan genomunda yaklasik 5500 ¢esidi saptanmustir. Primer ve prematiire
miRNA’lar ¢ekirdek ve sitoplazmada isleme tabi tutularak aktiflenmektedirler. Aktif
miRNA’lar ¢ift sarmalli, 17-24 niikleotit uzunlugundadir (2).

PH gelismis PASMC’de transkripsiyonun sinyal iletici ve aktive edicisi
3(STAT-3), diiz kasa 6zgii miRNA-204’0 down regile ederek, hiicresel proliferasyonu
arttiran SRC kinaz’1 aktifler. Benzer sekilde apelin (APLN) down regiilasyonu sonrasi
miRNA-424/503 azalarak PAEC’de Fibroblast buyime faktori (FGF-2) araciligi ile
proliferasyonu tetikledigi saptanmustir (3).

Monocrotaline (MCT) ile olusturulan PH de endokan seviyesinin normalin ¢ok
tizerinde oldugu gorilmiistiir (4). miRNA-17, miRNA-21, miRNA-130, miRNA-145
yapilan ¢alismalarda PH gelismine aracilik yaptiklari saptanmustir (5).

Triptofan metaboliti olan kintrenin idiyopatik pulmoner hipertansiyon (IPAH)
hastalarinda yapilan bir ¢alismada anlamli derecede yiiksek bulunmustur (6).

PAH yonetimindeki giincel tedaviler ile hastaligin prognozu iyilestirilmistir
ancak mortalite ve morbitide halen yuksektir. Bu nedenle patofizyolojisinin
anlasilmasi icin yeni caligmalara ihtiya¢ vardir. Buradan yola ¢ikarak bizim de bu
calismada amacimiz PAH’li hastalarda miRNA diizeyleri ile iliskili genlerin

ekspresyonunun belirlenmesi ve APLN, endokan, Kinlirenin protein dizeylerindeki



degisimlerin PAH patogenezi (izerindeki rollerini incelemek ve literattire yeni bilgiler
kazandirmaktir. Boylelikle bu konuda daha fazla c¢alisma yapilmasi ig¢in bilim

insanlariin dikkati bu hastaliga ¢ekilerek yeni tedavi hedefleri gelistirilebilecektir.



2. GENEL BIiLGILER

2.1. PULMONER HIiPERTANSIiYON

2.1.1. Tamim

Saglikli bireylerde sag kalp kateterizasyonu (SKK) ile yapilan 6l¢iim sonrasi
istirahat ortalama pulmoner arter basinci (OPAB) 14 * 3 olarak saptanmakla beraber 20
mmHg’a kadar normal kabul edilmektedir. 2018 de yapilan PH Diinya Sempozyumunda
prekapiller PH tanimlamasi OPAB >20 mmHg, pulmoner arter kama basinct (PAWP)
<15 mmHg ve pulmoner vaskuler direng (PVR) >3 Wood Unit (WU) tizerinde olmasi
olarak revize edilmistir.

Tedaviye verdikleri yanitlari, hemodinamik o6zellikleri, klinik ve patolojik
bulgular ile beraber degerlendirildiginde bes tip PH klinik smifi bulunmaktadir. Bu
smiflama Tablo 1’de detayl bir sekilde verilmistir (7).

2.1.2. Epidemiyolojisi

PH hastalar1 hakkindaki kayitlar kisithidir. Bunun yaninda Birlesik Krallik’ta
milyonda 97 vaka, Fransa’da ise milyonda 5-52 vaka olarak yapilan calismalarda
saptanmistir. Kadin/Erkek orani ise bazi ¢aligmalarda 1.8 olarak raporlanmistir. Yas
standartlandirilmis 6liim oranlart Amerika’da 4.5-12.3 arasinda olarak hesaplanmustir.
Tabi bu degerler PH tipleri arasinda farklilik gostermektedir. Gruplar arasinda en sik
hangi grubun baskin oldugu konusunda net bilgi olmasa da Grup 2 sol Kkalp

hastaliklarina bagli PH’ nin daha fazla oldugu disiiniilmektedir.



Tablo 1. Pulmoner hipertansiyon klinik siniflandirmasi

1.1 idiopatik
1.2 Genetik
1.3 Ilag ve toksine bagli
1.4 Tliskili;
141 Bag doku hastalig1
1.4.2 Insan immun yetmezlik virus (HIV) enfeksiyonu
143 Portal Hipertansiyon
1.4.4 Konjenital Kalp Hastaligi
145 Sistozomiyazis
1.5 Uzun sireli kalsiyum kanal blokerlerine cevap veren
1.6 Pulmoner venookluziv hastalik ve/veya pulmoner hemanjiomatozis
1.7 Yenidoganin persistan pulmoner hipertansiyonu

2.1 Korunmus LVEF Kalp yetmezligi

2.2 Azalmis LVEF Kalp yetmezligi

2.3 Kapak hastaligi

2.4 Postkapiller PH’ye neden olan konjenital/kazanilmig kardiyovaskiiler durumlar

3.1 Obstruktif akciger hastalig
3.2 Restriktif akciger hastaligi
3.3 Mikst restriktif ve obstruktif paternlerin oldugu diger akciger hastaliklar
3.4 Akciger hastaligi olmadan hipoksi

3.5 Geligimsel pulmoner hastaliklari

4.1 Kronik tromboembolik pulmoner hipertansiyon
4.2 Diger pulmoner arter obstriiksiyonlar1

5.1 Hematolojik hastaliklar

5.2 Sistemik hastaliklar ve metabolik hastaliklar
5.3 Diger

5.4 Kompleks konjenital kalp hastaliklar1

Yapilan biiylik PAH calismalarinda hastalarin yaklasik yarisint IPAH ve Herediter
pulmoner arteriyel hipertansiyon (HPAH) olusturmakta iken geri kalan grupta basi bag



doku hastaliklarindan 6zellikle skleroderma cekmekteydi. Kalan grupta bag doku
hastaliklarindan sonra konjenital kalp hastaliklarina bagli PH sik olarak izlendi. Cin’de
yapilan c¢alismalarda ise konjenital kalp hastaliklarina bagli PH bag doku
hastaliklarindan daha fazla olarak bulundu (8,9)

2.1.3. PAH Tanim

PAH, PH’nin bes klinik smiflamasindan birincisidir. Diger nedenler
diglandiktan sonra SKK’da PAWP <15 mmHg, PVR >3 WU ve OPAB >20 mmHg
olarak saptanmasi ile tan1 alir. Hemodinamik olarak PH prekapiller ve postkapiller

olmak tizere ikiye ayrilir. PAH prekapiller PH olarak degerlendirilir (8). (Tablo 2)

Tablo 2. Pulmoner hipertansiyon hemodinamik siniflandirmasi

TANIMLAMA KARAKTERISTIK | KLINIK GRUPLAR

PREKAPILLER PH OPAB >20 mmHg (1. Pulmoner arteriyel hipertansiyon
PKWP <15 mmHg 3. Akciger hastaligina baglhi PH
PVR >3 WU 4. Kronik tromboembolik PH

5. Sebebi bilinmiyen ve/veya multifaktoriyel
mekanizma ile gelisen PH

iZOLE POSTKAPILLER |OPAB >20 mmHg 2. Sol kalp hastaligina bagh PH

PH PKWP >15 mmHg 5. Sebebi bilinmiyen ve/veya multifaktoriyel
PVR <3 WU mekanizma ile gelisen PH
KOMBINE PRE- OPAB >20 mmHg 2. Sol kalp hastaligina bagli PH
POSTKAPILLER PH PKWP >15 mmHg 5. Sebebi bilinmiyen ve/veya multifaktoriyel
PVR >3 WU mekanizma ile gelisen PH

PAH; IPAH, ilaglara bagli PAH, HPAH ve diger sebeplere bagli PAH olmak
Uzere 4 alt baslik altinda toplanabilir. Pulmoner veno-okluziv hastalik ve yenidoganin
persistan PH’1, PAH alt gruplarina yakin olmasina ragmen bazi farkliliklarindan 6tiirii

Grup 1 PH iginde farkli baglik olarak degerlendirilmistir (10,11)

2.1.4. PAH’da Patoloji

PH ileri evrelerinde hastalarda ortak goriilen klinik sag kalp yetmezligi olup bu



PVR artisina bagh gelismektedir. PVR artisi1 i¢in sadece akim artigi tek basina yeterli
degildir. Akim artisin1 basing artis1 da takip etmesi gerekmektedir. PVR artis1 farkl
etiyolojiler sonrasinda meydana gelir. Bunlar: IPAH, bag doku hastaliklar1 gibi
hastaliklar sonucu kiigiik arter ve arteriyollerde olusan ilerleyici tikanma ile, kronik
obstriiktif akciger hastaligi (KOAH), Alveolar hipoventilasyon gibi durumlarda
hipoksiye bagli gelisen vazokonstruksiyon ile; pulmoner emboli gibi durumlarda
vaskiiler sistemde alan azalmasi ile, atriyal septal defekt (ASD), ventrikiler septal
defekt (VSD) gibi konjenital kalp hastaliklarinda vaskiiler sistemde artmis kan akimi
ile, sol kalp hastaliklarina bagli durumlarda pulmoner vendz basing artisina bagh
gelismektedir (12,13).

PAH’da distal pulmoner arterlerin etkilenmesi patolojik incelemede sik olarak
primer pulmoner arteriopati, trombotik arteriopati ve pleksojenik arteriopati olarak
gorulmektedir (14,15). Patolojide bir ¢ok mekanizmanin yol aldigi bilinmektedir.
Ancak sonucta vazokonstriktor ile vazodilatator mediyatorlerin arasindaki dengenin
bozulmasina bagli vazokonstriksiyon baskinligi izlenmektedir. Buna ek olarak endotel
hasari, matriks protein diizeyindeki degisimler, endotel yapisindaki degisiklikler, diiz
kastaki olusan degisiklikler, trombositler diizeylerindeki degisimler, buyiume
faktorlerindeki degisimler de meydana gelmektedir (16). Histopatolojik olarak ise
PH’de en sik tiim arter katmanlarinda hasar, medial hipertrofi, intima tabakasinda
fibrotik lezyonlar ile organize trombiisden olusan pleksojenik pulmoner arteriopati
goriiliir. Bu endotel ¢cogalmasi sirasinda diizensizlik sonrasinda meydana gelmektedir

(14,17).

2.1.5. Klinik Bulgular

Klinik PH i¢in 6zgiil degildir. Bulgular ve semptomlar altta yatan etyolojiye bagl
degismekte iken ileri evrelerde sag kalp yetmezligi semptom ve bulgular1 6n planda
izlenmektedir. Hastalarda efor dispnesi, halsizlik, yorgunluk, angina, senkop, karin
sisligi sikayetleri ile hasta klininige bagvurabilir (18). Fizik muayenede trikispit

yetersizligine bagl pansistolik iifiiriim, diyastolik pulmoner yetmezlik iifiirlimii, S2’de



siddetlenme, S3 wvarligi, parasternal lift olarak bilinen sol parasternal alanda sag
ventrikiil kasilmasma bagli sternum yiikselmesi, juguler vendz dolgunluk, asit,
hepatomegali, periferik 6dem gorilebilir (19).

Efor dispnesi hastalarin ¢ogunda sag kalp yetmezliginin en erken belirtisidir
ve sag ventrikiil akim rezervinde azalma ile iliskilidir (20). Yine akim rezervinde azalma
sonucu senkop gelisebilir. Kronik bobrek yetersizligi ve hiponatremi sol kalp yetmezligi
hastalarinda oldugu gibi gelismektedir (21). Efor kisitlanmasi ve kas yorgunlugu
hastalarda periferik akimin bozulmasi sonucu artan laktik aside bagl artmaktadir (22).
Siroz ciddi sag kalp yetmezliginin ge¢ doneminde goriilmektedir. Hizli kotiilesen
hipoksemi varliginda patent foramen ovale’ye baglh sagdan sola sant gelistigi
diisiiniilmelidir. Hastalar akut kalp yetersizligi ile bagvurabilir. Bu hastalarda kisa donem

mortalitenin %40’a kadar yiikselebilecegi gosterilmistir (23).

2.1.6. Genetik

HPAH hastalarinin yaklasik %75’inde sorumlu 300’den fazla bagimsiz kemik
morfogenetik protein reseptori tip 2 (BMPR2) mutasyonu saptanmistir. BMPR2,
transforme edici buyume faktori (TGF-g) ailesinin tip Il reseptor Uyesinin
kodlanlanmasini saglar. PAH saptanan ve genetik oldugu diisiiniilen sporadik vakalarda
%?25’e varan oranlarda bu gende mutasyon bulunmustur (24). Birden ¢ok aile bireyinde
bulunan aktivin 8 reseptorii benzeri kinaz tip 1 (ALK-1) reseptérinde ve ciddi oranda
daha diisiik siklikta endoglin tip 3 (ENG) reseptoriinde saptanan mutasyonlar kalitsal
hemorajik telenjiyektazi ile iliskili PAH gelismesine sebep olmaktadir (25). TGF-4
ailesinin PAH gelisimindeki 6nemli rolii bu mutasyonlar ile ortaya konulmustur.
Akciger endotelyal hiicrelerinde bol miktarda bulunan caveolin-1 (CAV1) olarak
adlandirilan membran proteini olan caveolay1 kodlayan gendeki mutasyon yine PAH ile
iliskilendirilmistir (26). Yine benzer sekilde PAH ile iliskisi saptanan bir diger
mutasyon, KCNK3 denilen ve pH duyarli potasyum kanali siiper ailesi K tiye-3’i
kodlayan gendeki mutasyondur (27). Bu kanalin hipoksiye duyarli oldugu saptanmistir
(28).



2.2. Pulmoner Hipertansiyonda Ekokardiyografi

PH’de tanmi, tedavi takibi ve prognozun belirlenmesinde ekokardiyografi cok
onemlidir. Ekokardiyografi ile pulmoner basinglar non invaziv bir sekilde
degerlendirilmekle beraber eslik eden sol kalp hastaliginin varligi, PH sonucunda sag
atriyum ve sag ventrikiilde meydana gelmis degisiklikler degerlendirilebilmektedir. Sag
bosluklar iki boyutlu ekokardiyografi, geleneksel Doppler ekokardiyografi, M mod
ekokardiyografi, ¢ boyutlu ekokardiyografi ve doku Doppler ekokardiyografi ile

degerlendirilmektedir.

2.2.1. iki Boyutlu Ekokardiyografi

PH olan bireylerin ¢ogunda iki boyutlu ekokardiyografide sag ventrikiil ve atriyal
genisleme ilk olarak goze carpmaktadir. Bu degerlendirme hem gorsel olarak kalitatif,
hem de Ol¢limler sonrasinda kantitatif olarak saptanmaktadir.

Kalitatif olarak sag kalp yapilari sol kalp yapilarina gore daha genis olarak
izlenmektedir. Normalde sag ventrikiiliin kalp apeksine kadar uzanmayip, tabani trikiispit
aniiliis diizlemi olan sag ventrikiiliin sol ventrikiiliin uzun eksen uzunlugunun 2/3’inii
gecmemesi gerekir. Eger bu oran 2/3’li ge¢gmis ancak 1/1 oranindan kii¢iikse hafif sag
ventrikiil genislemesinden, oran 1/1 ise orta derecede genislemeden ve 1/1°den biiyiik ve
apeksin biiyiik kismini veya tamamini sag ventrikiil olusturuyorsa ileri genislemeden s6z
edilebilir. Buna benzer yontemle sag atriyumun gorsel olarak sol atriyum boyutlarindan

genis olmasi sag atriyal dilatasyonu diisiindiiriir (29).

2.2.2. M-Mod Ekokardiyografi

Apikal dort bosluk goriintlisinden sag ventrikiil sistolik  fonksiyonunu
degerlendirmek miimkiindiir. Trikuspit anuler planda sistolik yer degistirmesi (TAPSE)
trikispit kapak hareketinin sistol sirasinda apekse dogru hareketinin apikal dort bosluk

goruntlsunde lateral triklispit aniiliisiine M mod yerlestirilerek dl¢iilmesidir. Kolay ve basit



bir teknik olup, sag ventrikiil sistolik fonksiyonlar1 hakkinda dogrudan bilgi verdigi ve

sag ventrikiil ejeksiyon fraksiyonu ile iliskisi gosterilmistir (30).

2.2.3. Konvansiyonel Doppler Gortintuleme

Sag ventrikiil ayn1 zamanda Doppler ile degerlendirilmektedir. Konvansiyonel
Doppler degerlendirmede, sirekli dalga (CW) Doppler, renkli Doppler ve pulse dalga
(PW) Doppler tekniklerini icerir. Pulmoner kapak akimi ve trikiispit yetersizlik hizi
degerlendirilir. Pulmoner kapakta veya sag ventrikiil ¢ikis yolunda (SGVCY) darlik
olmadiginda sistolik pulmoner arter basinci (SPAB)’nin sag ventrikiil sistolik basincina
(SGVSB) esit oldugu kabul edilir. Trikispit yetersizlik velositesi (TRV) (zerinden
yapilan 6l¢iim, tahmini SPAB hesabinda en giivenilir yontemdir. Ilk olarak TRV’nin
Doppler ekokardiyografik inceleme ile kaydedilmesi, 1984 yilinda Yock ve ark.
tarafindan sag kalp yetersizligi klinigi saptanan 62 hastalik bir ¢alisma ile gdsterilmistir.
TRV’nin pik hizin1 sadelestirilmis Bernoulli denklemiyle kullanarak trans trikispit
gradiyenti hesaplamislar ve sag atriyum basincini (SGAB) bu deger ile topladiklarinda
SKK ile elde edilen SGVSB’a ¢ok yakin degerleri elde etmislerdir. TRV ile SGVSB
dogrudan iliskilidir. SGAB ve TRV ile Bernoulli denklemini kullanarak SGVSB’yi
hesaplamak mimkiindir.

SGVSB =4 (TYV)?+ SGAB

Trikiispit yetersizlik akimimdan CW ile hesaplanan trikiispit yetersizlik akimindaki
maksimum hizi TRV'i, SGAB ise tahmini degeri ifade eder. Basit ve dogru bir
hesaplama yontemidir. Iki boyutlu ekokardiyografide subkostal degerlendirme ile,
inferiyor vena cava (IVC) cap1 ve solunumsal olarak ¢ap degisikligi SGAB hesaplamada
kullanilir. IVC <2.1 cm ¢apta ve inspiriyum ile 1VC ¢apinda %50°dan fazla degisiklik
meydana geliyorsa SGAB normal aralikta yani 0-5 mmHg (ortalama 3 mmHg), iVC
>2.1cm genis olmasina ragmen inspiriyum ile %50°den fazla degisim meydana geliyorsa
ya da IVC <2.1 cm olmasina ragmen inspriyum ile ¢apta %50“den daha az degisim
meydana geliyorsa SGAB 5-10 mmHg (ortalama 8 mmHg), IVC genis ve inspriyum ile
capta %50“den daha az degisim olursa SGAB 10-20 mmHg olarak kabul edilir (29,30).



TRV’yi 6l¢menin zor oldugu durumlarda ajite serum verilebilir. Ajite serum ile
belirginlesen trikiispit yetersizlik akim trasesi ile TRV degerlendirilmesi daha dogru
olabilir. Pulmoner akim, zirve hizina sistol ortasinda ulasan simetrik kontiirlere sahiptir.
Zirve hizin sistoliin erken evrelerinde olmasi pulmoner basincin arttigin1 gosterir. Bu
nedenle Pulmoner kapak {lizerinde hesaplanan ve baslangigtan zirve akim hizina kadar
olan zaman olarak ifade edilen pulmoner akselerasyon zamanimin (PAZ) Olgililmesi
OPAB hakkinda bilgi verebilir (31). PAZ ile Pulmoner arter basinci ters orantilidir.
Formiilde PAZ kullanilarak OPAB hesaplanabilir (32).

OPAB= 79-(0.45 X PAZ)

Invaziv olarak transpulmoner basing gradiyentinin, transpulmoner akima
bolinmesi ile PVR elde edilir (33). PVR ayni zamanda Ekokardiyografi araciligiyla
TRV ve SGVCY hiz zaman intervalinin (TVI) kullamldig: bir formiille hesaplanabilir
(34).

PVR (EKO) = [(TYV /SGVCY TVI) +0.16] x 10

Ekokardiyografik incelemede PH olasilik diizeyi belirlemek hedeflenmelidir.
Semptomatik hastalarda ekokardiyografide tespit edilen TRV 6l¢cimi ve PH siphesi
olan hastalarda ekokardiyografi ile VCI, pulmoner arter, sag ventrikiil ve sol ventrikiil
boyutlar lizerinden yapilan 6l¢iimlerle PH olasilig1 belirlenmeli ve buna gore hastanin
takip edilmesi, tedavi diizenlenmesi, sag kateter planlanmasi kararlar1 verilmektedir.

Tablo 3’de gosterilmistir (8).
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Tablo 3. Ekokardiyografik inceleme ile Pulmoner hipertansiyon olasiligini

degerlendirme
Zirve trikispit EKO’da diger PH Ekokardiografik PH
regurjitasyon velositesi bulgularinin varhigi olasiligi

(TRV) (m/s)

<2.8 ya da ol¢iilemeyen Hayir Disiik
<2.8 ya da 6l¢iilemeyen Evet Orta
2.9-34 Hayir

Evet Yiksek

Gerekli degil

Ekokardiyografide hesaplanan TRV <2.8 m/s ve diger PH bulgular1 goériilmedigi
zaman ekokardiyografik olarak PH olasilig: diisiik olarak degerlendirilir. Eger TRV <2.8
m/s olmasina ragmen diger ekokardiyografik PH bulgulari varsa (Tablo 4),
ekokardiyografik olarak PH olasiligi orta olarak degerlendirilir. TRV 2.9-3.4 m/s
arasinda iken diger PH bulgular1 yoksa olasilik orta olarak degerlendirilirken, diger PH
bulgular1 varsa olasilik yliksek olarak degerlendirilir. TRV >3.4 m/s ise diger PH

bulgularina bakilmaksizin olasilik yiiksek olmaktadir.
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Tablo 4. Ekokardiyografik degerlendirmede diger Pulmoner hipertansiyon

diistindiiren bulgular

Ventrikl Pulmoner arter [nferior vena cava ve
sag atriyum
Bazal Sag ventrikiil/sol Sag ventrikiil ¢ikis yolu Inferior vena cava >21
ventrikiil oran1 >1.0 akselarasyon zamani1 <105 | mm ve azalmis
msn ve/veya midsistolik inspiratuvar kollaps (zorlu
centiklenme inspiriyum ile <%50

azalma, olagan inspiriyum
ile <%20 azalma )
Interventrikiiler septumda  [Erken diyastololik pulmoner |Sistol sonu sag atriyum

diizlesme (sistol ya da reglrjitasyon velositesi alan1 >18 cm?
diyastolde sol eksantrik >2.2 m/sn
indeksi >1.1)

Pulmoner arter >25 mm

PH olasiligi ve PH bulgular1 degerlendirilen hastalarin takibi ve ileri islemler
acisindan bu mevcut dlgiimlerle degerlendirme yapilmaktadir. PH olasilig1 diisiik olan,
PAH ve Kronik tromboembolik pulmoner hipertansiyon (KTEPH) icin risk faktorleri ya
da iligkili durumlar yoksa bu hastalarda alternatif taniya yonelmeli; PAH ve KTEPH i¢in
risk faktorleri ya da iliskili durumlar varsa ekokardiyografi takibine hasta alinmalidir.
PH olasilig1 orta olan, PAH ve KTEPH ile risk faktorleri ya da iligkili durumlar yoksa bu
hastalarda alternatif taniya yonelmeli ya da bireysel oOzelliklerine gore ileri tani
yontemlerine basvurulmali; PAH ve KTEPH ile risk faktorleri ya da iliskili durumlar
varsa mutlaka ileri tan1 yontemlerine basvurulmalidir. PH olasilig1 yiiksek olan, PAH ve
KTEPH ig¢in risk faktorleri ya da iliskili durumlar yoksa bu hastalarda da ileri inceleme
yontemlerine bagvurulmali; PAH ve KTEPH igin risk faktorleri ya da iligkili durumlar

varsa bu hastalara hem ileri inceleme yontemleri hem de SKK planlanmalidir (8). (Tablo
5).
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Tablo 5. PH ekokardiyografik olasiligina gére, PAH ya da KTEPH i¢in, PH

klinik bulgulari olan , PH risk faktori olan ya da olmayan hastalarda 6nerilen olas1 PH

tan1 yonetimi

PH olasilig1| PAH ve Klas Dizey PAH ve Klas Duzey
KTEPH i¢in KTEPH igin
risk faktorleri risk faktorleri
ya da iligkili ya da iligkili
durumlar durumlar varsa
yoksa
Diisiik Alternatif tani la EKO takibi la (@
diigiiniilmeli © disiiniilmeli
Orta Alternatif tani, la PH igin ileri la
EKO takibi inceleme c
diigiiniilmeli (e diisiiniilmeli
PH icin ileri Ib
inceleme belki
diigiiniilebilir
Yiksek PH icin ileri PH i¢in Sag ©
inceleme © kalp
yapilmali kataterizasyonu
iceren ileri
inceleme
yapilmali

2.2.4. Doku Doppler Goruntileme

Doku Doppler 6lctimleri ile sistolik ve diyastolik velositeler elde edilir. Bazal
miyokardiyumun kalbin uzun eksenine paralel olarak apekse dogru longitudinal
hareketinin hizi1 sistolik miyokart velositesi (S') olarak adlandirilir. Trikiispit yan halkas1
seviyesinden elde edilen dalga, kolay Olciilebilen ve sag ventrikiil sistolik fonksiyonu
hakkinda giivenilir bilgi veren bir degerlendirmedir. Anilis 6lgiim sirasinda Doppler
hiizmesiyle paralel olmalidir. Erken diyastolik velosite E', ge¢ diyastolik velosite A'

olarak adlandirilir.

2.2.5. U¢ Boyutlu Ekokardiyografi

Kalp anatomisinin Doppler akim goriintiileme, M-mod ekokardiyografi, doku
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Dopplerin de dahil diger tiim tekniklerin birlikte kullanilabildigi bigimde gercek
zamanli, (¢ boyutlu olarak gorunttlenebilmesidir.

Yeni nesil 2000-3000 goriintiileme elementinden olusan matriks problar bu
islemde kullanilmaktadir. Piramidal bilgi diziliminin toplanabilmesi teorik agidan
miimkiindiir. Elektrokardiyogram ile tetiklenen, tam piramit olmayan dort ya da bes ayri
hacim elde edilerek bunlar tek bir tam hacim olacak sekilde birlestirecektir. Alt-hacim
bilgilerinin ger¢ek zamanli {i¢ boyutlu olarak elde edilmesi diger bir yaklagimdir.
Onaylanmis ger¢ek zamanli U¢ boyutlu algoritmalari, sag ventrikiil ejeksiyon fraksiyonu

ve hacimlerinin dl¢iilebilmesi ¢ok 6nemli bir avantajdir (35).

2.3. Pulmoner Hipertansiyonda Elektrokardiyografi

PH’yi diisiindiiren bulgular elektrokardiyografi (EKG)’de sag ventrikil hipertrofisi
ve strain bulgusu, sag atriyal dilatasyon goriilmesidir fakat tanisal degildir. IPAH
hastalariin %87’sinde EKG’de sag ventrikil hipertrofisi, %79 unda ise sag aks sapmasi
vardir (1). EKG duyarliligi (%55) ve 6zgilligi (%70) PH’de diisiik olmasi nedeniyle
tarama yontemi olarak kullanilmamaktadir (36). Supraventrikiler aritmiler (atriyal
flutter, atriyal fibrilasyon) hastaligin ileri evrelerinde goriiliip hastanin genel durumunun

bozulmasina yol agtigi i¢in EKG takibi dnemlidir (22).

2.4. Toraks Grafisi

Tam asamasinda IPAH hastalarinin %90’ inda toraks grafisinde patoloji
g6zlenmektedir (1). Santral pulmoner arterde dilatasyon, buna karsilik periferik kan
damarlarinda kayiplar (budanma) saptanir. Klinik olarak ilerleyen vakalarda sag
atriyumda ve sag ventrikiilde genisleme saptanabilir. Toraks grafisi akciger ile iligkili
grup 3 hastaliklarinin ve sol kalp hastaligima bagli Grup 2 hastalarinin dislanmasini

kolaylastirir. Radyografik anormalliklerle PH derecesi dogru orantili degildir (36).
2.5. Solunum Fonksiyon Testleri

Altta yatan hava yolu ya da akciger parankim hastaliginin degerlendirilmesinde

solunum fonksiyon testleri (SFT) ve arteriyel kan gazlari 6nemlidir. PAH hastalarinda
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akciger hacimlerinde hafif-orta derecede azalma ile beraber dinlenme esnasinda
akcigerde karbon monoksit difiizyon kapasitesi genellikle diistiktiir (%40-80°1 arasinda)
. Arteriyel karbondioksit duzeyi alveoler hiperventilasyon nedeniyle genellikle azalmig
olup, arteriyel oksijen diizeyi normaldir ya da normalin yalnizca biraz altindadir.
Akciger hastaliklarina veya hipoksiye bagli olan grup 3 PH olan hastalar solunum
fonksiyon testindeki ve kan gazindaki degisikliklere gore belirlenebilir (18,36).

2.6. Ventilasyon/Perfiizyon Akciger Sintigrafisi

KTEPH varhigm saptamak ya da dislamak i¢in PH hastalarinda
ventilasyon/perflizyon akciger sintigrafisi yapilabilir. Bilgisayarli tomografi (BT) den
duyarlilig1 daha yiiksek oldugu i¢in oncelikli tarama yontemidir. Ventilasyon/perfiizyon
sintigrafisi sonucu normal ya da diisiik olasilik saptanmas1 halinde KTEPH tanis1 %90—
100 duyarlilikla ve %94—100 6zgiilliikle diglanabilir (37). Ventilasyon/perfiizyon akciger
sintigrafisi PAH hastalarinda normal sonuclanabilir, fakat perflizyonda periferde

eslestirilemeyen ve segmental olmayan kii¢lik defektler de goriilebilir.

2.7. Yiiksek Coziiniirliiklii Bilgisayarh Tomografi, Kontrasth Bilgisayarh
Tomografi ve Pulmoner Anjiyografi

Akciger parankimini detayli olarak goriintiileyebilmesi ile interstisyel akciger
hastaligi, amfizem gibi PH’ye sebebiyet veren akciger hastaliklarinin tanisini yiiksek
coziinlirliklic BT (YCBT) kolaylastirir. Yaygin santral buzlu cam goriinimii ve
interlobiiler septumlarda kalinlagsma, interstisyel 6dem degisiklikleri YCBT de goriiliirse
Pulmoner venookluziv hastaligi disiindiiriir (38). Kontrastli BT anjiyografi KTEPH
hastalarinda cerrahi tedavinin (endarterektomi) uygunlugunu degerlendirmede
kullanilmaktadir. Pulmoner arterlerde tam tikanma, bantlar ve aglar (web) gibi
goriintiilerin BT anjiyografide saptanmasi KTEPH hastalarinda tipiktir. Ayrica eslik
eden intimal diizensizliklerin  goriilmesi gilivenilir bir bigimde KTEPH’1
saptayabilmektedir (39,40).

2.8. Sag Kalp Kateterizasyonu ve Vazoreaktivite

SKK ile PH tanisin1 dogrulamak, hemodinamik bozukluk derecesini belirlemek ve

vazoreaktivite testini yapmabilmek miimkiindiir. Pulmoner arter basinci (sistolik,
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diyastolik ve ortalama), SGAB, PAWP ve sag ventrikiil basinci SKK ile dlgiilmektedir.
Termodilusyon, Fick yontemleri, bazen de biyoempedans yontemi kalp debisi 6lgimi
icin kullanilmaktadir. Fick yonteminin sistemik-pulmoner sant varliginda kullanilmasi
gerekmektedir. PVR, Pulmoner arter ve sistemik arter kanlarinda oksijen satiirasyonu
Olgiilerek hesaplanmaktadir (41). SKK ile OPAB’in >20 mmHg, PVR’nin >3 WU
hesaplanmasi ile PH tanisin1 koydurur. PAWP degerinin <15 mmHg olmasi prekapiller
PH, PAWP >15 mmHg olmasi halinde ise postkapiller PH diisiiniilmelidir (7). Grup 2-5
PH hastalarinda akut vazoreaktivite testinin yapilmasi Onerilmemektedir (36). IPAH,
HPAH, ilaca bagli PAH’da uzun siireli kalsiyum kanal blokeri tedavisinden yarar
gorecek hastalar1 belirleyebilmek i¢im SKK islemi sirasinda vazoreaktivite testi
uygulanmaktadir (42,43). Akut vazodilator testinde en yaygin kullanilan ilag nitrik oksit
(NO)’dur (37). NO disinda intravendz (iv) epoprostenol veya iv adenozin (ancak
sistemik vazodilator etki riski vardir) de kullanilabilir (44,45). Vazoreaktivite testinde
kalp debisinin arttig1 ya da degismedigi kosullarda OPAB degerinde >10 mmHg azalma
ve mutlak OPAB degerinin 40 mmHg altinda olmasi pozitif yanit olarak
degerlendirilmektedir. [IPAH hastalarinin yalnizca yaklasik %10’u vazoreaktivite testine
pozitif yanit vermekle birlikte bu pozitif akut yanit veren IPAH hastalarinin da yaklasik
yarisinda kalsiyum kanal blokorlere uzun siireli tedavide cevap alinmaktadir ve sadece
bu vakalarda tek tedavi olarak kalsiyum kanal blokorlerinin kullanilmasi distintlmelidir
(43).
2.9. Natriuretik peptitler

Miyokard duvar stresine bagli olarak salinimi artan atriyal natriliretik peptid
(ANP) ve B-tipi natritiretik peptid (BNP), vazodilatasyon ve natrilireze neden olan
protein yapida olan hormonlardir. Yapilan caligmalar sonrasinda sag ventrikiil
yetersizliginin takibinde gosterilen ilgi daha ¢ok BNP lehine gelismistir. BNP
sentezindeki en son agama, Onciilii olan yiiksek molekiil agirlikli proBNP’den biyolojik
olarak aktif olmayan N terminal segmentine (NT-proBNP) ve diisiik molekiil agirlikli
BNP’ye ayrilmasidir. NT-proBNP’nin yarilanma 6mrii daha uzundur. Sag ventrikiil

yetersizligi PH’de baslica 6liim nedenidir. BNP/NT-proBNP diizeyleri sag ventrikiil
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islev bozuklugunun agirlik derecesini gosterebilmektedir. BNP degerinin 180 pg/ml ve
NT-proBNP degerinin 1400 pg/ml {izerinde olmasinin, uzun dénemde kotii sonlanimla
iliskili oldugu gosterilmistir (46). Aym1 zamanda takiplerde NT-proBNP dizeylerinde
yukselme olmasi da kotii prognozu gosterirken bunun zidd: olarak takipte azalan ya da
stabil seyreden BNP/NT-proBNP degerleri tedavinin basarili oldugunu gostermektedir
(47). BNP/NT-proBNP diizeyleri hem baslangigta riski belirlemede, hem de takiplerde
tedavi etkinligini degerlendirmek igin oldukg¢a 6nemlidir (48).

2.10. MikroRNA mekanizmasi ve pulmoner hipertansiyondaki rolii

PAH pulmoner damarlarda hiicre duvrarinda kalinlasma artis1 ile vaskiiler
direncin arttig1 bir hastaliktir. Bu durumda damar hiicreleri ve kan hiicrelerinin
birbirleri ile etkilesimi ile dolasimda bulunan makrofaj, monosit gibi immiin
hicrelerin aktivasyonu gergeklesir ve bu etkilesim sonucunda endotel disfonksiyonu,
fibroblast aktivasyonu ve diiz kas aktivasyonu gibi komplikasyonlar meydana gelir.
Aktiflenen immiin sistem sonucunda diiz kas hiicreleri etkilenip damar duvarinda
kalinlasma gergeklesir. Vaskiiler yeniden sekillenmede adventisyada yer alan
fibroblast, tunika mediada yer alan diiz kas hucreleri, intimada bulunan endotel
hiicreleri, kanda da makrofajdan olusan dért ana hiicre grubu ana rol almaktadir. iste
bu hiicre gruplarinin aktivasyonundaki mekanizmalar tam olarak net degildir.
mMiRNA’larin baz1 ¢alismalarda bu hiicre gruplarinin aktivasyonunda rol alabilecekleri
gosterilmistir (49). miRNA'lar hedef genlerin protein kodlama (izerine diizenleyici
olan mRNA’lar1 inhibe ya da aktive eden kodlayici olmayan RNA'lardir. miRNA
biyogenezi bir miRNA geninin RNA polimeraz II/III araciligi ile transkripsiyon
islemi ile baglar ve bunun sonucuda uzun bir primer (pri)-miRNA olusturur. Cift
zincir RNA baglayici protein DGCR8’in Drosha enzim kompleksi ile yonlendirilmesi
ile pri-miRNA islenir bunun sonucunda g¢ekirdekte 60-100 niikleotit boyutunda sa¢
tokasi seklinde prekiirsor (pre)-miRNA olusur. Bu olusan pre-miRNA, Exportin
5/Ran GTP ile cekirdekten ¢ikarilir. Pre-miRNA Dicer katalizli isleme alinarak 22
niikleotit boyutunda c¢ift sarmalli olgun miRNA olusturulur. Olgun miRNA’lar

Argonaut 1-2 proteinlerinin de i¢inde oldugu proteinlerin de katilmasi ile kompleks
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bir yap1 olan RNA uyarilmis susturma kompleksi (RISC) adini alir. RISC de miRNA
'min tamamlayicilik derecesine bagli olarak hedef gendeki translasyon olmamis
bolgeye baglanir ve bu da mRNA’nin stabilitesini azaltarak veya translasyonunu
bloke ederek posttranskripsiyonel susturma olayma aracilik eder. Islem bittiginde
mRNA ayrilir ve MIRNA bir dizi islem ile yikilir (50). (Sekil 1)

Bir miRNA yizden fazla gen ya da protein diizenlenmesinde rol alabilirken;
birden fazla miRNA sadece bir protein ya da gen dizenlenmesinde rol alabilir.
Tahmin edildigine gore insan genomunun %30’u MIRNA’lar araciligi ile
duzenlenmektedir. miRNA yas, cinsiyet, zaman-mekansal faktorler, cevresel faktorler
gibi bircok faktorden diizeyi etkilenmektedir. Ornek vermek gerekirse miRNA-17-92
embriyonik htcrelerde daha fazla bulunmaktayken yaslanma ile diizeyi azalmaktadir.
Yine miRNA-17-92 T hiicre aktivasyonu olan donemlerde artmaktayken hafiza
hiicrelerinin gelisimi esnasinda ise salinimi azalmaktadir. Akcigerde mMIRNA
dizeyleri cinsiyet, retionin duzeyi, IGFR1, Tp53, hipoksi gibi durumlarla
degismektedir. Landgraf ve ark. 26 farkli organ sisteminde 250’nin (zerinde kuguk
RNA kitiiphanesinde doku-organ-hiicre spesifik miRNA’lari yayinladi. Sonug olarak
bu miRNA’larin %97’sinin 300°den az oldugunu tespit ettiler. MIRNA saliniminin o
dokunun mRNA sentez diizeyi ile korele oldugu, aralarinda pozitif geri besleme
oldugunu gosterdiler. MiIRNA-17-5p, miRNA-19a/b, miRNA-18a/b, miRNA-25’in
diizeylerinin kanser hiicrelerinde arttigi, miRNA-181a-1 ve miRNA-126’nin 16semide
duzeylerinin azaldig1 gorildii. Normal kisilerin ve PAH hastalarinin akcigerlerinde
MIRNA diizeylerinde farkliliklar izlendi. Courboulin ve ark. 337 miRNA’y1 kontrol
ve PAH akcigerlerinde degerlendirdiklerinde 6 miRNA diizeyinin arttigin1 goriirken,
sadece MIRNA-204 diizeyinin azaldigini tespit ettiler. Rhodes ve ark. 8 hasta ve
saglam kisilerin plazmasindan yaptiklart mikroarray 6lgiimde 58 miRNA dlzeyinin
farkli oldugu, miRNA-150 diizeyinin plazmada en ¢ok diisen mMiRNA oldugunu tespit
ettiler. mMiIRNA-210’mn siirekli bir sekilde hipoksi ile gesitli hiicrelerden saliniminin
arttig1 goriilmiistiir. Fare akciger PASMC’lerinde hipoksi sonrasinda miRNA-210’nun
HIF-1a bagimli bir sekilde arttigi tespit edilmistir. Yine PAH hastalarinda miRNA-
424 ve miRNA-503 down regiilasyonu sonrasinda FGF-2 ve FGFR-1 aracilig1 ile
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PAEC ve PASMC’de hiicre ¢cogalmasinin arttig1 da goriilmiistiir.

miRNA’larin PAH patogenezindeki rolleri dikkatli bir inceleme ile
degerlendirilmelidir. Genelde miRNA seviyeleri mikroarray gorintileme yontemleri
ile, derin sekanslama iglemi ile, Northern blot analizi ile, ger¢ek zamanli PCR ile, in-
situ hibridizasyonu ile degerlendirilebilmektedir.

Son yaymnlarda hiicre dist miRNA’larin protein kompleksleri ile iligkili olduklari
ve RNaz tarafindan parcalanmaktan korunmakta olduklarmi gostermektedir. Bu
nedenle dolasimda kararli ve kolay tespit edilebilecekleri saptanmistir. Bu gozlemler
PAH hastalarinda disreglile miRNA tespiti ile erken tani konulabilecegi yoniindeki

diistinceleri arttirmaktadir (51).

RMAPOLYMERASER/iIN NUCLEUS CYTOPLASM
PRI-microRNA o=
DROSHA/DGCRE TARGET mANA
DEGRADATION
8 ARGONAUT PROTEINS
PRE microRNA .@
COMPLETE-BINDING
\ MATURE STRAND IS PORRATION
{microRNA]
EXPORTIN 5 =
3 =D
g b i o INCOMPLETE-BINDING
microRNA
DUPLEX § DEGRADATION

PASSENGER STRAND
(microRNA®)
TRANSLATIONAL

INHISITON

Sekil 1.MikroRNA sentezi ve olgunlagsmasi (50)

2.11. PAH’de mikroRNA ile iligkili genler

miRNA'lar hedef genlerin protein kodlamalari iizerine diizenleyici olan mRNA’lar1
inhibe ya da aktive eden kodlayici olmayan RNA'lardir (50). PH’de yapilmakta olan
caligmalar sonrasinda miRNA disregulasyonunun PASMC, PAEC, pulmoner arter

adventisyasinda proliferasyon ve apoptozisin onlenmesine yol agtigini gostermektedir.
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miRNA’nin  tiimor supresyon iizerine etkisi {izerine yapilan c¢alismalarda PAH
gelisiminde mMIRNA-204’lin  timor supresyonu ile Onemli bir etkisinin oldugu
g0zlenmistir. STAT-3 aktivasyonu sonrasinda PAH’da azalmis miRNA-204 ekspresyonu
neticesinde STAT-3 ve bromodomain iceren 4 ekspresyonunun arttigi ve sonug olarak
nikleer faktor ve aktivator T hucreleri, HIF1-a, Runt iliskili transkripsiyon faktor 2’nin
arttigi  gozlenmistir ki bunlar abartili proliferasyon, kalsifikasyon, metabolik
bozukluklara yol agmaktadir (2). STAT protein ailesi ilk olarak 1994’de akut faz reaktani
olarak gizli sitoplazmik transkripsiyon faktorii olarak tanimlanmistir. Bu ailenin 7 adet
uyesi olmakta olup bunlardan birisi de STAT-3’diir. Dinlenme halindeki hiicrelerde
STAT pasif halde bulunurken, spesifik tirozin rezidisinin fosforilasyonu ile STAT
aktiflenmektedir. Fare ile yapilan c¢alismalarda STAT ailesinin  fizyolojik
dizenlemelerde, embriyonik gelisimde, hiicre farklilagsmasinda, immiin yanitin
olugmasinda, organogenezde Onemli roliiniin oldugu gosterilmis olup STAT-3 yoklugu
farelerde erken embriyonik 6liim ile iliskilendirilmistir. 3. kromozomal bdlgede yer alip
yaklagik 750-850 aminoasitten meydana gelir. Bu 7 protein ailesinden, STAT-3’iin
persistan aktivasyonu bir¢ok kanser ¢esidi ile iligkilendirilmis ve bu aktivasyon ile timor
hiicrelerinde artmis hiicre proliferasyonu, anjiogenez, apoptozis gecikmesi, invazyon ve

metastaz gozlenmistir (52).

HIF ilk olarak eritropoetin regiilasyonu ile iligkilendirilmis olup bugiin glikoliz,
anjiogenez, hiicre farklilagsmasi, apoptoz gibi bir¢ok transkripsiyon mekanizmasinda rol
aldig1 diistiniilmektedir. Yakin zamanl ¢aligmalarda HIF’nin sadece hipokside olmayip
normal oksijen sartlarinda da viicut inflamasyonu ve bagisikliginin diizenlenmesinde
onemli bir rol aldigimi gostermistir. HIF ailesi, HIF-1, HIF-2, HIF-3 olmak (zere 3
gruba ayrilmakta olup en fazla su ana kadar anlasilan HIF-1a’dir. HIF-1a ve HIF-2a

birbirine ¢ok yakin olup benzer islevleri vardir (53).

Yine baska bir calismada PAH gelismis insan PAEC’de miRNA-424 ve miRNA-
503’iin down regiile oldugu gosterilirken, bu regiilasyon degisiminin FGF-2 ve FGFR-1
ekspresyon artisi ile iligkisi tespit edilmistir. Bunun sonucunda PAEC ve PASMC’de

proliferasyon artigi gerceklesmistir. PAEC’de olusan proliferason artisi sonrasinda
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parakrin yolla PASMC’i etkiledigi de izlenmistir (2). FGF ailesi 22 proteinden olusur.
Bunlarin fare ve insanda 18 tanesinin ligand1 4 tane tirozin kinaz reseptori vardir.
Bir¢ok calismada FGF ailesinin eriskinde bir¢ok homestatik mekanizmada ve hicre

onariminda roliiniin oldugu gosterilmistir (54).

DNA hasar1 PAH hastalarinda klinik bulgular ortaya ¢ikmadan baslamaktadir.
DNA hasar1 dolagan mononiikleer hiicrelerde, PASMC’de, PAEC’de goriilmektedir.
DNA hasarmin miRNA-223 diisiisiine yol agtigi ve diisiis ile PARP-1 artiginin gelistigi
gozlenmigtir. PARP-1 artist ile DNA hasar1 artmakta ve DNA diizelmesi
engellenmektedir. PARP-1 aktivasyonu ile hiicre 6lumi azalmakta, hiicre proliferasyonu
artmaktadir. Bu aktivasyonun miRNA-204 azalmasi ile iliskili bir mekanizma ile
gerceklestigi goriilmiistiir (2). PARP-1 DNA tamirinde 6nemli bir rol almaktadir. PARP
ailesi 17 proteinden olusmaktadir. DNA tamiri disinda hiicrede transkripsiyonda,
replikasyonda, kromatin dinamiklerinde, protein yikiminda, apoptozisde ve birgok hiicre
faaliyetinde gorev almaktadir. PARP-1 en ¢ok hakkinda bilgi sahibi olunan alt grubudur.
Reaktif oksijen metabolitleri, alkilleyici ajanlar, radyasyon vb. DNA hasarlayici ajanlar
sonrasinda baz eksizyon onarimi (BER) siireci baglamaktadir. PARP1’in BER’deki rolii
tam olarak anlasilmamis olsa da, en yaygin kabul goren islevi PARP-1’in poli ADP
riboz zincirlerinin birikimi sonrasinda BER’e katilan proteinleri zincire almasidir.
PARP-1 aktivasyonu ile DNA’daki kirilmalar algilanir. Bu algilama ile DNA tamir

stireci aktiflenmis olur (55).
2.12. Apelin, kintirenin, endokan

APJ reseptori ilk olarak G protein reseptorii olarak insan geninden klonlandi.
Insan APJ geni, 377 amino asitten olusan G-proteini olan yedi transmembran bolgeli
reseptoru kodlar ve bu Anjiyotensin Il reseptor tip | ile protein diizeyinde %31 oraninda
birbirine benzemektedir. APJ ligandi1 1998’de ilk olarak bulundu ve APLN ismi verildi.
Kalp, akciger, damar yatagi ve birgok damarda APLN ve APJ sentezlenmekteyse de
APLN kii¢iik damarlarin endotelinde daha fazla bulundugu izlenmistir. APLN-APJ yolu

kardiyak kasilmada ve vaskiler tonus olusumunda gérevli oldugu goriilmiistiir. iki
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haftalik APLN infiizyonunun kardiyak kontraktiliteyi arttirdigi goriilmistiir. Yine bu yol
renin anjiyotensin sistemine karsi bir rol alir. PAH hastalarinda endotel hiicrelerinde
gelisen fonksiyon bozuklugunun APLN-APJ ekseni ile iliskisini gosteren 6nemli kanitlar
saptanmistir. Bu yiizden PAH tedavisinde APLN ile etkili tedavi yoOntemlerinin
gelisebilecegi diistiniilmektedir (56).

Triptofan (TRP) katabolizmas1 yakin zamanda otoimmiiniteyi azaltarak, bagisiklik
azalmasinda giiglii bir periferik mekanizmasi olarak ortaya ¢ikti. TRP’nin oksidatif
parcalanmas1 sonrasinda geriye kalan molekiilin ¢ogunu kiniirenin olusturmaktir.
Proinflamatuar olaylar sonrasinda kiniirenini pargalayici enzimler aktive olmaktadir.
Kintirenin yolu kanser, otoimmiin hastaliklar, n6rodejeneratif hastaliklar gibi durumlarla
iligkilendirilmistir. Yapilan ¢aligmalarda kiniirenin yolunun aktiflenmesi artmis oksidatif
stres, inflamasyon, hemostatik bozulma ve kardiyovaskiiler hastaliklarla
iligkilendirilmistir. Son zamanlarda yapilan ¢alismalarda PAH hastalarinin plazmasinda

artmig kiniirenin seviyesi saptanmistir (57).

Endokan ilk olarak 1996 yilinda klonlanmis insan umblikal ven endotelinde
coztlebilir dermatan sulfat olarak Uretildi. Ilk zamanlarda Endotelyal hiicre spesifik
molekil olarak bilinmekteydi. Endokan vaskuler proliferasyonda, adhezyon,
migrasyonda diizenleyici olarak goérev almaktadir. Endokan endotel disfonksiyonunda
yeni bir marker olarak diistiniilerek yapilan g¢alismalarda endokan disregilasyonu
sonucunda kanser, diyabetik retinopati, kardiyovaskiiler hastaliklar, sepsis gelisebilecegi
gosterilmistir. MCT ile PAH olusturulmus sigan serumlarinda endokan seviyesi

yiikselmistir (4).

22



3. GEREC VE YONTEM

Bu arastirmada anamnez, fizik muayene, EKG ve ekokardiyografi ile ilk
degerlendirme sonrast  PH siiphesi olan hastalara sag kalp kateterizasyonu
uygulanmistir. PH tanis1 konulmus hastalarin serumlarindan daha dnceki ¢aligmalarda
PH ile iligkisi tespit edilen bazt mIRNA, protein diizeyleri ve genetik yollarin diizeyleri
Olculerek kontrol grubu ile kiyaslanmistir. Bu degisimlerin PH gelisimindeki etkileri

incelenmistir.

1. Kan Orneklerinden Total RNA izolasyonu

Kan o6rneklerinden elde edilen ¢ekirdekli kan elemanlarindan RNA izolasyonu
gerceklestirilip hem mRNA hem de miRNA igin cDNA sentezi yapildiktan sonra Real-
Time polimeraz zincir reaksiyonu (RT-PCR) ile HIF-/a, PARP-1, HIF-2a, STAT-3,
FGF-2, FGFR-1 genlerinin mRNA ekspresyonu ve miRNA-210, miRNA-424, miRNA-
223, miRNA-204, miRNA-130 miRNA’larinin kontrol grubu ve hasta gruplari
arasindaki ekspresyon degisimi karsilastirildi. Elde Edilen 6rneklerden RNA izolasyonu
icin Trizol ile total RNA eldesi islemi gerceklestirildi. Gen diizeyinde ekspresyon
degerlendirilmesi i¢in ¢ekirdekli kan hiicrelerinden RNA izolasyonu Trizol Regant
yardimiyla iiretici firmanin kit protokoliine gore gerceklestirildi. Protokol basamaklari
asagidaki gibi yapilmistir.

1- Oncelikli olarak 2ml kandan, RBC Lizis Buffer (89,9 g NH4CI; 10 g
KHCO3, 2 ml O,5 M EDTA) yardimiyla 25000 rpm de 3 kez santrfifuj edilerek
cekirdeksiz kan hiicreleri patlatilip ¢ekirdekli kan hiicreleri olan akyuvarlar izole edilmis
ve 500ul trizol ile ¢oziiliip asagidaki Trizol ile RNA izolasyonu protokolii uygulanmistir.

2- Homojenat 1 mI’lik ependorf tiiplere alinmis ve oda sicakliginda 10 dk
inkiibasyona birakilmis ardindan her bir ependorf tiipe 100 pl kloroform eklenip ve iyice
pipetlendikten sonra tekrar oda sicakliginda 15 dk inkiibe edilmistir.

3- Daha sonra +4°C’ de 15.000 g’de 20 dk santrifiij edilmis ve renksiz olan
ist faz toplandiktan sonra ayri ependorf tiiplere alinmistir. Toplanan {ist fazin {izerine

500 pl izopropanol eklendikten sonra pipetlenip 10 dk oda sicakliginda beklenmistir.
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4- +4°C’de 15.000 g’de 30 dk santrifiij edildikten sonra siipernatant
dikkatlice atilip peletin iizerine %70’lik etanol konulmus ve +4°C’de 12.000 g’de 10 dk

santrifiij edildikten sonra tekrar siipernatan atilip, pellet kisa bir siire hava ile

kurutulmustur.
5- Son olarak pellet 40 ul RNase-DNase free su ile ¢oziilmiistiir.
6- Takiben elde edilen RNA’larin miktar ve kalitesi nanodrop cihazi ile

tespit edilmistir. izole edilen RNA'nin konsantrasyonu ve safligi Nanodrop cihazi
yardimi ile gergeklestirilmistir. Nanodrop ile RNA orneklerinin 6l¢iilmesi isleminde
oncelikle uygun konsantrasyonlarda (cihazin 6lg¢ebilecegi RNA konsantrasyon araligi 2-
3000 ng/ul'dir) sulandirilan RNA oOrnekleri, 1pl RNAse free su ile Nanodrop cihaz
kaidesi Uzerine bir damla halinde pipetlenip bilgisayardaki program analizi ile kor
alindiktan sonra, 1pl olacak sekilde pipetlenip 230, 260,280 nm'de okunmustur.

Elde edilen drnekler RT-PCR analizi igin miRNA, cDNA sentezine hazir hale
getirilmistir.

2. cDNA Sentezi

mRNA ekspresyonu analizi i¢in Izole edilen RNA'lardan, cDNA sentezi
Transcriptor High Fidelity cDNA sentez kiti (CatNo: 05 081 955 001, Roche, Almanya)
ile oligo d(T) primeri ve Revers Transkriptaz enzimi (RT) kullanilarak {iretici firmanin
protokolii dogrultusunda gergeklestirilmistir. cDNA sentez karisim prosediirii Tablo
6’de verilmistir. Karisim hazirlandiktan sonra ¢cDNA sentezi i¢in 50°C’ de 1 saat
inkiibe edilmis ve siire sonunda, enzimi inhibe etmek icin 85°C’de 5 dakika
bekletilmistir. Sentezlenen cDNA’lar, RT-PCR islemine kadar -20°C’de muhafaza

edilmistir.
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Tablo 6. cDNA Sentez Karigimi

Hacim Son konsantrasyon
Total RNA Degisken 2Ug
Oligo(dT) Primer 1ul 2,5 uM
dNTP  karismm 1l 500 uM
(10 mM)
5X RT tamponu 4 ul 1X
DTT 1l 5mM
Protector RNase 0,5 ul 20U
Inhibitor
Easyscript  plus 1l 200 Unite
RTase (200U/puL)
RNAaz icermeyen Degisken -
su
Son hacim 20 pl -

Hasta grubu ve kontrol grubuna ait 6rneklerden miRNA cDNA Synthesis Kit with
Poly(A) Polimerase Tailing (abm) ile miRNA cDNA sentezi islemi gergeklestirilmistir.
Kit protokolii Tablo 7°de belirtildigi gibidir.
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Tablo 7. miRNA cDNA sentez karisimi (abm)

Kit icerigi Hacim

Total RNA Degisken

5X Poly(A) Polymerase 2 ul

Reaction Buffer

ATP (10 mM) 1,5 ul

25 mM MnCl; 1pl

Poly(A) Polymerase, Yeast Degisken

AU/ ul

RNase-free H,O Son hacim
10 ul vye
tamamlanir.

Hazirlanan reaksiyon karigimi 37 °C de 30 dakika inkiibasyona birakilmistir.
Takiben miRNA Oligo (dT) adapter (10 uM) kit komponentinden 2 pl eklenmistir.
Karisim 65 °C de 5 dakika inkiibe edilmis takiben 1 dakika buz iistiinde bekletilmistir.

Asagidaki komponentler eklenerek senteze devam edilmistir. (Tablo 8)

Tablo 8. Reaksiyon karigimi

Hacim
dNTPs 1pl
5X RT Buffer 4 ul
EasyScript™ RTase (200 U/ pul) 1ul
RNase-free H,O 2 ul
Son Hacim 20 pl

Elde edilen total karisim 42 °C de 15 dakika, 70 °C de 10 dakika termal cycleda
inkiibe edilmis takiben 4 °C alinmistir. cDNA sentezini takiben RT-PCR c¢alismalari

gerceklestirilmek icin miRNA ekspresyonlarinin ¢alisilmasina gegilmistir.
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3. Real-Time PCR (Ger¢ek Zamanh PCR)

Elde edilen cDNA’lar spesifik primerler ile reaksiyona girerek hedeflenen mRNA
ve MiRNA ekspresyon diizeyi belirlemede kullanilmistir. Kontrol grubu ve hasta grubu
arasindaki mRNA diizeyinde ekspresyon degisimi arastirilan genler HIF-1a, PARP-1,
HIF-2a, STAT-3, FGF-2, FGFR-1’dir. Beta-aktin house-keeping gen olarak
kullanilmistir. Ekspresyon degisimi arastirilacak olan miRNA’lar ise miRNA-210,
mMiRNA-424, miRNA-223, miRNA-204, miRNA-130 olup U6 housekeeping miRNA
olarak kullanilmistir. Ekspresyon degisiminin belirlenmesinde asagidaki karisim

kullanilmistir;

Calismada kullanilan primerlere ait Reverse ve Forward dizileri Tablo 9’ da
verilmigtir. Reaksiyon asamasinda, her bir kuyucuk basma “5 ul SYBR Green” (Applied
Biosystem, USA), “6.5 ul molekiiler biyolojik saflikta su”, “1.5 ul ¢cDNA”, “1 pul
Forward Primer” ve “l1 pl Reverse Primer” kullanilarak reaksiyon karisimi
hazirlanmistir. Hazirlanan reaksiyon karisimlart 96-kuyucuklu plakaya aktarilmis ve
plakanin yiizeyi seffaf yapiskan etiketle kapatilmistir. StepOne Plus RT-PCR cihazina
yiilklenen plaka, 95°C’de 10 dk, 40 déngii olacak sekilde 95°C’de 15 sn ve 60°C’de 10
dk olacak sekilde amplifiye edilmistir. miRNA ekspresyonu i¢inde ayn1 PCR dongiileri

ve oranlar kullanilmistir.
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Tablo 9. Calismamizda kullanilan genlerin forward ve reverse primer dizileri

GEN isMmi PRIMER DiZi

1 Beta-aktin F.-TCCTCCTGAGCGCAAGTACTC
R:CTGCTTGCTGATCCACATCTG

2 HIF-1a F-TATGAGCCAGAAGAACTTTTAGGC
R:CACCTCTTTTGGCAAGCATCCTG

3 PARP-1 F:CCAAGCCAGTTCAGGACCTCAT
R:GGATCTGCCTTTTGCTCAGCTTC

4 HIF-2a F:CTGTGTCTGAGAAGAGTAACTTCC
R:TTGCCATAGGCTGAGGACTCCT

5 STAT-3 F:CTTTGAGACCGAGGTGTATCACC
R:GGTCAGCATGTTGTACCACAGG

6 FGF-2 F:AGCGGCTGTACTGCAAAAACGG
R:CCTTTGATAGACACAACTCCTCTC

7 FGFR-1 F:GCACATCCAGTGGCTAAAGCAC
R:AGCACCTCCATCTCTTTGTCGG

v PCR Verilerin Istatistiksel Olarak Degerlendirilmesi

Verilerin analizi AACT metodu kullanilarak bilgisayar programi ile kantitasyonu
yapitlmistir. Web tabanli “RT? Profiler™ PCR Array Data Analysis® programinda
bulunan Volcano Plot analizleri kullanilmigtir. Metodun amaci iki ekspresyon
sonucunun +3SD  karsilastirilmas1  esasina  dayanmaktadir. Boylelikle gen
ekspresyonunun karsilastirilmasi i¢in yapilan durumlarda kontrol ve doz grubu ilgili
genlerin ekspresyon degerleri rolatif olarak belirlenmistir. Gruplarin karsilastiriimasi
“RT? Profiler™ PCR Array Data Analysis” programinda bulunan “Student t-testi”
analizi ile istatistiksel olarak degerlendirilmistir.

4. Elisa ile Apelin, Endokan ve Kintrenin Seviyelerinin Belirlenmesi

Kontrol Grubu ve Hasta gruplarinda alinan biyokimya tiipiindeki kan ornekleri
2500 rpm de 10 dakika santrifiij edilerek serum eldesi gergeklestirilmistir. Calisma

orneklerinin tamamlanmasina kadar elde edilen serumlar -20 °C de muhafaza edilmistir.
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Serum orneklerinden APLN, Endokan, Kinurenin seviyeleri Elisa kit protokolleri
uygulanarak tespit edilmistir. APLN i¢in Human Apelin Elabscience ticari Kiti
kullanilirken, Kiniirenin ve Endokan i¢in Bioassay Technology Labaratory assay kitleri
kullanilmistir. Kit i¢indeki kimyasallarin hazirlanisi, standartlarin ayarlanmasi ve kit

protokol uygulamalari her bir elisa i¢in asagida detayli olarak anlatilmistir.

HUMAN APELIN Elisa Prosediir

Kimyasallarin hazirlanmasi

e Yikama Tamponu: 30 ml’lik konsantre yikama tamponuna 750 ml deiyonize
su veya distile su eklenerek 750 ml ye tamamlanmustir.

e Standart Soliisyonlari: standart 10.000g de 1 dk santriftj edilir ve 1ml
reference standart diluent koyulur 10 dk beklenir. seri diliisyon islemleri
gerceklestirilmistir.

Ornegin APLN: Referans standart 500 pg/mL. Seri diliisyonlarla

4000 - 2000 — 1000 - 500- 250- 125 —62.5 — 0 pg/mL

Sample diliientten 7 ayri tiipe 500 pl ekle. 500 pg/mL referanstan 250 lik ilk tiipe
koyulmus ve sonra her bir tiipe bir oncekinden 500 pl aktarilarak seri dillisyon

yapilmistir.

e Biotinylated detection Ab working solution: Stok siseyi 1x e dillie ederek
kullanilmastir.
e Concentrated HRP Conjugate working solution: Stok siseyi 1x e diliie

edilerek kullanilmastir.

1. Calismaya baslamadan once 20 dk kit malzemeler ve 6rnekler oda
sicakligina getirilmistir.
2. 25x yikama tamponu 1x ¢alisma soliisyonuna diliie edilmistir.

3. Referans standartlar hazirlanmistir.

29



4. Calismaya baslamadan 15 dk 6nce, 100x biotinlated detection Ab 1x e
diliie edilmistir.
5. Calismaya baslamadan 15 dk 6nce, 100x consantarted HRP Conjugate 1x

e diltie edilmistir.

Elisa Prosedur

1. 50 pl standart veya 6rnekler kuyuculara koyulmus ve 50 pl Biotinylated
detection Ab. eklenmistir. 45 dakika 37 °C de inkiibe edilmistir.

2. Inkiibasyondan sonra sivilar uzaklastirilmustir. Inkiibasyon sonrasinda
aspirasyon ve 3 defa yikama tamponu ile yikama islemi yapilmistir.

3. 100 ul HRP conjugate eklenip 30 dakika 37 °C de inkiibe edilmistir.

4. Inkiibasyon sonrasinda aspirasyon ve 5 defa yitkama tamponu ile yikama
islemi yapilmistir.

5. 90 pl Substrate reagent eklenip 15 dakika 37 °C de inkiibe edilmistir.

6. 50 pl Stop soliisyaonu eklenip 450 nm de mikroplaka okuyucu cihazi
(elisa) ile okuma islemi yapilmustir.

7. Sonuglar hesaplanip ve analiz edilmistir.

HUMAN Kinurenin Elisa Kit (Bioassay Technology Laboratory)

Kimyasallarin hazirlanmasi

e Yikama Tamponu: 20 ml’lik konsantre yikama tamponuna 500 ml deiyonize
su veya distile su eklenerek 1X e diliie edilmistir.

e Standart Soliisyonlari: 120 pl standart (4800nmol/L) ve 120 ul standart diluent
bir tiipe eklenip ve 2400 nmol/L standart stok soliisyonu hazirlanmistir. (15 dk
beklenmistir)

v 2400 nmol/L i¢in: Yukaridaki 4800 nmol/L’den 120 pl (original standart)
+ 120 pl standart diluent
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v 1200 nmol/L igin: 2400 nmolden 120 pl + 120 pl standart diluent
4800-2400-1200-600-300-150 nmol/L seklinde seri diliisyon yapilmustir.

e Biotinylated detection Ab working solution: Stok siseyi 1x e diliie ederek
kullanilmustir.

¢ Concentrated HRP Conjugate working solution: Stok siseyi 1x e diliic ederek
kullanilmustir.

Elisa Prosediir

¢ 50 ul standart veya 6rnekler kuyuculara koyulmustur.

¢ 40 pl 6rnekler kuyuculara koyulur. 10 planti-K'YN antibody eklenmistir.

e Standart ve oOrneklere 50 pl streptavidin-HRP eklenip (blank harig), plate
kapatilip 60 dakika 37 °C de inkiibe edilmistir.

e Inkiibasyondan sonra sivilar uzaklastirilmistir. Inkiibasyon sonrasinda aspirasyon
ve 5 defa yikama tamponu ile yikama islemi yapilmistir.

50 pl Substrate solution A ve B eklenmistir. 10 dakika 37 °C de inkibe
edilmistir.

¢ 50 pl Stop soliisyaonu eklenip 450 nm de mikroplaka okuyucu cihazi (elisa) ile
okuma islemi yapilmistir.

e Sonuglar hesaplanip ve analiz edilmistir.

HUMAN Endokan (Endothelial Cell Specific molecule 1) Elisa Kit (Bioassay
Technology Laboratory

Kimyasallarin hazirlanmasi

e Yikama Tamponu: 20 ml’lik konsantre yikama tamponuna 500 ml deiyonize
su veya distile su eklenerek 1X e diliie edilmistir.

¢ Standart Soliisyonlar:: 120 pl standart (2400ng/L) ve 120 ul standart diluent bir
tlipe eklenir ve 1200 nmol/L standart stok soliisyonu hazirlanmustir. (15 dk beklenir)
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v 1200 nmol/L i¢in: Yukaridaki 4800 ng/L’den 120 pl (original standart) +
120 pl standart diluent
v 600 ng/L icin: 2400 ng dan 120 pl + 120 pl standart diluent

2400-1200-600-300-150-74 ng/L seklinde seri diliisyon yapilmuistir.

e Biotinylated detection Ab working solution: Stok siseyi 1x e dillie ederek
kullanilmistir.

e Concentrated HRP Conjugate working solution: Stok siseyi 1x e diliie ederek
kullanilmastir.

Elisa Prosedir

¢ 50 pl standart veya ornekler kuyuculara koyulmustur

¢ 40 pl 6rnekler kuyuculara koyulur. 10 pl anti-ESM1 antibody eklenmistir.

e Standart ve orneklere 50 ul streptavidin-HRP eklenmistir (blank haric). Plate
kapatilip 60 dakika 37 °C de inkiibe edilmistir.

e Inkiibasyondan sonra sivilar uzaklastirilmistir. Inkiibasyon sonrasinda aspirasyon
ve 5 defa yikama tamponu ile yikama islemi yapilmistir.

¢ 50 pl Substrate solution A ve B eklenip 10 dakika 37 °C de inkiibe edilmistir.

¢ 50 pl Stop soliisyaonu eklenip 450 nm de mikroplaka okuyucu cihazi (elisa) ile
okuma islemi yapilmistir.

e Sonuglar hesaplanip analiz edilmistir.

Goniilliiler I¢in Arastirmaya Dahil Olma Kriterleri:

Hasta grubu: Klinik, fizik muayene, ekokardiyografi, sag kalp kateterizasyonuna

gore PH tanis1 konulmus hastalar.

Kontrol grubu: Hasta grubu ile benzer yas ve cinsiyet 6zelliklerine sahip saglikli

kisiler.
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Géoniilliiler icin Dislama Kriterleri:

Hasta grubu: Bilinen sol kalp hastalig1 6ykiisiiniin olmasi (diisiik-orta-normal EF
li kalp yetmezligi, ciddi mitral ve aort kapak hastaliklar1, kardiyomyopati dykisu), ileri
bobrek yetmezligi (eGFR<15 ml/dk), ileri karaciger yetmezligi, 18 yas alt1 ve 80 yas

ustd, bilinen malignite 0ykusi olan hastalar ¢alisma disinda tutulmustur.

Kontrol grubu: Kronik hastaligi olmayan, saglikli ve 18 yas tistii ve 80 yas alt1
kisiler

Istatistiksel analiz

Gruplar arasindaki etki biytikligii d=0,5 olacak sekilde yapilan gilic analizi
sonucunda her grup i¢in en az 51 kisi (toplam 102 kisi) alindiginda %95 giivenle %80
gii¢ elde edilebilecegi hesaplanmistir. Veriler SPSS paket programiyla analiz edilmistir.
Stirekli degiskenler ortalama + standart sapma ve kategorik degiskenler say1 ve yiizde
olarak verilmistir. Parametrik test varsayimlar1 saglandiginda bagimsiz grup
farkliliklarin ~ karsilastirilmasinda  1ki  Ortalama Arasindaki Farkin  Onemlilik
Testi, parametrik test varsayimlari saglanmadiginda ise bagimsiz grup farkliliklarin
karsilastirilmasinda Mann-Whitney U testi kullanilmistir. Ayrica siirekli degiskenlerin
arasindaki iligskiler Spearman ya da Pearson korelasyon analizleriyle ve kategorik

degiskenler arasindaki farkliliklar ise Ki-kare analizi ile incelenmistir.
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4. BULGULAR

4.1. Hasta ve Kontrol gruplarinin demografik verileri

Bu calismaya PAH tanisi alan 54 hasta ve 55 kontrol grubu dahil edilmistir.
PAH olan grupta yas ortalamasi 59 + 13, kontrol grubunda yas ortalamasi 60 + 11
saptanmustir. Gruplar arasinda yas ortalamasi agisindan anlamli fark saptanmamistir
(p=0,655). Hasta grubunun 33’ii kadin (%61,1), 21’1 erkek (%38.9), kontrol grubunun
33’1 kadin (%60), 22’si erkek (%40), tim grupta ise 66’°s1 kadin (%60,6), 43’1 erkek
olarak gorilmistiir (%39,4). Gruplar arasinda cinsiyet ac¢isindan anlamli fark
saptanmamustir (p= 0,905). Hasta grubunda 20 kisinin KTEPH, 6 kisinin konjenital, 7
kisinin skleroderma, 3 kisinin Grup 5 PH ve 1 kiginin RA hastas1 oldugu goériilmiistiir.

Tablo 10. Hasta ve Kontrol gruplarinin demografik verileri

Cinsiyet Yas
Kadin Erkek p Ort£S.S Min Maks p
Hasta 33 21 62 +13,1 20 80
Grubu %611) | (%38,9)
0,905 0,655
Kontrol 33 22 62+114 19 77
Grubu (%60) (%40)

4.2. Hasta ve Kontrol gruplarindan RT-PCR ile miRNA ve genetik

parametrelerin dizeyleri

Kontrol grubunda 6l¢ilen miRNA-210 minimum 10,1, maksimum 36 idi. Hasta
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grubunda ise minimum 11,1 maksimum 34,5 idi. Kontrol grubunda 2 0Ornek, hasta
grubunda 9 6rnek degeri hesaplanamamistir. Kontrol grubunda ortalama 22,9 + 6,03,
Hasta grubunda ortalama 24,3 + 6,8 idi. Aralarinda anlamli fark saptanmamistir
(p=0,041).

Kontrol grubunda 6lgulen miRNA-130a minimum 10,6, maksimum 32 idi. Hasta
grubunda ise minimum 15,7 maksimum 38,4 idi. Kontrol grubunda 2 6rnek degeri
hesaplanamamustir. Kontrol grubunda ortalama 22,2 + 4,78, hasta grubunda ortalama
26,1 + 4,7 idi. Aralarinda anlamli fark saptanmustir (p<0,001).

Kontrol grubunda o6lgilen miRNA-204 minimum 4,1, maksimum 37,7 idi. Hasta
grubunda ise minimum 10,6 maksimum 34,2 idi. Kontrol grubunda 8 6rnek hasta
grubunda 5 6rnek degeri hesaplanamamigtir. Kontrol grubunda ortalama 24,05 + 8,7,
hasta grubunda ortalama 20,6 + 6,2 idi. Aralarinda anlamli fark saptanmustir (p=0,008)

Kontrol grubunda ve Hasta grubunda 6lcilen miRNA-424, miRNA-223 aralarinda
anlamli fark saptanmamustir (p=0,125, p=0,055)

Tablo 11. Hasta ve kontrol gruplarinda 6lgiilen ortalama miRNA diizeyleri ve
istatistiksel degerlendirmesi

Hasta Kontrol
Oort£S.S Ort£S.S P
miRNA-130a 26,1+ 4,70 22,2+4,78 <0,001
miRNA-204 20,6 £ 6,25 24,05+ 8,70 0,008
MiRNA-210 24,3 +6,83 22,9+6,03 0,041
MiRNA-223 21,09 £5,98 23,8+ 7,09 0,055
MiRNA-424 22,9+ 5,09 243+35 0,125




miRNA-210 hasta grubunda 0.05 kat, miRNA-130a 0.06 kat yiikselmistir.
MiRNA-424 hasta grubunda 2.2 kat, miRNA-223 7.7 kat, miRNA-204 8.4 kat diisiik

saptanmistir.

Tablo 12. Hasta ve kontrol gruplarinda 6l¢iilen miRNA ekspresyon kat degisimi

Hastalar ile kontrol gruplar arasindaki ekspresyon
kat degisimi
Kat degisimi P
miRNA-210 0,0517 0,0519
mMiRNA-424 -2,2688 0,536
mMiRNA-223 71,1327 0,120
miRNA-130a 0,0607 0,223
miRNA-204 -8,4722 0,161

Kontrol grubunda olgulen HIF-2o0 minimum 3,3, maksimum 37,6 idi. Hasta
grubunda ise minimum 3,07, maksimum 36,5 idi. Hasta grubunda 6 ornek degeri
hesaplanamamistir. Kontrol grubunda ortalama 25,4+ 7,9, hasta grubunda ortalama
29,05 + 6,03 idi. Aralarinda anlamli fark saptanmustir (p=0,007).

Kontrol grubunda olgiilen STAT-3 minimum 17,1, maksimum 28 idi. Hasta
grubunda ise minimum 16,5, maksimum 29,4 idi. Hasta grubunda 1 o6rnek degeri
hesaplanamamigtir. Kontrol grubunda ortalama 23,1 + 2,9, hasta grubunda ortalama
24,06 £ 2,7 idi. Aralarinda anlamli fark saptanmistir (p=0,050).

Kontrol grubunda ve hasta grubunda 6lcilen HIF-1a, PARP-1, FGFR-1 ve FGF-2

aralarinda anlamli fark saptanmamustir.
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Tablo 13. Hasta ve kontrol gruplarinda FGFR-1, FGF-2, HIF-1a, HIF-2a, PARP-1,
STAT-3 ortalama diizeyleri ve istatistiksel analizi

Hasta Kontrol
Ort£S.S Oort£S.S P
FGFR-1 28,5+ 3,2 28,1+ 4.2 0,434
FGF-2 295+272 30,3+ 1,4 0,064
HIF-1la 23,9+3,6 23,1+38 0,281
HIF-2a 29,05 £ 6,03 25479 0,007
PARP-1 22,6+4,5 229+35 0,672
STAT-3 24,06 +2,73 23,1+29 0,050

HIF-1a ve miRNA-223 arasinda negatif yonde zayif diizeyde, istatistiksel olarak
anlaml bir iligki saptanmustir (p=0,005).

HIF-2¢ ile miRNA-223, miRNA-204 arasinda negatif yonde zayif diizeyde,
MiRNA-424 arasinda pozititif yonde orta diizeyde istatistiksel olarak anlamli iligki
saptanmistir (p= 0,024, p=0,013, p=0,001).

FGF-2 ve miIRNA-204 arasinda negatif yonde orta diizeyde, istatistiksel olarak
anlamli iligki saptanmistir (p= 0,001).

FGFR-1 ve miRNA-210 arasinda negatif yonde zayif diizeyde, istatistiksel olarak
anlaml iligki saptanmistir (p= 0,042).

4.3. Hasta ve Kontrol gruplarimn serumlarindan Elisa ile APLN, Endokan,
Kiniirenin bakilmasi

APLN absorbsiyonu kontrol grubunda ortalama 0,082+ 0,29, hasta grubunda

ortalama 0,57+0,21 olarak saptanmistir. APLN konsantrasyonu kontrol grubunda
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ortalama 2,55+ 0,81, hasta grubunda ortalama 1,84+0,57 olarak saptanmistir. Aralarinda
istatistiksel fark saptanmistir (p<0,001). APLN ile PARP-1 ve miRNA-424 arasinda
pozitif yonde zayif diizeyde, istatistiksel olarak anlamli iligki saptanmistir (p= 0,008, p=
0,024). APLN hasta grubunda 0.7 kat azaldig1 saptanmuistir.

y =0.3653x - 0.1039

APELIN R = 0.9845

Absorbans (450 nm)
[
(03]

62,5 pg/ml 125 pg/ml 250 pg/ml 500 pg/ml 1000 pg/ml 2000 pg/ml 4000 pg/ml
Konsantrasyon (ng/ml)

Sekil 2. Hasta ve kontrol gruplarinda 6lgiilen APLN absorbans ve konsantrasyonu

SERUM APELIN KONSANTRASYONU

2.5

1.5

Konsantrasyon (pg/ml)

0.5

KONTROL HASTA GRUBU

Sekil 3. Hasta ve kontrol gruplarinda 6lgiilen APLN konsantrasyonu
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Endokan absorbsiyonu kontrol grubunda ortalama 0,542+ 0,63, hasta grubunda
ortalama 0,474+0,50 olarak saptanmigtir. Endokan konsantrasyonu kontrol grubunda
ortalama 2,58+ 2,12, hasta grubunda ortalama 2,35+ 1,68 olarak saptanmistir. Aralarinda
istatiksel fark saptanmamustir (p= 0,727). Endokan ile STAT-3 arasinda pozitif yonde
zayif diizeyde, kinurenin arasinda pozitif yonde yiiksek diizeyde, istatistiksel olarak
anlaml iligki saptanmistir (p= 0,034, p<0,001).

y =0.2982x - 0.2284

ENDOKAN R?=0.9799

[l i
= N B~ O

Absorbans (450 nm)

©c o o 9o
o N B O ®

75 ng/L 150 ng/L 300 ng/L 600 ng/L 1200 ng/L 2400 ng/L
Konsantrasyon (ng/|

Sekil 4. Hasta ve kontrol gruplarinda 6l¢iilen Endokan absorbans ve konsantrasyonu

SERUM ENDOKAN KONSANTRASYONU

Konsantrasyon (ng/L)

KONTROL HASTA GRUBU

Sekil 5. Hasta ve kontrol gruplarinda 6l¢iilen Endokan konsantrasyonu
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Kindrenin absorbsiyonu kontrol grubunda ortalama 0,603+ 0,61, hasta grubunda
ortalama 0,57+0,55 olarak saptanmistir. Kintrenin konsantrasyonu kontrol grubunda
ortalama 2,29+ 2,04, hasta grubunda ortalama 1,69+ 1,85 olarak saptanmistir. Aralarinda
istatiksel fark saptanmistir (p=0,001). Kinurenin ile miRNA-210 arasinda pozitif yonde
orta diizeyde, miRNA-424, miRNA-130a ve PARP-1 arasinda pozitif yonde zayif
duzeyde, HIF-2¢ arasinda negatif yonde zayif diizeyde, istatistiksel olarak anlamli iligki
saptanmistir (p<0,001, p=0,016, p= 0,012, p= 0,031, p=0,043).

. e . y =0.3011x - 0.0887
Kinurenin R? = 0.9626

1.8
- 16
14
1.2

0.8
0.6
0.4
0.2

Absorbans (450 nm

150 nmol/L 300 nmol/L 600 nmol/L 1200 nmol/L 2400 nmol/L 4800 nmol/L

Konsantrasyon (ng/ml)

Sekil 6. Hasta ve kontrol gruplarinda 6l¢iilen Kiniirenin absorbans ve

konsantrasyonu
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SERUM KiNURENIN KONSANTRASYONU

2.5

1.5

Konsantrasyon (nmol/L)
=

KONTROL HASTA GRUBU

Sekil 7. Hasta ve kontrol gruplarinda 6lgiilen Kiniirenin konsantrasyonu
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4.4. Hasta ve Kontrol gruplarinda bakilan parametrelerin birbirleri ile

iliskisi

Tablo 14. Olgtilen 6rneklerin birbiriyle regresyon analizi

miRNA-204 miRNA-210 i - i -
MiRNA-130a miRNA-223 miRNA-424
0,169 -0,025 -0,196 0,012 ,309
APLN
0,227 0,865 0,160 0,944 0,024
-0,120 0,228 -0,154 0,133 0,185
ENDOKAN
0,394 0,124 0,272 0,420 0,185
0,117 -0,132 -,288 0,215 0,131
FGFR-1
0,419 0,391 0,042 0,195 0,366
0,204 -,452 -0,008 0,164 0,101
FGF-2
0,143 0,001 0,954 0,319 0,473
0,092 -0,096 0,021 0,114 -0,005
HIF-1a
0,526 0,530 0,887 0,502 0,973
0,175 -,357 0,134 -,359 0,080
HIF-2a
0,209 0,014 0,340 0,025 0,570
-0,099 0,234 -0,107 0,306 0,011
KIiNURENIN
0,482 0,113 0,447 0,058 0,940
-0,018 0,161 -0,086 0,199 -0,098
PARP-1
0,901 0,285 0,542 0,231 0,490
-0,059 -0,045 0,214 -0,054 0,030
STAT-3 0,674 0,762 0,124 0,743 0,832
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5. TARTISMA

PH ylksek mortalite ve morbiditeye neden olan hemodinamik, Klinik,
histopatolojik 6zelliklerine gére 5 gruba ayrilan vaskiiler bir hastaliktir. Grup 1 PAH
klinik ozelliklerin eslik ettigi hastalarda OPAB >20 mmHg, PAWP <15, PVR >3
Ol¢iilmesi ile tanimlanmaktadir. Yaygin vaskuler inflamasyonun gézlendigi bu subtipte
altta yatan bircok sebep bu duruma yol acabilmektedir. Grup 1 PAH yiksek derecede
aktiflenmis inflamatuar sitokinler ve kemokinlerlerin perivaskiler immin hiicreler ile
etkilesimi sonrasinda hastalik ilerlemektedir (58). PAH’de bircok hiicre grubunun
etkilesimi ile biyokimyasal ve hiicresel degisikliklerin gelistigi bilinmekle birlikte
patolojik degisikliklerin baglama sebebi tam olarak bilinmemektedir. PVR yikselmesi,
vazokonstriksiyon, pulmoner arter duvarinin proliferasyonu ve tikanmaya ilerleyen
yeniden sekillenmesi, inflamasyon ve trombiis ile iligkilidir. Ileri damar daralmasi
PASCM’deki potasyum kanallarinin asir1 aktiflenmesi ve endotel disfonksiyonu ile
iligkilidir. Endotel disfonksiyonu vazodilator ajanlar olan NO ve prostosiklin saliniminin
azalmasina yol agarken proliferatif ajanlar olan tromboxan A2, endotelin 1 artigina da
yol agmaktadir. Bunun sonucunda damar daralmasi ve proliferasyon artigi oncelikli
olarak PAEC, PASMC ve fibroblast ile iligkilidir. Bunun yaninda adventisyada kolojen,
elastin, fibronektin, tenaskin, inflamatuar hiicre, trombosit asir1 {iretimi de izlenmektedir.
Trombiis gelisimine yatkinlik olup distal ve proksimal elastik pulmoner arterlerde
trombis izlenmekle beraber patolojik degisiklikler damar ¢apt <500 um distal pulmoner
arterlerde belirgindir. Distal pulmoner arterlerde karakteristik olarak mediyal hipertrofi,
intimal proliferasyon artigi, ekzantrik ve konsantrik fibrotik degisiklikler, adventisyal
kalinlagsma ile beraber perivaskiler inflamatuar hiicre artis1t kompleks plexiform ve dilate
lezyonlar ile trombotik lezyonlar gorilmektedir. Pulmoner venlerin etkilenmemesi
tipiktir (36).

Son zamanlarda yapilan c¢alismalarda birkag miRNA’nin  bu hastali§in
patofizyolojik gelisiminde direkt rol aldig1 saptanmistir. Insan genomunda suana kadar
5500 adet hiicre i¢i, kiiciik, kendi basina kodlayici olmayan miRNA tanimlanmistir.

Primer ve prematir miRNA’lar c¢ekirdek ve sitoplazmada bir dizi islem sonrasinda
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olgunlagsmaktadir. Bu matir miRNA’lar 19-24 niikleotit uzunlugunda olup ¢ift zincirli
RNA molekdlleridir. Bu miRNA molekillerinde 6 nukleotitlik bolimii baglanilacak
MRNA bolgesini belirlemektedir. Bu bagli mMRNA-miRNA’lar transkriptom boyunca
spesifik niikleik asitlerin birbirine baglanmasin1 gen ekspresyonu ile diizenleyip,
transkripsiyon yikimini ya da protein translasyonunu engeller. PAH hastalarinda miRNA
diizeylerinde dinamik degisikliklerin patolojik degisikliklerle iligkilendirilmesi,
miRNA’larin tanisal ve prognostik Onemi olabilecegini diisiindiirmektedir. PAH
hastalarinin plazmalarinda dolasan MIRNA diizeyleri hastalik diizeyini yansitabilir
(2)(58).

Daha onceden yapilan g¢alismalarda miRNA araciligiyla genetik yolaklardaki
degisikliklerin PAH ile iliskili olabilecegi belirtilmistir. Biz de daha Onceki
calismalarda tespit edilen PAH ile iliskisi saptanmis miRNA’lari belirledik. Prekapiller
PH saptanan 54 hasta ile yas ve cinsiyet agisindan uyumlu 55 saglikli kisinin
kanlarindan miRNA-130a, miRNA-204, miRNA-210, miRNA-223, miRNA-424, HIF-
la, HIF-2a, FGF-2, FGFR-1, PARP-1, STAT-3 diizeylerine baktik. Ayrica yine hasta ve
kontrol gruplarinin kanlarinda APLN, endokan, Kiniirenin diizeylerine bu hastalarin tani
ve takibinde kullanilabilecegi diisiincesiyle baktik.

Bizim g¢alismamiza katilan hastalarin yas ortalamasi 59 + 13 iken Turkiye’de
yapilan 20 merkezli 1501 PH hastasindan olusan SIMURG kayit ¢aligmasinda ise yas
ortalamasi 44,8 + 5,5 idi. SIMURG c¢alismasinda kadin hastalarin oran1 %69 iken, bizim
caligmamizda %61,1 idi. Grup 1 PH’nin sikligit SIMURG c¢alismasinda %69 iken bizim
calismamizdaki hastalarin %57’si grup 1 PH idi. Yine SIMURG c¢alismasinda tani
aninda ¢alismanin PH populasyonunun %18, %52, %27 ve %3'"i sirasiyla WHO FK 1V,
I, 11 ve | olan hastalar olusturur iken bizim c¢alismamizda da tani aninda PH
populasyonunun %13, %47, % 34 ve %5’ sirastyla WHO FK 1V, III, 11 ve I olan
hastalar olusturdu (59).

Youpeng Jin ve ark. yaptigi calismada %1 oksijene maruz kalan kiltire insan
PASMC’de 48 saat icinde miRNA-210 diizeylerinde 2.5 kat yiikselme gormiislerdi.
Hipoksiye bagli olarak miRNA-210 yukselmesini akut hipoksik stres sirasinda

mitokondri i¢inde demir kiikiirt kompleksinin azalmast ile iliskili oldugunu
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gostermislerdi. Farelerde Mitojen ile aktive olan protein kinaz fosfataz 1 (MKP-1)
eksikliginin ciddi PH gelisimine yol agtig1 daha 6nceden gosterildigi i¢in Youpeng Jin
ve ark. miRNA-210 ile MKP-1 etkilesimini ve bu etkilesimin PASMC’deki
proliferasyon tizerine etkisini incelemisler, hipoksik ortamda mMIRNA-210 artigini
gozlemledikten sonra miRNA-210 inhibisyonu ile MPK-1 artisin1 tespit etmislerdir. Bu
artig sonrasinda hiicresel proliferasyon gerilemistir (60). Biz de miRNA-210 ekspresyon
seviyesinin hasta grubunda 0.05 kat yiksek saptadik ve bunu istatistiksel olarak anlaml
bulduk (p=0,041). Bu yizden miRNA-210 artisinin PH ile iliski oldugunu diisiiniiyoruz.
Yang Lu ve ark. yaptiklar1 200 siganlik bir ¢alismada hipoksi ile PH olusturulan
sigan PASMC’lerinde aktiflenen mitoKATP'nin HIF'i aktive edebilen ROS Uretimini
arttirdigint gostermislerdir. ROS artig1 ile, ROS / HIF / miRNA-210 / ISCU sinyal yolu
acilarak yiiksek bir miIRNA-210 ekspresyonunu indiiklemis ve sigan PASMC'lerin
¢ogalmasini uyaran pozitif bir geri besleme dongiisii olusturdugunu gostermislerdir. Bu
calismada hipoksi ile PH olusturulan sigan PASMC’lerinde anti-miRNA-210 verilerek
olusan hiicresel sekilllenmenin geri dondiiriildiigii gorilmastiir (61). Deming Gou ve
ark. yaptigi calismada kiiltiire insan PASMC’lerde hipoksi ile PH olusturmus ve bu
insan PASMC’lerinde 1265 miRNA icinden 5 miRNA diizeyinin arttigi ve artan
miRNA’lar iginde dominant miRNA’t miRNA-210 olarak tespit etmislerdir (62). Biz de
calismamizda kan hiicrelerininden RNA izolasyonu ile miRNA-210 dlzeylerine bakarak
PH hastalarinda diizeylerinin arttigin1 gérduk. Bu nedenle PH patogenezinde miRNA-
210 etkisinin oldugunu kuvvetli bir sekilde disiinmekteyiz. Ancak Yang Lu ve ark.
saptadiklar1 HIF ile miRNA-210 arasindaki pozitif iliski bizim ¢alismamizda
saptanmamistir. Biz HIF-2a ile miIRNA-210 arasinda negatif yonde zayif korelasyon
gorirken, HIF-/a ile miRNA-210 arasinda bir iliski saptanmamistir. Yang Lu ve ark.
yaptig1 ¢alismada hipoksi ile PH olusturulan sigan PASMC’de degisikliklerin incelemis
iken biz ¢alismamizda hasta insanlarin kanlarinda olusan degisiklilileri inceledik. Ayrica
bizim ¢alismamizdaki hastalar, sadece hipoksi ile olusturulmus PH hastalar1 degildir. Bu
nedenle miRNA-210 ile HIF arasindaki iliski hipoksi ile belirginlesmekte olabilir.
Malgorzata Jasiewicz ve ark. triptofan ve kinlrenin plazma korelasyonlarimin

PAH’da yiikksek oldugunu ve PAH hastalarinda kinilirenin yikimimin azaldigini
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gostermislerdir (57). Bizim ¢alismamizda da kinurenin ile MiRNA-210 arasinda pozitif
yonde orta diizeyde bir iligki izlenmistir. Bu ortaya ¢ikan sonu¢ sonrasinda PH
hastalarinda MIRNA-210 artisinin  kiniirenin  artisina  yol agabilecegini  bizlere
diisiindiirmektedir. Bizim ¢alismamizda ayrica FGFR-1 ve miRNA-210 arasinda negatif
yonde zayif diizeyde bir iliski saptadik. Ancak bu iligski daha 6nceden belirtilmemis olup
zay1f diizeyde olmasi nedeniyle bu konuda ileri incelemeler gerekmektedir.

Thomas Bertero ve ark. yaptiklar1 ¢alismada miRNA-130/301’in peroksizom
proliferator-aktive edicireseptor (PPAR) Uzerinden direkt vazomotor tonusu etkiledigini
dahasi vaskdler proliferasyonu hiicreler arasi etkilesimi saglayarak arttirdiklarini tespit
ettiler. Ayrica EDN1’in  miRNA-130/301 tarafindan upreglle edilerek STAT-3
aktivasyonuna neden oldugu bunun da PASMC’de vazokonstriksiyona neden oldugunu
gosterdiler. Bu nedenle miRNA-130/301 ailesinin PH patogenezinde 6nemli bir yeri
oldugunu saptadilar (63). Yine Thomas Bertero ve ark. baska bir c¢alismada PH
olusturulmus farelerde MiRNA-130/301’in miRNA-204, miRNA-424/503, FGF-2 ve
STAT-3 diizeylerini yonlendirdigi buldular (3). Matthias Brock ve ark. hipoksi ile PH
olusturulmus farelerde major mMiRNA ailesinin miRNA-130 oldugunu, dizeyinin
arttigin1 ve bunun tiimor baskilayict CDKNIA (p21)’1 hedef alarak fare PASMC’de
proliferasyonu diizenlediklerini tespit ettiler (64). Bizim ¢alismamizda da benzer olarak
hasta gruplarinin kanlarindan 6l¢iimii yapilan miRNA-130a ekspresyon seviyesi hasta
grubunda 0.06 kat yiikselmistir ve istatistiksel olarak anlamhidir (p<0,001). Bu da PH
hastalarinda miRNA-130a’nin PH patogenezinde Onemli bir rolii oldugunu bizlere
diistindiirmektedir.

Roxane Paulin ve ark. miRNA’larin PAH’daki iliskisini arastirdilar. Src/STAT-
3/Piml aksinin PAH patogenezinde kritik rolii oldugunu saptadilar. Dahast miRNA-204
azalmasinin STAT-3 artmasina yol actig1 izlediler (65). Biz de benzer sekilde hastalarda
MiRNA-204 diizeylerini azalmis olarak tespit ettik. Hatta Olcilen mMiRNA-204
ekspresyon seviyesi hasta grubunda kontrol grubuna gore plazmada 8.4 kat diisiik olarak
saptadik. Bu da bu hastalarda miRNA-204’{in tan1 sirasinda plazmadan diizeylerinin
Olciilebilecegini diisiindiirmektedir.

Jolyane Meloche ve ark. PARP-1 salinnminin DNA hasari ile iligkili oldugunu
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buldular. PARP-1 aktivasyonu ile baglayan hiicresel proliferasyon mMiRNA-204
azalmasi, NFAT ve HIF-1a artmasi ve bunun sonucunda PASMC’de proliferasyon ve
apoptozis azalmasina yol a¢tigimi gosterdiler. Bu ylzden PARP-1 inhibitérunin PAH
hastalarinda tedavide kullanilabilcegi diisiincesi lizerine hem in vitro hem de iki genis in
vivo ¢alismada PAH’da gelisen degisikliklerin PARP-1 inhibitérii ile geri dondirildigii
gosterilmistir (66). Ancak bizim ¢alismamizda miRNA-204 ile PARP-1 arasinda anlamli
klinik bir iliski saptanmadigi i¢in bu konuda ileri ¢caligmalara ihtiya¢ duyulmaktadir ve
hiicresel diizeyde artig gosteren PARP-1’in kan diizeyinde artmadigini sdyleyebiliriz.

Raed Alhawaj ve ark. 21 gun boyunca hipoksi (%10 oksijen) ile PH olusturulan
fareler ile hipoksiye 24 saat maruz kalan organoid sigir pulmoner arterlerinde, STAT-3
aracili mMiIRNA-204 dizeyindeki degisiklikleri, hem biyosentez modulasyonunda rol alan
aminolevulinikasit (ALA)’in koruyucu etkisini ve siiperoksit diizeylerinin Ol¢lilmesini
planladilar. ALA’nin azalmasmin tespit edilmesinden sonra ALA ile tedavi edilen
farelerde pulmoner arterlerde siiperoksit azalmasi sonrasinda fare akcigerlerinde
MIRNA-204’tin artmis oldugunu gosterdiler. Tedavi sonrasinda EKO ile fareler
degerlendirilerek PH’deki gerilemeyi tespit ettiler. Yine ALA tedavisi sonrasinda sigir
pulmoner arterinde artan MiRNA-204 duzeylerini gosterdiler. miRNA-204 artmasi
sonrasinda STAT-3 etkisinin azalarak proliferasyonun azaldigini ve bdylece ALA
tedavisi ile miRNA-204 ifadesinin tekrar dizenlenmesi ile potansiyel olarak artan
mitokondriyal siiperoksit ve oksidan etkilerinin tersine ¢evrilmesinin miimkiin olacagini
belirttiler (67). Biz calismamizda ALA etkisini degerlendirmedik. Calismamizda hasta
ve kontrol gruplarinin bakilan STAT-3 degerleri arasinda istatistiksel anlamli bir iliski
tespit ettik ve STAT-3 diizeyinin serumdan prekapiller PH hastalarinda dlgiilebilecegini
ve patogenez ile iliskisi oldugunu diisiinmekteyiz.

Leonard E. Estephan ve ark. 91 WHO grup 1 ve grup 2 ve non PH hastalarin sag
atrium, vena cava superior, pulmoner arter, pulmoner kapiller kama boélgelerinden kan
ornekleri aldilar. Periferal kandan mononiikleer hiicreler izole ederek miRNA-204’{in
PASMC’den salinimini in vitro olarak degerlendirdiler. Sadece grup 1 hastalarinda
MiRNA-204 korelasyonunun pulmoner damar boyunca arttigini tespit ettiler. Periferal

mononiikler hiicre gruplar1 arasinda anlamsiz MiRNA-204 varyasyonlar1 tespit ettiler.
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Kontrol hastalarina goére kiiltiirlenmis PAH-PAMSC’de miRNA-204 hiicre i¢i azalmis
oldugunu gosterdiler. mMiRNA-204"1in PH'de bilinen 6nemi goz oniine alindiginda, Grup
1 PAH'da hicre ici miRNA-204 konsantrasyonunun azalmasina neden olabilecegini
gosterdiler (58). Biz de c¢alismamizda benzer sekilde miRNA-204 konsantrasyonu
plazmada azalmis olarak izledik.

Audrey Courboulin  ve ark. yaptigi calismada PAH’da miRNA-204
ekspresyonunun insan ve kemirgen PASMC’de azaldigini1 saptadilar. PASMC’lerde
miRNA-204 azalma seviyesinin PAH ciddiyeti, hiicre proliferasyonu ve hicrelerdeki
antiapoptotik diizey ile iliskili olabilecegini gosterdiler. Bu hucrelerde STAT-3
aktivasyonu sonrasinda miRNA-204 seviyesinin azaldigi ve miRNA-204’tin SHP2
ekspresyonunu hedefledigini ortaya c¢ikardilar. STAT-3 aktivasyonu sonrasinda
hlcrelerde proliferasyon ve antiapoptozisin devam ettigini gosterdiler. Ve hayvan
modellerinde azalan miRNA diizeyi igin sentetik miRNA-204 verilmesi PAH ciddiyetini
gerilettigini gosterdiler (68). miRNA-204 ile yapilan biitiin bu ¢alismalarin ve bizim
yaptigimiz bu ¢alisma sonrasinda PH hastalarinda miRNA-204 plazmada azalmaktadir
ve bu azalma PH gelisiminde 6nemli bir rolii oldugunu diistindiirmektedir.

Ayrica bizim ¢alismamizda HIF-2a ile miRNA-204 arasinda negatif yonde zayif
dizeyde; FGF-2 ve miRNA-204 arasinda negatif yonde orta diizeyde bir iliski izlenmis
olup daha 6nceden literatlirde benzer bir sonug¢ rapor edilmemistir. Bu iligskiler PAH
hastalarinda hiicre proliferasyonu ile ilgili olabilirler. Bu konunun ileri incelemelerle
tekrar degerlendirilmesi gerekmektedir.

Yan Zeng ve ark. yaptigi ¢alismada hipoksi ile PH olusturulmus fare ve sigan
akciger, pulmoner arter, PASMC’lerinde miRNA-223 dizeylerinin azaldigini tespit
ettiler. Ayrica konjenital PAH’l1 kadmlarin serumlarinda da miRNA-223 azaldigini
tespit ettiler (69). Igor B. Gubrij ve ark. yaptigi ¢calismada MCT ile PAH olusturulan
sicanlarda kontrol grubu ile kiyaslaninca mMiRNA-17, miRNA-21 ve miRNA-223
ekspresyon seviyelerinin arttigi, miRNA-126, miRNA-145, miRNA-150, miRNA-204,
mMiRNA-424 ve miRNA-503 ekspresyon seviyelerinin ise azaldigin tespit ettiler (70).
Benzer sekilde biz de miRNA-223’iin ekspresyon seviyelerinde hastalarin plazmalarinda

7.7 kat azalma saptadik. Bu sonuclar da miRNA-223"tin PAH ile iligkisi oldugunu bize
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gostermekle beraber PAH hastalarinin kanlarindan RNA izole edilerek miRNA-223
diizeyinin Slgiilmesi ile hastalik tan1 ve tedavisinin gelistirilebilcegini diisiindiirmektedir.
Bu konuda ileri ¢alismalara ihtiya¢ vardir.

Jolyane Meloche ve ark. insan PAH akcigerlerinde, distal pulmoner arterlerde ve
izole PASMC'lerde miRNA-223 seviyesinin azaldigini gosterdiler. Ayrica bu hastalarda
HIF-lo’'nin  arttigini ve HIF-/a artisinin - MIRNA-223  azalmasini  tetikledigini
gozlemlediler. Devaminda mMiRNA-223 azalmasi ile tespit ettikleri artan PARP diizeyi
sonucunda PASMC’de proliferasyon artis1 ve apoptozisin gerilemesi ile iligkisini tespit
ettiler. Bunun dzerine siganlarda MCT ile PAH olusturulmasi sonrasinda artan miRNA-
223 seviyesinin duzenlenmesi ile vaskiiler sekillenme, pulmoner direng, sag ventrikiiler
hipertrofi ve hayatta kalma tizerine yararli etkileri oldugunu tespit ettiler (71). Bizim
calisgmamizda da benzer sekilde HIF-/a ve miRNA-223 arasinda negatif yonde zayif
diizeyde, istatistiksel olarak anlamli bir iligki saptanmistir. Bu da bize miRNA-223’{in
azalmasimin HIF-1a artigina yol agarak PAH patogenezinde dnemli bir yeri olabilecegini
disiindiirmektedir. Fakat bizim calismamizda miRNA-223 ile PARP arasinda hasta ve
kontrol gruplarinin plazmasindan bakilan Slglimlerde anlamli farklilik izlenmedi. Bu
farklilik hiicresel diizeyde PARP artis1 olabilceg§i ancak bunun plazma diizeyinde
saptanamayabilecegini bizlere diisiindiirmektedir.

Fukao T ve ark. yaptiklar1 ¢alismada CCAAT/enhancer binding protein-a’nin
(C/IEBPa) ¢ekirdekte miRNA-223 promoter bdlgesine baglanarak mMIRNA-223
aktivitesinin arttigin1 gostermislerdir. Seifeddine R. ve ark. yaptiklari caligmada ise
C/EBPa duzeyinin HIF-1a ile iliskisini fare akcigerlerinde ve COS-7 hicrelerinde
yapilan c¢aligmalar ile gostermislerdir. Benzer iliski HIF-2a ile de goriilmiistiir(72).
Bizim ¢alismamizda da HIF-2a ile miRNA-223 arasinda negatif yonde zayif diizeyde
bir iliski saptanmis olup PAH hastalarinda miRNA-223 ile HIF-1a ve HIF-2a iliskisi
oldugunu diistinmekteyiz. Ancak bu iliski zayif diizeyde olup ileri inceleme
gerektirmektedir.

Jongmin Kim ve ark. yaptiklar1 ¢alismada PAH ile iliskisi gosterilmis APLN ve
FGF-2’nin birbiri ile iligkisini degerlendirilmiglerdir. Bu c¢alismada APLN sinyalinin
PAEC’de azalmasi, FGF-2 ve FGFR-1 artis1 ile sonuc¢lanmistir. APLN azalmasi
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sonrasinda MIRNA-424 ve mIRNA-503 azalmasi gozlenmistir. Bu degisimlerin
sonucunda PAEC ve PASMC’de proliferasyon arttigi gozlenmistir. miRNA-424 ve
miRNA-503 diizeylerinin restorasyonu ile FGF-2 ve FGFR-1’in azaldig:1 ve patololojik
degisimlerin geriledigi ortaya ¢ikmustir (73). Bizim ¢alismamizda kontrol grubunda ve
hasta grubunda Olculen miRNA-424 aralarinda anlamli fark saptanmasa da hasta
grubunun plazmasinda benzer sekilde azalma vardir. Hastalarin plazmasinda kontrol
grubuna gore miRNA-424’1 2.2 kat disiik saptadik. APLN ile miRNA-424 arasinda
pozitif yonde zayif diizeyde istatistiksel olarak anlamli iliski saptanmistir. Bu da APLN
ile mMiIRNA-424 arasindaki bir iliskinin olabilecegini diisiindiirmekle beraber bu konuda
ileri incelemeler gerekmekredir..

Jongmin Kim yaymladig:i derlemede hiicrelerde bulunan G protein ile birlesen
APLN reseptorinin, Krippel-benzeri faktor 2, endotelyal nitrik oksit sentetaz ve
MIRNA’lar gibi aracilar ile pulmoner vaskiler hemostazda 6nemli rolii oldugu agiklamis
ve bu yolun kesintiye ugramasinin PAH gelisiminde major bir roli oldugunu
belirtmistir. Bu nedenle PAH tedavisinde APLN {izerinden tedavi rejimlerinin
denenmesi gerektigini belirtmistir (56). Bizim ¢alismamizda APLN hasta grubunda 0.7
kat azalmistir. Bu azalma tararafimizca yapilan istasistiksel analiz sonrasinda anlamli
bulunmustur (p<0,001). Bu da hastalikla APLN diizeyindeki azalmanin serumdan tespit
edilebilecegini ve bu tespit ile hastalarin tedavi ya da tan1 rejimlerinin
diizenlenebilecegini diistindiirmektedir.

Peiran Yang ve ark. yaptigi ¢alismada MCT ile olusturulan PH’de MMO7 adli
APLN reseptor agonistinin 6nemli bir sekilde sag ventrikiiler basinci ve hipertrofiyi
azalttigin1 gostermistir. MMO7 ayni zamanda pulmoner arterlerde kas gelisimini de
azaltmistir. Bu data APLN reseptér agonistlerinin farmokokinetik profillerinin
duzeltilmesi ile PAH’da kullanilabilecegini gostermektedir (74).

Calismamizda DNA hasar ile iliskisi bilinen PARP-1 ile APLN arasinda pozitif
yonde zayif diizeyde, istatistiksel olarak anlamli bir iliski saptanmistir (p= 0,008). Bu
bulgu literatiirde daha dnceden tespit edilmemistir ve APLN’nin PH hastalarinda DNA
hasarinda da rol alabilecegini diisiindiirmektedir.

Haiyan Zhao ve ark. yaptigi bir ¢alismada endokanin endotel disfonksiyonunda
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yeni bir belirte¢ olarak kullanilabilecegi belirtmistir. Yapilan bu ¢alismada siganlarin
serum ve akcigerlerinde endokanin arttigi tespit edilmistir. Artmis olan Endokanin
inhibe edilmesi ile siganlarin akcigerlerinde sag ventrikiil sistolik basincinin, pulmoner
yeniden sekillenmenin ve inflamasyonun azaldigi gosterilmistir. Sigan pulmoner
mikrovaskuler endotelyal hiicrelerinde TNF-a artis1 ile endokan saliniminin arttigi
gosterilmistir. Endokan inhibisyonu sonrasinda TNF-o’nin  indiikledigi MAPK
aktivasyonunda azalma gosterilmistir (75). Bizim ¢alismamizda endokan hasta grubunda
istatistiksel olarak anlamli olmasa da benzer sekilde hastalarin plazmalarinda kontrol
grubuna gore 0.91 kat azalmistir. Endokanin hiicre hasari ile iliskili olabilecegi
diistinmekle beraber bu konuda yeni ¢alismalar yapilmasi gerekmektedir.

Asiye Kanbay ve ark. 128 obstriktif uyku apne (OSA) hastasini degerlendirdikleri
bir ¢alismada (15 kontrol, 22 hafif, 22 orta dizeydeve 69 ciddi OSA) endokan
seviyelerini bu hasta grubunda yiikselmis olarak buldular. Ve serum endokan diizeyinin
OSA hastalik ciddiyeti ve endotel disfonksiyonu ile giiclii bir iligkisi oldugunu
gosterdiler (76). Bu bulgular dogrultusunda PH hastalarinin plazmasinda azalan endokan
diizeylerinin hastalikla iliskisi oldugu disiintilmektedir.

Ayrica bizim g¢alismamizda endokan ile STAT-3 arasinda pozitif yonde zayif
diizeyde istatistiksel olarak anlamli bir iliski saptanmistir (p= 0,034) ve bu bulgu
literattirde yeni bir bilgi olup ileri ¢caligmalarla degerlendirilmelidir.

Corrado Campochiaro ve ark. sistemik skleroz hastalarinin serumlarinda triptofan
metaboliti olan kintrenin seviyesi ile triptofan/kiniirenin oranini degerlendirdiler. Bu
hastalarda triptofan seviyesinin kontrollere gore oldukga diisiik oldugunu tespit ettiler.
Bu sonuglar bu hastalarin serumlarinda kiniirenin yiiksek seviyesi ile paraleldi (77).
Yine Malgorzata Jasiewicz ve ark. triptofan ve kiniirenin plazma korelasyonlarinin
PAH’da yiiksek oldugunu gosterdiler (57). PAH hastalarinda kiniirenin yikiminin
azaldig1 gosterildi. Bizim ¢alismamizda kiniirenin hasta grubunda 0.73 kat azalmistir ve
bu azalma kontrol ve hasta gruplar1 karsilastirildiginda istatistiksel olarak anlamli
bulundu (p=0,001). PAH hastalarinda serumda bakilan kiniirenin ile hastaligin iligkisi

diger ¢alismalarla tekrardan degerlendirilmelidir.
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6. CALISMANIN KISITLILIKLARI

Calismada prekapiller PH hastalar1 6ncelikli olarak degerlendirilmeye calisilsa da
kombine pre-post kapiller PH hastalar1 da ¢aligmaya dahil edilmistir. Yapilan inceleme,
dokudan hiicresel diizeyde yapilmamis olup hastalarin plazma 6rneklerinden yapilmistir
ve hiicresel diizeyde degisikliklerle tekrar degerlendirilmelidir. Yaptigimiz bu ¢alisma
tek merkezli bir ¢alisma olup bu hasta grubunda benzer sonuglarin daha genis ¢apl

caligmalar ile degerlendirilmesi gerekmektedir.
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7. SONUC VE ONERILER

PH hastalarinin plazmalarinda HIF-2a ve STAT-3’iin mRNA ekspresyonlarinda
mMiRNA-210 ve miRNA-130a ekspresyonlarinda artis saptanirken; MiRNA-204
ekspresyonunda azalma ile APLN ve kiniirenin konsantrasyonlarinda azalma izlendi.
Calisma bulgularimiz, miRNA-210, miRNA-130a, HIF-2a ve STAT-3 inhibisyonunu;
APLN, Kkinurenine, miRNA-204 konsantrasyonlarini arttirmayi hedef alan yeni terapotik
rejimlerin  gelistirilmesi  gerektigini gostermistir. Ayni zamanda prekapiller PH
hastalarinda APLN-miRNA-424, FGFR-1-miRNA-210, FGF-2-miRNA-204, HIF-2a-
MIRNA-204 ve HIF-2a-miRNA-223 arasinda daha onceden belirtilmeyen bir iliski
tespit ettik.
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