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OZET

Denizhan Ozdemir A. Kardiyovaskiiler Sistem Patofizyolojisinde Rol Alan
MikroRNAlarin incelenmesi. Hacettepe Universitesi, Saglik Bilimleri Enstitiisii,
Tibbi Biyoloji Doktora Tezi, Ankara, 2017. Kardiyovaskuler system hastaliklari (KVH)
ve komplikasyonlari; akut koroner sendrom, periferik damar hastaliklari, fel¢ gibi
birbirleri ile metabolik bozukluklar bakimindan iliskili fakat farkh klinik formlarda
ortaya cikabilmektedir. KVH’a rol acan risk faktorleri arasinda diabetes mellitus,
kronik inflamasyon veya anjiojenik uyaranlara yetersiz cevap veren damar yapisi
benzer etiyoloji olarak gosterilmistir. Kan akimini diizenleyen en aktif bélim olan
endotel, damarin i¢ limenini olusturmaktadir. Endotel, bircok uyarana cevap
olusturarak dokunun beslenmesini dizenledigi gibi uzun doénemli damar
yapilanmasinda da etkilidir. Bu uyaranlarin baslica gruplari; anjiojenik uyaranlari icin
VEGF, bFGF, inflamasyon icin TNFa, diyabetojenik uyaranlar icin D-glukozdur.
MikroRNA’lar 20-22 nikleotid uzunlugunda, transkripsiyon sonrasi gen ifadesini
kontrol eden kodlamayan RNA dizileridir. Yakin zamanda yapilan arastirmalar,
mikroRNA’larin gelisimin erken basamaklarindan, bircok hastalik patofizyolojisine
kadar rol oldugunu gostermistir. Bu tezin iki ana amaci olup ilki, vaskiler
endotelinde goérev goren mikroRNA panelini, farkli uyaranlar ile inceleyerek,
mikroRNA’larin ifade dizeyinin nasil degistirdigini bulmaktir. ikincisi, bu
mikroRNA’larin hangi sinyal vyolaklarinda goérev aldigini saptamak ve iliskili
olabilecegi yolaklar ile 6zgulliginl belirlemektir. Akut koroner sendrom gegiren
hastalarda iki bagimsiz mikrodizilim profillemesi yapilmistir. Her iki kohortta
saptanan istatistiksel olarak anlamli sekilde regiile olan mikroRNA’lardan, incelemek
Uzere panel olusturulmustur. Bu mikroRNA panelini TNFa, VEGF, bFGF ve D-glukoz
ile uyararak ifade dizeyleri belirli bir zaman araliginda izlenmistir. Anlamli ifade
diizeyi bulunan mikroRNA-615-5p’nin (miR-615-5p) endotel hicrelerde (HUVEC),
fonksiyon kazanimi ve kaybi ¢alismalari ile basal membran varliginda damar yapisini
diizenledigi bulunmustur. immunoblot analizi ile sinyal yolaklari arastirildiginda,
miRNA-615-5p 6zgil olarak Akt/eNOS yolagini diizenlerken; yakin iliskili olan p38 ve
ERK1/2 Uzerine etki etmemistir. MiR-615-5p ifadesi varliginda Akt/eNOS yolaklari
baskilanirken, miR-615-5p inhibe edildiginde Akt/eNOS sinyalinin dinamik olarak
arttig1 gézlenmistir. Bu calisma ile akut koroner sendrom geciren hastalarda ifadesi
degisen miR-615-5p’nin endotel hiicrede Akt/eNOS yolagini VEGF varhginda 6zgul
olarak diizenledigi bulunmustur.

Anahtar kelimeler: mikroRNA, anjiogenez, Akt/eNOS sinyal yolaklari
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ABSTRACT

Denizhan Ozdemir A. The role of microRNAs in cardiovascular system
pathophysiology. Hacettepe University Institute of Health Sciences, Ph.D. thesis in
Medical Biology, Ankara, 2017. The diseases and attendant complications of
cardiovascular system consist of acute coronary syndrome, peripheral vascular
disease and stroke that are distinct clinical manifestations yet stem from
metabolically-originated processes. Diabetes mellitus, chronic inflammatory state
and the lack of proper response to angiogenic stimuli account for predisposing risk
factors to cardiovascular diseases. Endothelium constitutes crucial inner lining of
the vasculature. It regulates blood flow to the organs as well as responds to a
variety of stimuli, which are important in re-modeling of vascular structure in the
long-term. Major groups of stimuli consist of VEGF and bFGF that govern
angiogenesis, TNFa that drives inflammation, and D-glucose that is a diabetogenic
stimulant. MicroRNAs are non-coding 20-22 nt RNA sequences that regulate gene
expression at the post-transcriptional level. Recent studies have shown that
microRNAs (miRs) function broadly from early stage of development to several
disease processes. This study aims to address two major questions. First, to explore
the expression levels of a cohort of miRs that might take functional roles in vascular
endothelium. Second, to identify the pathways by which miRs can exert their
effects and localize the specificity via examining closely-related signaling
mechanisms. To this end, two independent microarray profiling are performed in
patients with ACS compared to controls. A panel of concordant miRs in both cohorts
are elicited for further analysis. This panel is subjected to gPCR analysis in
endothelial cells in the presence of respective stimuli such as TNFa, VEGF, bFGF and
D-glucose for aforementioned processes. MicroRNA-615-5p is significantly
regulated in response to different stimuli, and can reciprocally regulate vessel
network formation through gain- and loss-of-function studies in the presence of
basal membrane. In addition, miR-615-5p specifically acts on Akt/eNOS pathway
without altering p38, ERK1/2 pathways that are closely-associated with angiogenic
effects. MiR-615-5p overexpression can suppress Akt/eNOS pathways whereas
inhibition of miR-615-5p leads to dynamic amplification of Akt/eNOS signaling. This
dissertation contributes to an understanding of mechanism of miR-615-5p that is
regulated in patients with ACS, and hence can distinctly modulate Akt/eNOS
pathway in the presence of VEGF.

Keywords: microRNAs, angiogenesis, Akt/eNOS signaling pathways
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1. GIiRiS

Kardiyovaskler hastaliklar, kalp ve damar sistemini etkileyen hastaliklardir®.
Guniimiizde, dinya genelinde en 6nemli 6lim ve morbidite sebebidir’®. Akut
koroner sendrom (miyokard enfarktlisi, stabil anjina, anstabil anjina), periferik
damar hastaliklari, felg, hipertansiyon gibi ana gruplara ayrilir*®. Bu hastaliklara
bagl olarak komplikasyon olarak adlandirilan kalp yetmezligi, aritmiler, aortik
anevrizmalar, tromboembolizm gibi ikincil hastaliklara yol acabilirler®. Bu
hastaliklarin  ortak  patofizyolojik mekanizmasi, dokularin  beslenme ve
oksijenizasyonun saglayan kan perfizyonunun bozulmasi ve doku canliiginin
yitiriimesidir’. Bozulan damar vyapisi, altta yatan uzun sirecte ortaya cikan
metabolik bozukluklardan kaynaklanmaktadir®. Anjiojenik uyaranlara verilen
yetersiz cevap, kronik inflamasyon, diyabet, hipertansiyon, sigara gibi etmenler
damar idamesini bozan baslica risk faktorleridir’.

Endotel hiicreler kan ile sirekli temas halinde oldugu icin, damar yapisi ile
ilgili bircok strecte ilk asama cevabini olusturduklari gésterilmistir®. TNFa gibi
inflamatuvar uyaranlar varliginda adezyon molekilleri eksprese ederek dokuya
I6kositlerin infiltrasyonunu kolaylastirma; VEGF-A varlig§inda nitrik oksit ile damar
genislemesi, bliyime ve gecirgenligini artirma; D-glukoz varliginda endotel
hiicrelerin anjiojenik 06zelliklerinin azalmasi gibi sireclerde ilk basamak cevabi

> Bu fonksiyonlar endotel hicrelerin, dinamik ve aktif rolleri

olusturmaktadir
olabilecegini, ayni zamanda belirtilen siireclerde yon verici oldugunu gostermistir'2.

MikroRNA’lar, gen ifadesini translasyon diizeyinde kontrol ederek gelisimden
hastalik strecine kadar degisik basamaklarda ince ayar (fine-tuning) yapan RNA
dizileridir’®. Hedef mRNA’nin 3’ kodlamayan bdlgesine komplementer olarak
baglanarak, gen ifadesini azaltirlar*. Bir mikroRNA, birden cok mRNA’ya baglanabilir
ve ayni yolakta yer alan birden fazla geni kontrol edebilir’>. Benzer sekilde, bir
mRNA dizisine birden fazla farkli miRNA baglanabilmektedir'>. Bu ince ayar
mekanizmasi sayesinde, hiicre ihtiya¢ ve metabolik ihtiyaclarina ek bir kontrol

seviyesi saglanarak transkripte edilen bir mRNA zincirinden farkli seviyelerde

protein sentezlenebilir. MikroRNA’lar hiicre disindaki ortamlarda kii¢lik yapilarindan



dolayr Ribonikleaz etkisinden etkilenmeyerek, kararli formda korunabilirler'®.
insanlarda ekstraselliiler ortamlardan, kan plazmasindan ve eksozomlardan kolayca
izole edilebilir'’. Dis ortamlardaki bu biyokimyasal direng, mikroRNA’lari
biyobelirtec, tani veya tedavi icin elverisli kilmaktadir'®.

Bu tez calismasinda, kardiyovaskiler hastaliklara ginimizdeki yaklasim
modeli, daralan damarin fiziksel veya enzimsel yontemler ile agilmasina
dayanmaktadir’®. Bu vyaklasim makrovaskiler olarak adlandirilan belli bir
blyuklikteki daralmayi hedeflerken, mikrovaskiler olarak adlandirilan daha kiglik
captaki damar bozukluklari (vaskilopati) icin yetersiz kalmaktadir®. Ozellikle yaygin
olarak etkilenmis dokularda, vaskiilopatiyi direk olarak hedefleyen bir tedavi formu
bulunmamaktadir®.

Kardiyovaskiler hastaliklarin bir formu olan akut koroner sendromda ifadesi
saglikh bireylere gore degisen bir mikroRNA panelinin belirlenmesi amaclanmistir.
MikroRNA’larin bircok dokuda gorev aldigi distnildiginde, endotel hiicrelerin
bahsi gecen cevap sirecinde rol almasi 6nem tasimaktadir. Belirlenen paneli farkli
uyaranlar ile test ederek, secilecek bir mikroRNA’nin belirli uyaranlar ile ifadesi
incelenecektir. Anlaml ifade degisikligi gosteren mikroRNA’nin rol oynayabilecegi
patofizyolojik yolaktaki olasi rolliiniin, fonksiyon kazanim ve kaybi calisiimasi ile
planlanmistir. Son olarak, hem fonksiyonel calismalarla incelenmesi hem de sinyal

yolaklarindaki etkisinin arastiriimasi hedeflenmistir.



2. GENEL BIiLGILER

2.1. MikroRNA’lar ve fonksiyonlari

MikroRNA’lar ilk defa C. elegans larvasi incelenirken lin-4 adli bir genin larva
gelisimini  kontrol ettigi, fakat protein kodlamadiginin farkedilmesi ile
kesfedilmistir’™. Lin-4, 22 ve 61 nukleotitten olusan kiciik bir RNA cifti
kodlamaktadir’®. Uzun olan dizi, katlanarak kisa olan olgun (matir) diziyi
olusturmaktadir’. Daha sonra yapilan calismalar, matir dizinin mRNA’larin 3’
kodlamayan ucuna komplementer olarak baglandigini gostermistir®. Eklenen

calismalar, lin-4 mRNA ifadesi degismeden, protein ifadesinin degisebildigini

24,25

gostermistir™ . Bu ¢alismalarin ortak sonucu, translasyon seviyesinde yer alan bir

ince ayar mekanizmasi oldugunu gostermektedir?®.

MikroRNA’lar, 20-22 niikleotitten olusan, endojen olarak sentezlenen RNA

dizileridir'®*”®, Protein kodlayan mRNA’larin 3’ ucuna baglanarak, translasyon

13,27,28

basamaginin lretkenligini azaltirlar . Bu sonucun ortaya ¢ikmasi icin, iki farkh

29,30

mekanizma ana rol oynamaktadir™>". Memeli hayvanlarda, %84 oraninda mRNA

seviyesini azaltarak, %16 civarinda mRNA seviyesi sabit kalirken mRNA aktivitesini
azaltarak gerceklesmektedir®.

Her mikroRNA, vyizlerce geni hedefleyerek ifade dizeylerini optimize

31,32

etmektedir’~°“. Baskin mekanizma olan mRNA yikimi icin Argonuate aracii mRNA

katalizasyonu ile olmaktadir®®. Bu mekanizma polyA kuyrugunun kisaltiimasi ve

riboniikleazlarin mRNA’yi daha hizli déniisiime katmasi araciligi ile olmaktadir®*®.

Protein kodlayan insan genomunun, en az Ugcte birinin miRNA tarafindan kontrol
edildigi tahmin edilmektedir®®. Tek bir mikroRNA’nin ifadesinin bozulmasi, gelisim,

farklilasma, hiicre metabolizmasi ve o6lim gibi sirecleri bozmasina neden

olabilmektedir®’>°.

MikroRNA’lar genlerin intronik bolgelerinde ve genler arasi bolgelerde yer

31,56,57

alirlar Protein kodlayan genler ile benzer olarak, iyi tanimlanmis

transkripsiyon faktorleri ile sentezlenirler”>*>

. MikroRNA’larin transkripsiyonu,
RNA polimeraz Il araciligiyla olmaktadir ve bu enzimin Urettigi diger transkriptler gibi

polyadenilasyon ve 5’ ucunun korunmasi igin baslik takilmaktadir®®. Transkripsiyon



asamasinda, pri-miR olarak adlandirilan uzun ilmik seklindeki dizi olarak

adlandirilir®. Bu uzun dizi, 6ncelikle kendi tizerine katlanir ve kement seklini alir>”°*.

DGCR8 (DiGeorge Syndrome critical region 8) olarak adlandirilan cift zincirli RNA

taniyan bir proteine baglanir ve Drosha’nin bir sonraki basamakta baglanmasina

35,59,61,62

ortam haazirlar . Drosha Riboniikleazlll enzimi oldugu icin pri-miR’i islenip

59,61

kisaltilarak 70 nukleotid uzunlugunda pre-miR elde edilmektedir Drosha

kompleksine, RNA helikazlar (p68 ve p72), RNA baglayici proteinler (KSRP, hnRNP

26,59-61

A1) gibi bircok kofaktor eslik etmektedir

MikroRNA’larin ¢ekirdekten sitoplazmaya tasinmasi, karyoferin ailesinden

54,63

proteinler ile olmaktadir’™>". Exportin-5, cekirdekten sitoplazmaya Ran-GTP aracili

64,65

transferi saglayan bir tasiyicidir™>>. Pre-miR, exportin5 araciligiyla ile sitoplazmaya

64,65

tasinir Sitoplazmada bir baska Ribontkleazlll olan Dicer enzimi pre-miR’e

baglanarak vyaklasik 22 nilikleotid uzunlugunda ¢ift zinciri miRNA

olusturmaktadir?>>%°®

. Cift zincirli miRNA, RNA helikaz yardimiyla sarmali acilarak,
matdr dizinin Argonuate 1-4 proteinlerinden bir tanesine yiklenmektedir®”*®*®°. Cok
istisnai durumlar disinda, diger zincir ise yikilmaktadir®®. Argonuate (Ago) ile
batinlesen mikroRNA dizisi, RISC (microRNA-induced silencing complex) olarak
adlandirilir’®. RISC kompleksinin hedef mRNA’sini tanimasi 3’ ucundaki kodlamayan
bolgeye komplementer baglanmasi ile olmaktadir’’. Hedef genin taninmasi,
miRNA'nin  2-7. nikleotitleri olarak bilinen ‘cekirdek’ dizinin komplementer
baglanmasi  aracihgiyla olur’>’®.  Cekirdek dizinin komplementer olarak
baglanmasindan sonra, mRNA’nin farkli sekillerde inaktive olabildigi gosterilmistir’®.
Meister ve arkadaslari 2-15 niikleotitler arasinda olusan komplementer baglanma
sonrasi, mMRNA’'nin 10 ve 11. nikleotitler arasinda fosfodiester baginin hidrolize

75,76

oldugunu sunmustur™ ", Bir diger taraftan, Felice ve arkadaslari, 1 veya 2 niikleotit

hatali eslesmesinin (G:U gibi) tolere edilebilecegini sdylemistir’”’®

. Sonug olarak,

hedef mRNA ile etkilesen RISC kompleksi poliA niikleaz enzimi ile etkilesip

deadenilasyon sirecini baslatir. Kararliligi bozulan mRNA, nihai olarak yikilmis olur.
Yukarida acgiklanan mekanizma her ne kadar baskin olsa da, arastirmalar 5’

ucuna baglanma ve kodlayan bdlgeye baglanma gibi ‘fonksiyonel’ komplementer



dizilerin oldugunu da géstermistir’®. Bu konuda hedef dizinin nasil tanindigi halen
kesin bilinmemektedir.

Her ne kadar mRNA-mikroRNA etkilesiminin anlasilmasinda yol katedilmis
olsa da, miRNA ifadesinin anlasilmasi halen yeterli seviyede degildir. En kabul
edilmis diisince, mRNA’larin intron bodlgelerinde bulunan mikroRNA’larin

15,80,81
222 Bunun

transkripsiyon asamasinda es zamanl olarak sentezlenmesidir
yaninda, intronik bolgelerde yer almayan ve tek basina kodlanan gen olarak
fonksiyon goren mikroRNA'lar icin ise, cis-diizenleyici elementlerin mikroRNA

82,83

promoterlarini  kontrol ettigi duslintlmektedir Benzer sekilde, Drosha

kompleksinde yer alan kofaktorlerin de (hnRNA A1, NF90/NF40, KSRP, Lin28)

mikroRNA’nin transkripsiyon sonrasi diizenleyicileri olmaktadir®®®

. Benzer sekilde,
hicrenin icinde bulundugu gelisim basamagi, hlicre yogunlugu veya hiicre dénglsi
durumu gibi fizyolojik durumlar mikroRNA seviyesini dinamik olarak etkileyen baska
kontrol etmenlerindedir®’.

MikroRNA’larin etki gosterdigi RISC mekanizmasini, insan saglhgl ve
hastaliklarin tedavisinde kullanmak Gzere iki klinik ¢calisma aktif olarak devam

etmektedir®®®°

. Bunlardan ilki, hepatit C virlislinl tedavi etmek icin kullanilan bir
ASO (anti-sens oligonikleotit), digeri ise kardiyovaskiler hastaliklara sebep olan
kolesterol (LDL) Gretimini azaltan RNA interferans mekanizmasinda kullanilan siRNA

molekulleridir.



mMiRNA geni
transkripsiyonu

Primer miRNA Nukleus
olusumu

Prektrsor miRNA
olusumu

miRNA cift zinciri
olusumu

Olgun miRNA’nin
RISC kompleksine
yuklenmesi

Sitoplazma

Gen susturulmasi

Sekil 2.1. MikroRNA’larin niikleus ve sitoplazmada UGretim asamalari

2.1.1 MikroRNA’larin Kardiyovaskiiler Hastaliklardaki Rolui

Miyokard infarktiist, kalbin koroner sisteminin kalbin yeterli oksijen
ihtiyacini saglayamayarak kas dokusunun nekrozu ile doku o6limine yol acan
hastaliktir ®°. Miyokard infarktisti, komplikasyonlari sebebiyle de morbiditesi cok
yiiksektir'. Miyokard infarktisinden sonra olusan doku kaybinin hemen
cevresinden perifer alan iskemik bélge olarak adlandiriimaktadir. Bu bdlge yetersiz
oksijen (hipoksi) saglanmasina bagli olarak fonksiyonunu kaybetse de, yeterli kan

akimi saglandiktan sonra zaman icerisinde kasilma fonksiyonunu geri kazanarak



olusan doku kaybinin etkisini sinirlandirabilmektedir’. Bu durumun tam tersi olan,
yeterli kan akiminin saglanamamasi durumunda ise ilk basta doku nekrozuna giden
bolgenin yaninda, iskemik bdlgede intraselller mekanizmalara yetersiz oksijen
saglanamamasi durumunda zaman icerisinde nekroza giderek infarkt alanini

92-94

buyitmektedir’®*. Olusan infarkt alani mortalite ve morbidite ile dogru orantilidir®.

Bu sebeple yeterli kan akiminin saglanmasinda anjiogenezin erken siirecte olmasi
onemli rol oynamaktadir®*%®>.

Kardiyoloji ve kardiyovaskiler hastaliklarin tani ve tedavisindeki gelisimlere
ragmen, halen en O6nemli 6lim ve morbiditeyi olusturmaktadir. Molekiler ve
hiicresel diizeyde daha bitlincil olarak mekanizmalarin anlasiimasi, erken tani ve
tedavileri gelistirme potansiyeline sahiptir. Kardiyovaskiiler sistemde rol alan
mekanizmalarin cesitli yolaklar ile gerceklesmesi, bunun yaninda mikroRNA’larin
kontrol edebildigi biyolojik sireclerin spektrumu distndldiginde, bu alanin
onemini vurgulamaktadir. Buna ek olarak, hipoksi ve oksidatif stress gibi hiicresel
stress durumlarinda transkripsiyon mekanizmasinin azaldigi bilinmektedir®®®’.
MikroRNA’larin transkripsiyon sonrasi fonksiyon géstermesi ve bu gibi patofizyolojik
durumlardaki rollii hicrelerin adaptasyonu veya stresten kurtulmasi icin blyik
6nem tasimaktadir®®®.

Kardiyovaskiler sistemde rol alan mikroRNA’larin dnemi, Drosha, DGCRS,
Argonaute, Dicer gibi enzimlerin bu sisteme 6zgil olarak yikilmasi sonucu meydana
gelen gelisim ve fonksiyon kaybi ile incelenmistir®. Hayvan modellerinde ulasilan
sonug, tek bir mikroRNA'nin yikimi ile her zaman lethalite (6ldiricilik) ortaya
cikmadigini gostermistir. Bu calismalardan c¢ikan sonug, mikroRNA’lar arasinda
fazlalik (redundancy) oldugu, yani ayni fonksiyonu saglayan ¢ok sayida mikroRNA

21,91,100

oldugu cikariimistir Bu bulgu, mikroRNA’larin tek baslarina genleri

acma/kapamadan ziyade, ince ayar yapma gorevinin oldugunu gostermistir>*%.

Memelilerde damar sistemi olusumu, mezodermden tiireyen anjioblast

192 Endotel

hiicrelerinin labirent bicimli tliip ag yapisina donlismesi ile olmaktadir
hiicrelere 6zgll Tie2 promotor-Cre sistemi ile delesyonu yapilan Dicer hiicre hatti,

VEGF’e cevap gdstermemistir'. Gozlenen etkiler arasinda, azalmis endotel hiicre



bldylmesi, nitrit oksit (NO) sentezinin bozulmasi, vaskiler aglarin azalmasi
ol mustur10,103,104.

Ornek olarak; miR-126 Egfl7 geninin intron bélgesinden kodlanip, Spred1’i
hedefleyerek MAPK sinyal yolu araciligiyla aort kokiintn gelisimini dizenler'®>'%.
MiR-126 inhibisyonu vaskiler organizasyon kaybina ve kanamaya yol agmaktadir.
Bir baska calisma, miR-92’nin iskemi veya miyokard enfarktiisiinden sonra ifadesinin
artmasiyla, damar diz kas hiicreleri araciligiyla damar olusumunu azalttigini
gt’)stermi§tir41.

MiR-10a/10b, HOX gen kiimesi icerisinde yliksek derecede korunmustur ve
endotel hicrelerde ifadesi fazlacadir*?. MiR-10, VEGF reseptéri olan FLT1 genini
duzenleyerek anjiogenez sirecini dizenler'®. MiR-218 ise Slit-Robo sinyal yolu
araciligiyla, endotel hiicre gocinl dizenleyerek retina damar pleksusunu kontrol
edebilmektedir'®,

Damar hasari, basing yuki, hipoksi veya farmakolojik uyaranlar gibi farkh
etmenler sayesinde, kardiyovaskiiler sistemde gelisim sirasindaki genlerin tekrar
olarak uyarilmasi veya susturulmasi gerceklesmektedir'®. Eriskin hayatta ise bunun
bir sonucu olarak, uyum saglayamayan bir kalp veya damar dokusu ortaya
cikmaktadir. Kalp kasilmasinin azalmasindan, damar biylmesinin bozulmasi gibi
farkli bozukluklar seklinde kardiyovaskuler hastaliklara yol acabilmektedir. Bunun bir
ornegi olarak; miR-208a’nin kalp kasinda transgenik olarak fazla ifadesi hipertrofiye

110

yol acmaktadir~=". Bu durumun karsiti olarak, miR-208a’nin delesyonu B-MHC

110

ifadesini baskilayarak hipertrofiden korumaktadir'—". Ayni zamanda, anti-oligo

nikleotit araciligiyla sistemik olarak miR-208a inhibisyonu benzer etki yaparak
hipertrofiden koruyucu etki gostermektedir'*°.

MikroRNA’larin kardiyovaskiiler sistemdeki rollerinin anlasiimasi, altta yatan
mekanizmalardaki boslugu bir adim daha yaklastirmaktadir. Bununla beraber, pre-
miRNA ve mikroRNA’larin sistemik dolasimda eksozomlar ile tarafindan tasinmasi

erken tani ve tedavi potansiyeli sunmaktadir*****2

. Miyokard infarktlisii sonucunda
damar gelisiminin artmasi hasari kisitlamakla beraber, gelisen erken cevabin

mekanizmasi bilinmemektedir. Bizim c¢alismamiz da bu konudaki bilinmeyenleri



arastirmak icin tasarlanmistir. Bu c¢alismanin amaci, belirli bir mikroRNA
kohortundan kardiyovaskiiler sistemde rol alan bir 6rnegi bulmak ve fonksiyonunu

incelemek icin tasarlanmistir.

2.2 Anjiogenez ve Endotel Hiicre Etkilesimi

Anjiogenez (yeni damar olusumu), pro- ve anti-anjiogenik faktorlerin
vaskiiler endotel hiicreleri tzerindeki dengesi ile kontrol edilir'®. Yeni damar

olusumu icin; bazal membrane yikimi, hiicre ¢ogalmasi, hiicre goci ve tiip olusumu

10,113

gereklidir . Endotel hiicreler, bu siirecin kontroliini saglayan orkestra sefleri gibi

rol almaktadir. Endotel hiicrelerin bu kritik gérevini yapamama durumuna endotel

disfonksiyonu adi  verilmektedir'®®. Bu sirecin bozulmasi, patolojik olan

kardiyovaskiler hastaliklara yol acabilmektedir'**.

Tek bir hiicre katmani olan endotel hiicreler, damar i¢ ¢eperini sararak kan

akimi ile araliksiz temas eden ylizeyi olustururlar. Bu katman, sadece pasif bir tabaka

115

olmayip, bircok 6nemli fonksiyon gerceklestirebilmektedir-=. Bunlar arasinda, kan

yolu ile ulasan uyaranlara ilk cevabi olusturmak, koaglilasyonu diizenlemek, besin

alimini diizenlemek, anjiogenezi yonlendirmek gibi gérevler bunlardan sadece belli

bir kismidir®’®3,

Endotel hicreler, vaskiiler endotelyal buyime faktori(VEGF), fibroblast

bliylime faktori (bFGF) gibi uyaranlara (pro-anjiojenik) karsi bliyiime ve ¢ogalma

cevabi vermektedir''®. Bunun yaninda, anjiogenezi inhibe eden D-glukoz gibi

uyaranlar karsisinda bahsedilen fonksiyonlari azalmakta, TNFa gibi inflamatuvar

uyaranlar varliginda I6kosit gecirgenligini artirarak adeta bir bekci gorevi

9,117

gorebilmektedir”="’. Bu bulgular, endotel hiicrelerin sadece pasif birer yapisal

eleman degil, metabolik olarak da sireci yonlendiren etmenler oldugunu
gostermektedir.

Kardiyovaskiler hastaliklara risk olan diabetes mellitus varliginda, ytksek
glukoz varhgi kalp ve kas hicrelerinde dnemli bir metabolizma diizenleyicisi olan

PGC-1a (proliferator-activated receptor-gamma coactivator 1a) aktivitesini

118

artirmaktadir-=". Fakat ayni PGC-1a artisi endotel hiicreleri anjiojenik uyaranlara

118

cevap verme kapasitesini dustrirken, anjiogenezi azaltmaktadir-=". Benzer sekilde



10

yuksek glukoz, ilk katman gorevi géren bu hiicre tiriinde reaktif oksijen hasarina
(ROS) yol acabilmektedir'*®*%°.

VEGF, ilk defa damar gecirgenligini arttiran bir faktor olarak kesfedilmistir,
yara iyilesmesi, 6dem olusmasi, gecirgenligin artmasi gibi fonksiyonlari bulunurken
bunlari endotel hiicrelerin olusturdugu sivi gecirmez bariyeri yiktigi, bunun da
endotel hiicreleri aktive ederek oldugu anlasilmistir'®®. VEGF; hipoksik doku ve
hicrelerden salinarak, yeterli oksijenizasyonu tekrar tesis etmek icin endotel

121122 Memeli canlilarda, VEGF’in 5 farkli ligand formu

hicreleri uyarmaktadir
tanimlanmistir ve her biri farkh splice varyasyonlari seklinde ortaya ¢cikmistir (VEGF
A, B, C, D ve PLGF)123'124. insanlardaki izoformalari ise soyle adlandirilmaktadir;
VEGFA121, VEGFA145, VEGFA165, VEGFA189 ve VEGFA206. Bu ligandlar yaklasik 40
kDa dimerik glikoproteinler olup, VEGFR olarak adlandirilan 3 reseptor tipine

122 VEGFR1 monosit ve makrofaj gociinden, VEGFR2 vaskiiler

baglanmaktadir
endotel hiicre aktivitesinden, VEGFR3 ise lenfendotel hiicrelerinde baskin olarak rol
almaktadir, anjiogenez siirecinde ise, VEGFR2 en oOnemli reseptor tirini

125

olusturmaktadir=". VEGFR2, membrani gecen bir protein olup, intrasellller domaini

olarak tirozin kinaz icermektedir, VEGF baglanmasi ile dimerizasyona ugrayarak

aktive olup, tirozin kinazlar tzerindeki fosfor gruplarini transfer edebilmektedir'?.

Hipoksi, insanlarda VEGFA ligandini en giicli olarak uyaran etmendir'?’.
Hipoksi ile beraber, HIF (hypoxia-inducible factors) olarak adlandirilan ve VEGFA'nin
promoter bdlgesine baglanan transkripsiyon faktorleri hizli bir ifade artisina
gitmektedir'?®. Benzer sekilde HIF, VEGFR2 ifadesini de artirmaktadir.

Aktif olan VEGF reseptorleri yaninda, hiicre ici tirozin kinaz fonksiyonu
olmayan VEGF-baglayici molekiil olarak tanimalanan heparan silfat proteoglikanlar

129,130

ve noropiliner de yer almaktadir . Fakat, bu reseptorlerin 6nemi arastirma

asamasindadir.
2.2.1 Anjiogenez ve ilgili sinyal yolaklari

VEGF endotel hiicreleri icin yasami devam ettiren temel bir molekiildir; sekiz

ekzon ve yedi introndan olusan gen, alternatif birlesme ile dort ana izoform seklinde
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aktiftir(VEGF121, VEGF165, VEGF189, VEGF206). VEGF165 dominant formu olup,

farkli VEGF ligand ve VEGF reseptorleri, alternatif birlesme ile farkli hetero- ve
homodimerler olustururlar™®. Her ne kadar bu reseptérler birden fazla ligandi
taniyabilse de, bunlara karsi afinitesi farkli olmaktadir ve asil olarak incelenen
VEGFR2 ve sonrasinda uyardigi sinyal yolaklaridir?3. Tip 3 tirozin kinaz olan VEGFR2
reseptori; hiicre gocl, cogalma, farklilasma, hayatta kalma (survival), damar
gecirgenligi ve genislemesi gorevlerini gormektedir®”1*%12>132 VEGFR2 fosforlasmasi
ana gorev olarak yer almaktadir. VEGFR2 intraselliiler domainleri (tirozin 1054, 1059
gibi) dimerlestikten sonra, Akt ve mitojen aktive edilen kinazlari uyarmaktadir*****3,
Kinazlar iki fonksiyonel domaine ayrilarak, KDR (kinase insert domain receptor)
olarak adlandirilirlar. PLC-gamma ise tirozin 1175’e direk baglanarak, MAPK-Erk1/2
ile hiicre gocini kontrol eder’. VEGFR2 mutant formu olusturulan fare
modellerinde, tirozin 1173 veya tirozin 951 kisimlarinda fosforilasyon defekti
olanlarin damar gelisimi eksikligi oldugu gosterilmistir'®.

Anjiogenezde rol alan diger ana sinyal yolaklarinda bir digeri ise Notch’dur. 4
Notch reseptori (Notch 1-4) ve 5 Notch ligandindan (Jagged-1 and -2; Delta-1, -3,
and -4) olusan bu kompleks sistem asil olarak daha blylik capta damarlar olan arter
(Notch-4) ve ven olusumunda rol oynar; aktivasyon ile beraber, hiicre i¢ci domain
transmembran reseptérinden ayrilarak, cekirdege transloke olmaktadir®®*’.
Ephrin ve reseptorleri (Ephs), embriyogenez sirecinde anjiogenezde rol

138

alirlar, ilk olarak néron gelisiminde tanimlanmislardir~=". Bu sebeple, farkh dokular

arasinda kompartmantalizasyonu  yonlendirebildikleri dustnilmektedir'®.

Bahsedilen mekanizmalara ek olarak, semaforinler ve membran iliskili
glikoproteinler diger bir sinifi olusturur; genel olarak 8 altgruptan olusan ve
omurgali hayvanlarda yer alan bu proteinlerin, sadece 5 altgrubu omurgalilarda yer

140

alir™. Omurgalilarda yer alan immunoglobine benzer domainleri, salgilanarak

noropilinlerle etkileserek hiicre gocl ile alakal oldugu distnilmdistir. Arastirilan
semaforinlerden, Sema3’in en c¢ok anjiogenez ile alakali oldugu

di]sUnUImUstUrlzg'Mo.
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Hedgehog’lar 10 kilodaltondan olusan ve hiicre yilzeyinde heparin ile

etkilesen proteinlerdir. insanlarda hedgehog’larin 3 homologu bulunup, sonic

121,141

hedgehog (Shh) en yaygin bulunan tirtdur . Shh’nin embriyonik ¢cagda eksikligi

lethaldir, Hedgehog'larin asil olarak arteriogenezde rol aldig dusiintlmektedir'®?.
Son olarak, Drosophila’da kesfedilen Sprouty (Spry), memelilerde 3 homolog

geni kesfedilmistir; memelilerdeki fonksiyonunun, trakea gelisimini bFGF homologu

bir gen ile kontrol edebildigi ve MAPK vyolu Uzerinde etkisi olabilecegi

dustnilmektedirt?1%,
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3. GEREG VE YONTEM

3.1. Mikrodizilim profil calismasi ve anlamli bulunan mikroRNA paneli

Cahsmada akut koroner sendrom geciren stabil olmayan (unstable angina)
anjina grubunda hastalar ile kontrol grubundaki bireylerin plazma 6rnekleri iki farkli
kohortta (n=4 ve n=4) ayrilarak diferansiyel ifade analizi ile incelenmistir. iki farkli
kohortta incelenerek, her iki analizde bulunan benzer degisimlerin gercek bulgu
olarak dogrulanmasi amaclanmistir. Bu kohortlar, ABD’deki Brigham & Women’s
Hastanesi’'ne basvuran gogis agrisi olan hastalardan anjiografi yapilmasi ve gerekli
bilgilendirilmis onam alinmasi sonrasi belirlenmistir. Operator kardiyolog gerekli etik
izinleri yazill olarak elde etmistir. Bizim c¢alismamiz icin hastalarla direk bir
saglanmamis olup, 6rnekler tzerindeki tim kisisel bilgiler kimliksizlestirilmistir ve bu
sebeple ek bir etik kurul izin gerekmemektedir. Buna ragmen, sonraki referanslar
icin etik kurul sayisi belirtildigi gibidir “BWH IRB # is 2007P002181/BWH”. Ornekler,
EDTA iceren tliplerde -80'de muhafaza edilmistir. Oda sicakhginda 1500g’de 15
dakika boyunca santriflj edilerek plazma elde edilmistir. Mikrodizilim c¢alismalari
icin Toray sirketinden Sanger MirBase 21 veritabani baz alinarak problar dizayn
edilmistir (custom-made). Herhangi bir kohortta ifadesi tespit edilen 50
mikroRNA’dan benzer yonde regiile olan, yani ifadesi benzer sekilde artan veya
azalan mikroRNA’lar, RT-gPCR ile ifade degisimi dogrulanmistir. Belirlenen panel,
HUVEC hiicrelerinde TNFa, VEGF, bFGF, D-glukoz uyaranlari ile test edilmistir. Diger

mikroRNA’lar sonraki asamalarda incelenmemek Uzere filtre edilmistir.

3.2. Geregler

3.2.1. Hiicre kiltirii cahgmalari

* insan umbilikal ven endotel hicreleri (HUVEC, cc-2519; Lonza,
Walkersville, MD)

*  Blyume ortami ve faktorleri (EGM®-2, EGM-2 BulletKit; cc-3156 & CC-
4176, Lonza, Walkersville, MD)

*  DPBS (ThermoFisher Scientific 14190250)

*  Tripsin (cc-5012, Lonza)
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* 12 kuyucuklu hiicre petri kap (Corning Inc. 353043)

* 50 mililitre falkon tip (Corning Inc. 14-432-22)

* miRNeasy Mini Kit (Qiagen 217004)

*  RNAaz arindirilmis su (Qiagen 129112)

* 200 derece etanol (Fisher Scientific BP2818500)

e Nanodrop™ 2000 (ThermoFisher)

*  Matrigel extracellular matrix (Corning Inc. 354234)

*  ChemTX ¢ok kuyucuklu sistem (Neuro probe Inc, MD)

e VEGF-A (25 ng/ul) (R&D, 293-VE-010)

e bFGF (10 ng/ul) (R&D, 233-FB-025)

e TNFa (R&D, 210-TA/CF)

*  D-glukoz ve D-mannitol (her ikisi de 30 uM) (Sigma, 50-99-7 ve 69-65-8)

e Lipofectamine™ 2000 transfeksiyon reaktani (Invitrogen, P/N 52887)

*  miR-615-5p mimik (30 nu) (Ambion, Inc, MC12460)

*  miR-615-5p inhibitorleri (100 nu) (Ambion, Inc, MH12460)

e CyTM3 isaretli 6zglil olmayan oligonikleotid mimik (Ambion, Inc,
AM17120)

e CyTM3 isaretli 6zgll olmayan oligonikleotid inhibitor (Ambion, Inc,
AM17011)

* Hemositometre (INCYTO C-chip, DHC-N01-5)

*  Optimem indirgenmis serum ortam (ThermoFisher, 31985070)
3.2.2. gPCR analizi

*  hsa-5s primer (Qiagen, MS00007574)

*  hsa-miR-615-5p primer (Qiagen, MS00010332)
*  miScript RT enzyme (Qiagen, 218161)

* SYBR green (Qiagen, 218073)

*  hsa-miR-4675 primer (Qiagen, MS00040222)

*  hsa-miR-4649-5p primer (Qiagen, MS00040495)
*  hsa-miR-6768-5p primer (Qiagen, MS00046718)
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hsa-miR-6800-5p primer (Qiagen, MS00047082)

AriaMx Real-time PCR sistemi (Agilent Technologies)

3.2.3. immunoblot analizi

t-Akt antikor, fare (Cell Signaling, 2920S), 1/2000

p-Akt antikor, Ser473, tavsan (Cell Signaling, 4060L), 1/1000

t-p38, tavsan (Cell Signaling, 9212S), 1/3000

p-p38, Thr180/Tyr182, tavsan (Cell Signaling, 4511L), 1/2000

eNOS, tavsan (Cell Signaling, 9572S), 1/1000

p-eNOS, Ser1177, tavsan (Cell Signaling, 9570L), 1/500-1/750

p44/42 MAPK (Erk1/2) , tavsan: 9102S, 1/5000

Phospho-p44/42 MAPK (Erk1/2) (Thr202/Tyr204), tavsan, (Cell Signaling,
4370S), 1/2000

Beta aktin, tavsan: 1/2500

Anti-tavsan IgG, HRP-bagli antikor (Cell Signaling, 7074S), 1/5000
Anti-fare sekonder antikor (Cell Signaling, SC-2005), 1/3000

4-20% Mini-PROTEAN® TGX™ Precast Protein Jel (katalog 456-1084)
Pierce™ ECL Western Blot sollisyonu (ThermoFisher, RPN2236)
Western filmleri (LabScientific, EBA45)

ECL Sollisyonu (Amersham ECL Prime Western Blotting Detection
Reagent, RPN2236)

Halt™ Proteaz ve Fosfataz inhibitor Kokteyli (ThermoFisher, 1861281)
RIPA buffer sollisyonu (50 mM Tris-HCL pH 7.4, 150 mM NaCl, 1%NP-40,
0.5% sodium deoxycholate, 0.1% SDS)

Pierce™ BCA Protein Assay Kiti (Thermo Scientific, 23225)

Imagel) dansitometre yazilimi (NIH)

3.2.4. Mikrodizilim analizi

Toray, Sanger MirBase 21 veritabani, custom-made

Protokol no: BWH IRB # is 2007P002181/BWH
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3.3. Yontemler

3.3.1. Hiicre kiltirii cahgmalari

1. insan umbilikal ven endotel hiicreleri (HUVEC) icin iki ile besinci pasaj
arasindaki htcreler kullanilmistir ve kontaminasyonu onlemek icin hava bariyerli
istasyonda calisiimistir. Hiicre ihtiyacina gore T75 veya T150 kullanilmustir.

2. Hucreler ylizde 80 yogunluga geldikten sonra, DPBS ile bir kez yikanarak
ardinan 5 ml tripsin-EDTA eklenerek bir film seklinde tim ylizeye temas etmesi
saglanmistir. Tripsinizasyon sirasinda, hlicre stresini azaltmak i¢cin mikroskop altinda
hicre kiltar kaplan siklikla kontrol edilmistir. HUVEC'lerin blylik bir ¢cogunlugu
ylzeyden ayrilip ylzmeye basladiginda veya igsi uzantilari hilicreye dogru
gerilemeye basladiginda 15 ml EGM-2 ortam eklenerek noétralizasyon saglanmistir.

3. Elektronik pipet ile birkac¢ kez hiicre kiltir kap tabani yikanarak, sollisyon
50 ml falkon tiplere aktariimistir. Agirlik dengesi saglandiktan sonra, 4 °C 280 G
hizinda 5 dakika boyunca santrifiij edilmistir.  Supernatan sollsyon tahliye
edildikten sonra, hiicre pelletine 40 ml taze ortam eklenerek pellet tamamen
goriinmez olana kadar pipetlenme gerceklestirilmistir.

4. 10 pl o6rnek hiicre sayimi icin hemositometre lizerine yiklenerek 4 alan
sayilarak ortalamasi alinmistir. Sitokinler ile stimilasyon, transfeksiyon, matrigel,
immuinoblot calismalari icin her bir petri kap kuyucuguna ayni konsantrasyon olan
50.000 hiicre ekilmistir. Hiicreler bir gece petri kapta bekletilerek, yeniden tabana
yapismasl ve adapte olmasi saglanmistir. Sitokinler icin ekimden sonraki giin
stimilasyonlara baslanirken, immiinoblot ¢alismalari icin transfeksiyondan iki giin
sonra calismalara devam edilmistir. Matrigel ve hiicre goc¢l calismalari icin Gglnci

gline kadar beklenmistir.
3.3.2. Kantitatif PCR (RT-qPCR) analizi

1. HUVEC'ler en az (i¢ bagimsiz 6rnek elde edilmesi amaci ile yeterli sayida
petri kaplarinda ekilerek bir gece yeni kosullara adapte olmasi beklenmistir. TNFa 10
ng/ml, VEGF-A 25 ng/ml, bFGF 10 ng/ml’da kullanilirken ayni voliimdeki DBPS es

zamanl kontrol olarak kullaniimistir. D-glukoz ve etkisi yaninda osmolar yik tasidigi
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icin kontrolii olan D-mannitol ile beraber 30 mM’de kullanilmistir. Zaman aralig
olarak uyaranlara belirtilen noktalar secilmistir; TNFa icin 1,3,6 ve 24 saat; VEGF-A
ve bFGF i¢in 1,4, 12 ve 24 saat; D-glukoz icin 24, 48 ve 72 saat secilmistir.

2. Belirtilen zaman sirelerin sonunda miRNeasy Mini Kiti ile Greticinin
talimatlarina gére RNA izolasyonu gerceklestirilmistir. Nanodrop ile 260/280 degeri
2 ve civari olan degerler ile kontaminasyon ve degredasyon olmadigi dogrulandiktan
sonra 20-30 mikrolitre Ribonukleaz’'dan arindiriimis su eklenerek -80 °C dondurucu
da muhafaza edilmistir.

3. RT basamagi icin 1 mikrogram RNA miScript RT enzim kiti kullanilarak
Ureticinin talimatlari takip edilerek cDNA elde edildikten sonra 1:5 oraninda
sulandiriimistir. Belirtilen cDNA ile elden dillisyon cesitli primer setleri ile denenerek
25-35 Ct araliginda sonug verdigi dogrulandiktan sonra kullaniimstir.

HiFlex buffer: 4 ul

Konsantre edilmis niikleotitler: 2 ul

RNA: 1 mikrogram olacak sekilde hacmi ayarlanmistir

Ribontikleaz arindirilmis su: RNA’den gelen hacim ile toplami 12 pl olacak

sekilde ayarlanmistir.

miScrip ters transkriptaz enzimi: 2 pl

Toplam hacim: 20 pul

Ters transkriptaz basamagi dongl ayarlari:
inkiibasyon: 37 °C 60 dakika boyunca

inaktivasyon: 95 °C 5 dakika boyunca

4. gPCR basamagi icin SYBR green boyasi ile mikroRNA’lara 6zgll forward
primerler ve RT basamaginda sentezlenen polyA 3’ uclarini taniyan adaptor
‘universal  primer’ kullanilmistir.  Asagida belirtilen miktardaki solilisyon
vortekslendikten sonra, takibindeki qPCR donglisii kullanilarak Ct degerleri elde
edilmistir. Dongl sonrasi erime egrisi kontrol edilerek 06zgil olmayan sentez

olmadigi her reaksiyondan sonra dogrulanmistir.
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cDNA: 1.5 mikrolitre

Ozgiil primer: 2.5 mikrolitre

Universal primer: 2.5 mikrolitre

SYBR green karisimi (nlkleotit ve diger reaktanlari icermektedir): 7.5
mikrolitre

Ribontikleaz ve Deoksiribontkleaz arindirilmis su: 11 mikrolitre
Pipetaj hatasini 6nlemek icin yukarda toplami 25 mikrolitre olan karisimdan 22
mikrolitre alinarak her kuyucuga yiklenmistir.

gPCR dongl ayarlari:

PCR aktivasyon basamagi (hotstart olarak da biliniyor): 95 °C 15 dakika
boyunca Toplam 40 dongl olacak sekilde;
Denattirasyon: 94 °C 15 saniye boyunca
Birlesme basamagi: 60 °C 30 saniye boyunca
Sentezleme basamagi: 70 °C 30 saniye boyunca
Ozgilligu dogrulamak icin ayrisma egrisi: 60 °C’de bir dakika boyunca ve
95 °C’den kademeli sekilde her 20 saniyede bir 0.5 °C azaltilmistir.
5. Referans gen olarak 5S kullanilmistir ve analizlerde AACt methodu
uygulanmistir. 3 biyolojik 6rnegin ortalamasi alinarak, istatistiksel anlamlilik icin
‘Student t-test’ uygulanarak 2 yonli analizde p degeri 0.05’nin altinda olanlar

anlaml kabul edilmistir.
3.3.3. Transfeksiyon galismalari

1. 5 nanomol halindeki mimik ve inhibitérler 100 mikrolitre Ribonukleaz’dan
arindirilmis su ile ¢oézilerek buz lzerinde degrede olmasi dnlenerek hazirlanmistir.
Benzer sekilde, kontrol amaciyla kullanilan 6zgll olmayan mimik veya inhibitor
kontrol dizileri de ayni sekilde hazirlanmistir. Transfeksiyon yontemi olarak
lipofeksiyon kullaniimistir. Hedef konsantrasyonlar i¢cin maksimum etki ve minimal
toksisite gbz oniline alinarak mimikler icin 30 nanomol, inhibitorler icin 100 nanomol

kullaniimistir.
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2. 12 kuyucuklu petri kaplarda, her bir kuyucuga 50.000 HUVEC ekildikten
sonra bir gece beklenerek hiicrelerin adapte olmasi ve yeniden biliyiime fazina
gecmesi saglanmistir. Mikroskop altinda HUVEC'lerin normal morfoloji gosterdigi
dogrulandiktan sonra ekim sirasinda kullanilan besin ortami atilarak, 800 mikrolitre
taze ortam eklenmistir. Bunla es zamanl olarak, 5 mililitrelik polisitren tiplerde
asagida belirtilen miktarlarda transfeksiyon sollisyonu hazirlanmistir.

Mimikler igin;

- 1491 mikrolitre Optimem indirgenmis ortam ve 9 mikrolitre oligonikleotid

konsantrasyonu (tip A)

- 1470 mikrolitre Optimem indirgenmis ortam ve 30 mikrolitre Lipofektamin

(tip B)

inhibitorler icin;

- 1470 mikrolitre Optimem indirgenmis ortam ve 30 mikrolitre oligoniikleotid

konsantrasyonu (tip A)

- 1470 mikrolitre Optimem indirgenmis ortam ve 30 mikrolitre Lipofektamin

(tip B)

hazirlandiktan sonra 250 G’de vortex edilerek lipid parcaciklarinin lipozom
olusturmasi icin bes dakika inkiibe edilmistir. Bu slirenin sonunda tilip B, tlip A'ya
eklenmistir ve yirmi dakika boyunca mikroRNA oligoniikleotitlerinin lipozomlarin
icerisine penetrasyonunu saglanmistir. Elde edilen transfeksiyon sollisyonu,
Basamak 2’de hazirlanan kuyucuklara 200 mikrolitre eklenmistir. Eklenme
asamasinda spiral seklinde damla damla pipetaj yapilarak homojen dagilim
amaclanmistir.

3. Transfeksiyon etkinligini gostermek igcin mimik grubu ve kontroll ile
yapitlan gPCR analiz sonucu yilksek oranda fazla ifade oldugu dogrulanmistir.
imminoblot c¢alismalari icin transfeksiyon sonrasi ikinci giinde VEGF-A

stimilasyonlari yapilirken, matrigel calismalari icin besinci gline kadar beklenmistir.
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3.3.4. Fonksiyonel ¢alismalar

Matrigel damar olugsumu ¢alismalari

1. Matrigel bazal membrani normalde muhafaza edildigi -20 °C
dondurucudan +4 °C dolaba transfer edilerek pasif sekilde ¢oziilmesi saglanmistir.
96 kuyucuklu petri kaplara 100 mikrolitre eklenerek sivi formda iken balon
olusmamasina dikkat edilmistir. Olusan balonlar ise goriintiileme sirasinda kaliteyi
bozabileceginden steril igne uglari araciligiyla sivi formdayken ortadan kaldirilmistir.
Petri kaplar 37 °C inkGibatorde 10 dakika bekletilerek katilasmasi saglanmistir.

2. Basamak 3.3.3’de belirtildigi sekilde hazirlanan HUVEC'ler, Gglncl glnin
sonunda her bir kuyucuga 10.000 sayida eklenmistir. 3, 4.5 ve 6. saatlerde
orneklerin damar agi olusmasi sayllmistir. 6. saatten sonra damar aginin dejenere
oldugu gozlendigi ve 4.5 saat en aktif aralik oldugu belirlendigi icin analiz noktasi
olarak belirlenmistir.

3. Bes farkli biyolojik 6rnek olarak hazirlanan 6rnekler 4.5 saat sonunda 4x ve
10x zoom vyakinlikta fotograflanarak her bir kapali alan bir damar agi olusumu
seklinde sayilmistir. Mimik ve inhibitor gruplarinin kendi kontroli ile karsilastiriimasi
yapimistir. Sonuglar istatistiksel anlamlilik icin ‘student t-test’ uygulanarak 2 yonli

analizde p degeri 0.05’nin altinda olanlar anlamli kabul edilmistir.

Hiicre gogii (kemotaksis) calismalari

1. Basamak 3.3.3 tanimlandigi tizere 10.000 sayida HUVEC, transfeksiyondan
sonra U¢ gin bekletilerek mikroRNA'nin hedef gendeki etkisinin gerceklesmesi
beklenmistir. 5 mm por boyutlu ChemTX sisteminin Ust kuyucuklarina hicreler
transfer edilmistir. Alt kompartmanlar ise kemogradient olusturmak icin 25 ng/ml
VEGF-A konsantrasyonundaki EBM-2 ortam ile doldurulmustur. 16 saat sonra, alt
kompartmana gé¢ eden hiicreler hemositometre ile sayilmistir. U¢ teknik numune
ile tekrarlanan deney, istatistiksel anlamlilik icin ‘student t-test’ uygulanarak 2 yonli

analizde p degeri 0.05’nin altinda olanlar anlamli kabul edilmistir.
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3.3.5. immunoblot ¢alismalari

1. MiR-615-5p mimik veya miR-615-5p inhibitorleri ile beraber 06zgil
olmayan niikleotid (negatif kontrol) ile transfekte edilen HUVEC'ler 30 saat inkiibe
edilmistir. Stimdilasyon calismalari icin bliylimeyi besleyen ve birbiri ile yakin
etkilesimdeki sinyal yolaklarini susturabilmek icin 16 saat boyunca biiylime
faktorsiiz (FBS, VEGF-A ve bFGF ¢ikarilmis) ortamda bekletilmistir. Bu siire sonunda,
25 ng/ml VEGF-A ile uyariimak suretiyle 0,15,30 ve 60. dakikalarda proteinler
proteaz ve fosfataz inhibitorlerinin eklendigi RIPA (50 mM Tris-HCL pH 7,4, 150 mM
NaCl, 1%NP-40, 0,5% sodium deoksikolat, 0,1% SDS) sollsyonu ile elde edilmistir.
Fosfataz inhibitorleri, dinamik fosforilasyon sirecini durdurmasi acisindan kritik
onem tasimaktadir.

2. Protein izolasyonu icin, 3000 G’de 15 dakika 4 °C’de santrifuje edildikten
sonra slUpernatan yeni bir ependorf tlplne aktarilarak hiicre vyikintilarindan
arindirilmistir. Protein kantifikasyonu BCA kiti ile yapilarak énceden albimin seri
dilisyonlari ile olusturulan standart egriye gore 6lctilmustr.

3. Protein konsantrasyonu o&lgilen 6rnekler, indirgeyici SDS-tampon ile
Ureticinin talimatlarina gore karistinlmistir. Kullanilmayan ornekler -80 °C’'de
saklanmistir.

4. Mini-PROTEAN® TGX™ gradient jel hazirlanarak her bir kuyucuga 30
mikrogram protein ekstrakti yiklenmistir. ilk asamada 80 voltta 20 dakikada
yuritilen jel, etkili ayristirma icin 120 voltta incelenecek protein bandinin
isaretleyici boyasi dikkate alinarak ortalama 50 dakika ydrittlmuastir. Sonraki
asamada, kuru transfer sistemi ile PVYDF membranina 10 dakika transfer edilen
ornekler, oda sicakhginda bir saat boyunca %5 sutte bloklanmak igin ¢alkalanmistir.
Blotting asamasi icin gece boyunca 4°C’de %5 slitte gece boyu belirtilen antikorlar
ile calkalanmaya birakilmistir.

5. Primer antikor ile gece boyu inkibasyondan sonra TBST ile 10 dakika
araliklarla g kez yikanan membrane, yukarda belirtilen sekonder antikorlar ile oda

sicakliginda bir saat boyunca %5 siit igerisinde inkibe edilmistir. Bu siire sonunda,
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20 dakika araliklarla U¢ kez yikanan membran kemoluminasan asamasina hazir
haldedir.

6. Stre¢ film Uzerine alinan membranlar hafifge kurulanarak, ECL
solisyonunun bire bir karisimi ile olusan bilesimle 5-10 dakika arasinda inkibe
edilmistir. Kemoliiminans basamagi, karanlik odada 10 saniye, 30 saniye, 1 dakika, 5
dakika gibi fakh sireler denenerek optimal banttaki goriintilerin alinmasi ile
sonuclanmistir.

7. Fosfo protein ifadesi elde edilen protein 6rnekten, en objektif sonuclari
almak amaciyla ayni membrandan antikor ayristirici tampon (stripping buffer) 1:5
oraninda seyreltilerek on dakika inklibe edilmistir. Ayni proteinin, total formu ile
benzer sekilde bir gece inkiibe edilerek yukardaki basamak 5 ve 6 tekrarlanmistir.
Ornegin; fosfo-Akt ifadesi elde edildikten sonra ayni membran ayristirici tamponla
fosfo-Akt antikorlari yikanarak total-Akt ile inkibe edilmistir. Bu sekilde ifadesi
hassas ve dinamik sekilde degisebilen sinyal yolaklari icin en tarafsiz analiz
amaclamistir.

8. En son basamakta, toplam yiikleme oranini elde etmek igin beta aktin
kullanilarak basamak 5 ve 6 tekrarlanmistir.

9. Filmler tarayici da 300 piksel ¢ozundrlikte taranarak, Imagel yaziiminin
dansitometre 06zelligi ile analiz edilmistir. Deneyler en az 3 bagimsiz 6rnekle

tekrarlanmistir.
3.3.6. istatistik galismalari

Her deney en az (i¢ bagimsiz biyolojik 6rnek ile tekrarlanarak, grafikler
ortalama ve ortalamanin standart hatasi (meant SEM) olarak grafiklerde
belirtilmistir. istatistiksel anlamhlik icin ‘Student t-test’ uygulanarak 2 yénli analizde

p degeri 0,05’'nin altinda olanlar anlamli kabul edilmistir.
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4. BULGULAR

4.1. MikroRNA panelinin iki farkh kohortta incelenmesi

Rastlantisal bulgulari azaltmak icin, mikrodizilim iki farkli kohortta yapilarak,
ortlisen bulgularin analiz edilmesi tasarlanmistir. Sekil 4.1’de go6sterilen anlaml
kabul edilen 50 aday mikroRNA arasinda, her iki grupta da en az 2 kat ifade artisi
gosteren miR-615-5p, miR-4649-5p, miR-4675 olarak belirlenmistir. Ayrica, ifadesi
azalan miR-6768-5p ve miR-6800-5p’de hedefledigi yolagin ifadesini artirabilecegi
dislintlerek sonraki asamadaki panele dahil edilmistir. MiR-6780b-5p uygun
aralkta ifade gostermesine ragmen, analiz zamaninda uygun ticari primerinin
olmamasi ve bunun vyaratacagl teknik zorluk sebebi ile degerlendirmeye
katilamamistir. Ifade dizeyleri ile ilgili detaylar Tablo 4.1’de gdsterilmistir.
incelenmek (izere ele alinan 5 mikroRNA’nin mikrodizilimdeki ifade degisimleri RT-

gPCR ile dogrulanmistir (gosterilmeyen veri).



MikroRNA Kohort1 | Kohort 2 MikroRNA Kohort1 | Kohort 2
hsa-miR-4675 2,11 2,048 hsa-miR-4508 1,201
hsa-miR-4649-5p 2,38 1,964 hsa-miR-6515-3p 1,394
hsa-miR-615-5p 2,32 2,151 hsa-miR-6738-5p 1,941
hsa-miR-6768-5p 0,7 hsa-miR-3679-3p 1,327
hsa-miR-6800-5p 0,57 hsa-miR-6789-5p 1,241
hsa-miR-4532 1,87 1,568 hsa-miR-663b 1,542
hsa-miR-3195 1,85 1,175 hsa-miR-4731-5p 1,697
hsa-miR-6885-5p 1,616 hsa-miR-92b-5p 1,234
hsa-miR-486-3p 1,382 hsa-miR-3944-3p 2,08
hsa-miR-4516 1,243 hsa-miR-514b-5p 2,01
hsa-miR-4488 1,164 hsa-miR-4632-3p 1,84
hsa-miR-3665 1,436 hsa-miR-371b-3p 1,78
hsa-miR-1913 0,952 hsa-miR-4667-5p 1,7
hsa-miR-128-2-5p 1,57 hsa-miR-940 1,48
hsa-miR-6869-5p 1,392 hsa-miR-4442 3,18
hsa-miR-6727-5p 1,548 hsa-miR-1185-1-3p 2,19
hsa-miR-8069 1,249 hsa-miR-4751 1,84
hsa-miR-6845-5p 1,17 hsa-miR-4785 1,74
hsa-miR-6805-5p 1,169 hsa-miR-658 1,7
hsa-miR-4446-3p 1,872 hsa-miR-1203 1,68
hsa-miR-3178 1,54 hsa-miR-548q 1,68
hsa-miR-1273g-3p 1,249 hsa-miR-3917 1,68
hsa-miR-4734 1,236 hsa-miR-6780b-5p 0,59
hsa-miR-665 1,177 hsa-miR-1268b 0,83
hsa-miR-1915-3p 1,434 hsa-miR-149-3p 0,84

* @Gri renkle belirtilen mikroRNA’lar anlamh bulunmustur.

Sekil 4.1. Anlaml bulunan mikroRNA’lar* sonraki asamalarda incelenmistir.

4.2. MikroRNA panelinin HUVEC’lerde ¢esitli uyaranlara gosterdigi ifade
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Aday mikroRNA’lar miRNA-615-5p, miRNA- 4675, miRNA-4649-5p, miRNA-

6768-5p, MiRNA-6800-5p’da cesitli uyaranlar ile uyarim sonucu ifade degisiklikleri

HUVEC hiicrelerinde analiz edilmistir. Sonuclar asagida gosterildigi gibidir.
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Sekil 4.2. MikroRNA’larin TNFa ile uyarilmasi sonucu ifade degisim sonuglari.

Bu sonuglar 1siginda, TNFa ile uyarim sonucu Sekil 4.2’de belirtildigi Gzere;

A: MiR-615-5p, 6. saatte baskilanirken, 1,3 ve 24. saatlerde ifadesi artmistir.
Sonuglar istatistiksel olarak anlamli bulunmamustir.
- B: MiR-4649-5p, 1. saattle baskilanirken, 3,6 ve 24. saatlerde ifadesi artis
egilimi gostermistir. Sonuglar istatistiksel olarak anlaml bulunmamistir.
- C: MiR-4675, 1. saatte baskilanirken, 6zellikle 6 ve 24. saatlerde ifadesi artis
egilimi gostermistir. Sadece 1 ve 24. saatler istatistiksel anlamli bulunmustur.
- D: MiR-6768-5p, 1. Saatte baskilanirken, 3,6 ve 24 saatlerde ifadesi artmistir.

Sadece 1 ve 24. saatler istatistiksel anlamli bulunmustur.

- E: MiR-6800-5p, 1. saatte baskilanirken, 3. saatte ifadesi degismemistir. 6 ve

24 saatlerde ifadesi artis gostermistir. 1, 6 ve 24. saatler istatistiksel anlamli

bulunmustur.

Bu sonuglar g6z onine alindiginda, TNFa belirtilen bes mikroRNA’nin
ifadesini istikrarh bicimde degistirmemektedir. Sonraki basamaklarda ortaya
cikabilecek tutarli sonuglar icin, sitokin ile uyarimin belirli bir ydénde olmasi aranan
bir 6zelliktir. Ortaya c¢ikan ifade seklinin, TNFa direk etkisinden ziyade degisen ikincil

sureclere bagh oldugu disliinilmustir.
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Sekil 4.3. MikroRNA’larin VEGF-A ile uyarilmasi sonucu ifade degisim sonuglari.

Bu sonuglar 1siginda, VEGF-A ile uyarim sonucu Sekil 4.3’de belirtildigi lizere;

- A: MiR-615-5p; 1, 4 ve 12. saatlerde baskilanirken, 24. saatte ifadesi bazal
seviyeye donmustlr. Sonuglar, 1,4,12. saatlerde istatistiksel olarak anlamh
bulunmustur.

- B: MiR-4649-5p, tim zaman araliklarinda baskilanirken, 1 ve 12. saatlerde
istatistiksel olarak anlaml bulunmustur.

- C: MiR-4675, 1. saatte ifadesi artis egilimi gosterirken, 4,12 ve 24. saatte
baskilanmistir. Sadece 4 ve 12. saatler istatistiksel anlaml bulunmustur.

- D: MiR-6768-5p, 1,4,12 ve 24 saatlerde baskilanma egilimi gostermistir. 1,
12 ve 24. saatler istatistiksel anlaml bulunmustur.

- E: MiR-6800-5p, 1 ve 4. saatte baskilanirken, 12. saatte ifadesi
degismemistir.  24. saatte ifadesi artis gostermistir. 1 ve 4. saatler
istatistiksel anlaml bulunmustur.

Bu sonuclar g6z oniine alindiginda, VEGF-A belirtilen bes mikroRNA’dan en
istikrarli bicimde miR-615-5p’nin ifadesini degistirmistir. MiR-4649-5p ve miR-6768-
5p icin baskilanma egilimi ortaya cikmasina ragmen, ara zamanlarda istatistiksel

anlamli sonug elde edilememistir.
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Sekil 4.4. MikroRNA’larin bFGF ile uyarilmasi sonucu ifade degisim sonuglari.

Bu sonugclar 1si1ginda, bFGF ile uyarim sonucu Sekil 4.4’te belirtildigi tzere;

- A: MiR-615-5p; 1, 4, 12 ve 24. saatlerde baskilanmistir. Sonuclar, tim zaman
noktalarinda istatistiksel olarak anlamli bulunmustur.

- B: MiR-4649-5p, 1. saatte artma egilimi gosterirken, sonraki zaman
araliklarinda dereceli olarak azalmistir. Sadece 24. saat anlamli bulunmustur.

- C: MiR-4675, 1. saatte ifadesi artis egilimi gosterirken, 4,12 ve 24. saatte
baskilanmistir. Sadece 24. saat istatistiksel anlamli bulunmustur.

- D: MiR-6768-5p, 1. saatte 10 kata kadar artis gosterirken, 4. saatte
baskilanmis, 12. saatte sabit kalmis ve 24. saatte tekrar baskilanma egilimi
gostermistir. Sadece 24. saat istatistiksel anlamli bulunmustur.

- E: MiR-6800-5p, 1. saatte artma egilimi gosterirken, 4 ve 12. saatte ifadesi
degismemistir. 24. saatte ifadesi azalmistir. Sadece son zaman noktasi
istatistiksel anlamli bulunmustur.

Bu sonuglar goz onitine alindiginda, bFGF belirtilen bes mikroRNA’dan en
istikrarli bicimde miR-615-5p’nin ifadesini degistirmistir. MiR-4675 icin baskilanma
egilimi ortaya c¢ikmasina ragmen, ara zamanlarda istatistiksel anlamli sonu¢ elde

edilememistir.
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Sekil 4.5. MikroRNA’larin D-glukoz ile uyarilmasi sonucu ifade degisim sonuglari.

Bu sonuglar 1siginda, D-glukoz ile uyarim sonucu Sekil 4.5’te belirtildigi tGzere;

A: MiR-615-5p; 48, 72 ve 96. saatlerde artis gostermistir. Sonuclar, tim

zaman noktalarinda istatistiksel olarak anlamli bulunmustur.

- B: MIiR-4649-5p, 48. saatte azalma egilimi gosterirken, sonraki zaman
araliklarinda dereceli olarak azalmistir. Sadece 96. saat anlamli bulunmustur.

- C: MiR-4675, 48. saatte azalirken, sonraki zaman araliklarinda dereceli olarak
azalmistir. 48 ve 96. saatler istatistiksel olarak anlamli bulunmustur.

- D: MiR-6768-5p, 48 ve 72. saattlerde sabit kalmis ve 96. saatte artmistir. 96.
saat istatistiksel anlamli bulunmustur.

- E: MiR-6800-5p, 48. saatte azalirken, 72. saatte ifadesi degismemistir. 96.
saatte ifadesi artma egilimi gostermistir. Sadece ilk zaman noktasi

istatistiksel anlamli bulunmustur.
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Bu sonuclar gbéz online alindiginda, D-glukoz kontrolii olan D-mannitol’e
gore, belirtilen bes mikroRNA’dan en istikrarli bicimde miR-615-5p’nin ifadesini
degistirmistir.

Uygulanan uyaranlarin tamami incelendiginde, miR-615-5p’nin pro-
anjiojenik uyaranlar olan VEGF-A ve bFGF varliginda baskilandigi, anjiogenezi
baskilayan D-glukoz varliginda ise arttigi gortlmdstir. Bu nedenle, damar olusumu
slrecinde roll olabilecegi distnilen miR-615-5p, bu sirecte anahtar roll olan
endotel hicrelerde; ifadesi, fonksiyonel roli ve bu slireci olusturabilecek sinyal

yolaklari icin sonraki basamaklarda incelenmistir.
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Sekil 4.6. MikroRNA-615-5p’nin damar yapisinda yer alan farkli hiicre tiirlerindeki
ifadesi.

incelenen hiicre tirleri;

CASMC: insan koroner arter diiz kas hiicresi (human coronary artery smooth
muscle cell)

HMVEC: insan dermal mikrovaskiiler endotel hiicreleri (human dermal
microvascular endothelial cell)
HUVEC: insan umbilikal ven endotel hiicreleri (human umbilical vein endothelial

cell)
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HUAEC: insan umbilikal arter endotel hiicreleri (human umbilical artery
endothelial cell)

HCAEC: insan koroner arter endotel hiicreleri (human coronary artery
endothelial cell)

Sekil 4.6’da endotel hiicresi olmayan CASMC ile, dort farkli endotel hiicre
tlrt karsilastinldiginda, tim endotel hicrelerinde %25-70 arasinda miRNA-615-
5p’nin ifadesinin fazla oldugu gorilmustiir. MiR-615-5p sonraki basamaklarda

incelenirken, ifadesinin en fazla oldugu HUVEC hicre serisi segilmistir.
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Sekil 4.7. MikroRNA-615-5p mimik ve inhibitérlerinin matrigel damar agi olusumu
uzerindeki etkisi

Damar agi calismalari icin bahsedilen oligonikleotit dizileri kullaniimistir:
NS:: mimik icin negatif kontrol dizisi
MiR-615-5pm: MiR-615-5p’in etkilerini gosteren sentetik matir miRNA dizisi

NSinn: inhibitor icin negatif kontrol dizisi
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MiR-615-5pinn:  MiR-615-5p’e komplementer olarak baglanip etkilerini
notralize eden sentetik oligonikleotit dizisi

Bu sonuclar isiginda matrigel bazal membrane varliginda; MiR-615-5py,
damar ag olusumunu %45 oraninda azaltirken, MiR-615-5pi,n %28 oraninda
arttirmistir. Bu bulgular, miR-615-5p’nin damar gelisimini bazal membran varliginda
endotel hiicreler araciligi ile baskilayan bir mikroRNA olabilecegini gostermektedir.

Matrigel’den olusan bazal membran varliginda, miR-615-5p’nin damar
gelisimini etkiledigi gbzlenmistir. Bu asamada, endotel hiicre Uzerindeki direk

etkisini incelemek Uzere go¢ ¢calismasi yapilmistir.

Kuyucuklar arasi hiicre gogii Kuyucuklar arasi hiicre gogii
_ 250- I NS, - & h L
2200- W MiR-615-5p , ‘£200- W MiR-615-5p,
& 150- & 150

o - o

g 100- .:‘.’ 100

I 50 T 50-
0 0

Sekil 4.8. MikroRNA-615-5p mimik ve inhibitorlerinin endotel hiicre gégu
uzerindeki etkisi

Bu sonuclar 1siginda; MiR-615-5p,, HUVEC endotel hiicrelerinin 5 mikrometre
boyuttaki porlardan gegerek, kuyucuklar arasinda goglinii %53 oraninda azaltirken,
MiR-615-5pinn %76 oraninda arttirmistir. Bu bulgular miR-615-5p’nin  damar
gelisimini, direk endotel hiicreler araciligi ile baskilayan bir mikroRNA olabilecegini

gostermektedir.
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Sekil 4.9. MikroRNA-615-5p mimik ve inhibitérlerinin gesitli sinyal yolaklari
uzerindeki etkisi

NSn,: mimik icin negatif kontrol dizisi

MiR-615-5pm: MiR-615-5p’in etkilerini gdsteren sentetik matiir miRNA dizisi

NS (-) ve miR-615-5p, (+) ile transfekte edilmis HUVEC'ler, VEGF-A ile
uyarilarak anjiogenez sirecinde rol alan sinyal yolaklarinin cevabi imminoblot ile
incelenmistir. Belirtilen Akt, eNOS, p38, Erk1/2 primer hiicre hatlarinda dinamik bir
sekilde kontrol edildigi icin 0, 15, 30 ve 60. dakikalarda protein fosforilasyon
diizeyinde incelenmistir. Belirtilen zaman noktalari igin ayni protein Ornekleri
kullanilarak, dort farkli sinyal yolagindaki degisimler arasindaki iliski paralel olarak
arastirilmistir. NS, (-) ile belirtilen negatif kontrol 6rneklerine bakilarak, uyaran
etkisinden sonra hizli bir sekilde artip azalan fosforile protein gorilebilir. Akt, eNOS,
p38, Erk1/2 sinyal yolaklarinda esit yukleme icin dogrulama olarak fosforile formun

toplam proteini yaninda, beta-aktin de kullanilmistir.
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Sekil 4.10. NS, (-) ve miR-615-5p, ile gerceklestirilen immiinoblot ¢alismalari

Sekil 4.9’da bantlari verilen ¢calismanin dansitometre ile analizi sunulmustur.
Bu sonuclar 1siginda, mikroRNA-615-5p (miR-615-5p,), Akt ve eNOS
fosforilasyonunu en ¢ok 15 ve 30. dakikalarda azaltirken etki 60. dakikada devam
etmekte fakat bazal seviyeye donme egilimi gostermektedir. p38 ve Erk1/2 sinyal
yolaklari Gzerinde anlamli bir etki goézlenmemistir. Bu sonug, mikroRNA-615-5p
anjiogenez slirecini Ozgul olarak Akt/eNOS yolagl Uzerinden kontrol ettigini

gostermektedir.
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Sekil 4.11. NS; (-) ve miR-615-5pinn (+) ile transfekte edilmis HUVEC' lerin, VEGF-A
ile uyarilarak immunoblot ile incelenmesi.

NSinn: inhibitor icin negatif kontrol dizisi

MiR-615-5pinn: MIiR-615-5p’e komplementer olarak baglanip etkilerini
notralize eden sentetik oligonukleotit dizisi

NSinh (-) ve miR-615-5p;nn (+) ile transfekte edilmis HUVEC ler, VEGF-A ile
uyarilarak anjiogenez sirecinde rol alan sinyal yolaklarinin cevabi imminoblot ile
incelenmistir. Belirtilen Akt, eNOS, p38, Erk1/2 primer hiicre hatlarinda dinamik bir
sekilde kontrol edildigi icin 0, 15, 30 ve 60. dakikalarda protein fosforilasyon
diizeyinde incelenmistir. Belirtilen zaman noktalari igin ayni protein Ornekleri
kullanilarak, dort farkli sinyal yolagindaki degisimler arasindaki iliski paralel olarak
arastirilmigtir. NSy, (-) ile belirtilen negatif kontrol érneklerine bakilarak, uyaran
etkisinden sonra hizli bir sekilde artip azalan fosforile protein gorilebilir. Akt, eNOS,
p38, Erk1/2 sinyal yolaklarinda esit yukleme icin dogrulama olarak fosforile formun

toplam proteini yaninda, beta-aktin de kullanilmistir.
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Sekil 4.12. NSi,, (-) ve miR-615-5pinn ile gergeklestirilen immiinoblot ¢alismalari
dansitometre sonuclari

Sekil 4.11’de bantlari gosterilen calismanin  dansitometre ile analizi
sunulmustur. Bu sonuglar i1siginda, mikroRNA-615-5p inhibitori (miR-615-5p;nn), Akt
ve eNOS fosforilasyonunu o6zellikle 15 ve 30. dakikalarda arttirmakteyken, etki 60.
dakikada devam etmekte fakat bazal seviyeye dénme egilimi gostermektedir. p38 ve
Erk1/2 sinyal yolaklarinda c¢ogunlukla fosforilasyon degisiminde farklilik
gozlenmemistir. Bu sonug, mikroRNA-615-5p anjiogenez sirecini 6zgll olarak

Akt/eNOS yolagi GUzerinden kontrol ettigini gostermektedir.
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5. TARTISMA

MikroRNAlarin hedef mRNA’nin 3’ ucuna komplementer olarak baglanarak,
kodlama yapmadigi halde kodlayan RNA dizilerini kontrol ederek o6nemli bir
fonksiyonu oldugu gosterilmistir. Hedef mRNA’nin yikilarak veya aktivasyonunu
azaltarak, transkripsiyon sonrasi seviyede protein ifade dizeyini kontrol etmesi
temel islev mekanizmasidir. Bliylimenin ilk asamalarindan, hastaliklarin gelisim ve
ilerlemesine kadar bircok fizyolojik ve patofizyolojik sirecte korunmus mikroRNA
dizilerinin aldig1 roller cesitli disiplinlerde halen incelenmektedir. MikroRNA’larin
kan dolasiminda ve diger viicut sivilarinda, kararli olarak bulunmasi incelenmesi
acisindan teknik kolaylk saglamaktadir. Bu calismada ise, kardiyovaskiiler sistem
hastaliklarinda iliskili mekanizmalardaki etkisi incelenmistir.

Kardiyovaskiler hastaliklarin glinimiizde kullanilan tedavi yontemleri; blytk
damarlarin bypass olarak gecilmesi, stentlerle daralmalarin acilmasi, daralmalarin
tekrarinin 6nlenmesi veya olusan kan pihtilarinin trombotik denilen pihti ¢6zlici
enzimlerle acilmasi olarak siniflandirilabilir. Bu girisimlerin ana amaci, dolasimi
azalan dokuya tekrar kan akimini saglayarak gereken oksijen ve besinlerin
ulastirilmasi ile canliigini idame ettirmeti amaclamaktadir. Fakat yukardaki
girisimler, dokunun mikrodolasimindaki bozukluklari direk olarak
dizeltememektedir. Anjiogenez sirecinin daha hassas seviyede kontrolli, yaygin
olarak etkilenmis kalp, deri gibi yaygin olarak etkilenmis organlarda tam olarak
anlasilamamis bir konu olarak kalmaktadir.

MikroRNA’larin iskemik kardiyovaskiler hastalik slreclerinde farkl ifade
gostermesi, bu calismanin baslangic noktasini olusturmaktadir. Bu calismada, akut
koroner sendrom geciren iki fakli hasta grubu saglikli bireyler ile karsilastirilarak
farkh ifade bicimi gosteren mikroRNA grubu belirlenmistir. iki farkli kohortta
incelenerek, rastlantisal bulgularin azaltilmasi amacglanmistir. Klinik olarak hasta
bireyler ile saghkl bireylerin dolasimindaki ifade farkhliklari, mikroRNAlarin direk
veya indirek olarak bu sireci kontrol ettigini veya patofizyolojinin bir yan rin(
olarak ortaya cikabildigini gostermektedir. Daha once vyapilan calismalar,

inflamasyon icin TNFa, anjiogenez slirecinin VEGF-A ve bFGF, diabetes mellitus icin
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D-glukoz tarafindan baslatilip devam ettirilebildigini gbstermistir. Glukoz pleiotropik
etkisinden dolay! anjiogenez karsiti etkiler de gdstermektedir. Bu sitokinler disinda
bircok interlokin, kemokin, lipid parcaciklari gibi organik partikiller yaninda,
inorganik maddelerde literatlirde yer almaktadir. Bu calismanin amaci, 6ncelikle
major uyaranlari incelemektir. MikroRNA-615-5p’nin uyaranlar karsisinda verdigi
ifade sekli, bltlinsel olarak incelendiginde anjiogenik ve anti-anjiogenik uyaranlara
ters yonde gosterdigi cevaptan dolayl, anjiogeneze sirecinde rol alabilecegi
dislintlmastir. Bu hipotezi dogrulamak icin, fonksiyonel ¢calismalar ile miR-615-5p
mimik ve inhibitorleri fazla ve eksik ifade ¢alismalari tasarlanmistir. MikroRNA-615-
5p’nin fazla ve eksik ekspresyon calismalari sonucunda; matrigel varliginda yani
bazal membrane bulunan ortamda endotel hiicresinin bliyime ve gog¢lini
degistirmektedir. Bu sonucu, direk olarak endotel hiicrelerdeki etkisini 6lcmek icin
hiicre gocl calismasi tasarlanmistir. Bazal membransiz ortamda mikroRNA-615-5p,
endotel hiicre davranisini fazla ifade varliginda baskilarken, eksik ifade durumunda
artirmaktadir. Tespit edilen fonksiyonel rol icin, ilgili sinyal yolaklarinin incelenmesi
immuinoblot ile yapilmistir. Vurgulanmasi onemli olan bir nokta ise, ilgili sinyal
yolaklarinin  6zgllligini belirleyebilmek icin benzer goérevi goérenlerin de
incelenmistir. MikroRNA-615-5p’nin incelenen major sinyal yolaklarindan, sadece
Akt/eNOS kontrol ettigi bulunurken, p38 ve Erkl1/2 vyolagini etkilemedigi
kesfedilmistir. Anahtar-kilit mekanizmasina benzer sekilde, mimik ve inhibitorlerin
ters yonde etki gostermesi hem yan etkiden kaynaklanma olasiligini hem rastlantisal
olma ihtimalini kaldirmaktadir. Ayrica, biyolojideki 0Ozgulligin, evrensel bilgi
havuzundaki degeri arttirdig! bilinmektedir. Bir sinyal yolaginin mikroRNA tarafindan
kontrol edilerek, 6zgil bir sekilde aktive dlizenleyici rol gdstermesi niikleik asit
temelli ve hedefli girisimler icin yol agmaktadir. Bu sebeple, mikroRNA-615-5p’nin
Akt/eNOS sinyal yolagini 6zgil olarak kontrol etmesi hedefli tani, tedavi, calismalar
icin 6nem tasimaktadir.

Sonuclar butincll olarak géz onine alindiginda, mikroRNA-615-5p akut
koroner sendrom geciren hastalarda, hastaligin klinik olarak ortaya ¢ikmasindan

once ifadesi artmaya baslayarak endotel hiicre bliyiime ve goclini azaltmaktadir. Bu
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mekanizma ile akut koroner sendroma yatkinlik yaratan bir yolagi kontrol etmekte

ve ifadesinin artmasi ile akut koroner sendrom riskini artirmaktadir.
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6. SONUCLAR VE ONERILER

6.1. Sonuglar

Mikrodizilim profilleme incelendiginde, miRNA-615-5p, miRNA-4675, miRNA-
4649-5p iki kohortta da en az iki kat artarken; miRNA-6768-5p, miRNA-6800-
5p’nin azaldigl bulunmustur. Degisimlerin her iki kohortta benzer yonde
olmasi anlaml bulunmustur. MiR-4532 ve miR-3195 artis gostermesine
ragmen iki kattan az artis gosterdigi icin sonraki analizlerde incelemeye dabhil
edilmemistir. ilging olarak, ifadesi azalan mikroRNA’lar artis gésterenlerden
daha az sayida olmustur. Bunun birincil sebebi olarak, azalan ifade sonucu
tespit  edilemeyecek  dlzeylere diisen mikroRNA’larin ~ oldugu
dislinilmektedir. Bu nedenle ifadesi azalis gbsteren mikroRNA’lar icin iki kat
degisim uygulanmayip miRNA-6768-5p, miRNA-6800-5p ve miRNA-6780-5p
incelemenmistir. MiRNA-6780-5p icin primer olmamasi sebebi ile teknik
zorluktan dolayi analizlerden ¢ikarilmistir.

Kullanilan uyaranlar sirasiyla; inflamasyon icin TNFa, anjiogenez icin VEGF-A
ve bFGF, diabetes mellitus icin D-glukoz olmustur. D-glukoz diyabetojenik
ozelligi olurken ayni zamanda anjiogenezi baskilamasi sebebiyle iki farkh
mekanizma ile ifade (zerine etki edebilmektedir. incelenen bes
mikroRNA’dan miR-615-5p, VEGF-A ve bFGF varliginda ifadesi azalirken, D-
glukoz varliginda ifadesi artis gostermistir. Bu sonuglar, miR-615-5p’nin
anjiogenez silirecinde baskilanmasi gereken bir mikroRNA oldugunu, bu
mekanizma ile hedef sinyal yolagl Uzerindeki inhibe edici etkisinin
azalabilecegini gostermektedir.

MiR-615-5p ile yapilan fonksiyon kazanma ve kaybi calismalari, endotel
hiicrelerde bazal membrane varliginda damar agi olusumunun degistigini
gostermistir. MiR-615-5p’nin mimikler ile fazla ifadesi damar agi olusumunu
azaltirken, miR-615-5p inhibitorleri hedef sinyal yolagl (izerindeki inhibe
edici etkiyi kaldirarak damar agi olusumunu hizlandirmistir. Bazal membrane
ve endotel hicre arasindaki etkilesim cok faktorli oldugu icin, sonraki

basamakta sadece endotel hiicreler lzerindeki etki hiicre goécl calismasi ile
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incelenmistir. Benzer olarak, miR-615-5p’nin mimikler ile fazla ifadesi
endotel hiicre goc¢lini azaltirken, miR-615-5p inhibitorleri hedef sinyal yolagi
Uzerindeki inhibe edici etkiyi kaldirarak hiicre géclini hizlandirmistir.

Bu noktaya kadar gézlenen fenotipin altinda yatan mekanizmayi arastirmak
icin, anjiogenez slirecinde islev gdren major sinyal yolaklari incelenmistir. En
potent anjiojenik uyaranlardan olan VEGF-A varliginda bu mekanizmalar
aktive olmaktadir. Fonksiyon kazanma ve kaybi calismalari ile Akt ve eNOS
sinyal mekanizmalarinin dinamik ve spesifik olarak diizenlendigi gorulirken,
p38 ve Erk1/2 sinyal yolaklari degisme gostermemistir. Bu sonug, Akt/eNOS
kaskadini etkilerken, diger mekanizmalari degistirmemesi ile 06zglllik
gostermesi bakimindan 6nem tasimaktadir.

Bu calisma sonug¢ olarak; miR-615-5p’nin anjiogenez siirecini endotel
hiicreler ile baskilayan bir miR oldugunu, bu etkiyi Akt/eNOS sinyal
mekanizmasi ile o6zgiil olarak gergeklestirdigini, anjiojenik ortam ve
uyaranlar varhginda miR-615-5p’nin ifadesi azalarak hedefledigi sinyal
yolaginin fonksiyonunu arttigini gostermistir.

Asagidaki Sekil 6’da, miR-615-5p’nin etkisinin gerceklestirdigi sinyal

yolagindaki basamak eldeki bulgular 1siginda belirtilmistir.
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6.2. Oneriler

* Hedef genin, miR-615-5p fazla ifadesi varliginda mRNA profilleme ve 3’
kodlamayan u¢ mutasyonu calismalari ile belirlenmesi 6nerilmektedir. Ginlimuzdeki
tahmin algoritmalari ve biyoinformatik veritabanlari her ne kadar kesinlikten uzak
olsa da, ilave bir filtre olarak dahil edilebilir. Sonraki basamakta, protein
seviyesindeki etki; luciferase assay ve immunoblot ile dogrulanmasi gercek hedef
(bona fide) olmasini dogrulamasi bakimindan 6nem tasimaktadir. Benzer sekilde
RISC-imminopresipitasyon’de bu amac icin kullanim potansiyeline sahiptir.

* Eger RNA temelli yaklasim verimli sonuglar vermedigi takdirde, kiitle
spektrometresi calismasi distnilebilir. Bu calismada ortaya c¢ikacak, 6zgll olmayan
sinyalleri ayirt etmek icin optimize edilmesi acisindan énemlidir.

* HIF-1 yani major hipoksi cevabi olusturan transkripsiyon faktérlerinin,
miR-615-5p ile etkilesimini tanimlamak, ek bir kontrol mekanizmasini
aydinlatabilecegi icin 6nerilmektedir.

* Hayvan modellerinde korelasyon ve fenotipik etkinin, terapotik amach

kullanilmasi 6nerilmektedir.
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* Son olarak, klinik hedefli yaklasimlar icin ex vivo calismalar ve dokulara

dagitim sistemleri ile mikroRNA temelli tedavi yontemleri 6nerilebilir.
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