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OZET

Pala, M. Diizenli Aerobik Egzersizle Olusturulan Kardiyak Hipertrofinin mikroRNA Ile
[liskisi. Istanbul Universitesi Saglik Bilimleri Enstitiisii, Fizyoloji AD, Doktora Tezi, (2016),
Istanbul.

Kardiyak hipertrofi (KH), miyokardin, degisen stres kosullarina maruz kalmasi ya da
hasarlanmas1 durumunda goriilen adaptasyonel biiyiimedir. Egzersizin sebep oldugu KH
fizyolojik bir kalp biiyiimesi ¢esididir.

MikroRNA (miRNA)’lar kardiyak gelismeyi, hipertrofiyi ve anjiogenezi diizenlemektedir.
miRNA’lar gen ekspresyonunun diizenlenmesinde hedef mRNA’nin ya degredasyonunu
artirarak ya da translasyonu inhibe ederek rol alir.

Bu calismada, aerobik egzersize kaynakli KH’de miRNA’larin diizenleyici rolii inceledi.
Bu amag igin Sprague-Dawley cinsi erkek si¢anlar kullanildi. Siganlar egzersiz grubu (EG,
n=9) ve kontrol grubu (KG, n=6) olarak ayrildi. Yiizme seanslar1 60 dk/ 5 giin/ 8 hafta ile
basladi ve 9. haftada giinde 2 kez ve 10. haftada ise 3 kez ile devam etti. KH’yi
degerlendirmek i¢in sol ventrikiiliin sistolik ve diyastolik ¢aplar1 ve miyokardin duvar
kalinliklar1 ekokardiyografiyle 6l¢iildii. miRNA’larin analizi, miRNA mikroarray yontemiyle
gerceklestirildi ve gergek zamanli polimeraz zincir reaksiyonu (Real-Time PCR) yontemiyle
dogrulandi.

Caligmamizdan elde edilen sonuglara gore fizyolojik KH’de miR-132-3p ve miR-290
genlerinin ekspresyonlarindaki degisikliklere bagli olarak kalbin fibrozisden korunabilecegi
kanaatindeyiz. miR-132-3p’nin ekspresyonu hedef geni olan MMP9 araciligiyla artarken ve
miR-290’nin ekspresyonu ise hedef geni KIf15 araciligiyla azalmaktadir. Bu bulgulara ilave
olarak, ¢alismamizda kardiyak hipertrofinin miR-194-5p geninin ekspresyonundaki artmadan
dolay1 olustugu tanimlandi. Transkripsiyon faktorleri olan Hand1 ve Hand2 genleri mir-194-
5p’nin hedef genleri olup nukleusta bulunmaktadir. Ayrica bu miRNA genlerinin KH sinyal
yolaklarindan biri olan NFAT sinyal yolaginda yer aldig1 belirlenmistir.

Anahtar kelimeler: Kardiyak hipertrofi, yiizme egzersizi, fizyolojik kardiyak hipertrofi,
dolagimdaki miRNA’lar, gen ekspresyonu

Bu c¢alisma, Istanbul Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri Birimi tarafindan
desteklenmistir. Proje No: 48783
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ABSTRACT

Pala, M. Relationship between regular aerobic exercise-induced cardiac hypertrophy and
microRNA. Istanbul University, Institute of Health Science, Physiology. Doktora Tezi,
(2016), Istanbul.

Cardiac hypertrophy (CH) is an adaptational enlargement of the myocardium in
exposure to altered stress conditions or occurs in case of injury. Exercise-induced CH is a
type of physiologic CH.

MicroRNAs (miRNAs) regulate cardiac development, hypertrophy and angiogenesis.
miRNAS act as regulators of gene expression by promoting the degradation or inhibiting the
translation of target mMRNAs.

In this study, we investigated the regulatory role of miRNASs in aerobic exercise-
induced cardiac hypertrophy. For this purpose male Sprague-Dawley rats were used. Rats
were divided into Training-group (TG, n=9) and Control-group (CG, n=6). Swimming
sessions started with 60 min/5 day/8 wk and continued with on the 9th wk 2x/day, and on the
10 th wk 3x/day. Systolic and diastolic dimensions of the left ventricle and myocardial wall
thickness were measured by echocardiography to assess the cardiac hypertrophy. miRNAS
analysis was performed by miRNA microarray and confirmed by real-time PCR.

We suggest that in physiologic cardiac hypertrophy, heart may be protected from
fibrosis due to changes in the expression of the genes miR-132-3p and miR-290. Expression
of miR-132-3p increases through its target gene MMP9 and the expression of mir-290
decreases through its target gene KIf15. In addition to these findings we identified that cardiac
hypertrophy occurs due to increase in the expression of miR-194-5p. Transcription factors
Handl and Hand2 are target genes of the miR-194-5p and are located in the nucleus.
Furthermore, we determined that these 3 miRNA genes are involved in the NFAT pathway

which is one of the CH signaling pathways.

Key words: Cardiac hypertrophy, swimming training, physiological cardiac hypertrophy,

circulating miRNAs, gene expression

The present work was supported by the Research Fund of Istanbul University. Project
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GIRIS VE AMAC

Kardiyak hipertrofi, farkli stres kosullari ya da hasarlanmaya karsi miyokardin
adaptasyonel genislemesi olarak ifade edilebilir. Kardiyak hipertrofi; zaman zaman hipertansiyon,
iskemik miyokard hasari, diabetik kardiyomiyopati, valvular disfonksiyon ve aort stenozu ile
iliskili kalp hastaliklar1 gibi birden ¢ok sayidaki klinik hastalikta goriilebilen patolojik bir 6zellik
olmaktadir. Kronik kardiyak hipertrofi siireci ventrikiiler dilatasyona, aritmiye, fibrotik
hastaliklara, kalp yetmezligine ve hatta ani 6liime neden olabilmektedir.

Patolojik klinik tablolarin disinda; diizenli yapilan dayaniklilik tip egzersiz programlart da
bir taraftan aerobik kapasiteyi artirirken diger yandan fizyolojik adaptasyonel bir siire¢ i¢inde yine
kardiyak hipertrofiye yol agabilmektedir.

Yakin zamanda MikroRNA (miRNA)’larin; kardiyovaskiiler gelismede, vaskiiler
anjiogenezde ve g¢esitli kalp hastaliklarinda gen diizenleyicisi olarak rol oynadiklar1 ortaya
konmustur. Bu dogrultuda kardiyak hipertrofi gelisim siirecindeki miRNA’larin roliiyle ilgili
olarak insanda ve hayvan modellerinde yapilan bir¢ok calismalar yapilmaktadir.

Bilindigi lizere, miRNA’lar endojen, tek zincirli, kodlamayan RNA’lardir. miRNA’lar gen
ekspresyonunu mRNA’nin ya translasyonunu inhibe ederek ya da degrade olmasini artirarak
diizenlemektedir. Ayrica dolagima salgilanan mikrovezikiillerde bulunan miRNA’larin alici
hiicreye transfer olarak hiicre i¢i gen ekspresyonunu kontrol edebilecegi ifade edilmektedir.

Biz bu calisjmamizda deneysel model olarak sectigimiz yiizme egzersizine yanit olarak
gelisen kardiyak hipertrofide rol alan miRNA’lar1 ve hedef genlerini belirleyerek bu genlerin
bulundugu kardiyak hipertrofi sinyal yolagini belirlemeye c¢alistik. Boylece kardiyak fibrozisi
Onleyebilecek yeni miRNA’lar1 tanimlayabilmeyi ve kanda kardiyak fibrozisi gosterebilecek bir
belirteg bulmay1 hedefledik. Boylece geng sporcularda goriilen ani kalp Oliimlerinin Oniine

gecilebilecegini diistinmekteyiz.



1. GENEL BILGILER

2.1 EGZERSIZ ve TANIMI

Egzersiz; organizmada dogal stres kosullari olusturan ve performans artisi hedefine
yonelik  hareket siireglerinin  sistematik tekrarinda, organizmanin ¢esitli adaptasyon

mekanizmalariyla yanit verdigi fiziksel aktiviteler olarak tanimlanabilmektedir.

Egzersize baglh adaptasyonlarin gelisebilmesi ic¢in dikkatli bir sekilde planlanmig
programlara ihtiyag vardir. Bu programlarda egzersize baslangictaki form diizeyi, egzersizin tipi,
egzersizin siddeti, egzersizin siiresi ve sikligi, dinlenme araliklari ve uygun miisabakalarin
diizenlenmesi gibi faktorler yer almalidir. Performans ve form durumunda ulasilmak istenen

hedeflere gore bu faktorlerin uygulanmasinda degisiklikler goriilmektedir (1).

Egzersize verilen cevabin biiylikliigii, egzersize baslarken sahip olunan form diizeyine
bagl olarak degismektedir. Form diizeyi diisiik olan kisilerin aerobik kapasitelerinde artma daha

fazla olurken, elit sporcularin aerobik kapasitelerindeki artig orani az olmaktadir (2).

Egzersiz tipleri; dinamik ve statik olarak siniflandirilmaktadir. Secilen egzersiz tipine gore
olusan adaptasyonlarda farkliliklar goriimektedir. Aerobik egzersizde (AE); kalbin atim hizinda

artmaya ve solunumda hizlanmaya neden olan biiyiik kas gruplari kullanilmaktadir (1).

Egzersizin siddeti, egzersiz sikliginin ve siiresinin temel belirleyicisidir. Egzersiz siddeti;
kalbin atim hizi (KAH) ve tiiketilen maksimum oksijen miktartyla (VO, max) dogrudan iligkilidir.
Egzersiz sirasinda artan is yiikiine bagli olarak hem kalbin atim hizinda, hem de tiiketilen oksijen
miktarinda artma meydana gelir. Etkili bir egzersizin siddeti KAH’da %60-90 ve VO,max’da ise
%50-85 araliginda olmalidir. Egzersizin siddeti artirildiginda, aerobik sisteme 6zgii adaptasyonlar
olan kardiyovaskiiler yiiklenmede ve performans sergilenen kaslarda gelisme gozlenirken,

egzersizin siddeti azaltildiginda VO,max’daki artis daha az olmaktadir (1, 2).

Genellikle 30 dk uygulanan egzersiz seanslarmin pratik ve etkili oldugu belirtilirken (1),

AE i¢in 6nerilen siklik, haftada minimum 2 ile 3 giindiir (2).

Dinlenme araliklari, egzersizin belli bir siire devam edebilmesi i¢in gerekli olan siiredir.

Egzersizle dinlenme araliklar1 arasindaki iligki 1:1 ile 1:3 oraninda olabilmektedir.



Diizenli ve yeterli siddette yapilan egzersiz; bir¢ok sistemin caligmasi lizerine olumlu
yonde etkili olmakla birlikte; kardiyak hastaliklar, obezite, insiilinden bagimsiz diyabet, yiiksek
tansiyon ve osteoporoz gibi ¢esitli hastaliklarin 6nlenmesinde, tedavisinde ve organizmanin strese

kars1 direncinin artirilmasinda da ayrica dnemli rol oynamaktadir (1,3).

Egzersizin yapilabilmesi i¢in enerjiye ihtiya¢ duyulmaktadir. Egzersiz esnasinda enerji
kaynag1 olarak karbonhidratlar, yaglar ve proteinler kullanilmaktadir. Kaslarin ana enerji kaynagi,
kas glikojeni olarak depolanan karbonhidratlardir. Egzersiz sirasinda enerjinin hangi kaynaktan ve
hangi yolla saglanacagi; egzersiz yapan organizmanin performans diizeyine, egzersizin tiirline,

siddetine ve siiresine bagli olarak degisiklik gostermektedir (4,5).

2.2 EGZERSIZDE ENERJI

Egzersizin baglangic asamasindaki enerji ihtiyact depolanmis olan Adenozin trifosfat
(ATP)’den saglanmaktadir. Hiicrelerde bulunan ATP depolar1 sinirli oldugu i¢in, gereken ATP
tiretimi anaerobik ve aerobik olarak siniflandirilan iki metabolik sistem tarafindan devam ettirilir

(1,6).

2.2.1 Anaerobik Enerji Sistemi

Anaerobik enerji sistemi; fosfajen sistem ve laktik asit sisteminden olusmaktadir.

Kas kasilmasinda kullanilan enerji kaynagi ATP’dir. ATP’nin yapisinda yiiksek enerjili
fosfat baglar1 bulunmakta olup, bu baglarin her birinde 7.300 kalorilik enerji depo edilmektedir.
Molekiilden bir fosfat kokii ayrildiginda kasilma i¢in gerekli olan enerji serbestlenir. Bir fosfatin
ayrilmastyla ATP, adenozin difosfata (ADP), ikinci fosfatin ayrilmasiyla da adenozin monofosfata
(AMP)’ye dontismektedir.

Iyi antrene sporcularin kaslarinda, en yiiksek kas giiciinii 3 sn siirdiirebilecek kadar ATP
bulunmaktadir. Birkag¢ sn disindaki kisa siireli sportif aktivitelerin devam edebilmesi i¢in ATP’nin

stirekli olarak yapilmasi gereKkir.

Fosfokreatin yiiksek enerji bagi igeren kimyasal bir bilesik olup, yapitaslari olan Kreatin ve

fosfat iyonlarmma ayrilmaktadir. Fosfokreatinin her molekiilinde 10.300 kalori vardir.



Fosfokreatinden ATP’ye enerji transferi ¢ok kisa siirede gergeklesir. Bu nedenle hizli kas

kasilmalarinda fosfokreatin de kullanilmaktadir.

Fosfajen enerji sistemi, ATP ile fosfokreatinden olusmaktadir. Fosfajen sistem, 8-10 sn
stireli aktivitelerde yeterli olabilecek kas giiciinii saglayabilmektedir. Bu sistemin enerjisi, 100 m

kosusu gibi kisa stireli patlayici kas giicii gerektiren aktivitelerde kullanilmaktadir.

Laktik asit sisteminde; glikojen glikoza pargalanir. Bu siirecin ilk asamasina glikoliz denir
ve tamamen oksijensiz ortamda gergeklesir. Glikolizde, her bir glikoz molekiilii iki tane pirtivik
asit molekiiliine ayrilir ve serbestlenen enerjiyle 4 ATP molekiilii olusur. Oksijen azliginda pirtivik
asidin ¢ogu laktik aside doniiserek, kas hiicrelerinden hiicrelerarasi siviya ve kana difiize olur. Kas

glikojeninin biiyiik boliimii laktik aside ¢evrilir ve 1 mol glikozdan 2 mol ATP elde edilebilir.

Laktik asit sisteminde ATP molekiillerinin {iretilmesi, oksidatif mekanizmayla ATP
tiretilmesinden 2.5 kat kadar daha hizlidir. Kaslarin kisa ve orta siireli zaman birimlerindeki
kasilmalari i¢in ¢ok miktarda ATP gerektiginde anaerobik glikolitik mekanizma tercih edilir.
Ancak bu sistem fosfajen sistem kadar hizli degildir. En uygun kosullarda laktik asit sistemi,
fosfajen sistemin sagladigi 8-10 sn’ye ek olarak 1.3-1.6 dk’lik en yiiksek kas aktivitesini saglarsa
da kas giictinde bir miktar azalmaya neden olmaktadir. Uzun siire devam eden yiiksek yogunluklu

egzersizde kaslarda laktik asit birikecegi i¢in yorgunluga neden olabilecektir (6,7).

2.2.2 Aerobik Enerji Sistemi

Aerobik sistemde elde edilen enerji besin maddelerinin mitokondride oksidasyonuyla
gerceklesir. ATP’nin aerobik yoldan elde edilmesine oksidatif fosforilasyon denir. Aerobik enerji

sistemi, krebs siklusu ve elektron transport zincirinden olusur.

Elde edilen enerjiler acisindan aerobik sistemle anaerobik sistem karsilastirildiginda,
aerobik enerji sisteminde daha fazla ATP dretilmektedir. 1 mol karbonhidrat yikilirsa, 39 mol
ATP agiga ¢ikar. Bu tepkimelerin baslayabilmesi igin anaerobik reaksiyonlar sonucu sitozolde
piriivat olusur. Pirtivat dekarboksile olduktan sonra koenzim A ile birleserek Asetil-CoA’y1
olusturur. Asetil CoA, mitokondride krebs siklusuna girer. Krebs siklusunda iiretilen hidrojen
iyonlart ve elektronlar mitokondri matriksinde elektron tagima sisteminde rol alirlar. Buradaki

tepkimeler sonucu 36 mol ATP iiretilir (1,6).



Egzersizin siiresine ve siddetine bagli olarak aerobik ve anaerobik enerji liretim sistemleri
arasinda gecisler olur ya da sistemler birlikte ¢aligir. Diistik siddetli egzersizlerde, enerji saglama
yolu genelde aerobiktir. Bu tip egzersizlerde laktat seviyesindeki artis yavastir ve diger dokular
tarafindan metabolize edilerek birikimi engellenir. Boylece egzersiz daha uzun siire devam
ettirilebilir. Egzersizin yogunlugu arttikga, aerobik ve anaerobik sistemlerin ikisi birden galisir.
Belli bir noktaya kadar enerji ihtiyaci aerobik sistemle siirdiiriilir ve daha sonra anaerobik
sistemin katkis1 daha ¢ok olur. Bu noktaya ‘‘anaerobik esik’’ denir. Anaerobik esik diizeyi, kas ve

vendz damarlardaki laktat artisinin tespiti ile ortaya konur (8).

Egzersiz cesitlerine gore kullanilan enerji sistemlerinde farkliliklar goriilmektedir.
Fosfajen sistem birkag sn’lik kas giicti gerektiren kisa mesafe kosularinda (100 m) kullanilirken,
aerobik sistem uzun siireli sportif aktivitelerde ve laktik asit sistemi ise orta mesafe kosularinda

(200-800 m) daha fazla enerji saglamak i¢in tercih edilmektedir.

2.3 EGZERSIZIN GENEL ETKILERI ve EGZERSIZE UYUM

Egzersize uyumun gelismesinde; yapilan aktivitenin yogunlugu, siiresi, bireyin cinsiyeti,
hormonal dengesi ve genetik yapisi gibi gesitli faktorler etkilidir. Uyum siirecinde bu faktorlerden

en 6nemli olan1 egzersiz tipinin farkliligidir (1).

2.3.1 Egzersiz Tipleri

Egzersiz tipleri dinamik ve statik olmak tlizere 2 grup olarak siniflandirilmaktadir.

2.3.1.1 Dinamik Egzersiz

Uzun siireli dinamik egzersiz sirasinda iskelet kasi metabolizmasi aerobik olup, oksijen
ihtiyacindaki artig fazladir. Sedanter bireylerin oksijen tiiketimi, istirahatten maksimum egzersiz
diizeyine ulasincaya kadar yaklasik 10 katlik bir artis gosterirken, elit sporcularin oksijen tiikketimi
daha ¢ok olur. Elit sporcularda, arterio-ven6z oksijen farki (a-VO;) ve dolayisiyla VO2max daha
yiksektir (9,10,11).



Dinamik egzersiz sirasinda, egzersizde aktif olan kaslarda vazodilatasyon arttigi igin
periferik damar direnci diiser. Art-yiikiin azalmasiyla kalp debisi ve kaslardaki kan akimi fazla
olur (12). Lokal otoregiilasyon mekanizmalari, vazodilatator sinir uglarinin uyarilmasina neden

olarak bu degisiklikleri meydana getirir (10,12).

Kaslardaki kan hacminin artmast, kaslarin pompa etkisiyle kalbe olan vendz doniisii artirir.
Boylece sol ventrikiilde gerim ve atim hacmi artar (Frank-Starling yasasi). Egzersizin yogunlugu
arttikca, refleks mekanizmalarla katekolaminlerin salgilanmasi artar ve kalp hizinda artig goriiliir.
Miyokardin kasilabilma giiciiniin artmasi igin, diyastolik dolum zamani kisalirken, atim hacmi

artar (1,13,14,15).

2.3.1.2 Statik Egzersiz

Statik egzersizde, kas kasilirken sarkomerin boyunda degisiklik olmaz ve kas igindeki
basing artar. Kasa olan kan akiminda azalma meydana gelir ya da kan akimi tamamen durur. Uzun
stireli izometrik egzersiz sirasinda kas kasilmasi igin gereken enerji anaerobik mekanizmalarla
saglanir (16,17).

Calisan kas gruplarmin kiitlesinin artmasiyla kan basinci daha ¢ok artar. izometrik kas
kasilmasinda ortalama arter basinci yiikselir. Kan basincinin artmasi ve vendz doniisiin
engellenmesine bagli olarak Kkalbin atim hacmi azalir. Calisan kas gruplarinin metabolik
ihtiyaclarinin karsilanabilmesi igin kalp debisinin artmasi gerekir ki bu durum kalp hizinda
artmaya neden olur (18). Izometrik egzersiz devam ettigi siirece kalp hiz1 artar. Kalp debisi
toparlanma periyodunun baglangicinda biiyiik artis gostermez. Baslangictaki kas kasilmalar1 vendz

doniisiin artmasina neden oldugu i¢in atim hacminin diizeyi degismez (15,19).

Statik egzersiz boyunca, a-VO, farki ¢ok fazla degismez. Kasilan kaslar kanin gegisini
durdurdugu icin O, dokular tarafindan kullanilamaz. Izometrik egzersiz tamamlandiktan sonra
a-VO; farki, tekrar baglayan ve hizlanan akima bagli olarak artar. Ciinkii egzersiz bittikten sonra

kas yataginda O; tiikketimi artmaktadir (19, 20).

Izometrik egzersiz siiresince Sistemik kan basinci artmaktadir. Kan basincindaki artis, kas
yataginin kasilmasi ve total damar direncinin artmasiyla gergeklesir (20). Statik egzersiz
durduruldugunda O, tiiketimi ve kalp debisi gegici olarak artar. Izometrik kasilmanin uzamas1 kas

iskemisinin gelismesine neden olur. Iskemi kas yatagindaki lokal mekanizmalar1 uyararak



vazodilatasyona neden olur. Boylece izometrik egzersiz siliresince ortaya g¢ikan oksijen agigi

kapatilmaya ¢alisilir (9,21).

2.4 KARDIYOVASKULER SISTEMIN EGZERSIZE UYUMU

Egzersize kardiyovaskiiler sistemin uyumunda; yas, cinsiyet, kisinin performans diizeyi ve
genetik yapisi, uygulanan egzersizin tipi ve siddeti, nérohumoral sistemin salgilar1 (epinefrin,
norepinefrin) ve iskelet kaslarinin mekanoreseptorleri 6nemli rol oynamaktadir (22,23,24).
Egzersizde kalp debisi artarken, kan inaktif i¢ organlardan aktif olan kaslara dogru yonlendirilir
(22,24).

Dokularm metabolik aktiviteleri arttig1 icin bélgesel kan akimi artirilir. Istirahat halinde
dolagimin %20’si iskelet kaslarma dagilirken, egzersiz sirasinda bu oran %85 civarinda olabilir

(18,25,26).

Kardiyovaskiiler sistem artan enerji ihtiyacin1 karsilamak igin, noronlar ve lokal
metabolitler araciligiyla damar capini degistirerek kan akimini artirir. I¢ organlara giden damarlar
kasilarak kanmn, aktif kas dokularina yonlendirilmesi saglanir. Yiiksek yogunluklu egzersizde aktif
kas dokusunda bulunan arteriyoller genislerken, i¢ organlardaki kan damarlar1 gegici olarak kasilir
ya da kapanir. Diisiik yogunluklu egzersizde, kan akimi i¢ organlardan aktif kas dokularina
yonlendirilir. Kan akiminin azaltilmasi ya da durdurulmasi; sempatik uyarinin artmasina, lokal
metabolitlerin kasilmay: uyarmasina veya diger kasilmay1 saglayan faktorlerin artmasina bagli

olarak gergeklesir. Egzersiz sirasindaki VO,max ve a-VO; farki artar (25).

Kalp, istirahat halindeyken koroner dolasimda bulunan oksijenin yaklasik %75’ini
tutmaktadir. Egzersizde miyokardin da oksijene olan ihtiyaci artmakta olup, bu ihtiya¢ koroner

kan akiminin artmasiyla saglanmaktadir (27).

Egzersiz sirasindaki kalbin uyumu; kalp hizinda, kan basincinda ve kalp debisinde goriilen

degisikliklerle gerceklesmektedir.



24.1 Kalp Hiza

Egzersizle kalpte olusan adaptasyon mekanizmalarindan ilki Kalp hizindaki artistir. Kalp
hiz1 egzersiz sirasinda istirahat diizeyinin 3 katina kadar artabilir. Disiik siddette ve sabit yiikle
yapilan egzersizlerde kalp hizi1 6nce artar ve birkag dakika iginde sabit bir diizeye erigir. Artan is
yiikiine bagli olarak kalp hiz1 da o oranda artar. Yiiksek siddet ve agir yiiklerle yapilan
egzersizlerde kalp hizinin sabit bir diizeye ulagsmasi zaman alir. Belli bir noktadan sonra is ytikii
artirilsa bile kalp hizinda herhangi bir degisiklik meydana gelmez. Buna maksimum kalp hizi
denir (28,29).

Egzersize baglamadan 6nce kaslarin kasilmasiyla ve psisik faktorlerin devreye girmesiyle
kalp hizindaki artis goriiliir. Kalp hizindaki bu artistan birkag sn sonra bir diisiis ve hemen sonra
maksimum kalp hizina dogru bir artis goriiliir. Maksimum kalp hizina ulagsmak 4-5 dk gibi bir
zaman alabilir (29). Kalp hizindaki artislar egzersizin tipine bagl olarak degisiklik gosterir. 100 m
kosusu gibi patlayict gii¢ gerektiren sprint tiirii egzersizlerde kalp hizindaki artis en fazla olurken,
agirlik kaldirma gibi gii¢ egzersizlerinde ise kalp hizindaki artis en azdir. Kosma veya ylizme gibi

dayaniklilik egzersizlerinde ise kalp hizinin artis1 kademeli olarak gergeklesmektedir (29,30).

Belirli bir is yiikiiyle yapilan egzersizlerde antrene kisilerin kalp hizindaki artis, sedanter
bireylerden daha azdir (29,30).

Egzersizde kalp hizinda artma; vagal tonusun inhibitor etkisinin azalmasina, sempatik sinir
sistemi araciligiyla kalbin uyarilmasinin artmasina, viicut isisinin yiikselmesine ve adrenalin
salgisinin artmasina bagl olarak gergeklesir. Sempatik sistem, hem kalp hizinda artmaya hem de
miyokard fibrillerinin kasilma giiciniin artmasina neden olmaktadir (31). Kalp hizinin artmast;
kalbin isini ve oksijen tiiketimini artirirken, sistolik ejeksiyon siiresini ve diyastoldeki
miyokardiyal kan akim siiresini azaltir (24,29,31). Sporcularda istirahat durumunda bradikardi
goriiliirken, egzersiz sirasindaki kalp atim hizi daha az olur ve diyastol siiresi uzar. Ventrikiiller
daha iyi dolar ve atim hacimleri de daha yiiksek olur. Sporcularda kalp debisindeki artis, siklikla
atim hacmindeki artigla saglanmaktadir (32,33,34).



2.4.2 Kan Basinci

Egzersiz sirasinda kan basincinda goriilen degisiklik en fazla sistolik basingta meydana
gelir. Egzersizde sistolik kan basinci, uygulanan is yiikiine bagli olarak artar. Kosma gibi
egzersizlerde efora katilan kas kiitlesi arttiginda organizmanin total periferik direnci diiser. Bu

durumda kan basincinin yiikselmesi kalp debisinin artmasiyla saglanir (12,35,36).

Egzersizde maksimum oksijen alindiktan sonra sistolik kan basincindaki artis durur ve kan
basinct diismeye bagslar. Kan basincindaki artma eforun siddetine bagl olarak degisiklik gosterir.
Is yiikii sabit kaldiginda kan basmncinda diisme yavas olurken, deride bulunan damarlarda
genisleme meydana gelir (29,35).

Egzersizde periferik damar direncinin diismesiyle; diyastolik basing ya degismez, ya
hafifce artar ya da hafif¢e azalir (12). Kiigiik kas gruplarini igeren egzersizler yapildiginda,
damarlar daha az daralir ve total periferik direng artar. Bu da kan basincinin artmasina neden olur
(37,38). Egzersiz bittiginde arteriyel kan basinci 6nce hizlica diiser, sonra biraz yiikselir ve
devaminda ise normale doner. Arteriyel kan basincinin diisiisii, kaslardaki pompa etkisinin ortadan
kalkmasiyla kanin genisleyen damarlarda birikmesiyle gerg¢eklesir. Kan basincinin yiikselmesi ise
refleks yoldan meydana gelen vazokonstriksiyon sonucu meydana gelir (39,40,41).

2.4.3 Kalp Debisi

Kalp debisi (KD), kalbin dakikadaki atim hacmidir. KD, kalbin atim hacmiyle kalp hizinin
carpimindan elde edilir. Egzersizde KD artar. KD’de artma; egzersizin yogunluguna ve siiresine
gore degisiklik gosterir. Maksimum egzersiz sirasinda KD, istirahat degerinin yaklagik 5 katina
kadar artabilir (37,38). KD’deki artig, belli bir antrenman siiresi gecirildikten sonra yapilan
egzersizler sirasinda daha net olarak goriiliir (33,42). Cizgili kaslarda meydana gelen ritmik
kasilmalar, kalbe donen kan miktarini artirarak 6nyiikiin artmasina neden olur. Onyﬁkﬁn artmasi,
sol ventrikiiliin diyastol sonu hacmini ve basincini artirir. Kalbin diyastol sonu hacmi arttikea,
ventrikiildeki gerim de arttigi igin kalbin kasilma giicii artar (33,42,44). Kalbe fazla is
yiiklendiginde 0-30 snlik siire iginde kalbin metabolizmasi artar. Damarlarin genislemesiyle

miyokarda daha ¢ok kan gelir ve miyokard daha iyi beslenir (43-46).
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2.5 KARDIYAK HiPERTROFI (KH)

2.5.1 Tanim

Kardiyak Hipertrofi (KH), kalp kiitlesindeki artig olarak tanimlanmaktadir. Postnatal kalp
biiyiimesi fonksiyonel yiiklenmeyle yakindan iliskilidir (47). Artan yiiklenmeye cevap olarak kalp,
normal kosullardan daha fazla ¢alismak zorundadir. Kalbin kronik strese dayanabilmesi igin
duvarinda bulunan kas hiicrelerinin boyut ve kiitlesinde genisleme meydana gelir (48). Kalp

kiitlesindeki artis biiylik oranda, ventrikiil agirh@indaki artistan kaynaklanir.

Hiicresel seviyede KH’nin fizyolojik ve patolojik olarak belirtilen iki farkli formu
bulunmaktadir. KH’nin farkli formlarinin ortaya ¢ikmasindan molekiiler mekanizmalar

sorumludur (49).

Kalp, kardiyak miyositler (kas hiicreleri), nonmiyositler (fibroblastlar, endotel hiicreleri,
mast hiicreleri, vaskiiler diiz kas hiicreleri gibi) ve ekstraselliiler matriksten olusmaktadir.
Ventrikiiler kardiyak miyositler, total hiicre sayisinin {igte birini olusturur ki bu da kalp kiitlesinin
%70-80’ine denk gelir (47,50). Memelilerde dogumda ya da dogumdan sonra kardiyak
miyositlerin ¢ogu proliferasyon yetenegini kaybettigi i¢in, kalp biiylimesi miyosit boyutundaki
artigla gergeklesir (51,52).

Miyositler miyofibril demetlerinden olugsmaktadir. Miyofibriller de kalbin kasilabilen
tinitesi olan sarkomerin yapisinda bulunan miyofilamentlerden olusur. Miyositler sol ventrikiiliin
civarinda ¢evresel ve spiral olarak diizenlenir. Kalbin normal ritimde pompalama yapabilmesi i¢in
kasilmanin da ayn1 anda olmas1 gerekir. Kardiyak miyositlerin bipolar uglarinda bulunan interkale
diskler; komsu kardiyak miyositler arasindaki kasilma kuvvetini ileterek, hiicre-hiicre
adezyonunun siirdiiriilmesini saglar (53). Artan fonksiyonel yiiklenmeye cevap verebilmek igin
kardiyak miyositlerinin biiytimesi gerekir. Biiyiimede; sinyal yolaklarinda aktivasyon, gen
ekspresyonlarinda degisiklikler, protein sentezinde ve kasilabilir proteinlerin sarkomerik iinitelere
organizasyonunda artmalar goriiliir (Sekil 1). Kardiyak miyositler intrinsik mekano-sensitif bir
mekanizmaya sahiptir. Kardiyak miyositlerin plazma membraninda bulunan gerime duyarli iyon
kanallar1 ve yapisal proteinleri (integrinler gibi); ekstraselliiler matriks, sitoskeleton, sarkomer,

kalsiyum tasiyan proteinler ve nukleus arasindaki baglantiy1 saglamada énemli rol oynar (54,55).
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Boylece hiicre membraninda bulunan integrinlerle kasilabilir yapilar ve nukleus arasindaki

etkilesimin siirekliligi saglanir (Sekil 1).

Basing yiiklenmesi,
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°
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Kan damari

Sekil 1: Kardiyak hipertrofinin gelisimindeki hiicresel asamalar: ECM: Ekstraselliiler

matriks, FAO: Yag asidi oksidizasyonu,

GPCR: G proteiniyle eslesen reseptor,

MAPK: Mitojenle aktive olan protein kinaz, PI3K: Fosfoinositid 3-kinaz, ROS: Reaktif
oksijen tiirleri, SERCA: Sarkoplazmik retikulum Ca*? ATPase (49).

2.5.2 Simflandirilmasi (Fizyolojik ve Patolojik KH)

KH, fizyolojik ve patolojik olarak genis bir sekilde siniflandirilmaktadir. Fizyolojik kalp

biiylimesi; kavram olarak normal postnatal biiyiimeyi, hamilelik siirecinde olusan biiylimeyi ve

egzersizin neden oldugu kalp biiyiimesini kapsamaktadir. Patolojik kalp biiytimesi ise; kronik
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olarak kan basmcmin veya hacminin artmasina bagli olarak ortaya ¢ikan hastaliklarda
(hipertansiyon ve kalp kapak hastaliklar1 vb), miyokard enfarktiisiinde, iskemiyle ilgili koroner
arter hastaliginda ve kardiyomiyopatiye yol acan kosullarda (kalitsal genetik mutasyonlar ve
diyabet vb) goriilmektedir (Sekil 2).

Hem fizyolojik hem de patolojik kalp biiyiimesinde kalbin boyutunda artis olurken,
patolojik hipertrofide tipik olarak miyositlerin ve fibrotik elemanlarin kaybi, kalp yetmezligi

riskinin artmasi ve ani 6liim goriilmektedir (56).

Fizyolojik hipertrofide; kalp yapis1 normal ya da gelismis olup, egzersize ya da hamilelige
bagli olarak meydana gelen geri doniisimli degisiklikler goriiliir (57,58). (Sekil 2)

Postnatal biiyiime

Mormal
yetiskin kalbi

=Miyokardiyal enfeksiyon

/ « Dilate kardiyomiyopati
= Kronik egzarsiz % =Sarkomerik gen mutasyonlan |
= Hamilelik

%Hiper‘tansvm\
= Aortik stenoz
* Sarkomerik gen
mutasyonlar —

Patolojik hipertrofi

Kardiyak dilatasyon ve

Fizyolojik hipertrofi kalp yetmezligi

+ Kardiyak disfonksi

= Normal ya da gelismis kardiyak fonksiyon . F?t:r;:ias pronisiyen

* Fibrozis yok - Miyositlerin nekrozu ve = lleri kardiyak disfonksiyon
= Gen eksprasyonu normal apoptozu = Asin fibrozis

= Orantili odacik bdyiimesi - Kalp yetmezligi ve artan 8lim = Miyosit hiicre élima

orani

Sekil 2: Fizyolojik ve patolojik kardiyak hipertrofi (49)
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Fizyolojik ve patolojik KH, konsantrik ya da eksentrik olarak alt gruplara ayrilarak
simiflandirilmaktadir. Bu siniflandirma sekli, baslangi¢ uyaranlarina bagli olarak farklilik
gostermektedir. Konsantrik hipertrofide; kalbin duvar kalinliginda ve kiitlesinde bir artis
gortliirken, kalp odaciklarinda ya kiigiik bir azalma ya da herhangi bir degisiklik goriilmez.
Sarkomerler paralel olarak eklendigi i¢in miyositin hiicre genisliginde artma meydana gelir.
Eksentrik hipertrofide; kalp kiitlesinde ve kalp odaciklarinda artma goriilir. Duvar kalinlig:
normal, azalmis ya da artmis olabilir. Sarkomerler seri olarak eklendigi i¢in miyositin hiicre

uzunlugunda artma goriiliir (59).

Basing artmasina neden olan patolojik uyarilar (hipertansiyon, aortik stenoz gibi) sistolik
duvar stresinde artisa neden olarak konsantrik hipertrofiyle sonuglanir (59). Hacim yiiklenmesine
sebep olan uyarilar (aort yetmezligi, arterio-vendz fistiiller gibi) diyastolik duvar stresinde artmaya
neden olarak eksentrik hipertrofiyle sonuglanir (59,60). Klinik ¢alismalardan elde edilen bilgilere
gore patolojik uyarilarla olusan eksentrik hipertrofinin, konsantrik kardiyak hipertrofiye gére daha
fazla riske sahip oldugu belirtilmektedir (61).

Fizyolojik uyar1 da konsantrik ya da eksentrik hipertrofiye neden olabilir. Aerobik egzersiz
(dayaniklilik egzersizi, uzun mesafe kosusu gibi izotonik ya da dinamik egzersiz, yiizme) ve
hamilelik, kalbe venéz doniisii artirarak hacim yiikselmesiyle sonuglanir ve eksentrik hipertrofiye
neden olur (47,62). Bu tip eksentrik hipertrofi, odacik genislemesinde ve duvar kalinligindaki
oransal degisiklikle karakterizedir. Oysaki hastaliklara bagli olarak olusan eksentrik hipertrofide,
genellikle venrikiil duvarinda incelme goriiliir. Direng egzersizinde (izometrik ya da statik
egzersiz gesitleri olan halter, giires, agir cisimleri atma vb egzersizlerde) kalpteki basing artmast,

hacim artmasindan daha fazla oldugu i¢in konsantrik hipertrofi olusur (47,60).

Fizyolojik ve Patolojik Kardiyak Hipertrofinin Farkh Ozellikleri

Fizyolojik ve patolojik kardiyak hipertrofinin ortak ozelligi, kalbin ebatinda goriilen
artmadir. Bunun disinda her iki hipertrofinin olusumunda yapisal ve fonksiyonel, metabolik,
biyokimyasal ve molekiiller 6zellikler bakimindan farkliliklar bulunmaktadir. Bu farkliliklar tablo

1’de verilmektedir.



14

Tablo 1: Fizyolojik ve Patolojik Kardiyak Hipertrofinin Ozellikleri ( 49)

Ozellik

Patolojik Kardiyak Hipertrofi

Fizyolojik Kardiyak Hipertrofi

Uyan

Kardiyak morfoloji

Kardiyak fibrozis

Apoptozis

Fotal gen ekspresyonu

Kontraktiliteyle ilgili

genlerin ekspresyonu
Kardiyak fonksiyon

Metabolizma

Geriye donebilme

Kalp yetmezligi ve

mortaliteyle ilgisi

Hastahk
Basin¢ ya da hacim artisi

Kardiyomiyopati
viral, diabet,
alkolik/toksik)

(ailevi,

metabolik,

Miyosit voliimiinde artma
Yeni sarkomerlerin olusmasi

Kalp olciisiinde artma

Var

Var

ANP, BNP, B-MHC ve
a-skeletal aktinin

upregiilasyonu

SERCA2a ve a- MHC’nin

downregiilasyonu
Deprese olmus

Yag asidi

azalma

oksidasyonunda

Glukoz kullaniminda artma
Yok

Var

Aerobik egzersiz
Postnatal biiyiime

Hamilelik

Miyosit voliimiinde artma
Yeni sarkomerlerin olusmasi

Kalp olciisiinde artma

Yok

Yok

Relatif olarak degisme yok

Normal ya da artmis

Normal ya da artmis

Yag asidi oksidasyonunda

artma

Glukoz kullammminda artma
Var

Yok
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ANP: Atrial natriiiretik peptid, BNP: B-tipi natriiiretik peptid, p-MHC: p-miyozin agir zincir,
SERCAZ?2a: Sarkoplazmik retikulum Ca+2 ATP-az 2a, MHC: Miyozin agir zincir (49).

Fizyolojik ve patolojik hipertrofiyle ilgili yapilan mikroarray analizine gore tanimlanan
ortak ve farkli eksprese olan gen kiimeleri sekil 3’te gosterilmektedir. Patolojik hipertrofiyle ilgili
genlerin bliyiikk bir kismi; inflamasyon, apoptoz, kardiyak fotal genler ve oksidatif stress
kiimelerinden olusmaktadir. Fizyolojik hipertrofiyle ilgili genlerin ise; ¢ogunlukla hiicrenin canli
kalma, yag asidi oksidizasyonu, insiilin sinyal yolagi, epidermal biiyiime faktor yolagi ve 1s1 sok

proteini transkripsiyon faktoriiniin (HSF1) ekspresyonunda degisiklige neden olmaktadir (63).

Patolojik hipertrofi

Apoptotik gen HSF1 ekspresyonu
ekspresyonu
Protein

sentezi

Oksidatif stres Yag asidi oksidasyonu |

Hucre

inflamasyon byumesi
\

Instilin yolagi

\\ Ekstraseliiiler [

Glikolizis matriks EGF yolag |/

Kardiyak fétal genler Hiicre canhiligi |

Sekil 3: Fizyolojik ve patolojik KH’de ortak ve farkh eksprese olan gen kiimeleri (49).

2.5.3 Kardiyak Hipertrofiye Aracilik Eden Sinyal Yolaklar:

Mekanik strese maruz kalan kardiyak miyositler hemodinamik yiiklenmeye cevap olarak;
Anjiotensin Il (Ang Il), endotelin 1 (ET-1), insiilin-like growth factor 1 (IGF1), transforming
growth factor - (TGF- B) ve kardiyotrofin 1 (CT-1) gibi otokrin ve parakrin faktorleri salar. Bu
faktorler kardiyak hiicrelerde bulunan reseptorlerine baglanarak hiicre igi Sinyal yolaklarini aktive
ederler ve boylece hiicre biliyiimesi gerceklesir. Fizyolojik ve patolojik hipertrofinin

diizenlenmesinde proteinler ve sinyal yolaklari farkli rol oynamaktadir (Sekil 4).
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Insan ve hayvan ¢alismalarindan elde edilen bilgilere gére; fizyolojik ve patolojik uyariya
yanit olarak belli faktorler salinir. IGF1, egzersize cevapta ve postnatal gelisme esnasinda salinan
faktorlerden olup, (49) yiizme egzersizi yapan ratlarin kalplerinde IGF1’in seviyesinin arttigi
gosterilmistir (64). Profesyonel atletlerde kalbe 6zgii IGF1’in arttig1 belirtilmektedir (65). Basing
yiikselmesi; Angll, katekolaminler ve ET-1’in seviyesinde artmaya (66,67) ve kalp yetmezligi
olan hipertrofik hastalarda AnglI’nin olusumuna neden olmaktadir (68).

Kardiyak hipertrofiye aracilik eden en iyi tanimlanan sinyal yolaklari; IGF1-fosfoinositid
3-kinaz (PI3K, (p110a)) -Akt yolag1 ve Gaq sinyal yolag (G proteiniyle eslenik reseptorlerin
(GPCR) Angll, ET-1 ve katekolaminlerin aktivasyonuyla downstream olmasi) olup sekil 4’te

gosterilmistir.
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Sekil 4: Kardiyak hipertrofiye neden olan sinyal yolaklarinin sematik gosterimi (49)

Fizyolojik kardiyak hipertrofiyle ilgili diger sinyal yolaklari; gp130/JAK/STAT yolagi,
tiroid hormon yolagi ve 1s1 sok proteini transkripsiyon faktor 1 (HSF1) yolagi olarak ifade
edilmektedir. Patolojik hipertrofiyle ilgili anomalilerin PI3K (p110y), mitojenle aktive olan
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protein kinazlar (MAPKS), protein kinaz C (PKC) ve protein kinaz D (PKD) ve kalsinorin
yolaklariyla ilgili oldugu belirtilmektedir (sekil 4).

Fizyolojik ve patolojik hipertrofi arasindaki farkliliklarin ortaya c¢ikmasi; baslangig
uyarisinda, sinyal yolaklarinda, hiicresel cevaplarda ve kalp fonksiyonunda goriilen farkliliklara

bagli olarak gerceklesmektedir (Sekil 5).

Patolojik bilylime Fizyolojik bliylime

Kal'l‘l_i?ﬁ!'l'l'l‘fﬂ pati Hastahk (basing
Baslangig (aitevi, viral, yiiklenmesi) P:ftfml
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uyarani /
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I RTK l
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(p110a)
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Hiicresel
cevaplar Hiicre Ebatinda Arti Kardiyak Fibrozis

Protein Sentezi

Hiicre Ebatinda Arbis

Fotal Gen Ekspresyonu Hiicre Oliimii

Normal
ya da
gelismis

Sekil 5: Fizyolojik ve patolojik hipertrofi arasindaki farkhhiklarin gosterimi. Ang II:
anjiotensin 11, ET-1: endotelin-1, GPCR: G proteiniyle eslenik reseptor, IGF-1: insiilin like-
growth factor 1, MAPK: mitojenle aktive olan protein kinaz, NE: norepinefrin, PI3K

(p110a):fosfoinosit 3-kinaz p110a, RTK: reseptor tirozin kinaz (49).
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2.5.4 Tam Kriterleri

Transtorasik ekokardiyografi; insanlarda, sigan ve tavsan gibi deney hayvanlarinda yapisal
ve fonksiyonel kardiyak degisiklikleri tanimlamada  kullanilan giivenilir, non-invazif bir
yontemdir. Bu yontem, sporcu kalbinin degerlendirilmesinde son derece dénemli bir yere sahiptir

(69).

Sporcu kalbinde ekokardiyografiyle saptanabilen yapisal degisiklikler; uygulanan
egzersizin tipine, siddetine ve sikligina bagli olarak ger¢eklesmektedir. Sporcu kalbinin
gelisiminde egzersize ilave olarak; irk, cinsiyet, yas ve genetik faktorlerin de 6nemli rol oynadigi
belirtilmektedir. Yiizme ve uzun mesafe kosusu gibi dayaniklilik (dinamik, izotonik ve aerobik)
egzersizlerinde; sol ventrikiil kavitesinde genisleme ve duvar kalinliginda artma goriilmektedir.
Giires ve agirlik kaldirma gibi germe (statik, izometrik ve anaerobik) egzersizlerinde ise, sadece
sol ventrikiil duvar kalinlig1 artmaktadir. Sol ventrikiil duvar kalinliginda en fazla artisa neden

olan egzersizler; kiirek, bisiklet ve kanoculuk olarak belirtilmektedir (1).

2.5.5 Sporcu Kalbi

Sporcu kalbi genellikle kalp kiitlesinde benign bir artis olup, kronik egzersize fizyolojik

adaptasyonu gosteren morfolojik degisikliklerle karakterize olan bir yapiya sahiptir.

Kardiyak hipertrofinin egzersize cevapta koruyucu oldugu ifade edilirken, bazi durumlarda
kalp fonksiyonunu gelistirdigi ve kalp yetmezligini onledigi kabul edilmektedir. Kardiyak
hipertrofinin kalp yetmezliginin olugsmasma neden olup olmadigin1 anlayabilmek i¢in,
hipertrofiden kalp yetmezligine gegisten sorumlu olan molekiiler mekanizmalarin belirlenmesi son

derece onem tagimaktadir.

Spor yapan bireylerde kalbin genislemesiyle ilgili ilk gdzlem Isvegli klinisyen Henschen
tarafindan 1890 yilinda gergeklestirilmistir (70). Sporcular arasinda kardiyak hipertrofinin farkli
formlarmin tanimlanmasi ise Mongaroth ve ark. tarafindan 1975’de yapilmistir (71). Non-invazif
ve giiclii aletlerin gelismesi hem kardiyovaskiiler ¢alismalarda hem de sporcu kalbi tizerinde

yapilan ¢alismalarda artisa neden olmustur.
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2.6 GENOM

2.6.1 Tanim

Bir organizmanin, en temel yapisi olan hiicrenin sahip oldugu genetik materyalinin (gen
kapsamina giren ve gen yapist disinda kalan DNA boélgeleri) tiimii genom olarak

tanimlanmaktadir.

Genom bir organizmanin yapisi, islevleri, islevlerinin devamliligi ve gelecek nesillere

aktarilabilmesi i¢in gerekli olan biyolojik bilginin tiimiine sahiptir.

2.6.2 Yapisi

Karsilagtirmali genomiks ¢aligmalarindan elde edilen verilere gore, bir genomun protein
kodlayan bolgesindeki gen sayisinin yiiksek organizasyona sahip olan canlilarda daha fazla oldugu
bilinmektedir (72). Ancak genomun kodlamayan bolgesinde bulunan transkriptlerin sayisinin,
protein kodlayan bolgede yer alan genlerin sayisindan ve ¢esitliliginden daha fazla oldugu
gozoniine alindiginda; genomik bilginin igeriginin yeniden degerlendirilmesi giindeme gelmistir

(73).

Insan genomunun %80°den fazlasi transkribe olurken, genomumuzun sadece %2’lik kismi
protein kodlayabilme kapasitesine sahiptir. Kodlamayan genomun ¢esitliligi, incelenen
organizmanin fonksiyonel karmagikligi ile yakindan ilgilidir (72). Kodlamayan genomun
yapisinda ¢ok sayida kodlamayan RNA’lar bulunmaktadir. Kodlamayan RNA’lar, gelisim

slirecinde ve hastaliklarda yer alan molekiiler aglarin yapitasi olarak gorev yapmaktadir (73).

2.6.3 Gen Ekspresyonunun Diizenlenmesi

Yiiksek organizasyona sahip Okaryotik canlilarda gen ekspresyonunun diizenlenmesinde
cok sayida faktor yer almaktadir. Bir genin yapisinda 5° ve 3’ untranslated gen bolgeleri (UTR’lar)
ve intronlar bulunmaktadir. Bu boélgelerin gen ekspresyonunun diizenlenmesinde yer alan major
kisimlar oldugu ifade edilmektedir (Sekil 6). Yillarca DNA’nin intergenik bdlgelerinin
““‘degersiz’’ oldugu kabul ediliyordu. Ancak son zamanlarda bu bolgelerin gen ekspresyonunun

kontrol edilmesine 6nemli katkilarinin oldugu goriilmistiir (73,74). Kodlamayan dizilerde goriilen
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varyasyonlarin bireyler ve tiirler arasinda ortaya cikan fenotipik farkliliklara neden oldugu

belirtilmektedir (75).
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Sekil 6: Kodlamayan gen boélgesindeki diizenleyici elementler. Merkezdeki sekil tipik bir
geni gostermektedir (Ekzonlar gri renkle gosterilirken, turuncu renkteki dikdortgenler ise
intronik enhanser elementleri gostermektedir). A. Promotor bolgesi diizenleyici elementler:
Upstream ve downstream promotor elementleri kor promotor bolgesinin disinda yerlesmis
olup oklarla gosterilmektedir. B. 5> UTR’da bulunan diizenleyici elementleri

gostermektedir. C. 3’°UTR’daki diizenleyici elementleri gostermektedir (77).
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2.6.3.1 Promotor

Okaryotik promotor DNA’nin diizenleyici bdlgesi olup, genin upstream bdolgesinde yer
almakta ve transkripsiyon faktori II D’yi (TFIID) baglamaktadir. Boylece transkripsiyon baslama
kompleksinde bulunan yapilarin koordinasyonunu saglayarak ve RNA polimeraz II'nin temin
edilmesini kolaylastirarak — gorev yapmaktadir (76,77). Kor promotor genellikle ~ 80 bp
transkripsiyon baslama bolgesi (TSS) icermekte ve 2 farkli sinifa ayrilabilmektedir. Korunmus
TATA kutusu iceren promotorlar tek bir TSS’de transkripsiyonu baglatabilirken, CpG agisindan
zengin olan promotorlar ise ¢ok sayida TSS icermektedir (78). Promotora baglanan ¢ok sayida
motif bulunmaktadir. Boyle kompleks promotorlarin yapisinda enhanserlar, upstream ve
downstream promotor elementleri (UPE ve DPE) bulunmaktadir. Bu elementler transkripsiyon
faktorii baglanma bolgesini igerdigi icin transkripsiyonun baslamasini kolaylastirir. Kompleks
promotorlarda genellikle B-tanima elementi (BRE) bulunur ki bu element TFIID’yi taniyarak
RNA polimeraz II’nin baglanmasina ve baslaticit elementlerin (INR) taninmasina yardimci olur.
TATA-kutusu promotoru TFIID araciligiyla baglanmaktadir (76,77). Diger elementler insulator,
aktivator, represor icerirken daha nadir olarak da motif ten element (MTE), downstream kor
element (DCE) VE X-kor promotor element 1 (XCPELl) igerebilir. Bu elementler promotor
aktivitesine katkida bulunan elementler olarak tanimlanmaktadir (Sekil 6-a) (76). Kor elementler

bulunduklar1 pozisyona gore promotor aktivitesini pozitif ya da negatif olarak etkiler.

2.6.3.2 5'Untranslated Bolge (5’ UTR)

Protein kodlayan genlerin 5’ ucunda bulunan ve DNA’nin diizenleyici bolgesi olan
untranslated bolge (UTR), mRNA'ya transkribe olur ancak proteine doniisemez. 5" UTR g¢esitli
diizenleyici elementler icerir (Sekil 6-B) ve translasyonun baslamasinin kontroliinde 6nemli rol

oynar.

5" UTR’da bulunan yapilardan birisi cap’tir (Sekil 6-B). 5’ cap, prekiirsor mRNA'nin 5
ucunda bulunan ve 7-metil guanozin igeren bir yapiya sahiptir (79). Bu yapt mRNA'nin
translasyonu icin gereklidir. Cesitli okaryotik translasyonu baslatan faktorlerin  (elF)

baglanmasinda, 40S ribozomal alt iinitesinin baglanmasinin tesvik edilmesinde ve diger
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proteinlerin biraraya gelerek 43 S’lik erken baslatma kompleksinin (PIC) olusumunda gorev

yapar (80). Ayrica 5’ cap yapist mRNA'nin stabilizasyonunu saglar.

5" UTR’da bulunan bir diger yap1 da internal ribozom entry (IRES)’dir (Sekil 6-B). IRES,
mRNA diizenleyici bir motif olup, translasyonun baslamasini cap’den bagimsiz bir mekanizmayla
kolaylastirir. IRES, stres kosullarinda cap-bagimli translasyon inhibe edildiginde normal hiicresel
fonksiyonlarin devam edebilmesi icin gereklidir. Ayrica IRES, ribozomlara cap yapiSinin

eklenmesine izin verir (81).

2.6.3.3 ORF (Acik Okuma Cercevesi)

5" UTR’da bulunan upstream agik okuma ¢ercevesinde bulunan upstream AUG kodonu,
ana baglama kodonundan 6nce yer alir (82,83,84) (Sekil 6-B). uORF'ler; 5°’UTR’in yaklagik
%350’sinde bulunmakta olup, protein ekspresyonunu azaltir. uORF, mRNA seviyesini %30 ve
protein ekspresyonunu ise %30-80 oraninda azaltir (85). Ribozomun AUG’ye baglanmasiyla yeni
bir okuma c¢ercevesi olusabilir. Ana okuma g¢ergevesinin baslangicinda bulunabilir ya da

translasyonun etkinliginin degismesiyle downstream ekspresyonu etkileyebilir.

2.6.3.4 Intronik bolgeler

Intronlar 6n haberci MRNA'ya (pre-mRNA) transkribe olan DNA bolgeleri olup, splising
(kesip-¢ikarma) sirasinda olgun bir mRNA olusturmak igin ortadan kaldirilir (Sekil 6). Yani
alternatif splicinge katkida bulunur. Intronlar, kodlayan bolgede krosingover oranmi artirarak
protein seviyesinde farklilagsmay1 saglayarak evrimsel ¢esitlilige katkida bulunur. Transkripsiyonu
diizenleyen elementlerin taginmasina ve hizli degisimine neden olur. Protein ekspresyonuna
katilmayan RNA’larin diizenleyici bolgelerinin evrimsel olarak korunmasini saglar. mRNA'nin
nukleustan taginmasi ve yikilmasi i¢in sinyallerin verilmesine neden olur. Transkripsiyon ve

translasyonun ayrilmasina neden olarak énemli farkliliklarin ortaya ¢ikmasini saglar.

Intronlar gen ekspresyonunu negatif olarak etkilemektedir. Intronun organizasyonuna,

pozisyonuna ve uzunluguna bagl olarak gen ekspresyonunda degisiklikler goriiliir. Insan geni
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ortalama 5-6 intron icermekte ve ortalama uzunlugu 2.100 niikleotitden olusmaktadir. Insanlarda

ve diger hayvanlarda intronun uzunlugu genelde transkript seviyesiyle tersine iligkilidir.

2.6.3.5 Diizenleyici elementler: Enhanserlar

Enhanserlar DNA  segmentleri olup, genlerin transkripsiyonunu artirmaktadir.
Transkripsiyon faktorlerine baglanarak promotorla birlesir (86). Enhanserlar downstream siiregleri
de etkileyebilir (kromatin fibrillerinin gevsemesi gibi). Bu elementler ozellikle promotorla
etkilesmelerinin diginda; upstream, downstream ve distal elementlerin promotordan bagimsiz
olarak transkripsiyonu aktive edebilir. Enhanserlar transkripsiyonun ana diizenleyici elementleri
olup, birgok enhanserin, genlerin ekspresyon paternlerini tanimlamada 6nemli rol oynamaktadir

(87).
2.6.3.6 3’ Untranslated bolgesi (3’ UTR)

3" untranslated bolgesi (3’ UTR), protein kodlayan dizinin downstreamine yerleserek gen
ekspresyonunun posttranskripsiyonel seviyede diizenlenmesini saglayan bolgeler igermektedir
(Sekil 6-C). 3" UTR’da bulunan diizenleyici bolgeler; mRNA'nin stabilitesini, lokalizasyonunu,
poliadenilasyonu ve translasyonun etkinligini belirlemektedir. Memeli genomunda bulunan
korunmus bolgelerin ¢ogu 3’ UTR’da yer almaktadir. 3" UTR ¢ok sayida diizenleyici protein i¢in
de baglanma bolgesi olugturmaktadir (88) (Sekil 6-C).

2.6.3.7 Poly A tail

Poly A tail, RNA molekiiliiniin 3’ ucuna bir seri adenozin bazinin eklenmesinden olusur
(Sekil 6-C). mRNA’nin poly A bolgesine baglanan proteinler (PABP); gen ekspresyonunun
diizenlenmesinde, mRNA'nin taginmasinda, stabilitesinde, yikiminda ve translasyonunda 6nemli
rolleri bulunur (89,90). PABP’ler ¢esitli faktorlerin baglanmasini saglayarak gen ekspresyonunu
indirekt olarak diizenler (91). Poly A tail, memeli hiicrelerinde yaklasik 250 baz ¢ifti uzunlugunda

sentezlenmekte olup, stoplazmaya gectiginde kisalarak translasyonu baskilamaktadir (92).
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2.7 MikroRNA’lar

2.7.1 Tamm

MikroRNA’lar (miRNA) endojen, korunmus, tek zincirli, kii¢lik (yaklasik 22 niikleotid
uzunlugunda), kodlamayan RNA’lardir. miRNA’lar hedefleri olan haberci RNA (mRNA)'lar

araciligiyla gen ekspresyonunu post-trankripsiyonel seviyede diizenlemektedir (93).

miRNA’larn ilk kesti 1993 yilinda Victor Ambros ve arkadaslar1 Rosalind Lee ve Rhonda
Feinbaum tarafindan C. elegans adli nematodda larval gelisimin siiresini kontrol eden bir gen olan
lin-4 geninin kesfiyle baglamistir. Lin-4 geni, erken gelisim doneminde birinci larval donemden
ikinci larval doneme gegisi tesvik eder (94). Bu gen, mRNA’nin 3' UTR bélgesine baglanir ve
protein ekspresyonunu inhibe ederek gelisimin diizenlenmesini saglar (95,96). Lin-4 geni
kesfedildikten yedi yil sonra C. elegans 'da bir bagka gen olan let-7 geni kesfedildi. Let-7 RNA’s1
gec larval donemden yetiskin doneme gegisi tesvik eden bir gendir (94). Daha sonra insan ve
Drosophila genomlarinda let-7 geninin homologlari tanimlandi (97). Bir yildan daha kisa bir
slirede ugan canlilarda, solucanlarda ve insanlarda alinan kiigiik RNA’lar klonlanmistir. Zayif

kodlamayan RNA’larda toplamda 100’den fazla yeni genin bulundugu rapor edilmistir (98).

Insanlardan ve diger tiirlerden elde edilen biitiin miRNA’lar miRBase adli bilgi bankasinda
yer almaktadir. miRBase’de 223 tiirde 35.828 olgun miRNA iriiniiniin eksprese oldugu
belirtilmektedir (99). Bu miRNA’lar arasinda insan genomunda 2.588 olgun miRNA dizisi
kodlanmakta olup, bu miRNA’lar protein kodlayan genlerin yaklasik %60’m1 hedeflemektedir
(100).Her bir miRNA geni, 10’dan 100’e kadar farkli hedef genin diizenlenmesini saglamaktadir
(101). miRNA'lar, protein kodlayan hedef mRNA genlerinin 3’ UTR’inda bulunan komplementer
dizilere baglanarak mRNA'nin parcalanmasina ya da translasyonun baskilanmasma neden
olmaktadir (102). miRNA'nin 5’ ucunda 7-8 niikleotidlik hedef mRNA'nin komplementeri olan
seed bolgesi bulunmaktadir (103). miRNA ya translasyonu inhibe eder ya da hedefi mRNA’nin
degredasyonuna neden olabilir veyahut her ikisini birlikte yapabilir. Bu durum baglanma
bolgelerinin sayisina ve bu bolgelerle olan komplementerlik iligkisine bagli olarak degisiklik
gostermektedir (104). Beklenen hedef RNA’yla komplementer olan miRNA; hedef mRNA'y1
degrade ederken, hedef mRNA'ya tam komplementer olmayan diziler ise translasyonun

inhibisyonuna neden olmaktadir (103).
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2.7.2 Biyogenezi ve Fonksiyonlari

miRNA’larin biyogenezi miRNA genlerinin transkripsiyonuyla baslamaktadir (Sekil 7).
Oncelikle miRNA’lar nukleusta RNA polimeraz II tarafindan transkribe olarak binlerce baz
uzunlugunda, cap ve poliadenil yapilarini igeren primer transkriptleri (pri-miRNA) olusturur
(105). Bu pri-miRNA’lar katlanarak hairpin yapisi olusturarak tam olmayan baz eslesmelerine
neden olur. RNAaz III endoniikleaz olan Drosha ve ¢ift zincirli RNA baglayan Pasha (DiGeorge
kritik bolge 8 (DGCRS) proteini olarak bilinir) olarak adlandirilan niikleer mikroprosesor
kompleksleri araciligiyla kesilerek, hairpin yapisinda 70-100 niikleotidlik preliminary-miRNA’lar1
(pre-miRNA) olusturur (106).

pre-miRNA’lar nukleustan stoplazmaya RANGTP ve exportin 5 tastyicilart araciligiyla
taginir. Tagindiklar1 yerde diger bir RNAaz III enzimi olan Dicer tarafindan islenir (107). Dicer
araciligiyla pre-miRNA’lardan 18-24 niikleotidlik gegici dubleksler olusur. Bu dubleks yapiya
Argonaute proteini iceren miRNA ile ilgili multi-protein RNA-induced silencing complex (RISC)
eklenir (108). Bu asamada ¢ift zincirli miRNA’lardan biri olgun olarak segilirken, digeri star zincir

olarak adlandirilir ve hizli bir sekilde degrade olur (109).

Olgun miRNA’lar gen ekspresyonunu negatif olarak diizenlemektedir. miRNA'lar bu
diizenlemeyi hiicre i¢inde ya translasyonu baskilayarak ya da mRNA’nin degrade olmasini

saglayarak gerceklestirmektedir (110).

Baz1 intronik miRNA prekiirsorleri Drosha asamasini gegerek Dicer prosesine ugradiginda

olusan miRNA’larin alternatif bir yolagi temsil edebilecegi ifade edilmektedir (111).
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Sekil 7 : miRNA biyosentezinin sematik gosterimi (112)

2.7.3 Gen ekspresyonunun diizenlenmesinde miRNA’larin rolii

miRNA’lar; homeostatik kosullar altinda gen ekspresyonunu diizenlemektedir. Strese
maruz kalindiginda ya da hastalik proseslerinde miRNA’larin diizenleyici rolii ¢ok daha

onemlidir.

miRNA’larin hedeflerinin tanimlanmasinda kisa dizi pargalarinda meydana gelen baz
eslesmelerinden yararlanilir. Potansiyel miRNA’larin hedeflerini belirlemek i¢in c¢esitli
algoritmalar gelistirilmistir. Bu algoritmalarin genis listelerinde c¢ok sayida yanlis pozitif
hedeflerin bulunmasi hiicresel ag bilgilerinde gereksiz bilgilerin ortaya c¢ikmasina neden
olmaktadir (113).
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Onceden yapilan calismalarda bir miRNA’ nin tek bir hedef geninin oldugu ve bu hedef
geni araciligryla tek bir biyolojik siiregten sorumlu oldugu ifade ediliyordu (Sekil 8-a).

Daha sonra yapilan galismalarda biyolojik siireglerde yer alan miRNA’larin birden fazla
hedefinin oldugu ve miRNA'in bu hedeflerini inhibe ederek gen regiilasyonunu diizenledigi

belirtilmektedir (Sekil 8-b).

Daha kompleks bir seviyeden bakilirsa, tek bir miRNA geninin birden fazla biyolojik
stireci igeren diizenleyici aglarin olusmasina katkida bulunmaktadir (Sekil 8-c). miRNA temelli
aglarin hiicresel davraniglart nasil kontrol ettigini gosterebilmek icin DNA, RNA ve protein
tizerindeki etkilerini gosteren teknikler kullanilmaktadir. Kullanilan bu tekniklerle ilgilenilen

aglarin Kombinasyonlarindan yararlanmak son derece 6nemlidir (114).

miRNA'larin hedef genlerini ve yer aldiklar sinyal yolaklarini belirlemek igin ¢esitli bilgi
bankalar1 kullanilmaktadir. Bu bilgi bankalarindan en yaygin olarak kullanilanlari; miRBase,
miRwalk, Qiagen Ingenuity Pathway Analysis (IPA) ’dir (99).
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Sekil 8: mMIRNA temelli gen ekpresyonu diizenlenmesinin farkli modelleri
(115).

miRNA'lar kardiyovaskiiler sistemde yliksek oranda eksprese olmasina ragmen
(116), memeli kardiyovaskiiler sisteminde miRNA’larin biyolojik rolii 2005 yilindan beri
bilinmektedir (117).Yapilan c¢aligmalara gore miRNA’larin sadece kardiyovaskiiler
gelismede degil ayn1 zamanda kardiyovaskiiler hastaliklarda da rol aldigi belirtilmektedir
(118).

2.7.4 Dolasimda Bulunan miRNA’lar

Kanda bulunan miRNA’lar 2008 yilinda kesfedilmistir. Dolagimdaki miRNA’larin
plazmada, trombositlerde, eritrositlerde ve nukleuslu kan hiicrelerinde bulundugu saptanmistir.
Plazmada bulunan miRNA’lar stabil formda olduklar1 i¢in miRNA’larin kaynatmaya, diisiik ya da

yiiksek pH’ya, oda 1s1sinda uzun siire saklamaya ve tekrarlayan dondurup-¢6zmeye kars1 dayanikl
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olduklar1 belirtilmektedir (119,120). Dolasimda bulunan miRNA’larin konsantrasyonlart ¢ok
diisiiktiir. miRNA’lar dolasima salindiktan sonra RNaz araciligiyla degradasyona ugrar. Salinimi
ve korunmalarmi saglayan mekanizmalarin anlasilmasiyla birlikte miRNA’larin potansiyel
biyolojik 6zellikleri hakkinda bilgi edinilecektir.

miRNA'larin ¢esitli mikropartikiillerde (eksozom, mikrovezikiil ve apoptotik cisimler) ya
da RNA baglayan proteinlerde (Argonaute 2) ya da lipoprotein komplekslerinde (yiiksek
yogunluklu lipoprotein: HDL) degradasyondan korunmak igin paketlendikleri belirtilmektedir
(Sekil 9).

i = e )
RNA baglayan proteinler

(Ago-2, NPM1)

Pre-miRNA

HDL

ﬁ
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Sekil 9: miRNA'larin hiicresel salinma mekanizmalar: ve ekstraselliiler tasinma sistemleri
(121).




30

El-Hefnay ve ark. plazmada bulunan RNA’larin degradasyondan korunmak igin protein ya
da lipid vezikiillerine katildigini ilk defa gostermistir. Eksozomlar 50-100 nm biiyiikliigiinde
kiigiik vezikiiller olup, endozomdan koken alir ve multivezikiiler cisimler (MVB) plazma
membraniyla birlestiginde hiicrelerden salinir. Mikrovezikiiller eksozomlardan daha biiytik (0.1-1
um) membran vezikiilii olup, plazma membraninda bulunan ¢ikintilar aracilifiyla hiicrelerden
salinir. Apoptotik cisimler, apoptoz esnasinda hiicrelerden dokiilen ve 0.5-2 pm boyutunda en
biiylik mikropartikiillerdir (121).

miRNA'larin depo edildikleri yerler, salinmalar1 ve alici hiicreler tarafindan alinmalariyla ilgili
farkl1 hipotezler ortaya atilmistir. Bu hipotezlerden birine gére, miRNA’larin lipit vezikiillerinde
depolandigi, apoptotik hiicre 6liimiinden sonra salinan miRNA’larin aterosklerotik lezyonlarda

biriktikleri ifade edilmektedir. miRNA’larin mikrovezikiillere, mezensimal kok hiicrelerine ve
monosit-endotel hiicrelerine de alinabildikleri belirtilmektedir. miRNA i¢eren mikrovezikiillerin

salinmasiyla miRNA’larin alic1 hiicreye alinarak gen ekspresyonunu diizenlemektedir.

mikroRNA’larin salinmasi ..
Alici hiicrelere alinmasi

Hiicre dlimii/nekrozisten

sonra pasif salinma

Vs
/ cisimler

Mikrovezikiiller Mezensimal k&k hiicreler

. o o Eksozomlar Monositler-EH
O
\ Protein ?

(miR-126)

?
Apoptotik % Aterosklerotik lez 1
yonlar

koempleksleri a
(Arge, NPM1)

Lipoproteinler % BHK hiicrelerinde

(HDL) SR-BlI'nin asirn ekspresyonu

Sekil 10 : MikroRNA’lar1 degredasyondan koruyan mekanizmalar: EC: Endoteliyal hiicreler,
HDL: Yiksek dansiteli lipoprotein, Argo: Argonaute, NPM-1: Niikleofosmin-1, SR-B1:
Scavenger reseptorii B sinifi iiyesi 1, BHK: Bebek hamster bobregi (122)
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Kardiyovaskiiler aragtirmalarda serumda ya da plazmada kolay bir sekilde 6lgiilebilecek

giivenilir bir belirtecin tanimlanmasi son derece dnem tagimaktadir.

2.7.5 Kardiyovaskiiler Sistemin Gelisiminde miRNA’lar

Memeli embiryogenezi esnasinda ilk olusan organ kalptir. Anterior mezodermin primer
kalp alaninda bulunan mezodermal 6nciiller, ventromediyal olarak gog ederek lineer kalp tlipiiniin
sekillenmesine neden olur. Mezodermal kardiyak onciillerin ikinci grubu ikinci kalp alani olarak
bilinmekte olup, faringeal mezodermden kdken alir ve primer kalp alaninin mediyal ve anterior
kismina yerlesir. Bu hiicreler kalp tilipliniin arkasindan go¢ ederek kalp tiipliniin anterior ve
posterior kutuplarina gelir. Diizglin olmayan biiyiime ve yeniden yapilanmaya bagl olarak kalp
tiipiiniin saga dogru katlanmasiyla primitif ventrikiillerin ve atriyumlarin olusmasina yol agar.
Daha yiiksek organizmalarda kalbin olgunlasmasi; boliimlere ayrilmasiyla ventrikiillerin ve
atriyumlarin olusumuna, kapaklarin olusumuna ve kan damarlarinin ¢ikisina neden olmaktadir.
Primer kalp alanindaki hiicrelerin ¢ogu sol ventrikiile, bir kismi da sag ve sol atriyuma katkida
bulunur. ikinci kalp alan1 sag ventrikiiliin ¢ikis yolunun biiyiik bir kismina ve atriyumlarin ise bir
kismina katkida bulunur (123,124). Kardiyak ndral krest hiicreleri dorsal noron tiiplinden ¢ikis

yolunun i¢ine dogru go¢ etmektedir (125).

2.7.5.1 miR-1/ miR-133 ailesi

miR-1 ve miR-133a’nin ekspresyonu kalp ve iskelet kasina 6zgii olarak gergeklesir. miR-
1/miR-133’lin kalp kasindaki transkripsiyonu serum response factor (SRF) tarafindan diizenlenir
(126,127) (Sekil 11). Kardiyomiyositlerde SRF, miR-1/miR-133’iin enhanser bdlgelerine
baglanarak miRNA ekspresyonunu diizenlemektedir. miR-1/miR-133 aile {iyeleri kalbin
gelisiminde 6nemli rol oynamaktadir. Gelisen kalpte miR-1’in asir1 ekspresyonu; ventrikiiler
kardiyomiyosit proliferasyonunda azalmaya, ventrikiil duvarinda incelmeye ve sonugta kalp

yetmezligine neden olmaktadir (127).

mMiR-1’in énemli hedeflerinden biri Hand2 olup, ventrikiiler kardiyomiyosit gelismesinde
yer alan bir transkripsiyon faktoriidir (127). Hand2 geninde delesyon olan farelerin
embiryolarinda, embiyonik yagamin 10,5. giinde kalp yetmezligine bagli 6lim goriilir (128). miR-

1-2, kardiyak morfogenezi, elektriksel ileti ve kardiyak hiicre siklusunun kontroliinii
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diizenlemektedir. 3° UTR’da SRF ve Cyclin D2 miR-133a igin fonksiyonel baglanma bolgeleri
icerir. Bu bulgular miR-133a-1 ve miR-133a-2’nin kalp gelisiminde, gen ekspresyonunda ve

kalbin fonksiyonunun diizenlenmesinde son derece énemli roliiniin oldugunu gosteren isaretlerdir

(129).

Yetiskin kemirgen ve insanlarin kalbinde miR-1 ve miR-133"iin degisen ekspresyonlarinin
kalp yetmezligiyle ilgili oldugu belirtilmektedir (130). miR-133; protein sentezini, fotal gen
ekspresyonunu ve atrial natriiiretik faktoriin periniikleer ekspresyonunu artirarak miyosit

hipertrofisine neden olmaktadir.
Insiilin-like growth faktdr 1 (IGF-1)/Insiilin-like growth faktdr 1 reseptorii sinyal yolag
kalp kasiin biiylime yonlendirilmesinde ve fonksiyonunda 6nemli rol oynamaktadir. IGF-1 ve

IGF-1 reseptorii miR-1’in hedefleridir. Foxo3a; IGF-1 sinyal yolaginin bir komponenti olup, miR-

1’in ekspresyon seviyesini transkripsiyonel olarak diizenlemektedir (131).

2.7.5.2 MyomiRler: miR-208a, miR-208b ve miR-499

MyomiRler miR-208a, miR-208b ve miR-499 olup; sirayla Myh6, Myh7 ve Myh7b
genlerinin intronlarinda bulunur (132). miR-208a’nin hedefinin delesyonu kalpteki hizli iskelet
kasinin ektopik aktivasyonuna neden olarak, kardiyak hipertrofi ve miyokardiyal fibrozise karsi
korumaktadir. miR-208a eksik olan farelerde kardiyak strese cevapta gerekli olan B-MyHC
ekpresyonu upregiile olmamigtir. Buradan yola ¢ikilarak miR-208a’nin embiryogenezde ve kalp
gelisiminde gerekli olmadigi belirtilmektedir (133). Yetiskin fare kalbinde sistemik olarak anti-
mirin uygulanmasiyla mir-208a inhibe edilerek; patolojik miyozin degisikliginin olusmasi
Oonlenmis ve kardiyak yapilanmanin yeniden diizenlenmesiyle kalp fonksiyonunun devam
ettirilmesi saglanmistir (134). miR-208b ve miR-499 ise yavas miyofibrilleri aktive edip hizli

miyofibrilleri baskilayarak kas fibrillerinin 6zellesmesini saglamaktadir (132).
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2.75.3 miR-17/92 grubu

miR-17/92 grubunda; miR-17, miR-18a, miR-19a, miR-20a, miR-19b ve miR-92a’dan
olusan 6 adet miRNA bulunmaktadir (135).

Fonksiyon kaybi calismalari miR-17/92 grubunun kalbin gelisiminde kritik bir roli
oldugunu agiga c¢ikarmistir. miR-17/92 mutantlarinin dogumdan kisa bir siire sonra 6ldiigii ve

bunlarda ventrikiiler septal defekt oldugu belirtilmektedir (135).

mMiR-17/92 grubu, ikinci kalp alaninda bulunan Kardiyak onciil hiicrelerin miyokardiyal
farklilagmasi ile ilgilidir. Kemik morfogenetik proteinler olan Bmp2 ve Bmp4, miR-17/92 grubu
araciligiyla miyokardiyal farklilasmay1 gergeklestirir. miR-17/92 grubu, kardiyak onciil genleri
olan IsI1 ve Tbx1’in ekpresyonunu baskilamaktadir (136) (Sekil 11).

Fonksiyon kazanimi ¢alismalarinda miR-17/92 grubunun organ ebatinin diizenlenmesinde
yer aldigi vurgulanmaktadir. miR-17’nin asir1 ekspresyonu kalbi de igeren organ biiyiimesinde
azalmaya neden olmaktadir. Buna karsilk miR-17/92 grubunun asir1 ekspresyonu,
kardiyomiyositlerin hipertrofisini ve hiperplazisini tesvik etmektedir. Son zamanlarda transgenik
miR-17/92 grubunun kardiyomiyositlerde asir1 ekspresyonunun embiryonik, postnatal ve yetiskin
kalbinde kardiyomiyositlerin proliferasyonu igin gerekli oldugu belirtilmektedir. miR-17/92
grubunun yetiskin kardiyomiyositlerinde asir1 ekspresyonunun, kalbi miyokard enfarktiisiiniin

neden oldugu yaralanmaya kars1 korudugu ifade edilmektedir (137).

2.7.5.4 miR-15 ailesi

miR-15 ailesinin tiyeleri postnatal donemde kardiyomiyositlerdeki mitozun durdurulmasini
diizenlemektedir. miR-15 ailesi miR-15a, miR-15b, miR-16, mMiR-195 ve miR-497’den
olusmaktadir. Bu ailenin iiyesi olan miR-195’in hedefi, hiicre siklusunu kontrol eden kinaz 1 geni
(Checkl)dir. miR-15 ailesi, yenidoganda kardiyomiyositlerdeki hiicre siklusunun durdurulmasini
yonetir (138). miR-15 ailesi yenidoganda kalp rejenerasyonunu, postnatal kardiyomiyositlerin
proliferasyonunu inhibe ederek gerceklestirir (Sekil 11). Erken postnatal donemden yetiskinlik

donemine kadar miR-15 ailesinin inhibisyonu, yetiskin kalbinde miyositlerin proliferasyonunu
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artirdig1 ve farede miyokard enfarktiisiinden sonra sol venrikiiliin sistolik fonksiyonunu gelistirdigi
belirtilmektedir (139).

miR-1 miR-133  miR-15 family
1«1 Y 1
Fendr hand2 cyclinD2 SRF  chekd

NS

¢cok odacikh kalp
postnatal biiyiime

noral krest
¢ok odacikh kalp

iyl

kardiyak hilal lineer kalp tiipii bélmeli kalp tiipi

R S~ Y SN
KM farkhlasmas:

A 4
KM obroliferasvonu

KM proliferasyonu
Cikis yolu gelisimi

KM proliferasyonu
kalp alani birlegmesi

! bt tot

mesp1 islt  thxi Mccel  Relb

t T T Ay

Bvt miR-17~82 nd11949 n413445

Sekil 11: Kalbin embiryonik gelisimi esnasinda kodlamayan RNA’larin fonksiyonel rolii
(140).

2.7.6 Kardiyak rejenerasyonda miRNA’lar

Yetiskin kalbinde, kardiyomiyosit iiretimi asir1 derecede diisiik oldugu igin kardiyak
rejenerasyon kapasitesi kisitlidir. Bundan dolay1 kardiyak rejenerasyonun altinda yatan hiicresel ve
molekiiler mekanizmalar1 anlamak son derece Oonem tasimaktadir. Yetiskin kalbinde kardiyak
rejenerasyona neden olan 3 strateji bulunmaktadir. Bu stratejiler; (1) hasarlanan miyokarda

eksojen Onciil kok hiicrelerinin transplante edilmesi, (2) kalan 6nciil kok hiicrelerinin olgun
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kardiyomiyositlere farklilasmasinin tesvik edilmesi ve (3) varolan kardiyomiyositlerin
proliferasyonunu artirmak seklinde ifade edilmektedir. Yapilan ¢aligmalarda 1. ve 2. stratejilerde
hasarlanmis kalbin korunmasi i¢in; yetiskin kok hiicrelerinin, pluripotent kok hiicrelerinin ya da
hiicrelerin yeniden programlanmasi kullanilmaktadir. 3. stratejinin uygulanabilmesi i¢in

kardiyomiyosit rejenerasyonunu igeren endojen sinyal yolaklarinin artmasi son derece dnemlidir

(141).

Insan kalbinde gériilen rejenerasyon orani fareden ya da sigandan daha diisiiktiir. Yetiskin

insan kalbinde kardiyomiyosit turnoveri yasla birlikte giderek azalmaktadir (142).

Kodlamayan RNA’lar kalbin gelisiminde, hastalik ve tamir siirecinde yer alan 6zellesmis
biyolojik siireglerden sorumludur. Bu siiregler; transkripsiyonel diizenlenmeyi, post-

transkripsiyonel gen kontroliinii, epigenetik kontrolii ve niikleer genomun organizasyonunu

icermektedir (142-144).

Kodlamayan RNA’larin diizenleyici etkilerini; kardiyomiyositlerin proliferasyonu,
kardiyomiyositlerin  farklilagmasi, kardiyomiyositlerin ~ canliligini stirdiirmesi ~ ve

kardiyomiyositlerin yeniden programlanmasi olarak kategorize edebiliriz (141).

2.7.7 Kardiyomiyositlerin proliferasyonu

Insan neonatal kardiyomiyositlerinin proliferasyonunu artiran miRNA’lar yeni ydntemler
kullanilarak goriintilenmis ve 204 adet miRNA’nin kontrol grubuyla kargilastirildiginda
proliferasyonu 2 katin {izerinde artirdigi tanimlanmistir. Bu miRNA’lardan miR-590 ve miR-
199a’nin hem in vitro hem de in vivo’da kardiyomiyosit proliferasyonunu tesvik ettigi ve hiicre
siklusunu aktive ettigi gosterilmistir. Yanisira miR-1825, miR-518 ve miR-302b’nin kalbe 6zgii
etkilerinin oldugu da goriilmistiir (141).

Kalpte miR-17-92 ailesinin transgenik asir1 ekspresyonu; embiryonik, postnatal ve erigkin
kalbinde fosfataz ve tensin (PTEN)’I inhibe ederek kardiyomiyositlerin proliferasyonuna neden

oldugu belirtilmektedir (145).

miR-302-367, gelisimsel ve yetiskin donemde kardiyomiyosit proliferasyonunu tesvik
ettigi ifade edilmektedir (146). miR-302-367 nin gegici asirt ekspresyonu, Hippo sinyal yolagi
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araciligiyla kardiyomiyositlerin proliferasyonunu arttirirken, kardiyak fibrozisi azalttigi ve

yaralanmadan sonra kardiyak fonksiyonun gelismesine neden oldugu bildirilmektedir.

Kalpte miR-222’nin asir1  ekspresyonu kardiyak yeniden yapilanmaya direng
gosterilmesine ve iskemi/reperfiizyon yaralanmasindan sonra fonksiyon bozukluguna neden
olmaktadir. miR-222’nin inhisyonunun ise egzersize cevap olarak olusan kardiyak biiyiimeyi

bloklamaktadir.

Kariyomiyositlerin proliferasyonuna neden olan miRNA’lar oldugu gibi kardiyak
rejenerasyonu baskilayan miRNA’lar da bulunmaktadir. 1 ile 10 giinliik fare kalbinde yapilan bir
calismada, miR-15 ailesinin hiicre siklusunda bulunan gesitli genlerin baskilanmasina ve postnatal
hiicre siklusunun durmasina aracilik ettigi gosterilmistir (147). miR-15 ailesi postnatal
kardiyomiyosit proliferasyonunu baskilayarak neonatal kalp rejenerasyonunu modiile etmektedir.
Bunun da postnatal kardiyak rejeneratif kapasitenin kaybina yol agtigi belirtilmektedir (148).
Erken postnatal donemden eriskin doneme kadar olan siirede miR-15 ailesinin inhibisyonu;
kardiyomiyositlerin proliferasyonunu artirirken, miyokard enfarktiisiinden sonra sol ventrikiiliin

fonksiyonunda diizelmeye neden oldugundan bahsedilmektedir (148,149).

miR-1 ve miR-133 hem kalp kasinda hem de iskelet kasinda eksprese olur ve
transkripsiyon faktorleri olan serum response factor (SRF), miyosit enhancer factor-2 (Mef2) ve
myogenic differentiation (MYOD) tarafindan diizenlenir (150). Farede gelisme esnasinda miR-
I’in asir1 ekspresyonu; kalp transkripsiyon faktorii ve noral krestten koken alan protein 2 (Hand
2)’yi baskilayarak kardiyomiyosit proliferasyonunu inhibe ettigi gosterilmistir (150-152). miR-
133a’nin  asir1  ekspresyonunun kardiyomiyosit proliferasyonunda azalmaya neden oldugu

bildirilmistir (153) (Sekil 11).

2.7.8 Kardiyomiyositlerin Farkhilagsmasi

miRNA'lar; kardiyak onciillerin kardiyomiyositlere farklilasmasinda ve bu durumun

devam ettirilmesinde 6nemli rol oynamaktadir (154).

miR-1; kardiyomiyosit proliferasyonunda azalmayr Hand2’yi baskilayarak gerceklestirir.
Fonksiyon kaybi ve kazanimi iizerine yapilan ¢alismalarda miR-1’in hiicre proliferasyonunu

inhibe ettigi ve farklilasmay1 tesvik ettigi gosterilmistir (155-157).
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miR-133"iin yoklugunda ise miyositlerin SRF ve G1/S-spesifik cyclin-D2 (CyclinD2) *nin
aktivasyonuyla cogaldigi belirtilmektedir. miR-133, kardiyak proliferasyon ve farklilasmay1
inhibe etmektedir (158).

MiR-499’un asir1 ekspresyonu kardiyak onciil hiicrelerinin proliferasyonunu azaltirken,
fare embiryonik kok hiicrelerinde kalbe 6zgii transkripsiyon faktorleri olan GATA4 ve Mlc-2v’yi
upregiile ederek kalp atisin1 diizenleyen embiryonik cismin olusumunu tesvik etmektedir (156). in

vivo ve in vitro ¢alismalar miR-499’un kardiyak farklilagsmayi tesvik ettigini géstermektedir.

Kodlamayan RNA olan H19’un down regiile olmasi embiryonik kok hiicrelerinin

kardiyomiyositlere farklilagmasini tesvik etmektedir (159).

2.7.9 Kardiyomiyositlerin Canhihgim Siirdiirmesi

Kardiyomiyositlerde iki farkli hiicre oliimii sekli olan apoptozis ve nekroza, kalp
hastaliklarinin ilerledigi asamada rastlanmaktadir (160).

Apoptozis ya da programli hiicre 6liimii ekstrinsik ve intrinsik olarak bilinen iki farkli
yolagin aktivasyonu sonucunda olusur. Ekstrinsik yolakta ekstraselliiler 6liim molekiilleri aktive
olur. Bu 6liim molekiilleri TNF-alfa ya da FAS-ligandi olup, hiicresel 6liime yol agan intraselliiler
sinyal yolaklarini aktive eder (161).

Intrinsik apoptotik yolak mitokondri araciliiyla gerceklesmekte olup (162), pro-apoptotik
ve anti-apoptotik tiyelerden olusan BCL-2 protein ailesi tarafindan diizenlenmektedir (163). Pro-
apototik {iye olan Bax normalde stoplazmada bulunur. Bax, hiicresel stresi takiben BCL-2 ile
heterodimer olusturarak hiicre Oliimiinii tesvik etmek i¢in mitokondriye tasinir. Bax’in
translokasyonu mitokondriden sitokrom C’nin salinimina neden olarak kaspaz-3, kaspaz-9 ve bir
seri downstream apoptotik olaylarin aktivasyonuna yol acar (164).

Sicanlarda adenoviriis araciligryla miR-21’in asir1 ekspresyonu kardiyak fibrozisi 24 saatte
% 29 oraninda azaltmaktadir. Ayrica 2 haftada ventrikiil capini azalttigi ve miyokard
enfarktiisinden sonra enfarktiisli bolgede apoptozu azalttigi gosterilmistir (165,166). Bu

caligmalar miR-21’in kardiyak canli kalmay1 ve apoptozu tesvik ettigini gostermektedir.

miR-24, miR-21 ile benzer fonksiyonlara sahip olup; kardiyak apoptozu azaltirken, BH3-
domain-igeren-protein (Bim)’i baskilayarak hiicre sayisini %53 oraninda artirmaktadir. Fare

miyokard enfarktiisi modelinde, mMiR-24’iin asir1 ekspresyonu kardiyak apoptozise karsi
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koruyucudur (167). Bir miyokard enfarktiisii modelinde, kardiyak onciilii hiicrelere miRNA
kokteyli (miR-21, miR-24 ve miR-221) aktarilmis ve bu hiicreler miyokarda enjekte edildiginde
Bim’in kontroliinde kalp yetmezligini azalttig1 goriilmistiir (168). miRNA kokteylinin kardiyak
progenitér hiicrelere aktarilmasinin kalp hiicrelerinin canli kalmasin1 artirarak kardiyak

fonksiyonu gelistirmektedir.

miR-199a hipoksik kosullarda hipoksi-inducible factor (Hif)-1’in upregiilasyonu
araciligiyla kardiyomiyositlerde down regiilasyona neden olmaktadir. miR-199a hipoksiyle ilgili
yolagin diizenlenmesinde kritik bir rol oynamaktadir ve hipoksik hasarin oldugu yerde apoptozisi

azalttig1 belirtilmektedir (169,170).

miR-34a kalbin yaslanmasina neden olmaktadir. In vivo miR-34a’nin asir1 ekspresyonu
yasa bagli durumda kalp yetmezligine neden olur. Miyokard enfarktiislii farelerde miR-34a’nin
inhibisyonu kardiyak fibrozisi azaltirken, kardiyak fonksiyonun gelismesine neden olur. miR-34a
bu gorevini serine/threonine-protein phosphatase 1 regulatory subunit 10 (PNUTS)’u aktive
ederek gerceklestirir (171).

miR-320 ile yapilan in vivo ve in vitro calismalarda kalpte iskemi/reperfiizyon
yaralanmalarinda miR-320 6nemli oranda artmistir. Kalpte in vivo ve ex vivo iskemi/reperfiizyon
yaralanmalarindan olusan ¢alismalarda, miR-320’nin fonksiyon kazanmasinin enfarktiis 6l¢giisiinde

ve apoptozda artisla sonuglanmaktadir (172).

miR-29’un down regiile olmasi kalbi iskemi/reperfiizyon yaralanmasina Kkarsi
korumaktadir. Bu koruyucu etkiyi proapoptotik molekiil olan Bax’in ekspresyonunu azaltmayla ve

anti-apoptotik molekiil olan Bcl2’nin ekspresyonunu artirarak gergeklestirmektedir (173).

Asint strese maruz kalindiginda 6rnegin oksijen ve besin eksikliginde kardiyomiyositler
nekroza gitmektedir. Nekroz, apoptoz ve otofajiden farkli karakteristik 6zellikler gostermektedir.
Hiicre hacminde artma, organellerin sismesi, membran igeriginin parcalanmasi ve ATP kaybi gibi
kompleks morfolojik degisiklikler gozlenmektedir (174). Nekrozu takiben kardiyomiyositlerin
hiicresel igeriklerinin ekstraselliiler ortama salinmasi ciddi patolojik sonuglara neden olan
inflamatuar reaksiyonlarin tetiklenmesine yol agmaktadir (175).

Onceden nekrozun disardan gelen giiclii zararli etkilere bagli olarak pasif bir sekilde
gergeklestigi diistiniiliiyordu. Oysa simdilerde nekrozun apoptoza benzedigi ve cesitli yolaklar
tarafindan kontrol edildigi kabul edilmektedir. Programli hiicre o6liimii olarak kabul edilen

nekrozun (176), nekroptozis olarak adlandirilmasi gerektigi belirtilmektedir. Bu diizenli hiicre
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Olim yolaginin ¢ogunlukla TNF-alfa araciligiyla receptor interacting protein 1 ve 3 (RIP1 ve
RIP3) kinazlarin aktivasyonuyla gergeklestigi ifade edilmektedir (177).

Nekroz, mitokondriyal igerigin parcalanmasiyla da olusabilmektedir (178). Bu sekilde
olusan nekroza bagli olarak ATP’de azalma, reaktif oksijen tiirleri (ROS)’nin iiretimi, organelde

hasar ve sisme gibi degisiklikler gozlenir (179).

2.7.10 Kardiyomiyositlerin Yeniden Programlanmasi

Son zamanlarda in vitro yapilan bir ¢alismada, miR-1, miR-133, miR-208 ve miR-499’dan
olusan kombinasyonun janus kinase (JAK) inhibitorii uygulandiktan sonra fibroblastlarin
kardiyomiyosit benzeri hiicrelere yeniden programlandigi dogrulanmistir (180). Kardiyak yeniden
programlanmanin artmasi kardiyak fibrozisin azalmasina ve kalp fonksiyonunun gelismesine

neden olmaktadir (181).

Bunlarin yanisira birtakim ¢alismalarda bilindigi izere miR-302 ailesi, miR-290 ile benzer

dizilere sahip olup fibroblastlarin olgun kardiyomiyositlere programlanmasini artirmaktadir (182-
184).

Ayrica diger bir g¢alismada miR-17-92, miR-106b-25 ve miR-106a-363 grubunun
fibroblasttan kardiyomiyosite yeniden programlanma siirecinde yiliksek oranda eksprese olduklari
rapor edilmistir. miR-106b-25 grubunda bulunan miR-93 ve miR-106b’nin upregiilasyonu yeniden
programlanma faktorlerinden 3’iinlin (Oct3/4, Sox2 ve KIf4) ya da bunlara ilave (c-Myc)’nin

artmasina neden olmaktadir (185).

Uzun kodlamayan RNA’lar (IncRNA-ROR), fibroblastlarin indiiklenmis pluripotent kok
hiicrelerine (IPS) ya da kardiyomiyositlere yeniden programlanmasini regiile etmektedirler (186).
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Sekil 12: Kardiyak rejenerasyonda yer alan kodlamayan RNA’lar (141)
—p  Aktivasyonu gostermektedir.

—| : inhibisyonu gostermektedir.
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2.8 KARDIYAK HiPERTROFIDE miRNA’LARIN ROLU

miRNA’lar; kardiyak hipertrofiye 6zgii olan sinyal yolaklarini (miR-133, miR-1, miR-9,
miR-98, miR-199b, miR-23a) ve ubikitinlesme siireglerini (miR-199a) etkileyerek, sarkomerin
kompozisyonunda (miR-1, miR-133, miR-208a/b ve miR-499) ve interselliller haberlesmede
(MiR-29 ve miR-21) degisiklige bagh olarak kardiyak hipertrofinin gelismesini diizenlemektedir
(115) (sekil 13).

Kardiyak Hipertrofi

Sarkomerin
organizasyonu

MiR-133 ) miR-1
miR-1 | miR-195a | miR-133

‘ Hiicrelerarasi iletisim

miR-29
miR-21

Sinyal yolaklan ‘ Ubikdtinlesme

miR-9 miR-208a/b
miR-98 miR-493
miR-23a

miR-199b

miR-195
miR-18b

sematik gosterimi (115)

pro-hipertrofik
miRMAlar
miR-18b
miR-195
miR-133a
miR-133b
miR-208
miR-21
miR-23

mir-499 J

anti-hipertrofik
miRNAlar

miR-1
miR-133
miR-29
miR-9
miR-98

-

Sekil 13: KH’nin gelisiminden sorumlu olan miRNA’larin yer aldig siireclerin
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2.9 FIiZYOLOJIK KARDIiYAK HIPERTROFIDE miRNA’IARIN ROLU

Fizyolojik kardiyak hipertrofiye neden olan yolaklar; insulin like-growth faktér (IGF-1),
PI3/Akt /mTOR, MAPK ve p53 sinyal yolagi olarak belirtilmektedir (sekil 14). Kemi ve ark.
kardiyak Akt /mTOR sinyal yolagiin aktivasyonunun ya da inaktivasyonunun fizyolojik ve
patolojik hipertrofide farklilik gésterdiginden bahsetmektedir (187).

Sekilde yer alan miRNA’larin apoptozu ve hiicre 6liimiinii diizenleyebilecegi vurgulanmaktadir.
Ayrica bu miRNA’larin patolojik ya da fizyolojik hipertrofiyi de belirleyebilecekleri ifade
edilmektedir (sekil 14).

Fizyolojik kardiyak hipertrofide yer alan miRNA’lar; miR-19b, miR-30, miR-133b, miR-
208b, miR-99b, miR-100, miR-191a, miR-22 ve miR-181a olarak ifade edilmektedir. Bu
miRNA’lardan upregiile olanlar; miR-19b, miR-30, miR-133b ve miR-208b’dir. Down regiile
olanlar ise; miR-99b, miR-100, miR-191a, miR-22 ve miR-181a’dir (188).

[ miR-99b, 1001] [ miR-lBlal] [ miR-22 l] [ miR-181a l]
1 1 1 1

Egrl, Cd4,
[ IGF1R, Akt, mTOR t] Caspd, socs4 CDKE Sirt1, SpLI MAPK1, TNFa,
P53

N\

GATAS

Kronik egzersiz / Hamilelik

ava

PTEN, MuRF1, B2, 1] [ CaMIKIIG, Egfrl, CyclinD, Nelf-a, THRAPL,

Atrogin-1, aCryB Bcl2 RhoA, Ccd42 Myostatin

T T T T
[ r'm'R—133bf] [ miR-zosb‘tJ

Sekil 14: Fizyolojik kardiyak hipertrofinin miRNA’lar tarafindan diizenlenmesi . Kardiyak
hipertrofinin gelisiminde yer alan miRNA’larin ve hedef genlerinin sematik gosterimi (188)

> . Aktivasyonu gostermektedir.

—| : inhibisyonu gostermektedir.
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Farkli ¢alismalarda siganlara uygulanan yiizme egzersiziyle olusturulan fizyolojik kardiyak

hipertrofi sirasinda eksprese olan miRNA’lar, hedef genleri ve kardiyovaskiiler sistemdeki

fonksiyonlar1 karsilastirmali olarak Tablo 2’de gosterilmistir.

Tablo 2: Kalpte kardiyak hipertrofi esnasinda 6nemli oranda upregiile ve downregiile olan

miRNA’lar ve hedef genleri gosterilmektedir (188).

miRNA Hedef geni Calisma sonucu Kardiyak sistemdeki rolii (Once yapilan
calismalarin sonucunu gostermektedir)
miR- 19b PTEN, MuRF, | Fizyolojik hipertrofide onemli | Kardiyak hipertrofiyi pozitif olarak
Bcl2,  Atrogin-1, | oranda upregiile olmaktadir. diizenlemektedir. Hiicre canliligini
aCryB artirirken, apoptozu negatif olarak
diizenlemektedir (189).
miR- 30 CaMKII, Egfrl, | Fizyolojik hipertrofide onemli | Patolojik hipertrofide mir-30 ailesi down
Bcl2 oranda upregiile olmaktadir. regiile olmaktadir (190).
miR-133b CyclinD, Nelf-A, | Fizyolojik hipertrofide o6nemli | Patolojik hipertrofide mir-133
RhoA, Ccd42 oranda upregiile olmaktadir. upregiile olmaktadir (191).
miR-208b THRAP1, Fizyolojik hipertrofide o6nemli | Kalp yetmezligi sirasinda miR-208a’nin
Myostatin oranda upregiile olmaktadir. inhibisyonu kalp fonksiyonunun
gelismesini ve canh kalmayi
saglamaktadir (192).
miR-99b IGF1R, Akt, | Fizyolojik hipertrofide o6nemli | mir-99a/let-7c grubu epigenetik faktorleri
mTOR oranda downregiile olmaktadir. degistirerek kardiyomiyogenezi kontrol
etmektedir (193).
miR-100 IGF1R, Akt, | Fizyolojik hipertrofide o6nemli | mMiR-100 kalp yetmezligi sirasinda
mTOR oranda downregiile olmaktadir. upregiile olmaktadir (194).
miR-191a Egrl, Cd4, Casp4, | Fizyolojik hipertrofide onemli | miR-191a’nin kardiyak sistemdeki rolii
SOCS4, p53 oranda downregiile olmaktadir. belirtilmemistir. Alzheimer hastaliginda,
diyabette ve farkh kanser tiirlerinde
farkh eksprese olmaktadir (188).
miR-22 CDKS, Sirl, Spl Fizyolojik hipertrofide onemli | miR-22, stresin neden oldugu kardiyak
oranda downregiile olmaktadir. hipertrofide ve remodelingde énemli rol
oynamaktadir (195).
miR-181a MAPKI1, TNFa, | Fizyolojik hipertrofide onemli | miR-181a, kardiyovaskiiler sistemde
GATA4 oranda downregiile olmaktadir. inflamasyona  cevapta  onemli rol

oynamaktadir (196).
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210 DENEYSEL OLARAK OLUSTURULAN KARDIYAK HIiPERTROFI
MODELLERINDE KULLANILAN EGZERSIZ CESITLERI

Egzersizin neden oldugu kardiyak hipertrofiyle ilgili molekiiler mekanizmalar1 anlamak
icin deney hayvanlarinda yapilan ¢aligmalara ihtiya¢ duyulmaktadir. Deney hayvani olarak sigan
ve fare kullanilmakta olup; bu hayvanlara kosu bandi, tekerlek cevirme ve ylizme egzersiz
modelleri uygulanabilmektedir. Yiizme egzersizinin, kosu bandi ya da tekerlek ¢evirmenin

fizyolojik hipertrofi olusturma agisindan esit derecede etkili oldugu vurgulanmaktadir.

Yiizme egzersizi; hayvanlarin belirlenen siirede su tankinda yer degistirmesiyle baglar.
Uygulanan egzersiz programinin siiresi ve siddetine bagli olarak meydana gelecek cevabin
biiyiikliigiinde farkliliklar goriiliir. Ylizme egzersizinin stiresi farkliliklar géstermekte olup, giinde
1 saatten olusan 1 haftalik yiizme egzersizinden sonra dahi adaptasyonel degisikliklerin gorildigi
ifade edilmektedir (197). 4 veya 6 haftalik, giinde 60 ya da 90 dk siireyle, haftada 1 ya da 2 kez
yapilan yilizme egzersizinin ortaya ¢ikan cevabin bityiikligini etkilemeyecegi belirtilmektedir.
Viicut agirhgmin %2 ya da %4’ kadar disardan uygulanan agirliklarin daha fazla hiicre

hipertrofisine neden olarak cevabi etkileyebilmektedir (198).

Suyun sicakligi fizyolojik hipertrofiyi linear olmayan bir sekilde etkilemektedir. Geng
siganlarda 25 °C’de yapilan yiizme egzersizinin, 35 °C’de yapilan yiizme egzersizine gore daha
fazla kardiyak hipertrofiye neden oldugu belirtilmektedir. Suyun sicakliginin 30-36 °C arasinda
olmast benzer hipertrofik cevap olustururken, 38 °C olmasi hipertrofinin olugmasini olumsuz
yonde etkilemektedir (199). Su tankinin derinligi, hayvanlarin sayis1 ve suyun hareketi de olusan

cevabi etkileyen diger faktorler olarak gosterilmektedir (200).

2.11 Cahsmada Kullanilan Molekiiler Yontemler

2.11.1 Mikroarray Yontemi

Mikroarray yontemi binlerce genin ekspresyonunu tanimlamada kullanilmaktadir. Bu
yontemde, belli sayida noktalarin oldugu inert bir yiizey bulunmaktadir. Her nokta tek bir tiire ait
niikleik asite ilgisi olan problardan olusmaktadir. Isaretli biyolojik materyal ve prob arasindaki

hibridizasyon sonucu sinyal agiga ¢ikar. Elde edilen sinyalin seviyesine bakilarak biyolojik
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ornekteki genin ekspresyonu hakkinda bilgi edinilir. Mikroarray yonteminin avantaji, biiyiik
miktarda DNA dizisine ihtiyag¢ duymamasi ve ayni anda binlerce genin goriilebilmesini
saglamasidir (201,202).

Mikroarray yontemi; DNA, protein, doku, hiicresel ve kimyasal igerikli mikroarray olmak
tizere g¢esitli alt gruplara ayrilir. DNA mikroarraylerinden en yaygm olarak kullanilan
mikroarrayler, afimetriks oligoniikleotid ¢ipleri ve spot cDNA arrayleridir (203,204). Bizim

calismamizda afimetriks oligoniikleotid ¢ipleri kullanilmustir.

2.11.1  Afimetriks Gen Cip Yontemi

Mikroarrayler 25 niikleotid uzunlugundaki problar1 kullanmaktadir. Her gen dizisi 12-20
farkli prob ¢iftiyle temsil edilir. Her prob cifti, tam eslesen ve yanlis eslesen oligoniikleotitlerden
olugsur. Tam eslesen prob ilgili gen dizisine komplementerken, yanlis eslesen probda bazlarin
merkezinde bulunan bir baz yanlis eslesir (13. baz). Yanhs eslesen prob, floresan 6lgtimleri
kullanarak her non-spesifik hibridizasyon sinyalini ya da kontaminasyonu tahmin etmektedir
(205,206).

Biyolojik materyalden total RNA ya da mRNA izole edilir. Total RNA, reverse
transkripsiyon PCR yéntemi kullanilarak c¢ift zincirli c¢DNA’ya doniistiiriiliit. In vitro
transkripsiyonla cDNA’dan biotinle isaretli cRNA iiretilir. Biotinle isaretli cRNA daha kiigiik
segmentlere ayrilir ve arrayde hibridize olur. Bir seri yikamayla hibridize olmayan materyal
uzaklastirilir. Array, biotinli cCRNA'ya bagl uygun floresan boyayla inkiibe edilir. Array bir
tarayiciya yerlestirilerek floresan boyamanin isimast ol¢iiliir (207). Isimanin siddetine bakilarak

ilgili gende bulunan mRNA seviyesi tahmin edilmeye ¢alisilir.

Oligoniikleotid arrayler, spesifik bir dalga boyuna sahip bir ya da iki floresan boya kullanarak
sinyallerin birbirinden net bir sekilde ayirt edilmesini saglar (Sekil 15). Tek boya metodunda,
referans ve test arrayleri arasinda karsilastirmaya izin verir. Iki boyali metodda, aym arrayde iki
ornegin ekspresyon profilleri karsilagtirilir. En sik kullanilan floresan boyalar siyanin-3 (yesil) ve
siyanin-5 (kirmizi)tir. Hibridizasyonun derecesi kirmizi ve yesil spektrum arasinda goriilmektedir.
Hibridizasyondan sonra slidelar konfokal tarayiciyla taranarak her boya icin floresan siddetinin
Olciimii ve her noktanin aydinligi hakkinda bilgi verir. Sinyal siddetlerinin 6l¢limiiyle,

kontrol/referansa gore test orneklerinde bulunan mRNA tiirlerinin miktar1 rélatif olarak tanimlanir.
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Sekil 15: Mikroarray yonteminin sematik gosterimi (208).

2.11.2 Gercek Zamanh Polimeraz Zincir Reaksiyonu (REAL-TIME PCR)

Real-Time PCR yontemiyle; genotipleme, SNP (tek niikleotit degisikligi) analizi, portatif

gen ¢alismalar1 (gen-knockdown ¢aligmalart) gibi kalitatif ve kantitatif analizler yapilmaktadir.

Real-time PCR sisteminin temelini, flouresan igimalarin tespiti ve miktarin belirlenmesi
olusturmaktadir (209). Sinyal artisi, PCR iiriin artisiyla orantili olarak gergeklesir. Her bir PCR
dongiisiinde gergeklesen flouresan 1s1ma kaydedilerek, baslangigtan itibaren iirlin artigina hangi

noktada ulasildig1 es zamanli olarak izlenir.

DNA amplifikasyonu flouresan sistemlerden biri olan SYBR Green yontemi kullanilarak
gerceklestirilmektedir. Bu yontemde SYBR Green 1 gibi ¢ift zincirli DNA’ya baglanabilen (non-

spesifik amplifikasyon ve primer dimerizasyonu dahil), diziye spesifik olmayan bir boya
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kullanilir. SYBR Green soliisyon halinde ¢ok az 1s1ma yaparken, ¢ift zincirli DNA’ya baglaninca
giiclli 1s1maya neden olur. Floresan isaretli proba ihtiya¢ duyulmamasi yonteme avantaj
saglamaktadir. Esikdeger dongiisii (threshold cycle = CT); triindeki ilk anlamli artisin oldugu
noktayr belirtir. CT degeri; sistemin ¢alismaya baslamasindan itibaren {iriin olusmasin1 ve
logaritmik lineer faza gegis noktasini gostermekterir. Logaritmik faza yakinlik, reaksiyonun
giiciiniigosterir.

Diger kantitatif PCR yontemlerinin aksine Real-Time PCR’da, PCR firiinlerinin
kontaminasyonunu Onlemeye ve Orneklerin elektroforeze tabi tutulmasina gerek duyulmaz

(210,211).
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2. GEREC VE YONTEM

3.1 CALISMADA YER ALAN HAYVANLAR ve DENEY GRUPLARI

Calismaya, Bezmialem Vakif Universitesi Hayvan Deneyleri Yerel Etik Kurulu’nun

02.10.2014 tarihli Etik Kurul Onay Raporu dogrultusunda baglandi.

Bezmialem Vakif Universitesi Arastirma Merkezi biinyesindeki Hayvan Deneyleri
Boliimiinden, agirliklart 300-350 gr arasinda olan 15 adet Sprague-Dawley cinsi erkek sican temin
edildi. Egzersiz protokoliiniin uygulanmasi ve siganlarin bakimi ayni1 merkezde gerceklestirildi.
Bu merkezde; 12 saat aydinlik ve 12 saat karanlik uygulamasina, ortamin iyi havalandirilmasina,
siganlarin standart kafeslerde barindirilmasina, besin ve su kisitlamasi olmamasina dikkat edildi.
Calisma; egzersiz grubu (n=9) ve kafes i¢indeki aktivite ile sinirli olan kontrol grubu (n=6) olarak

ikiye ayrildi. Gruplardaki siganlarin sayisi; yapilan power analizine gore belirlendi.

Aecrobik egzersizle kardiyak hipertrofi olusturmak igin yiizme egzersiz modeli kullanilda.
Yiizme egzersizi; 35 cm derinliginde ve 50 cm ¢apinda, pleksiglastan yapilmis silindirik 2 adet su
tank1 kullanilarak gerceklestirildi. Tanklara konulan suyun sicakligi 30-32 °C arasinda olacak

sekilde ayarlandi.

3.2 EGZERSIZ PROTOKOLU

Siganlar egzersiz programina baslamadan Once alistirma egzersizine tabi tutuldu. Bu
stire¢c7 giin olup; 1. ve 2. giin 20 dk, 3. giin 30 dk, 4. ve 5. giin 40 dk, 6. ve 7. giin 50 dk’lik
stirelerle yiizme egzersizi uygulandi. Daha sonra 10 hafta kardiyak hipertrofi olusturacak aerobik
egzersiz protokolii uygulandi. Bu protokoliin 8 haftalik boliimiinde sicanlara 60 dk siireyle, giinde
1 kez, haftanin 5 giinii yiizme egzersizi uygulandi. 9. haftada giinliik egzersiz 2’ye ¢ikarildi, 10.
haftada giinliik egzersiz 3’e ¢ikarilarak protokol tamamlandi (212).

Kalbin boyut ve fonksiyonlarmin degerlendirilmesi igin egzersiz programi oncesinde ve
sonrasinda her iki grubumuzda bulunan tiim siganlara intraperitonal olarak Ketamin (45 mg/kg) ve

Ksilazin (5 mg/kg) anestezisi altinda ekokardiyografi yontemi uygulandi.
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3.3 EKOKARDIYOGRAFI

Ekokardiyografik ol¢timler Cerrahpasa Tip Fakiiltesi Fizyoloji Anabilim Dali’nda bulunan
S12-4 transdiiseri olan Philips HD7 XE ultrason sistemi (Philips Medical Systems, Andover,
Massachusetts) kullanilarak gergeklestirildi. M-mode ve Doppler (100 ya da 150 mm/s hizla
taranarak) dlgiimler yapildi. Olgiimler Amerikan Ekokardiyografi Dernegi tarafindan kabul edilen
ilkelere gore gerceklestirildi (213). Hayvanlarin gogiis kafesi traglandi ve hayvanlar sol lateral
dekiibitus pozisyonunda tutuldu. Sol ventrikiiliin papiller kas seviyesinde iki boyutlu goriintiisii
kaydedildi (214). M-mode araciligiyla sol ventrikiiliin internal ¢ap1 (sistolik ve diyastolik),
interventrikiiler septum ve posterior duvar kalinligi (diyastol sonu) 6lgiildii. Biitiin gozlemler ayni

gozlemci tarafindan, ayn1 oda ve giinde 6gleden sonra yapildi.

Olgiilen parametreler: Diyastolik interventrikiiler septum kalinligi (IVS), diyastolik sol
ventrikiil ¢ap1 (LVDd), posterior duvar kalinligi (LPWT), sistolik sol ventrikiil ¢ap1 (LVDs), sol
ventrikill ejeksiyon fraksiyonu (LVEF) ve sol ventrikiil fraksiyonel kisalma (LVFS)’den
olusmaktadir. Sol ventrikiiliin kiitlesi; LV mass = 1,04 x ELVDd + LVPW + IVS)*- LVDd?’] gr

formiiliine gore hesaplandi.

3.4 ORNEKLERIN TOPLANMASI

Egzersiz program: sonrasinda siganlarin anestezi altinda 6nce kalpten kan 6rnegi alindi

daha sonra molekiiler ve histolojik analizler yapilmak iizere kalp dokusu alind1.

RNA kolay degrade oldugu i¢in kalbin sol ventrikiilii ¢ikarilir ¢ikarilmaz kiigiik parcalara
ayrilarak sivi azotta donduruldu. Kan ornekleri jelli biyokimya tiiplerine alindiktan yaklasik 10 dk
sonra, 3000 rpm’de 10 dakika santrifiij edildi. Elde edilen serum &rnekleri DNase-RNase-free
ependorf tiiplere konularak iige ayrildi. Doku ve serum 6rnekleri -80 °C’lik derin dondurucuda
calisma giinline kadar saklandi. Alinan serum orneklerinden dolasimda bulunan miRNA’larin

analizi yapild1.
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35 MOLEKULER ANALIZLER

RNA izolasyonu

Dokularin homojenizasyonu seramik boncuklu DNase-RNase-free (Lysing Matrix D 2 ml-
MP BiO) tiipler kullanilarak yapildi. Buz iizerine konulan bu tiiplere aliarak igerisine 400 pl lysis
buffer soliisyonu konuldu. Kalp dokusundan 50 mg tartilarak lysis buffer soliisyonuna konuldu ve
FastPrep®-24 6rnek hazirlama sistemi (M.P. Biyomedicals Irvine, California, USA) kullanilarak
dokular homojenize edildi. Elde edilen homojenattan total RNA izolasyon kiti (Genup ™

TotalRNAKIt-Biotechrabbit) kullanilarak total RNA izolasyonu yapildi.

Dolagimda bulunan miRNA’larin analizi i¢in de total RNA izolasyonu; her bir serum
orneginden 400 pl alinarak, ayni kit ve protokol takip edilerek yapildi. Hem doku hem de serum

orneklerinden elde edilen total RNA’larin miktar ve saflig1 6l¢iildii.

RNA’nin miktar ve safligimin olclimiinde spektrofotometrik yontem kullanildi. RNA
orneklerinin saf suya kars1 260 ve 280 nm dalga boylarindaki absorbans degerleri okundu. RNA

Olgtimiinde 260 nm’de okunan 1 optik dansite 40 pg/ml konsantrasyonunu ifade etmektedir.

Orneklerin  RNA konsantrasyonunu hesaplamak icin; C (ug/ml)= Absorbans degeri
(OD340)x40 formiiliinden faydalanildi.

Daha sonra OD2g0/OD2gg oran1 hesaplanarak RN A ’nin saflik derecesi belirlendi.

Egzersiz ve kontrol gruplarinda bulunan si¢anlarin kalp dokularindan elde edilen RNA’lar
her bir grup i¢in bir tiipte 50 ng/ul olacak sekilde esit miktarda karigtirilarak havuz olusturuldu.
Olusturulan havuzdan tiim genomun miRNA agisindan taranmasi mikroarray yontemiyle yapildi.

Calismanin bu asamas1 hizmet alimi seklinde gerceklestirildi (Ay-ka Ltd. Sti).

miRNA’larin kantitasyon analizinin yapilabilmesi i¢in dncelikle total RNA’nin yapisinda
bulunan miRNA’lardan cDNA sentezi kit (qScript ™ microRNA Synthesis Kit-VWR)
kullanilarak yapildu.
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cDNASentezi

MIiRNA’larin yapisinda polyAdenin (polyA) gruplari bulunmaz. Orneklerden izole edilen
miRNA’lara birinci asamada polyA kuyrugu eklendi. Calismanin protokolii;

Komponentler Hacim
Poly (A) Tailing Buffer (5x) 2ul
Poly (A) Polimeraz 1wl
Niikleaz-free su 4 ul
MikroRNA drnegi 3ul
Son hacim 10 pl

PCR yapild1 (37 °C’de 1 saat ve 70 °C’de 5 dk).

Ikinci asamada polyA eklenen RNA’lar kullanilarak cDNA sentezi yapildi. Protokolii;

Komponentler Hacim
Poly (A) RNA 10 pl
MiRNA-cDNA Reaksiyon mixi oul
aScript Revers Transkriptaz 1l
Son hacim 20 ul

PCR yapildi (42 °C’de 20 dk ve 85 °C’de 5 dk).
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Ucgiincii asamada cDNA sentezinin kontrolii Rat U6 housekeeping geni kullanilarak Real-

Time PCR yontemiyle gerceklestirildi. Protokolii:

RT-PCR_Karisimi Hacim
SYBR Green SuperMix (2x) 10 nl

Forward primer (Rat U6) 0.4 nl
Revers primer (Universal PCR primer) 0.4l
Niikleaz-free su 8.2 ul
Template (cDNA) 1l
Son hacim 20 pl

Pre-inkiibasyon/aktivasyon asamasinda 95 °C’de 2 dk, PCR siklusunun (40 siklus)
denatiirasyon asamasinda 95 °C’de 5 sn, annealing agmasinda 60 °C’de 15 sn, extensionda 70
°C’de 15 sn ve melting curve analizinde 0.5 °C’lik artiglarla 70 °C’den 90 °C’ye inkiibasyon
uygulanarak 0.2 sn’de bir okuma yapacak sekilde PCR protokolii uygulandi.

Elde edilen cDNA'lar kullanilarak up ya da down regiile olan miRNA’larin kantitasyon

analizleri Real-time PCR yontemiyle yapildi.

REAL-TIME PCR (Ger¢ek Zamanh Polimeraz Zincir Reaksiyonu)

Calisma, BIORAD-CFX Connect Real-Time PCR sistemi ile Perfecta®® SYBR Green
FastMix® Reaction Mixes-VWR kiti kullanilarak gerceklestirildi.
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Tablo 3: miRNA mikroarray analizinden sonra validasyonda kullanilan genlerin primer dizileri

miRNA’lar Primer dizileri
rno-miR-194-5p G TAACAGCAACTCCATGTGG
rno-miR-350 CACAAAGCCCATACACTTTC
rno-miR-132-3p AACAGTCTACAGCCATGGTC
rno-miR-98-5p GAGGTAGTAAGTTGTATTGT
rno-miR-192-5p TGACCTATGAATTGACAGC
rno-miR-106b-5p AAAGTGCTGACAGTGCAGA
rno-miR-466b-2-3p TATACATACACACATACAC
rno-miR-290 TCTCAAACTATGGGGGCA
rno-miR-6332 CAGGGACTGCAAGGAGCCG
RT-PCR Karisim Hacim
SYBR Green FASTMix (2x) 7.5 ul
Forward primer 0.3 ul
Revers primer 0.3 ul
Niikleaz-free su 4.9 ul
Template 2 ul
Son hacim 15 ul

PCR karigimindan 13 pl alinarak 6rneklerin tlizerine pipetlendi ve amplifikasyon gozlendi.

PCR Siklusu Protokolii

Baslangi¢ denatlirasyonu ==>95°C 30 s,
PCR siklusu (30-45) ==>95°C 10 s,
Extension =—>60°C 30 s,

Melting Curve —>60°C’den 95°C’ye 5s
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Real Time-PCR’dan elde edilen sonuglardan yola cikarak gen ekspresyonundaki rolatif
degisikliklerin hesaplanmasinda Livak’in delta delta CT (AACt ) metodu kullanildi. Her bir 6rnek
cift olarak calisildi. Housekeeping geni olarak sican U6 geni segildi. Ornekler, U6 ekspresyonu
kullanilarak standardize edildi (ACy). Standardize edilen rneklerin rélatif kantifikasyonu 2 4%

formiiliine gore hesaplandi (215).

3.6 HISTOLOJIK ANALIZLER

Mayer Hematoksilen eozin ve Masson-Goldner ile Boyama

Elde edilen kalp dokularimin yarist %10’luk nétral tamponlanmis formaldehit icerisinde
1 hafta fikse edildi. Fiksasyonun ardindan artan alkol serilerinden gegirilerek dokular parafine
gomiildi. Parafin bloklardan 4pm kalinliginda kesitler alindi.

Isik mikroskobu altinda histopatolojik olarak skorlamalar yapildi. Skorlama nekroz,
kanama ve interselliler 6dem dikkate alinarak yapildi. Her bir veri igin 0: Degisiklik yok;
1: Hafif degisiklik; 2: Orta derecede degisiklik; 3: Siddetli degisiklik seklinde degerlendirme
yapildi.

Apoptotik Hiicrelerin Belirlenmesinde Kullanmilan TUNEL Yontemi

Apoptotik hiicrelerin belirlenmesinde TUNEL (terminal deoxynnucleotidyl transferase-
mediated dUTP-X nick end labelling assay, Roche- 11 684 795 910-kit) floresan boyama teknigi
kullanilda.

Apoptotik hiicre sayisi her bir kesitte X20 biiylitmede rastgele secilen 20 alanda TUNEL

pozitif hiicreler sayilarak elde edildi.

Hiicre Proliferasyonunun Degerlendirilmesi

Prolifere olan hiicrelerin  nukleus antijenlerinin immiinohistokimyasal olarak
belirlenmesinde Histostain™-Plus proliferatif hiicre c¢ekirdek antijeni (PCNA) boyama Kiti

(Invitrogen PCNA Staining Kit, Katalog numarasi: 93-1143) kullanildi.
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3.7 ISTATISTIKSEL YONTEMLER

Egzersiz ve kontrol gruplarinda ekokardiyografik oOl¢iimlerin analizinde grup ici
kiyaslamalarda Wilcoxon Whitney testi ve gruplar arasindaki farkliliklar1 géstermek igin Mann-

Whitney U testi kullanildi.

Her iki gruptan elde edilen kan ve kalp dokularinda ekspresyonu belirlenen genlerin
istatistiksel degerlendirilmelerinde, non-parametrik testlerden Wilcoxon Whitney ve Mann-

Whitney U testleri kullanildi.

Kalp dokusunda histopatolojik degisikliklerin 6nem derecesinin belirlenmesinde de
Mann-Whitney U testi kullanildi.

[statistiksel olarak p < 0,05 anlaml: olarak kabul edildi.



3. BULGULAR

4.1 GRUPLARA AIT EKOKARDIYOGRAFIK OLCUMLERIN SONUCU

Tablo 4: Ekokardiyografiyle kalp fonksiyonunun degerlendirilmesi
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Olgiilen Egzersiz grubu (n=8) Kontrol grubu (n=6)
parametreler Egzersiz oncesi Egzersiz sonrasi ilk 61¢iim Son 6l¢iim
Agirhik (gr) 384,63 + 8,78 *A 352,38 + 20,74 388,00 £+ 26,42 * 411,67+ 30,02
IVS (mm) 1,55+£0,13 * 1,60 + 0,14 1,59 + 0,07 1,58 + 0,08
LPWT (mm) 1,57 £0,12 * 1,61 £ 0,14 1,61 £ 0,10 1,61 £ 0,09
LVDd (mm) 4,70 0,33 * A A 4,91 + 0,31 5,24 £0,25 5,25 +0,32
LVDs (mm) 2,55 +0,39 * 2,70 = 0,35 2,82 +0,32 2,85 + 0,41
LVmass (gr) 0,38 £ 0,06 * A 0,43 + 0,07 0,47 + 0,01 0,47 £ 0,02
LVEF (%) 76,59 + 8,01 * 75,81 £5,97 76,88 + 5,48 76,05 + 7,38

IVS, interventrikiiler septum kalinligi, LPWT, posterior duvar kalinligi, LVDd, sol ventrikiil diiyastolik ¢ap1, LVDs,

sol ventrikiil sistolik ¢api, LVmass, sol ventrikiil kiitlesi, LVEF, sol ventrikiil ejeksiyon fraksiyonu. K, Kontrol

grubu; E, Egzersiz grubu, p < 0.05.

* 1 Grup i¢i kiyaslamalar1 gosterir.

A : Gruplar arasi kiyaslamalar1 gosterir.
* veA: p<0,05

**veAA:p<0,01

Egzersiz programi sonrasi elektrokardiyografi 6l¢glimiinde 1 adet sigan 6ldiigii i¢in kayit

alinamadi. Calisgmamizda ekokardiyografi degerlendirmesi yapilan sigan sayisi 8’dir.
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4.2 MOLEKULER ANALIZLERIN SONUCU

Egzersiz grubu ve kontrol grubunda yer alan siganlarin tiim genomu mikroarray
yontemiyle tarandi ve Kkardiyak hipertrofiyle ilgili olabilecek 128 adet miRNA geninin
ekspresyonunda farklilik oldugu belirlendi. Bu miRNA’lardan 119 tanesinin upregiile ve 9
tanesinin ise down regiile oldugu goriildii (Tablo 5,6). Tablo 5 ve 6’da miRNA’larin fold change

degerleri, regiilasyon diizeyleri (up/down) ve erisim numaralar1 yer almaktadir.

Tablo 5: Upregiile olan miRNA’lar

miRNA’lar Fold Change Regiilasyon Erisim numarasi
rno-miR-194-5p 15,5 Up MIMAT0000869
rno-miR-350 13,22 Up MIMATO0000604
rno-miR-132-3p 11,26 Up MIMATO0000838
rno-miR-98-5p 10,26 Up MIMAT0000819
rno-miR-192-5p 9,49 Up MIMAT0000867
rno-miR-505-3p 7,88 Up MIMATO003380
rno-miR-106b-5p 6,13 Up MIMATO0000825
rno-miR-21-5p 5,78 Up MIMAT0000790
rno-miR-140-5p 5,69 Up MIMAT0000573
rno-miR-34a-5p 5,52 Up MIMATO000815
rno-miR-20a-5p 5,04 Up MIMATO0000602
rno-miR-19b-3p 4,64 Up MIMAT0000788
rno-miR-24-2-5p 4,63 Up MIMAT0005441
rno-miR-28-5p 4,61 Up MIMATO000800
rno-miR-30e-5p 4,6 Up MIMATO000805
rno-miR-339-5p 4,56 Up MIMAT0000583
rno-miR-499-5p 4,44 Up MIMAT0003381
rno-miR-450a-5p 4,34 Up MIMATO0001547
rno-miR-490-3p 4,34 Up MIMAT0012823
rno-miR-872-3p 4,3 Up MIMAT0005283
rno-miR-125b-2-3p 4,26 Up MIMAT0026467

rno-miR-1839-5p 4,2 Up MIMAT0024843




rno-miR-27a-3p 4,11 Up MIMATO000799

rno-miR-26b-5p 4,08 Up MIMAT0000797
rno-miR-7a-1-3p 4,06 Up MIMAT000607
rno-miR-29b-2-3p 4,03 Up MIMATO004717
rno-miR- 22-5p 4 Up MIMATO00003152
rno-miR-15b-5p 3,96 Up MIMAT0000784
rno-miR-17-5p 3,91 Up MIMAT0000786
rno-miR-106b-3p 3,89 Up MIMAT00004727
rno-miR-451-5p 3,81 Up MIMATO0001633
rno-miR-503-3p 3,79 Up MIMATO0017224
rno-miR-342-3p 3,77 Up MIMAT0000589
rno-miR-133a-5p 3,75 Up MIMAT0017124
rno-miR-185-5p 3,72 Up MIMATO0000862
rno-miR-345-3p 3,7 Up MIMATO004655
rno-miR-101b-3p 3,61 Up MIMAT0000615
rno-miR-10a-5p 3,6 Up MIMAT0000782
rno-miR-30b-5p 3,56 Up MIMATO0000806
rno-miR-27b-3p 3,55 Up MIMATO000798
rno-miR-374-5p 3,55 Up MIMAT0003208
rno-miR-532-5p 3,55 Up MIMAT0005322
rno-miR-20b-5p 3,49 Up MIMAT0003221
rno-miR-30c-1-3p 3,4 Up MIMATO0004719
rno-miR-425-5p 3,38 Up MIMAT0005314
rno-miR-143-3p 3,36 Up MIMAT0000849
rno-miR-146b-5p 3,35 Up MIMATO005595
rno-miR-184 3,34 Up MIMATO0000861
rno-miR-29c-3p 3,33 Up MIMAT0000803
rno-miR-301a-3p 3,3 Up MIMAT0000552
rno-miR-200b-3p 3,3 Up MIMATO000875
rno-miR-503-5p 3,3 Up MIMAT0003223
rno-miR-322-5p 3,24 Up MIMAT0001619

rno-miR-30c-2-3p 3,21 Up MIMATO0005442
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rno-miR-29c-5p
rno-miR-423-5p
rno-miR-30a-5p
rno-miR-30a-3p
rno-miR-199a-5p
rno-miR-29b-3p
rno-miR-322-3p
rno-miR-181c-5p
rno-miR-28-3p
rno-miR-93-5p
rno-miR-511-3p
rno-miR-148b-3p
rno-miR-7a-5p
rno-miR-24-3p
rno-miR-222-3p
rno-miR-352
rno-miR-532
rno-miR-151-5p
rno-miR-25-3p
rno-miR-30d-5p
rno-miR-152-3p
rno-miR-122-5p
rno-miR-195-5p
rno-miR-30c-5p
rno-miR-100-5p
rno-miR-130a-3p
rno-miR-181d-5p
rno-miR-107-3p
rno-miR-378a-3p
rno-miR-191a-5p
rno-miR-351-5p
rno-miR-16-5p
rno-miR-128-3p

3,1

3,03
2,99
2,98
2,96
2,93
2,92
2,9

2,88
2,86
2,86
2,79
2,74
2,66
2,63
2,61
2,6

2,59
2,59
2,56
2,51
2,49
2,46
2,45
2,38
2,35
2,35
2,34
2,34
2,33
2,32
2,32
2,32

Up
Up
Up
Up
Up
Up
Up
Up
Up
Up
Up
Up
Up
Up
Up
Up
Up
Up
Up
Up
Up
Up
Up
Up
Up
Up
Up
Up
Up
Up
Up
Up
Up

MIMATO0003154
MIMATO0017305
MIMATO000808
MIMATO000809
MIMATO0000872
MIMATO0000801
MIMATO000547
MIMATO000857
MIMATO004716
MIMATO0000817
MIMATO0017358
MIMATO000579
MIMATO000606
MIMATO0000794
MIMATO000891
MIMATO000610
MI0006154

MIMATO0000613
MIMATOO000795
MIMATO000807
MIMATO0000854
MIMATO0000827
MIMATO000870
MIMATO000804
MIMATO0000822
MIMATO000836
MIMATO0005299
MIMATO000826
MIMATO0003379
MIMATO0000866
MIMATO000608
MIMATO000785
MIMATO0000834




60

rno-miR- let-7i-5p
rno-miR-378b
rno-miR-497-5p
rno-miR-344a-2
rno-miR-212-3p
rno-miR-1839-3p
rno-miR-99a-5p
rno-miR-26a-5p
rno-miR-155-5p
rno-miR-22-3p
rno-miR-30b-3p
rno-miR-146a-5p
rno-miR-532-3p
rno-miR-30e-3p
rno-miR-103-3p
rno-miR-126a-3p
rno-miR-361-5p
rno-miR-324-5p
rno-miR-221-3p
rno-miR-let-7f-5p
rno-miR-199a-3p
rno-miR-27b-5p
rno-miR-127-3p
rno-miR-208a-5p
rno-miR-125a-3p
rno-miR-140-3p
rno-miR-19a-3p
rno-miR-29a-3p
rno-miR-145-3p
rno-miR-23a-3p
rno-miR-92a-3p

rno-miR-25

2,31
2,29
2,28
2,28
2,25
2,25
2,24
2,23
2,23
2,22
2,21
2,21
2,21
2,2

2,2

2,19
2,18
2,17
2,16
2,12
2,12
2,11
2,11
2,09
2,07
2,06
2,06
2,06
2,06
2,05
2,05
2,04

Up
Up
Up
Up
Up
Up
Up
Up
Up
Up
Up
Up
Up
Up
Up
Up
Up
Up
Up
Up
Up
Up
Up
Up
Up
Up
Up
Up
Up
Up
Up
Up

MIMATO000779
MIMAT0024855
MIMATO003383
MI0015432

MIMATO000883
MIMAT0024844
MIMATO000820
MIMATO000796
MIMATO0030409
MIMATO0000791
MIMATO004721
MIMATO000852
MIMATO0005323
MIMATO0004720
MIMATO0000824
MIMATO000832
MIMATO0003117
MIMATO000553
MIMATO000890
MIMATO000778
MIMATO0004738
MIMATO0017101
MIMATO000833
MIMATO0017155
MIMATO0004729
MIMATO000574
MIMATO000789
MIMATO000802
MIMATO0017131
MIMATO0000792
MIMATO000816
MIO000856
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Tablo 6: Down regiile olan miRNA’lar

miRNA’lar Fold Change Regiilasyon Erisim numarasi
rno-miR-6324 -2,05 Down MIMAT000025063
rno-miR-326-5p -2,09 Down MIMATO0017028
rno-miR-935 -2,09 Down MI10012607
rno-miR-92b-3p -2,1 Down MIMATO0005340
rno-miR- 365-5p -2,35 Down MIMATO0017184
rno-miR-6332 -2,41 Down MIMATO0025073
rno-miR-290 -2,42 Down MIMAT0000893
rno-miR-667-3p -2,79 Down MIMAT0012852
rno-miR-466b-2-3p -3,67 Down MIMATO0017286

Yapilan mikroarray analizinden elde edilen Fold change > 2 ve p < 0.05 degerleri ve bilgi
bankalarinda yer alan biyoinformatik analizler dikkate alinarak; en fazla upregiile olan
miRNA’lardan 6 tane ve en fazla down regiile olan miRNA’lardan ise 3 tane olmak iizere toplam
9 adet miRNA geni secildi (Tablo 7)

Tablo 7: Ekspresyon diizeylerinin belirlenmesi i¢in secilen miRNA’lar

miRNA’lar Fold Change Regiilasyon (Up/Down)
rno-mir-194-5p 15,5 Up

rno-mir-350 13,22 Up

rno-mir-132-3p 11,26 Up

rno-mir-98-5p 10,26 Up
rno-miR-192-5p 9,49 Up
rno-miR-106b-5p 6,13 Up
rno-miR-466b-2-3p -3,67 Down

rno-miR-290 -2,42 Down

rno-miR-6332 -2,41 Down
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Tablo 8: Ekspresyonlar1 degerlendirilen miRNA’larin Hedef Genlerinin Belirlenmesinde
Bilgi Bankalarindan Elde Edilen Veriler (miRBase, mirwalk, Qiagen IPA)

MiRNA Hedef genleri

rno-miR-132-3p Rasal, Pten, Mmp9, Mecp2, Grin2a, Capn8, Arhgap32

rno-miR-290 Vsnll, Tagln, Synel, Stxla, Ssr3, Sept3, Rcanl, Ptp4a2, Ptges,
Ogt, Nrdal, Mmp9, Mgstl, Maprel, Mapkl, KIfl5, Golph3, Gnbl,
Gmfb, Fgf16, Dclkl, Cntn4, Capn8, Arc, Akap6, Adoral, Acvrl

rno-miR-194-5p Ifitm3, Rtn4, Fabp3, UBRS, Ubr5, Hrtl, Cast, Human Endotelin 3,
Ldhb, Prkab, Hratl3, Hratl7, Hrat5, Hrat56, Hrat92, Lbh, Handl,
Hand?2, Hegl, Hras, Myo9b, Sgk223, Fabp3-psl, Fabp3-rs2, Fabp3-rs3,
Kras, Poml121L2, Rraas, Svopl, Atpifl, Kras2-rsl, Kras2-rs2,
LOC441081, LOC728488, LOC728506, Syngapl, Kraspl, Linc-rbe,

Catumaxon

Genlerin ekspresyon diizeylerine, bilgi bankalarina ve literatiir taramalarina bakilarak
miRNA’larin hedef genleri belirlenmistir. Bu sonuglara gére; miR-132-3p’nin hedef geni Mmp9,
MiR-290’nin hedef geni KIf15 ve miR-194-5p’nin hedef genlerinin ise Hand1 ve Hand2 genleri
oldugunu diistinmekteyiz.
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RT-PCR sonuglarina gore fizyolojik kardiyak hipertrofiyle ilgili kalp dokusunda 2 tane
miRNA geninin (miR-194-5p ve miR-290) ekspresyonunda farklilik oldugunu gézlemledik. miR-
194-5p’nin ekspresyonunun egzersiz grubunda kontrol grubuna gore 92 kat upregiile oldugunu
gosterdik (Sekil 16).

MiR-194-5p
= 14
o
Z 12
S
2 10
[ W |
E s
&2
=3 [S)
o
P aq
T
o
= 2
E=S
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Egzersiz Kontrol
12,09 5,56

Sekil 16: miR-194-5p°nin kalp dokusunda ekspresyon diizeyini gostermektedir (p=0.0027)

miR-290’1n ekspresyonunun egzersiz grubunda kontrol grubuna goére 6,7 kat downregiile
oldugunu gosterdik (Sekil 17).
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Sekil 17: miR-290’min kalp dokusunda ekspresyon diizeyini gostermektedir (p=0.0048).



Dolasimda bulunan miR-132-3p’nin ekspresyonunun egzersiz grubunda
gore 16,6 kat upregiile oldugunu gosterdik (Sekil 18).

35
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miR-132-3p Relatif Ekspresyonu
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miR-132-3p
Egzersiz Kontrol
3,74 0,58
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kontrol grubuna

Sekil 18 : miR-132-3p’nin kalp dokusunda ekspresyon diizeyini gostermektedir (p=0.012).
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Tablo 9 ve 17’te kalpte ekspresyonlar1 degerlendirilen 9 tane miRNA geninin Real-Time

PCR sonuglari ve ekspresyon diizeylerinin degerlendirilmesi goriilmektedir.

1. miR-194-5p

Tablo 9: * miR-194-5p ekspresyon diizeyi p=0.0027

miRNA  E (CT) UG/E (CT) A%E)(E' K(CT)  UBIK(CT) ACT(K-UB) AACT (OrtACTE-  2-AACT
OrtACTK)

19,33 19,33 0 28,33 21,34 6,99

20,33 17,27 3,06 20,33 19,64 9,69

21,33 18,09 3,24 30,33 19,51 10,82

22,33 19,30 303 31,33 17,25 14,08
miR- 23,33 17,20 6,13 32,33 16,93 154 6,53 *92 (Kat Up)
194-5p

24,33 17,38 6,95 33,33 17.76 15,57

25,33 16,67 8,66

26,33 17,08 9,25

27,33 17,65 9,68

23,33 17,77 5,56 30,83 1874 12,09

Ort
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2. miR-350

Tablo 10: miR-350 ekspresyon diizeyi p=0.45 oldugu icin gruplar arasinda farkhhk

bulunmamaktadir.
miRNA  E (CT) UB/E (CT) A%TG)(E' K(CT)  UBIK(CT) ACT(K-US) AACT (OrtACTE-  2AACT
OrtACTK)
2013 19,33 0,80 23,31 21,34 197
18,10 17,27 0,83 22,24 10,64 26
21,28 18,09 3.19 20,17 19,51 0,66
18,75 19,30 0,55 19,27 17,25 2,02
miR- 19,89 17,20 2,69 18,36 16,93 143 0,52
30 19,30 17,38 192 16,73 17,76 1,03
18,98 16,67 231
18,92 17,08 184
20,78 17,65 313
19,57 17,77 1,79 20,01 18,74 127
Ort
3. miR-132-3p

Tablo 11: miR-132-3p ekspresyon diizeyi p=0.181 oldugu icin gruplar arasinda farkhhk

bulunmamaktadir.
mRNA  E (CT) UB/E (CT) A%TG)(E' K (CT) UB/K (CT)  ACT(K-US)  AACT (OrtACTE.  2-AACT
OrtACTK)

22,42 19,33 3,09 23,75 21,34 241
23,69 17,27 6,42 23,05 19,64 341
23,01 18,09 5,82 23,39 19,51 387
22,00 19,30 2.70 24,44 17,25 7.19

miR- 23,87 17,20 6,67 22,41 16,93 5,48 121

132-3p
24,58 17,38 7.20 22,78 17,76 5,02
24,26 16,67 7,59
23,61 17,08 6,53
23,56 17,65 5,91
23,54 17,77 577 23,31 18,74 4,56

Ort




4. miR-98-5p
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Tablo 12: miR-98-5p ekspresyon diizeyi p=0.455 oldugu icin gruplar arasinda farkhihk

bulunmamaktadir.
miRNA  E (CT) UB/E (CT) ACUTS)(E' K(CT)  UG/K(CT) ACT(K-US) AACT (OrtACTE-  2-AACT
Ort.ACTK)
20,14 1933 0,81 2332 21,34 1,98
18,10 17,27 0,83 22,24 19,64 2,60
21,28 18,09 3,19 20,18 19,51 0,67
18,76 19,30 0,55 19,28 17,25 2,03
miR- 19,90 17,20 2,70 1837 16,93 1,44 0,52
98-5p
19,30 17,38 1,92 16,73 17,76 41,03
18,99 16,67 231
18,93 17,08 1,84
20,79 17,65 313
19,58 17,77 1,80 20,02 18,74 1,28
Ort
5. miR-192-5p

Tablo 13: miR-192-5p ekspresyon diizeyi p=0.77 oldugu icin gruplar arasinda farkhhk

bulunmamaktadir.
mrRNA BT weEEn  AGHE ke UBK(ET) ACT(US) sacT (OrtacTE-  2AACT
Ort.ACTK)
32,81 19,34 13,47 34,13 21,34 12,79
31,04 17,28 13,76 35,92 19,64 16,28
32,02 18,09 13,93 34,10 19,51 14,59
32,24 19,30 12,93 29,27 17,25 12,02
miR- 30,54 17,20 13,34 29,78 16,93 12,85 -0,46
192-5p
32,36 17,38 14,98 34,47 17,76 16,71
32,16 16,67 15,49
30,45 17,08 10,86
30,04 17,65 12,39
31,52 17,77 13,74 32,95 18,74 14,21

Ort




6. miR-106b-5p
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Tablo 14: miR-106b-5p ekspresyon diizeyi p=0.60 oldugu icin gruplar arasinda farkhhk

bulunmamaktadir.
mRNA  E (CT) UB/E (CT) ACLI;)(E' K(CT)  UG/K(CT) ACT(K-U) AACT (OrtACTE-  2-AACT
OrtACTK)
25,40 1933 607 28,37 2134 703
24,59 1727 732 26,47 19,64 683
25,64 18,09 755 26,51 1951 7,00
25,06 19,30 576 26,15 17,25 8,90
MR- 57,08 9,88 24,74 16,93 781 0,80
106b- : 17,20 : : * * :
5p
27,04 17,38 9,66 24,83 1776 707
26,80 16,67 1013
2373 17,08 6,65
28,79 17,65 11,14
26,01 17,77 824 26,18 18,74 744
Ort

7. miR-466b2-3p
Tablo 15: miR-466b2-3p ekspresyon diizeyi p=0.18 oldugu icin gruplar arasinda farkhihk

bulunmamaktadir.
miRNA  E (CT) UB/E (CT) ACJ6)(E' K(CT)  UBK(CT) ACT(K-US) AACT (OrtACTE-  2-AACT
OrtACTK)
29,45 19,33 1012 29,29 21,34 7,95
29,29 17,27 12,02 30,23 19,64 10,59
30,16 18,09 12,07 27,20 19,51 7,69
20,67 19,30 10,37 28,89 17,25 11,64
miR- 29,62 12,42 29,76 16,93 12,83 150
466b2- ' 17,20 : ' : : :
3p
29,48 17,38 12,10 20,11 17,76 11,35
30,64 16,67 13,97
28,56 17,08 11,48
29,62 17,65 11,97
29,61 17,77 11,84 29,08 1874 10,34

Ort
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8. miR-290

Tablo 16: * miR-290 ekspresyon diizeyi p=0.0048 (p<0.05).

miRNA  E (CT) UB/E (CT) ACJ;})(E' K(CT)  UB/K(CT) ACT(K-US) AACT(OrtACTE-  2-AACT
Ort.ACTK)
32,67 19,33 13,34 30,30 21,34 8,96
30,43 17,27 13,16 30,05 19,64 10,41
31,22 18,09 13,13 27,54 19,51 8,03
29,40 19,30 10,10 28,38 17,25 11,13
miR- 28,83 17,20 11,63 27,68 16,93 10,75 2,75 * 6,7 (kat down)
290
31,32 17,38 13,94 28,40 17,76 10,64
29,32 16,67 12,65
30,38 17,08 13,30
31,08 17,65 13,43
30,52 17,77 12,74 18,74 9,99
Ort
9. miR-6332
Tablo 17: miR-6332 ekspresyon diizeyi p=0,18 oldugu icin gruplar arasinda farkhhk
bulunmamaktadir.
_ ACT (K- .
miRNA  E (CT) U6/E (CT) ACT (E-U6) K (CT) U6/K(CT) Us) AACT (Ort.ACTE- 2-AACT
Ort.ACTK)
29,45 19,33 10,12 29,29 21,34 7,95
29,29 17,27 12,02 30,23 19,64 10,59
30,16 18,09 12,07 27,20 19,51 7,69
29,67 19,30 10,37 28,89 17,25 11,64
miR- 29,62 17,20 12,42 29,76 16,93 12,83 1,50
6332
29,48 17,38 12,10 29,11 17,76 11,35
30,64 16,67 13,97
28,56 17,08 11,48
29,62 17,65 11,97
29,61 17,77 11,84 29,08 18,74 10,34

Ort
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Tablo 18 ve 26’da dolasimda bulunan miRNA’larin ekspresyonlarinin Real-

Time PCR yontemiyle degerlendirilmesi yer almaktadir.

1. miR-194-5p

Tablo 18: miR-194-5p serum ekspresyon diizeyi p=0,66 oldugu icin gruplar arasinda

farklihk bulunmamaktadir.

miRNA E(CT) UB/E (CT) ACT(EUB) K (CT) L(JS’T*; ACUE()K' AACT(OFtACTE- 2-AACT
Ort.ACTK)
32,27 30,39 188 31,50 29,68 182
30,24 30,24 0,00 33,22 29,32 3,90
30,67 30,67 0,00 28,97 28,97 0,00
33,02 30,37 2,65 33,10 30,03 3,07
miR- 28,18 29,96 1,78 27,80 29,98 2,18 217
194-5p
26,01 29,70 3,69 33,33 29,51 3,82
30,20 30,77 0,57
28,19 30,59 2,40
29,87 29,87 0,00
29,85 30,28 043 31,32 29,58 1,74

Ort




2. miR-350
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Tablo 19: miR -350 serum ekspresyon diizeyi p=0,26 oldugu icin gruplar arasinda farkhhk

bulunmamaktadir.
miRNA E(CT) US/E (CT) ACT(EUS) K (CT) UB/K (CT) (f(ﬁTB) AACT(Ort.ACTE- 2-AACT
Ort.ACTK)
30,17 30,39 0,22 3842 29,68 8,74
32,26 30,24 2,02 4021 20,32 10,89
34,54 30,67 387 35,89 28,07 6,92
37,01 30,37 6,64 38,24 30,03 8,21
37,50 29,96 7,54 29,08 20,08 0,00 2,62
miR-350
38,07 29,70 8,37 35,50 20,51 5,99
40,12 30,77 9,35
30,59 30,59 0,00
20,87 20,87 0,00
34,46 30,28 417 36,37 29,58 6,79
Ort
3. miR-132-3p
Tablo 20: *miR-132-3p serum ekspresyon diizeyi p=0, 011 .
mRNA  E(CT) UB/E (CT) AcJe)(E' K(CT)  UB/K(CT) ACT(K-US) AACT (OrtACTE-  2-AACT
Ort.ACTK)
29,79 30,39 -0,60 3451 29,68 0,00
28,58 30,24 1,65 30,70 20,32 1,38
25,26 30,67 541 29,46 28,97 0,49
27,03 30,37 -3,34 28,08 30,03 -1,06
* 16,6 (kat
20,17 0,80 28,26 20,98 1,71 4,05
miR- 29,96 up)
132-3p
23,85 20,70 5,85 20,09 29,51 0,42
20,56 30,77 1,21
21,90 30,59 8,69
26,16 20,87 3,71
26,81 30,28 3,47 30,17 29,58 0,58

Ort
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4. miR-98-5p

Tablo 21: miR-98-5p serum ekspresyon diizeyi p=0,14 oldugu i¢in gruplar arasinda farkhhk

bulunmamaktadir.
miRNA  E (CT) UB/E (CT) ACLI;)(E' K(CT)  UBIK(CT) ACT(K-US) AACT (OrtACTE-  2-AACT
OrtACTK)
33,66 30,39 327 33,80 29,68 412
31,23 30,24 0,99 32,13 29,32 2,81
33,11 30,67 2,44 32,93 28,97 3,96
26,67 30,37 3,70 33,06 30,03 3,02
miR- 34,48 29,96 452 32,70 29,98 2.72 1,54
98-5p
32,71 29,70 3,01 34,44 29,51 493
33,49 30,77 2.72
31,03 30,59 134
33,85 29,87 3,98
32,35 30,28 2,06 33,18 29,58 3,60
Ort
5. miR-192-5p

Tablo 22: miR-192-5p serum ekspresyon diizeyi p=0,22 oldugu i¢in gruplar arasinda
farkhiik bulunmamaktadir.

miRNA  E (CT) UB/E (CT) ACLL)(E' K (CT) UB/K (CT)  ACT (K-US)  AACT (OrtACTE-  2-AACT
Ort.ACTK)
30,06 30,39 0,33 31,96 20,68 2.28
30,13 30,24 0,11 28,76 20,32 -0,56
30,82 30,67 0,16 27,56 28,97 1,41
33,37 30,37 3,00 30,19 30,03 0,15
miR- 31,47 29,96 151 30,08 20,98 0,10 0.77
192-5p
32,54 29,70 2,85 30,86 29,51 135
31,21 30,77 0,44
32,72 30,59 213
30,04 20,87 017
31,38 30,28 1,09 29,90 29,58 0,32

Ort




6. MiR-106b-5p

Tablo 23: miR-106b-5p serum ekspresyon diizeyi

farklihk bulunmamaktadir.
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p=1,00 oldugu icin gruplar arasinda

ACT (E-

miRNA  E (CT) UG/E (CT) Us) K (CT) U6/K (CT) ACT (K-U6) AACT (Ort.ACTE- 2-AACT
Ort.ACTK)
32,19 30,39 1,80 30,45 29,68 0,77
31,41 30,24 1,17 37,62 29,32 8,30
37,09 30,67 6,42 32,61 28,97 3,64
34,06 30,37 3,69 32,68 30,03 2,64
miR-
106b- 33,15 20.96 3,19 32,37 29,98 2,40 -0,2
5p
31,03 29,70 1,33 32,06 29,51 2,55
32,13 30,77 1,36
33,88 30,59 3,30
36,27 29,87 6,40
33,47 30,28 3,18 32,96 29,58 3,38
Ort

7. miR-466b2-3p

Tablo 24: miR-466b2-3p serum ekspresyon diizeyi p=0,22 oldugu i¢in gruplar arasinda

farklilik bulunmamaktadir.

mRNA  E (CT) UB/E (CT) ACLL)(E' K(CT)  UBK(CT) ACT(K-US) AACT (OrtACTE-  2-AACT
OrtACTK)
2735 30,39 304 2841 29,68 1,27
27,07 30,24 317 2882 29,32 050
2721 30,67 346 27,07 28,07 1,89
2717 30,37 320 26,77 30,03 326
MR- 97,49 247 26,34 29,08 363 083
466b2- : 29,96 ! ! ! ! :
3p
26,98 29,70 272 2736 29,51 215
26,90 30,77 387
28,66 30,59 103
27,19 29,87 2,67
2734 30,28 2,95 27,46 20,58 2,12

Ort




8. miR-290
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Tablo 25: miR-290 serum ekspresyon diizeyi p=0,87 oldugu i¢in gruplar arasinda farkhihk

bulunmamaktadir.
miRNA  E(CT) UB/E (CT) A%TG)(E' K(CT)  UB/K(CT) ACT(K-US) AACT (OrtACTE-  2-AACT
OrtACTK)
26,72 30,39 3,68 30,38 29,68 0,70
31,16 30,24 0,92 29,32 29,32 0,00
30,67 30,67 0,00 29,45 28,97 0,48
31,70 30,37 1,33 28,66 30,03 1,38
29,96 29,96 0,00 30,77 29,98 0,79 0,22
mMiR-290
28,32 29,70 1,38 31,09 29,51 158
33,62 30,77 2,85
32,45 30,50 1,86
29,25 29,87 0,62
30,43 30,28 0,14 29,94 29,58 0,36
Ort
9. miR-6332

Tablo 26: miR-6332 serum ekspresyon diizeyi p=0,86 oldugu icin gruplar arasinda farkhhk

bulunmamaktadir.
miRNA  E (CT) UB/E (CT) ACLL)(E' K(CT)  US/K(CT) ACT(K-US) AACT (OrtACTE-  2-AACT
OrtACTK)
28,84 30,39 1,55 20,72 20,68 0,04
28,26 30,24 1,98 28,83 29,32 0,49
29,84 30,67 0,83 27,41 28,97 -1,56
28,81 30,37 -1,56 26,35 30,03 3,69
miR- 28,42 29,96 1,54 26,33 29,98 3,65 0,19
6332
28,79 29,70 0,01 26,72 29,51 -2,80
26,52 30,77 4,25
25,61 30,59 497
27,58 20,87 2,29
28,08 30,28 221 27,56 29,58 2,02

Ort
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4.3 HISTOLOJIK ANALIZ SONUCLARI

Hematoksilen-eozin ve masson trikrom boyama sonuglarina gore; kontrol grubunda kalp
kas1 hiicrelerinin normal histolojik ozelliklerini koruduklari goriilldi. Bu grupta herhangi bir

patolojik bulguya rastlanmadi (Sekil 19a, 19b).
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Sekil 19: Kontrol grubuna ait kalp dokularmin normal histolojik goriiniimde oldugu goriilmektedir

(a. Hematoksilen eozin, X 40 b. Masson trikrom boyama, X 40)

Egzersiz grubunda ise nekroz, kanama ve interselliiler 6dem saptandi. Hematoksilen ve
eozin boyama yontemleri ile nekroza giden hiicrelerin sitoplazmalarinin saglikli kalp kasi
hiicrelerine oranla daha koyu asidofilik boyandigi, niikleuslarinin piknotik veya soluk oldugu

goriildii (Sekil 20).

Sekil 20: Egzersiz grubunda kalp dokusunda kanama ve 6dem (yildiz) ile nekrotik alanlar (oklar)

gorilmektedir (Hematoksilen eozin boyama, X 20).
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Masson trikrom yontemiyle ise egzersiz grubundaki saglikli hiicrelerin soluk boyandigi,
nekroza giden hiicrelerin ise aksine koyu kirmizi boyandigi goriildi. Bu hiicrelerde genellikle

niikleuslar ayirt edilemedi (Sekil 21).

AL N

YOAR IR LB

Sekil 21: Egzersiz grubunda kalp dokusunda nekrotik alanlar (ok baslari) goriilmektedir (Masson

trikrom boyama, X40).

Kas liflerinin arasinda yogun kanama ve ddem alanlarmin oldugu goriildii. Odem ve
kanama nedeni ile kas liflerinin birbirlerinden uzaklastig1 izlendi (Sekil 22). Ayrica kesitlerde yer

yer konjesyona rastland1 (Sekil 23).

Sekil 22: Egzersiz grubunda kalp dokusunda yogun kanama ve 6dem alanlar1 (oklar1) ile nekrotik

alanlar (ok baslar1) goriilmektedir (Masson trikrom boyama, X20
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Sekil 23: Egzersiz grubunda kalp dokusunda konjesyon (oklar) goriilmektedir (Masson trikrom

boyama, X40).

Kanama, 6dem ve nekroz bulgulari incelenerek histopatolojik skorlama yapildi. Ortalama

histopatolojik skor (OHS) kontrol grubunda 2,50+1,87, egzersiz grubunda 7,44+1,51 olarak

hesaplandi (Sekil 24) (p=0,03).

10+

2,5011,87

Kontrol Grubu

%*
7,44%1,51

Egzersiz Grubu

Sekil 24: Kontrol ve egzersiz gruplarinda ortalama histopatolojik skora ait bar grafigi (*: p=0,03).
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Apoptozun gosterilmesi igin yapilan TUNEL boyama sonucunda kontrol ve egzersiz
grubunda nadiren pozitif hiicreye rastlandi. Her bir grupta kesit basina ortalama 6-7 hiicreye

rastlandi. Bu nedenle egzersizin apoptoz yoluyla hiicre 6liimiine yol agmadigi sonucuna varildi
(Sekil 25).

DAPI TUNEL CAKISTIRMA

KONTROL POZITIF KONTROL

EGZERSIz

Sekil 25: Kalp hiicrelerinde TUNEL floresan boyama teknigi ile apoptotik hiicrelerin gériinimii.
Tiim hiicreler mavi, TUNEL pozitif hiicreler yesil boyandi.
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Hiicre proliferasyonunun degerlendirilmesi igin yapilan histolojik analizde; kontrol ve
egzersiz gruplarinin her ikisinde de kalp kasi hiicrelerinde PCNA pozitif hiicrelere rastlanmadi.

Bu nedenle egzersizin kalp kas1 hiicrelerinde proliferasyona yol agmadigi sonucuna varild: (Sekil
26).

Sekil 26: PCNA pozitif hiicrelerin 151k mikroskobik goriiniimii (Biiyiitme: 40x). (a)
Pozitif kontrol olarak degerlendirilen fare bagirsak kesitinde PCNA pozitif hiicreler

koyu kahverengi boyandi. (b) Egzersiz grubuna ait kalp kasi1 Kesitlerinde PCNA

pozitif hiicrelere rastlanmad.
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5. TARTISMA

Kalbin aktivitesi srasindaki fonksiyonel strese bagli olarak hipertrofik biiyiime cevabinin

olusumunu miRNA’lar pozitif ya da negatif olarak diizenlenmektedir.

Bu nedenle miRNA’larin yer aldigi yolaklarin tanimlanmasi, hipertrofi mekanizmasinin
anlasilmast i¢in son derece degerlidir. Diger yandan miRNA’lar etkilerini hedef genleri
araciligiyla gergeklestirmektedir ve hedef genlerin belirlenmesi de KH’de bulunan yolaklarin

tanimlanmasi adma 6nem arz etmektedir.

Aerobik egzersizle olusturulan fizyolojik kardiyak hipertrofide yer alan miRNA’lara ait
rollerin arastirilmasina doniik ilk ¢alisma 2011 yilinda gergeklestirilmistir (212). Fernandes ve
ark.’nin yaptiklar1 bu ¢alismada siganlar; sedanter, Egzersiz 1 (E1) ve Egzersiz 2 (E2) gruplarina
ayrnlmistir. E1 grubuna; diisiik siddet ve uzun siireli, (60dk/5 giin/10 hafta) ylizme egzersiz
programi uygulanmistir. E2 grubuna ise diisiikk siddet ve daha uzun siireli egzersiz programi
uygulanmistir. E2 grubunun programi 8 hafta siireyle haftanin 5 giin ve giinde 1x60 dk’a olup, 9.
haftada giinde 2x60 dk’ya ve 10. haftada ise giinde 3x60 dk’ya ¢ikarilarak tamamlanmistir. E1
grubuna uygulanan egzersiz programinda; kardiyovaskiiler adaptasyonlarin uyarilmasi ve 6zellikle
kaslarin oksidatif kapasitesinin artirilmasi hedeflenmistir. Egzersiz siiresinin artirildigr E2
grubundaki programda, kardiyak hipertrofi oranindaki artigin ve aerobik performanstaki yiikselisin
gosterilmesi hedeflenmistir (212).

Biz de yaptigimiz bu ¢alismada Fernandes’in yaptigi deney sonuglarindan yola ¢ikarak

sicanlarda fizyolojik kardiyak hipertrofi olusturmak igin E2 egzersiz protokolii tercih edildi.

Fernandes calismasinda; egzersiz protokoliinii tamamladiktan sonra sistolik ve diyastolik
fonksiyonlar1 degerlendirmek i¢in ekokardiyografi yontemini kullanmustir. Egzersiz gruplart ve
kontrol grubu arasinda sistolik fonksiyon agisindan farkliligin olmadigi belirtilmistir. Ayrica

egzersiz yapan siganlarda ventrikiiler kompliyansin gelistigi gosterilmistir (212).

Calismamizda hipertrofik gelismeye ait takip gostergelerinden ilki egzersiz programi
Oncesi ve sonrasi yapilan ekokardiyografik olgtimlerdir. Egzersiz grubunun kendi iginde ve
kontrol grubuyla karsilastirildigi 6lgtimlerinde; sol ventrikiiliin kiitlesinde, sol ventrikiiliin diyastol
sonu ¢apinda, sol ventrikiilin sistol sonu ¢apinda, posterior duvarin kalinliginda ve

interventrikiiler septumun kalinliginda anlamli artiglar oldugu tespit edildi (Tablo 4).
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Maron ve ark. ise yaptiklari bir ¢alismada sporculara ait sol ventrikiil kiitlesinin, diyastol
sonu ¢apinin, sistol sonu ¢apimin ve posterior duvar kalinliginin Kontrol grubuna gore arttigini
gostermistir (216). Calismamizda egzersiz grubunun % EF’nin degerinde kontrol grubuna gore
bir farklilik saptanmadi (Tablo 4). Fernandes’in g¢alismasinda da EF’de degisiklik olmadigi
gosterilmistir (215). Sporcularda sistolik fonksiyonun gostergesi olan EF degeriyle ilgili gesitli
calismalar bulunmaktadir. Bu g¢aligmalardan birinde Mayor; sporcularin biiyiik bir kisminda
EF’nin normal siirlar i¢inde oldugunu (216), Rerych ve ark., yiiziiciilerde EF’nin azaldigini1 (217)
ve Stein ve ark. ise, egzersizden sonra EF’nin hafif¢e arttigimi gostermislerdir (218). Bizim
calismamizda egzersiz grubunun % EF degeri egzersiz programi sonrast anlamli olarak azalmis

(Tablo 4) olup Rerych ve ark’larinin ¢aligsmasi ile uyumlu goriinmektedir.

Calismamizda kalbe ait hipertrofik gelismenin ikinci takip gostergesi olarak hiicre
proliferasyonu degerlendirildi. Kontrol ve egzersiz grubunda belirgin bir proliferasyona
rastlanmadigi goriildii. Calismamizda meydana gelen KH’nin hiicre sayisinda degisiklik
olusturmadan; kardiyomiyositlerin alaninda ve genisliginde artmaya neden oldugu gosterildi
(Sekil 26). Proliferasyonun devam etmesi patolojik hipertrofiyle sonuglanacagi diistiniildiigiinde
bizim elde ettigimiz sonuglarin fizyolojik kardiyak hipertrofiyle uyumlu oldugunu sdyleyebiliriz.
Yetiskin kalbinde kardiyomiyositlerin %1°lik kisminda proliferasyonun oldugu bilinmektedir
(142). Bu baglamda proliferasyonun degerlendirildigi histolojik tetkiklere ait analiz

sonuclarimizin literatiirle uyumlu oldugunu diisiiniiyoruz.

Fernandes ve ark., iki farkli yiizme egzersizi uyguladigi siganlardan elde ettigi kalp
dokularindan mikroarray yontemiyle miRNA analizi yapmig ve her bir mikroarray 349 farkli
miRNA’dan olusmustur. Kontrol grubuyla kiyaslandiginda bu 349 miRNA’dan 87 tanesinin farkl
sekilde eksprese oldugu gosterilmistir. 87 miRNA’dan 48’1 upregiile olurken, 39’u downregiile
olmustur. Farkli sekilde eksprese olan miRNA’lardan miR-1, 133a, 133b, 29a, 29b ve 29c
secilmistir. Bu genlerin daha Once yapilan ¢alismalarda patolojik ve strese bagli olarak olusan
kardiyak hipertrofide yer aldiklar1 gosterilmistir (219-221). E1 ve E2 egzersiz gruplart kontrol
grubuyla karsilagtirildiginda; miR-1, 133a ve 133b’nin ekspresyonunda azalma oldugu
gosterilmistir (219). miR-29b’nin ekspresyonuna bakildiginda gruplar arasinda herhangi bir
farkliligin = olmadigir gortilmistiir. Egzersiz gruplarinda, miR-29a’nin  ve miR-29¢’nin
ekspresyonlarinin arttig1 belirtilmistir. Ekspresyon paternlerinde goriilen bu degisikliklerin
patolojik hipertrofinin diizenlenmesinde yer aldigi goriilmiistiir (221,222). Mikroarray analizinden

elde edilen sonuglara gore; miR-1, 133a, 133b ve 29c’nin ekspresyon diizeyleri Real-time PCR
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yontemiyle dogrulanmig olup sonugta; miR-1’in, 133a’nin ve 133b’nin downregiile oldugu ve
mMiR-29¢’nin upregiile oldugu goriilmiistiir.

miR-1, 133a ve 133b’nin kardiyak remodeling ve hipertrofide 6nemli rollerinin oldugu
bilinmektedir. Ayrica bu miRNA’larin fizyolojik ve patolojik kardiyak hipertrofi programinin bir
parcast olarak fonksiyon gosterdikleri kabul edilmektedir (219,222-226). miR-29¢’nin
upregiilasyonu mikroarray yonteminden elde edilen sonugla paralel oldugu goriilmistiir (215).
Fernandes ve ark. miR-29’un eckspresyonun arttigini gostermistir. miR-29 ailesi, kalpte ve
tendonlarda kollajen {iretimini ve depolanmasini diizenlemektedir (221-228). miR-29¢’nin
ekspresyonunun artmasi, Kollajenin ekspresyonunun azalmasiyla ilgilidir. Kemirgenlerde
enfarktiis ve kalp yetmezliginde kollajenlerin diizenlenmesinin  miR-29 ailesi tarafindan
gerceklestirildigi bilinmektedir (221,226). Daha 6nce yapilan galismalara gore miR-29 ailesinin
downregiilasyonu ya da inhibisyonunun fibrozisi artirdigi belirtilmektedir (219,222,229). miR-
29¢’nin hedefi kollajen genidir. miR-29¢’nin ekspresyonundaki artmanin kollajen | ve III’iin
ekspresyonunda ve hidroksiprolinin konsantrasyonunda azalmaya neden olarak sol ventrikiiliin
kompliyansin1 ve fonksiyonunu artirdigi belirtilmektedir. miR-29¢’nin fizyolojik hipertrofik
kalpte kollajen fibrozisini azalttigi kabul edilmektedir. Fizyolojik ve patolojik kardiyak
hipertrofinin diizenlenmesi karsilastirildiginda miR-29’un etkisinin ters oldugu belirtilmektedir
(215). Son zamanlarda yapilan bir ¢alismada Melo ve ark. miyokard enfarktiislii ratlara yiizme
egzersizi uygulamis ve kardiyak miR-29a ve miR-29¢’nin ekspresyon seviyelerinin korundugunu
gostermiglerdir. miR-29a ve miR-29¢’nin ekspresyon seviyelerinin korunmasi ile kollajen tip | ve

[II’tin ekpresyonunun dnledigini belirtmislerdir.

Diger yandan literatiirdeki bir caligmada bildirildigi iizere biitiin kardiyak hastaliklarda
yaralanmaya ya da siirekli basing yiiklenmesine cevap olarak kardiyak kollajenin ekspresyonunda

artma s6z konusudur (222).

Calisgmamizda kullandigimiz mikroarray yontemiyle sigan genomunda bulunan 25.000
adet gen tarandi. Egzersiz ve kontrol grubu miRNA gen ekspresyonlar1 a¢isindan kiyaslandiginda
128 tane miRNA’nin farkli sekilde eksprese oldugu gosterildi. Bunlarin iginde 128
miRNA’nin119 tanesi upregiile olurken, 9 tanesi down regiile oldu. Ekspresyonunda degisiklik
saptanan 9 tane miRNA geni secildi ve bu genlerin ekspresyonlar1 RealTime-PCR yontemiyle
dogrulandi. Sonugta; kalp dokusunda ekspresyonlarinda degisiklik saptanan miRNA’larin miR-
290 ve miR-194-5pn oldugu ve miR-290’in 6.7 kat downregiile ve miR-194-5p’nin ise 92 kat
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upregiile oldugu tespit edildi. Yiizmeyle olusan fizyolojik kardiyak hipertrofi modelinde bu iki
miRNA’nin ekspresyonlarindaki degisiklik bizim tarafimizdan tanimlandi.

Calismamizin egzersiz protokolii Fernandes’in ¢alismasinda kullandigi protokole benzer
olup, kollajen gen ekspresyonunu azaltan miR-290 genini tanimladik. Kullandigimiz mikroarray
yonteminde taranan gen sayisi arttigi igin fizyolojik kardiyak hipertrofide rol alan miR-290, miR-
194-5p ve miR-132-3p yeni miRNA’lar bu ¢alismada tarafimizdan belirlendi.

Calismamizda miRNA’larin hedef genlerinin belirlenmesinde ¢esitli bilgi bankalari
kullanilmistir (99). miR-290’nin fizyolojik KH’ye neden olan hedef geni Kruppel-like faktor 15
(KIf15) olup; mIiR-290’nin down regiile olmasi, hedef geni KIf/5’in upregiile olmasiyla
gergeklesmektedir. KIf15, nukleusta bulunan bir transkripsiyon faktoridiir. KIf15 transkripsiyon
faktor ailesi cesitli biyolojik prosesler olan proliferasyon, farklilasma, biiyiime, gelisme ve
disardan uygulanan strese cevapta yer almaktadir (230). KIfl5 tasimayan farelerde fibrozisin
gelistigi ve kalpte kollajenin asirt miktarda depolandigr gosterilmistir (231). Bu durum baglayici
doku Dbiiyiime faktorii (CTGF)’nin ekspresyonunun artmasi kalbin fibrotik hastaliklarinin
patogenezinde yer aldigim gostermektedir. K/f15 'in asir1 ekspresyonu bazal ve TGF-£1'in neden
oldugu CTGF’nin ekspresyonunu baskilamaktadir. Bu caligmalar KIf15’in kardiyak fibrozisi
negatif olarak diizenledigini gostermektedir. KIf15 geninin upregiile olmasi kollajenin birikimini
onledigi icin kalpte fibrozis gelismeyecektir. KIf15, kardiyomiyositlerde kalsinorin-NFAT sinyal
yolaginin inhibisyonuna neden olarak KH’yi olusturmaktadir. miR-290’nin hedef geni KIf15
araciligiyla kalsinorin-NFAT sinyal yolaginda yer aldig1 anlagilmaktadir (99).

mMiR-290’nin ailesinin fare embiryonik kok hiicrelerinde ekspresyonunun yiiksek oldugu ve
kok hiicrelerinin farklilasmasinda yer aldigi belirtilmektedir (232). miR-290 ailesi, endotelial kok
hiicrelerde yiiksek eksprese olmakta ve fare embiryonik fibroblastlarda yeniden programlanmayi
onemli Olgiide artirmaktadir. miR-290nin hedefi geni olan Arid4b araciligiyla apoptozu artirarak
g6giis kanserinin yayilmasini baskiladigi belirtilmektedir (233). miR-290’nin ekspresyonunun
artmasi, immiinoglobulin kappa lokusunun B hiicresinin gelisiminde aktivasyona neden oldugu

belirtilmektedir (234).

mMiR-194-5p’nin hedef genleri Hand1 ve Hand2’dir. Hand, basic Helix-loop helix (bHLH)
transkripsiyon faktorlerinin alt sinifi olup 2 genden (Handl ve Hand2) olugmaktadir. Hand1 ve
Hand2 genleri balik, kemirgen ve c¢ogunlukla insanda kalbin normal gelismesinde ve
ekstraembiryonik gelisimde yer almaktadir. Hand1 ve Hand2 genleri her iki venrikiilde eksprese

olmaktadir. KH’de Hand genlerinin down regiile olmas1 gerektigi Natarajan ve ark. tarafindan
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2001 yilinda gosterilmistir (235). Baska bir ¢calismada da Hand genlerinin down regiilasyonunun
kardiyak transkripsiyonel program degisikliginin erken bir indikatorii olup, KH’ye ve daha sonra

da kardiyomiyopatiye yol actig1 belirtilmektedir (236).

Biz de ¢alismamizda miR-194-5p’nin upregiile olmasinin bu miRNA’nin hedef genleri
olan Hand1 ve Hand2’nin down regiile olmasiyla gerceklestigini yapilan biyoinformatik analizler
sonucunda gosterdik (Tablo 8). Hand1 ve Hand2 genleri niikleer faktorle aktive olan T hiicreleri
(NFAT) sinyal yolaginda yer almaktadir. NFAT, hipertrofik gen programinin aktivasyonunda
onemli rol oynamaktadir. Hipertrofik uyariya cevapta, NFAT kalsinorin araciligiyla defosforile
olarak nukleusta yerlesir ve buradaki gen ekspresyonunu aktive eder. Hand1l ve Hand2 genleri
aktive olan genlerdendir. Ayrica Hand2 geni kalp kasi hiicrelerinin apoptoza gitmesini
engellemektedir (Qiagen IPA Analizi). miR-194-5p’deki aktivasyonun hiicrelerin apoptoza degil
de nekroza yonlendirilmesini sagladigini diisiinmekteyiz. Fizyolojik KH’de hiicrelerin apoptoza
gitmedigi bilinmektedir (49). Bu durum da bizim histolojik analiz sonuglarimizla son derece uyum
gostermektedir. Nekrotik kalp dokusunda miR-194-5p’nin ekspresyonunun arttigi gosterilmistir.
mMiR-194-5p’nin ekspresyonunun artmasinin inflamasyonda yer alan sitokinlerin {iretiminin
diizenlenmesini sagladigi gosterilmistir (237). miR-194-5p’nin ekspresyonunun artmasi hem
hipertrofinin olugmast hem de inflamasyonun zararli etkilerinin ortadan kaldirilmasi icin son

derece onem tasimaktadir.

Calismamizda, kontrol grubunda kalp kasi hiicrelerinin normal histolojik 6zelliklerini
korudugu goriildii (Sekil 19). Bu grupta herhangi bir patolojik bulguya rastlanmadi. Egzersiz
grubunda ise nekroz, kanama ve interselliiler 6dem saptandi (Sekil 20). Hematoksilen — eozin ve
Masson trikrom boyama yontemi ile nekroza giden hiicreler gosterildi (Sekil 21,22) . Kanama,
06dem ve nekroz bulgular incelenerek yapilan histopatolojik skorlamalarda ortalama histopatolojik
skorun egzersiz grubunda kontrol grubuna gore anlamli derecede yiiksek oldugu goriildi (Sekil
24, p=0,03). Apoptozun belirlenmesinde kullanilan TUNEL boyama sonucu da uygulanan uzun
stireli egzersizin apoptozis yoluyla hiicre 6liimiine yol agmadigi ve hiicrelerin nekroza gittigini

gosterdi (Sekil 25).

miRNA’larin nekrozisi diizenlemesiyle ilgili bilgilerimiz su anda c¢ok kisitli olmakla
beraber bu konuda yapilan birka¢ g¢alisma sdzkonusudur. Liu J. ve ark. tarafindan in vitro
kardiyomiyosit progenitor hiicrelerinde miR-155in asir1 ekspresyonu gosterilmistir. EKspresyon
artis1 hiicre 6limiinii 6zellikle de nekrotik hiicre 6liimiinii azaltmaktadir. miR-155 kardiyomiyosit

progenitdr hiicrelerinde RIP1°1 baskilayarak anti-nekrotik cevaplarin olusmasina neden olmaktadir
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(238). Son zamanlarda miyokardiyal nekrozisin patogenezinde yeni goriisler bulunmaktadir. Wang
ve ark. kardiyomiyositlerde hidrojen peroksitin neden oldugu nekrotik hiicre 6liimiinde miR-
874’{in yiiksek oranda upregiile oldugu tanimlamstir. In vitro fare miyokard enfarktiisii modelinde
MiR-874’lin azalmasinin kardiyomiyositlerin nekrozunda azalmaya neden olarak kardiyoprotektif
etkili oldugu gosterilmigtir. FOXO3A anti-nekrotik transkripsiyon faktorii olup, miR-874’iin
ekspresyonunu inhibe edebilmektedir. Bu inhibisyon kaspaz-8’in aktivitesinin artmasina ve
nekrozisin azalmasina neden olmaktadir. Kaspaz-8, RIP1 ve RIP3 kinazlarin pargalanmasina

neden olmaktadir (239).

Akut miyokard yetmezligi olan hastalarda miR-194’iin de i¢inde bulundugu 3 miRNA’nin
serum seviyelerinin arttig1 goriilmistiir. Bu hastalarda 1 yil i¢inde kalp yetmezliginin olustugu
gbzlenmistir. miR-194’tin  nekrotik kalp dokusundan dogrudan kanan salindigi ve vyari
Omiirlerinin kisa oldugu bildirilmektedir (240). Yapilan diger bir ¢alismada fare karacigerinde
lipopolisakkarit uygulamasiyla inflamasyon modeli olusturulmus ve inflamasyonda yer alan
sitokinlerin tretiminin diizenlenmesinde miRNA’larin rolii arastirilmistir. miR-194’tin de iginde
bulundugu 12 miRNA’nin ekspresyonunda artma oldugu goriilmiistiir (237). Farelerde olusturulan
transverse aortik konsriksiyonla (TAC) basing yiiklenmesine bagli olarak kardiyak hipertrofi
modeli olusturulmustur. TAC ve kontrol grubunda mikroarray yontemiyle miRNA’larin analizi
yapilmustir. operasyondan 1, 7 ve 14 giin sonra farelerin kalpleri alinarak Analiz sonucuna gore;
miR-290’m ilk 3 giin downregiile oldugu, 4.-5. ve 6. giinlerde upregiile oldugu, 7 ile 8. giinlerde
downregiile oldugu ve 9. giinde ise ekpresyonunda herhangi bir degisikligin olmadig1
gorlilmiigtiir. miR-194’{in ise 1-6. giinlerde eksprese olmadigi, 7. giinde downregiile oldugu, 8.

giinde ekpresyonunun olmadigi ve 9. giinde ise downregiile oldugu gosterilmistir (241).

Liu ve ark. rampali yiizme egzersizi modellerinde fizyolojik kardiyak hipertrofiye neden
olan miRNA’lar1 tanimlamistir (242). Yilzmeyle 55 tane miRNA farkli sekilde eksprese
olmaktadir. miR-222, fizyolojik kardiyak hipertrofide upregiile olan bir gendir. miR-222"nin hedef
genleri p27 (hiicre siklusu inhibit6rii), homeodomain-interacting protin kinaz 1 (protein kinaz) ve
homeobox-containing protein 1 (transkripsiyonu baskilayan) genleri olup, kardiyomiyositlerin
hipertrofisinde ve proliferasyonunda yer almaktadir. Ekibin yaptigi bir diger ¢alismada, miR-
222’nin inhibe edilmesinin ylizmeyle olusturulan kardiyak hipertrofinin bloklanmasina neden
oldugu gosterilmistir. MiR-222"nin asir1 ekspresyonunun iskemik yaralanmaya bagli olarak olusan

hasardan kalbin korunmasini sagladigi belirtilmektedir.
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Fernandes ve ark. (243) normotansif sicanlarda uyguladiklar1 yiizme egzersiz modeliyle
olusturduklart KH’de, miR-27a ve miR-27b’nin ekspresyonundaki artmanin hedefi olan
anjiotensin-converting enzim (ACE) aracilifiyla gerceklestigini ortaya koymuslardir. Egzersizle
olusan fizyolojik kardiyak hipertrofide Renin-anjiotensin sisteminin inaktivasyonu, ACE-ANG II
seviyesinde azalmaya neden olmaktadir. Fernandes ve ark. sadece 7 giin yapilan egzersizden sonra
miR-143"lin ekpresyonunda azalma oldugunu ve 35 giin yapilan egzersizden sonra ise MiR-
143’lin ekspresyonunda degisiklik olmadigin1 gézlemlemislerdir. Diger taraftan 7 giin yapilan
egzersizden sonra miR-27a seviyesinde azalma goriiliirken, 35 giin yapilan egzersizden sonra
miR-27a’nin ekspresyonunda degisiklik olmadigini gostermislerdir. Boylece yiiksek siddette ve
uzun siireli uygulanan egzersizin miR-27a ve miR-143"iin ekspresyonundaki degisiklikleri tegvik
ettigini belirtmektedirler.

Ma ve ark. tarafindan (244) yiizme egzersiziyle olusan kardiyak hipertrofide yer alan
miRNA’larin hedefinin PI3K/Akt/mTOR sinyal yolagi oldugu tanimlanmistir. Egzersizin kardiyak
miR-21 ve miR-144’lin ekspresyonunu artirdigimi ve hedef genleri olan fosfotaz ve tensin
homologda (PI3K/Akt/mTOR yolaginin negatif diizenleyicisi) azalmasiyla ilgili oldugunu
gostermiglerdir. Yiizme egzersizinden sonra miR-145’deki artmanin tuberous sclerosis kompleks
2’deki azalmayla ilgili oldugu belirtilmektedir (PI3K/Akt/mTOR yolaginin diger negatif
diizenleyicisi). Buna karsilik, fizyolojik hipertrofide kardiyak miR-124’iin ekspresyonunun
azalmasinin, hedef genindeki PI3K (p110-a))’daki artisla ilgili oldugu ifade edilmektedir.

Son zamanlarda Ramasamy ve ark. (245) ylizme egzersizinin olusturdugu kardiyak
hipertrofide bulunan miRNA’lar1 mikroarray yontemiyle taramis ve dogrulamasini real-time PCR
yontemiyle yapmislardir. Calismada; miR-30e, miR-133b ve miR-208’in upregiile ve miR-99b ve
miR-100"tin de downregiile oldugunu gostermisglerdir. Bu miRNA’lara ait hedef genlerin
proliferasyon ve hiicre 6liimiiniin diizenlenmesinde yer aldigin1 ve fizyolojik kardiyak biiyiimede
bulunan PI3K/Akt/mTOR, MAPK ve p53 sinyal yolaklariyla baglantili olduklarimi ortaya

koymuslardir.

Dolagimda bulunan miRNA’larin ekspresyonlarinda goriilen farkliliklarin uygulanan
egzersizin tipine, sikligina ve siiresine bagli olarak degistigi yapilan ¢esitli ¢alismalarda
gosterilmigtir. Dolasimdaki miR-133a maraton kosusundan ve bir kez yapilan direng
egzersizinden hemen sonra artarken (246), bir kez yapilan bisiklet siirme ya da kosu bandi

egzersizinden sonra bu miRlerde herhangi bir degisikligin olmadig: ifade edilmektedir (246,247).



87

2014 yilinda dolagimda bulunan miRNA'’larla ilgili yapilan bir ¢alismada, saghkli 21
erkek maratoncuda; dinlenim durumunda, maraton kosusundan hemen sonra ve 24 saat sonra
aliman kan orneklerinden iskelet kasi (miR-1, miR-133a, miR-499-5p), kalp kas1 (miR-208a),
vaskiiler endotelyumu (miR-126) ve inflamasyona (miR-146a) 6zgii oldugu diisiiniilen aday
miRNA’larin analizi yapilmistir. Maraton kosusundan hemen sonra aday miRNA’larda artma
goriiliirken, kosudan 6nce alinan 6rneklerde bu miRNA’larin azaldig1 ve kosu tamamlandiktan 24
saat sonra alinan 6rneklerde ise bu miRNA’larin seviyelerinin kosudan onceki seviyeden daha da
diisiik oldugu gorilmiistiir. Buradan yola ¢ikilarak dolasimda bulunan miRNA’larin yapilan
egzersize farkli yanit verdigi ifade edilmektedir (240). Maraton kosusundan 24 saat sonra yapilan
bir ¢alismada dolasimda bulunan miR-208b ve miR-499 seviyelerinin degismedigi goriilmiistiir.
miR-1, miR-133a ve miR-206 performans parametreleriyle (maksimum oksijen tiiketimi ve kosu
hizi) ilgili olup, bu miRNA’larin aerobik kapasitenin potansiyel biyomarkerlar1 oldugu
belirtilmektedir (248).

2015 yilinda yapilan bir ¢calismada; akut aerobik egzersizin farkli dozlarina cevap olarak
dolagimda bulunan inflamatuar miRNA’larin paneli incelenmistir. Bu ¢aligmada 9 aktif orta yash
erkekten maraton kosusu OnceSi ve sonrasinda alinan kan Orneklerinden dolasimda bulunan
inflamatuar miRNA’lardan 106 tanesi analiz edilmistir. Maraton kosusundan sonra inflamasyona
neden olan 12 tane inflamatuar miRNA’nin seviyesinde artmanin oldugu gorilmistiir. Miktari

artan miRlerden birisi de miR-132-3p’dir (249).

Yayinlanan bir ¢alismada MiR-132’nin sinir sisteminde ve kardiyovaskiiler sistemde
fonksiyonunun oldugu belirtilmektedir. Psisik stres BDNF seviyesinin azalmasina neden olmakta
ve baglantili olarak BDNF’nin azalmasi CREB’in aktivasyonunda diismeye yol agarak miR-
132’nin  downregiile olmasina neden olmaktadir. Bu da ndroplastisitenin bozulmasina ve
depresyona neden olmaktadir. Stres ayrica glikokortikoidlerin artmasi iizerinden miR-132’nin
azalmasina yol agmaktadir. Ayrica miR-132, otonom sinir sistemi ve hipotalamus-hipofiz-adrenal
bez (HPA ekseni) araciligiyla kardiyovaskiiler fonksiyonu etkilemektedir. Dolasimda bulunan
BDNF’nin ¢ogu beyinde {retilir ve kan-beyin bariyerini gecerek miR-132’yi de iceren
kardiyovaskiiler fonksiyonu etkileyebilecegi ifade edilmektedir. Beyinde firetilen miR-132nin
seviyesinin kardiyovaskiiler sistemde bulunan seviyesiyle ilgili oldugu belirtilmektedir.
Depresyon ve kardiyovaskiiler hastaliklarin tedavi edilmesinde miR-132’nin upregiile olmasinin

gerektigi vurgulanmaktadir (250).
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Yapilan bir diger ¢alismada, beyin inflamasyon modelinde miR-132’nin downregiile
olmasmin anti-inflamatuar etkili oldugu gosterilmigtir. miR-132’nin hedefi asetilkolinesteraz
enzimi olup, miR-132’nin downregiile olmasi asetilkolin seviyesinin artmasina neden olmaktadir.
Asetilkolin  miktarinin artmasmin periferal inflamasyonun inhibisyonuna neden oldugu
belirtilmistir (251).

Chlamydial genital enfeksiyon olusturulan bir fare modelinde, enfeksiyon olustuktan 24
saat sonra kemokin ve sitokin cevaplarini tanimlamak i¢in inflamasyonla ilgili 134 miRNA’nin
ekspresyon profilleri incelenmistir. miR-132-3p’nin de bulundugu 12 adet miRNA’nin eksprese
oldugu (1.76 kat) ve kemokin/sitokin cevaplarini tersine doniistiirdiigli (downregiile) ifade
edilmektedir (252).

Bir bagka galismada miR-132-3p farkli patolojik kosullar altinda, interlokin-1 receptor-
associated kinase 4 (IRAK4)’iin ekspresyonunun downregiilasyonuna neden olarak TNF-o’nin
downregiile olmasina ve toll-like reseptér 2 (TLR2)’nin ekspresyonunun diizenlenmesine neden
oldugu bildirilmistir (253). Yapilan diger bir ¢alismada ise, Angll uygulanarak kiiltiire edilen
hiicrelerde ve yetiskin kardiyak fibroblastlarinda tanimlanan 5 tane miRNA’nin (miR-29b, 129-3p,
132, 132 ve 212) hipertrofi, miyokard enfarktiisii ve fibrozis gibi kardiyovaskiiler hastaliklarla
ilgili oldugu belirtilmektedir. Bu miRNA’lar Gag/11-bagimli sinyal yolagimin aktive olmasini
saglayarak maladaptif hipertrofinin gelismesine neden oldugu ve bu durumun fibrozise yol actigi
bildirilmigtir. miRNA’larin Angll araciligiyla Gag/11-bagimli regiilasyonunu biiyiikk oranda
Erk1/2-bagimlilig: araciligiyla gerceklestirdigi belirtilmektedir (254).

Bizim yaptigimiz ¢alismada ylizme egzersiziyle olusturdugumuz kardiyak hipertrofi
modelinde dolasimda bulunan miR-132-3p’nin 16.6 kat upregiile oldugu ilk defa gosterildi (Sekil
18). miRwalk ve miRTarbase kullanilarak deneysel olarak validite edilen miR-132-3p’nin hedef

geninin MMP9 (Matriks Metalloproteinaz 9) oldugu belirlendi.

Saglikli kalpte MMP9’un azalmasiyla kollajen seviyesi normal olur ve kardiyak kok
hiicrelerinin farklilasmasina neden olarak kalp saglikli olur. MMP-9’un ekspresyonunun artmasi,
kollajen seviyesinin artmasina neden olur. Bu da kardiyak kok hiicrelerinin farklilasmasini inhibe

ederek patolojik kardiyak remodeling siirecine yol acar.

Calismamizda ortaya kondugu tizere miR-132-3p upregiile olurken, hedef geni MMP-9
downregiile olmaktadir. MMP-9’un downregiile olmasiyla ekstraselliiler matrikste bulunan
kollajen miktar1 korunarak fibrozisin Oniine gegilecektir. miR-132-3p’nin asir1 ekspresyonu

Kalsinorin/NFAT pro-hipertrofik yolag: asir1 aktive ederek hipertrofiyi tesvik etmektedir. Ayrica
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anti-hipertrofik transkripsiyon faktorii olan Foxo3a’y1 hedefleyerek kardiyak hipertrofiye neden

olmaktadir.

Ekspresyonlarinda degisiklik saptadigimiz miR-290’nin downregiile olurken, miR-132-
3p’nin upregiile olmasinin kardiyak fibrozisi o6nleyebilecegini, ayrica miR-194-5p geninin
ekspresyonunda goriilen dnemli artisin kalbin fizyolojik hipertrofiye yonelmesi siirecinde etkili
olabilecegini diistinmekteyiz. Kanda miR-132-3p’nin miktarinda ortaya ¢ikan artislarin ise
kardiyak fibrozisi tamimlamada yardimci olacak bir Dbelirteg olarak kullanilabilecegini

ongormekteyiz.

Bundan sonraki asamada gelecege yonelik projeksiyon yapacak olursak; miRNA’larin
aktivitelerini belirlemek i¢in fonksiyon kaybi ve kazanimi g¢aligmalarinda kullanilan farkl
stratejiler tercih edilebilir. in-vivo ve in-vitro fonsiyon kaybi calismalarinda; ilgili genin
susturuldugu (genetik knockout) hayvanlar, anti-miR oligoniikleotidler, miRNA temizleyicileri ve
hedef koruyucular gibi stratejiler kullanilabilir. Fonksiyon kazanimi c¢aligmalar1 yapmak igin
transgenik hayvanlar, sentetik miRNA benzerleri ve miRNA’larin vektore aktarilarak asiri
eksprese olmasinin saglanmasi gibi teknolojilerden yararlanilabilir. Bu yontemlerin se¢ilmesinde

laboratuvar kosullarinin uygunlugu belirleyici olacaktir.

Calismalarin sonuglari olumlu ise bu genlerin diizeyini ayarlayabilecek miRNA-temelli
ilaglar gelistirilebilir. Bu ilaglarin gelistirilmesinde ilgili miRNA’larin sadece kalpte eksprese
olmalari son derece onem tagimaktadir. Boylece miRNA’nin sadece kendi hedef genleriyle
etkilesime girmesi saglanacaktir. Bu miRNA’lar farkli dokularda eksprese olurlarsa miRNA’larin
hedef genlerinin net bir sekilde ortaya konulmasi gereklidir. Olasi hedef genlerin ekspresyonlari
Real-Time PCR yontemiyle degerlendirilebilir. Biitiin asamalar1 olumlu olarak gegiren genlerin
sagaltim bekleyen hasta gruplarinin yanisira sporcu gruplarinda da incelenmesi glindeme

gelebilecektir.

Son olarak ¢alismamizda model olarak segilen aerobik egzersiz programinin kalbi fibrozise
karst korumak adina faydali olabilecegi anlasilmaktadir. Bununla baglantili olarak, egzersiz
programlarinin planlanmasi sirasinda siire ve siklik gibi 6zelliklerin patolojik kalp siire¢lerinden

korunmada dikkat edilmesi gereken 6nemli unsurlar oldugunu sdyleyebiliriz.



10.

11.

12.

13.

14.

15.

16.

17.

18.

19.

90

KAYNAKLAR

McArdle, W.D., Katch, F.I., Katch, W.L.: Exercise Physiology: Nutrition, Energy, and
Human Performance. LWW, Philadelphia, 2015; s:462-497.

Wenger, H.A., Bell, G.J.: The interactions of intensity, frequency and duration of exercise
training in altering cardiorespiratory fitness. Sports Med., 1986; 3(5):346-56.
Zorba, E.: Fiziksel Uygunluk, Basak Oset, Mugla, 2011; s:3-7.

Fox, E.l., Brown, R.W., Foss, M.L.: Beden egitimi ve sporun fizyolojik etkiler. 4. Baski1
(Editor: Yaman H), Ankara: Bagiran Yayievi, 1999.

Gilinay, M., Tamer, K., Cicioglu, I Spor Fizyolojisi ve performans ol¢limii. Ankara: Gazi
Kitabevi, 2006.

Guyton, A.C., Hall, J.E.:Tibbi Fizyoloji, Nobel T1p Kitapevi, 2007; s: 1057-1060.

Bompa, T.O.: Antrenman Kurami ve Yontemi, Bagirgan Yayinevi, Ankara, 1998; s:36-41.
Astrand, P.O., Rodehl, K.: Textbook of Work Physiology Third Edition, McGraw Hill
Comp, 1988; 295, 327-330, 556-562.

Chatard, J. C., et al.: Performance and drag during drafting swimming in highly trained
triathletes. Med Sci Sports Exerc.,1998; 30:1276.

Stone, H.L., Liang, 1.Y.S.: Cardiovascular response and control during exercise. Am. Rev.
Respir. Dis., 1984;129:13-16.

Blomqvist, C.G., Saltin, B.: Cardiovascular adaptations to physical training. Ann Rev
Physiol., 1983; 45:1609.

Brown, S.P., Li, H., Chitwood, L.F., et al.: Blood pressure, hemodynamic and thermal
responses after cycling exercise. J. Appl Physiol., 1993; 75:240.

Parker, B.M., Londeree, B.R., Cupp, G.V., Dubiel, J.P.: The noninvasive cardiac
evaluation of long-distance runners. Chest., 1978; 73:376-381.

Paulsen, W., Boughner, D.R., Ko, P., Cunningham, D.A., Persaud, J.A.: Left ventricular
function in marathon runners; echocardiographic assessment. J. Appl Physiol., 1981;
51:881-886.

Crawfort, M.H., Petru, M.A., Rabinowitz, C.: Effect of isotonic exercise training on left
ventricular volume during upright exercise. Circulation., 1985; 72:1237-1243.

Shepherd, J.T., Blomgvist, C.G., Lind, A.R., et. al.:Static (isometric) exercise. Circ
Res., 1981; 48: 13-20.

Asmussen, E.: Similarities and dissimilarities between static and dynamic exercise. Cir
Res., 1981; 48:13-20.

Blomqvist, C.G., Lewis, S.F., Taylor, W.F., et al.: Similarity of the hemodynamic
responses to static and dynamic exercise of small muscle groups. Circ Res., 1981; 48: 187-
192.

Hurley, B.F., Seals, D.R., Ehsani, A.A., et al.: Effects of high intensity strength training on
cardiovascular function. Med Sci Sports Exerc., 1984;16:483.


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Wenger%20HA%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=3529283
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Bell%20GJ%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=3529283
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/3529283

20.

21.

22.

23.

24.

25.

26.

27.

28.

29.

30.

31.

32.

33.

34.

35.

36.

37.

38.

39.

91

Mitchell, J. H., Schibye, B., Payne, F.C., et al.: Response of arterial blood pressure to static
exercise in relation to muscle mass, force development and electromyographic activity.
Circ Res., 1981; 48: 1170-1175.

Clifford, P.S., Hellsten, Y.:Vasodilatory mechanisms in contracting skeletal muscle. J.
Appl Physiol., 2004; 97:393.

Buckwalter, J.B., Muller, P.J., Clifford, P.S. Sympathetic vasoconstriction in active
skeletal muscle during dynamic exercise. J. Appl Physiol., 1997; 83:1575.

Stebbins, C.L., Brown, B., Levin, D., et al..: Reflex effect of skeletal muscle
mechanoreceptor stimulation on the cardiovascular system. J. Appl Physiol., 1988;
65:1539.

Strange, S., Secher, N.H., Pawelczyk, J.A., et al.: Neural control of cardiovascular
responses and ventilation during dynamic exercise in man. J Physiol., 1993; 70:693.
McAllister, R.M.: Adaptations in control of blood flow with training: splanchnic and renal
blood flows. Med Sci Sports Exerc., 1998; 30:375.

Hester, R.L., Choi, J.: Blood flow control during exercise: role fort he venular
endothelium? Exerc Sport Sci. Rev., 2002;30:147.

Richardson, R.S.: Oxygen transport: air to muscle cell. Med Sci Sports Exerc., 1998;
30:53-59.

O’Leary, D.S.: Heart rate control during exercise by baroreceptors and skeletal muscle
afferents. Med Sci Sports Exerc., 1996; 28:210-217.

Thomas, G.D., Segal, S.S.: Neural control of muscle blood flow during exercise. J. Appl
Physiol., 2004; 97:731.

Williamson, J.W., Nobrega, A.C., Winchester, P.K., et al.: Instantaneous heart rate
increase with dynamic exercise: central command and muscle heart reflex contributions. J.
Appl Physiol., 1995; 78:1273.

Seals, D.R., Taylor, J.A., Ng, A.V., et al.: Exercise and aging: autonomic control of the
circulation. Med Sci Sports Exerc., 1994; 26:568.

Di Bello, V., Santaro, G., Talarico, L., et al.: Left ventricular function during exercise in
athletes and in sedentary men. Med Sci Sports Exerc., 1996; 28:190.

Warburton, D.E., Gledhill, N., et al.: Induced hypervolemia, cardiac function, VO, max
and performance of elite cyclist. Med Sci Sports Exerc., 1999; 31(6):800-8.

Goodman, J.M., Liu, P.P., Green, H.J.: Left ventricular adaptations following short-term
endurance training. J. Appl Physiol., 2005; 98:454.

Raven, P.B., Potts, J.T., Shi, X.: Baroreflex regulation of blood pressure during dynamic
exercise. Exerc Sport Sci.,1997; 25:365.

Walther, C., Gielen, S., Hambrecht, R.: The effect of exercise training on endothelial
function in cardiovascular disease in humans. Exerc Sport Sci., 2004; 32:129.

Toner, M.M., Glickman, E.L., McArdle, W.D.: Cardiovascular adjustment to exercise
distributed between the upper and lower body. Med Sci Sports Exerc., 1990; 22:773.

Miles, D.S., Cox, M.H., Bomze, J.P.: Cardiovascular responses to upper body exercise in
normals and cardiac patients. Med Sci Sports Exerc.,1989; 21:126.

Holtzhausen, L.M., Noakes, T.D.: The prevalence and significance of post-exercise
(postural) hypotension in ultramaraton runners. Med Sci Sports Exerc., 1995; 27:1595-601.



40.

41.

42.

43.

44,

45.

46.

47.

48.

49.

50.

51.

52.

53.

54.

55.

56.

92

Kaufman, F.L., Hughson, R.L., Schaman, J.P.: Effect of exercise on recovery blood
pressure in normotensive and hypertensive subjects. Med Sci Sports Exerc., 1987;19:17.
Lockwood, J.M., Pricher, M.P., Wilkins, B.W., et al.: Postexercise hypotension is not
explained by a prostaglandin-dependent peripheral vasodilation. J. Appl Physiol., 2005;
98:447.

Stevenson, E.T., Davy, K.P., Seals, D.R.: Maximal aerobic capacity and total blood
volume in highly trained middle-aged and older female endurance athletes. J. Appl
Physiol.,1994; 77:1691.

Krip, B., Gledhill, N., Jamnik, V., et al.: Effect of alterations in blood volume on cardiac
function during maximal exercise. Med Sci Sports Exerc.,1997; 29:1469.

Tate, C.A., Hyek, M.F., Taffet, G.E.: Mechanism fort he responses of cardiac muscle to
physical activity in old age. Med Sci Sports Exerc.,1994;26:561.

Carrasco, D.I., Delp, M.D., Ray, C.A.: Effect of concentric and eccentric muscle actions
on muscle sympathetic nevre activity. J. Appl Physiol.,1999; 86:558.

Rogers, M.A., Yamamoto, C., Hagberg, J.M., et al.: The effects of 7 years of intense
exercise training on patients with coronary artery disease. J Am Coll Cardiol., 1987,
10:321.

Zak, R.: Growth of the heart in health and disease. New York, Raven Press., 1984; 1-
24,131-185, 381-420.

Cooper, G. T.: Cardiocyte adaptation to chronically altered load. Annu Rev Physiol., 1987,
49:501-518.

Bernardo, B.C. et al.. Molecular distinction between physiological and pathological
cardiac hypertrophy: Experimental findings and therapeutic strategies / Pharmacology &
Therapeutics, 2010; 128: 191-227.

Nag, A. C.: Study of non-muscle cells of the adult mammalian heart: a fine structural
analysis and distribution. Cytobios., 1980; 28(109), 41-61.

Soonpaa, M. H., Kim, K. K., Pajak, L., Franklin, M., & Field, L. J.: Cardiomyocyte DNA
synthesis and binucleation during murine development. Am J Physiol., 1996;
271:2183-2189.

Anversa, P., and Nadal-Ginard, B.: Myocyte renewal and ventricular remodelling.
Nature.,2002; 415(6868), 240—243.

Estigoy, C. B., Ponten, F., Odeberg, J., Herbert, B., Guilhaus, M., Charleston, M., et al.:
Intercalated discs: multiple proteins perform multiple functions in nonfailing and failing
human hearts. Biophys Rev 1., 2009; 43—49.

Knoll, R., Hoshijima, M., Chien, K.: Cardiac mechanotransduction and implications for
heart disease. J Mol Med., 2003; 81(12), 750—756.

Hoshijima, M.: Mechanical stress—strain sensors embedded in cardiac cytoskeleton: Z disk,
titin, and associated structures. Am J Physiol Heart Circ Physiol., 2006;
290(4):1313—1325.

Levy, D., Garrison, R. J., Savage, D. D., Kannel, W. B.,Castelli, W. P.: Prognostic
implications of echocardiographically determined left ventricular mass in the Framingham
Heart Study. N Engl J Med., 1990; 322(22), 1561—1566.



S7.

58.

59.

60.

61.

62.

63.

64.

65.

66.

67.

68.

69.

70.

71.

72.

93

Ferrans, V. J.: Cardiac hypertrophy: morphological aspects. Growth of the Heart in Health
and Disease, New York: Raven Press, 1984; s:187—239.

Fagard, R. H.: Impact of different sports and training on cardiac structure and function.
Cardiol Clin., 1997;15(3), 397-412.

Grossman, W., Jones, D., McLaurin, L. P.: Wall stress and patterns of hypertrophy in the
human left ventricle. J Clin Invest.,1975; 56(1):56—64.

Pluim, B. M., Zwinderman, A. H., van der Laarse, A., van derWall, E. E.: The athlete's
heart. A meta-analysis of cardiac structure and function. Circulation., 2000;101(3),
336—344.

Berenji, K., Drazner, M. H., Rothermel, B. A., Hill, J. A.: Does load-induced ventricular
hypertrophy progress to systolic heart failure? Am J Physiol Heart Circ Physiol., 2005;
289(1): 8—16.

Eghbali, M., Deva, R., Alioua, A., Minosyan, T. Y., Ruan, H., Wang, Y., et al.:. Molecular
and functional signature of heart hypertrophy during pregnancy. Circ Res.,
2005;96(11):1208—1216.

Aronow, B. J., Toyokawa, T., Canning, A., Haghighi, K., Delling, U., Kranias, E., et al.:
Divergent transcriptional responses to independent genetic causes of cardiac hypertrophy.
Physiol Genomics.,2001; 6(1), 19—28.

Scheinowitz, M., Kessler-lcekson, G., Freimann, S., Zimmermann, R., Schaper, W.,
Golomb, E., et al.: Short- and long-term swimming exercise training increases myocardial
insulin-like growth factor-1 gene expression. Growth Horm IGF Res., , 2003;13(1):19-25.
Neri Serneri, G. G., Boddi, M.,Modesti, P. A., Cecioni, I., Coppo,M., Padeletti, L., et al.:
Increased cardiac sympathetic activity and insulin-like growth factor-1 formation are
associated with physiological hypertrophy in athletes. Circ Res.,2001b;89(11), 977-982.
Schunkert, H., Dzau, V. J., Tang, S. S., Hirsch, A. T., Apstein, C. S., Lorell, B. H.:
Increased rat cardiac angiotensin converting enzyme activity and mRNA expression in
pressure overload left ventricular hypertrophy. Effects on coronary resistance, contractility,
and relaxation. J Clin Invest., 1990; 86(6), 1913—1920.

Yayama, K., Horii, M., Hiyoshi, H., Takano, M., Okamoto, H., Kagota, S., et al.:
Upregulation of angiotensin Il type 2 receptor in rat thoracic aorta by pressureoverload. J
Pharmacol Exp Ther., 2004; 308(2), 736—743.

Neri Serneri, G. G., Boddi, M., Cecioni, I., Vanni, S., Coppo, M., Papa, M. L., et al.:
Cardiac angiotensin Il formation in the clinical course of heart failure and its relationship
with left ventricular function. Circ Res., 2001a; 88(9):961-968.

Bjornerheim, R., Grogaard, H.K., Kjekshus, H. et al.. High Frame Rate Doopler
Echocardiography in the rat:”’ Evaluation of the Method’’, Eu J Echocardiography.,
2001; 2:78-87.

Henschen, S., Skidlauf und Skidwettlauf.: Eline medizinische Sportstudie. Mitt Med Klin
Upsala, 1899; 2:15.

Morganroth. J., Maron, B.J., Henry, W.L., Epstein, S.E.: Comparative left ventricular
dimensions in trained athletes. Ann Intern Med., 1975; 82:521-524.

Mattick, J.S.: RNA regulation: a new genetics? Nat Rev Genet.,2004; 5:316-323.



73.

74.

75.

76.

77.

78.

79.

80.

81.

82.

83.

84.

85.

86.

87.

88.

94

Barrett, L.W., Fletcher, S., Wilton, S.D.: Regulation of eukaryotic gene expression by the
untranslated gene regions and other non-coding elements. Cell. Mol. Life Sci., , 2012,
69:3613-3634.

Cheng, J., Kapranov, P., Drenkow, J., Dike, S., Brubaker, S., Patel, S., Long, J., Stern,
D.,Tammana, H., Helt, G.,Sementchenko, V., Piccolbon, A., Bekiranov, S., Bailey, D.K.,
Ganesh, M., Ghosh, S., Bell, I., Gerhard, D.S., Gingeras, T.R.: Transcriptional maps of 10
human chromosomes at 5-nucleotide resolution. Science, 2005; 308:1149-1154.

Mattick, J.S.: Non-coding RNAs: the architects of eukaryotic complexity. EMBO Rep.,
2001;2:986-991.

Juven-Gershon, T., Hsu, J.Y., Theisen, J.W., Kadonaga, J.T.: The RNA polymerase Il core
promoter—the gateway to transcription. Curr Opin Cell Biol., 2008; 20:253-259.

Smale, S.T., Kadonaga, J.T.: The RNA polymerase Il core promoter. Annu Rev Biochem.,
2003; 72:449-479.

Carninci, P., Sandelin, A., Lenhard, B., Katayama, S., Shimokawa, K., Ponjavic, J.,
Semple, C.A., Taylor, M.S., Engstrom, P.G., Frith, M.C., Forrest, A.R., Alkema, W.B.,
Tan, S.L., Plessy, C., Kodzius, R., Ravasi, T., Kasukawa, T., Fukuda, S., Kanamori-
Katayama, M., Kitazume, Y., Kawaji, H., Kai, C., Nakamura, M., Konno, H., Nakano, K.,
Mottagui-Tabar, S., Arner, P., Chesi, A., Gustincich, S., Persichetti, F., Suzuki, H.,
Grimmond, S.M., Wells, C.A., Orlando, V., Wahlestedt, C., Liu, E.T., Harbers, M., Kawali,
J., Bajic, V.B., Hume, D.A., Hayashizaki, Y.: Genome-wide analysis of mammalian
promoter architecture and evolution. Nat Genet., 2006; 38:626-635.

Banerjee, A.K.: 50-terminal cap structure in eucaryotic messenger ribonucleic acids.
Microbiol Rev., 1980; 44:175-205.

Jackson, R.J., Hellen, C.U., Pestova, T.V.: The mechanism of eukaryotic translation
initiation and principles of its regulation. Nat Rev Mol Cell Biol., 2010; 11:113-127.
Meijer, H.A., Thomas, A.A.. Control of eukaryotic protein synthesis by upstream open
reading frames in the 50-untranslated region of an mRNA. Biochem J., 2002; 367:1-11.
Mignone, F., Gissi, C., Liuni, S., Pesole, G. Untranslated regions of mRNAs. Genome
Biol 3 REVIEWS0004, 2002.

Morris, D.R., Geballe, A.P.: Upstream open reading frames as regulators of mRNA
translation. Mol Cell Biol., 2000; 20:8635-8642.

Wethmar, K., Smink, J.J., Leutz, A.: Upstream open reading frames: molecular switches in
(patho)physiology. Bioessays., 2010; 32:885-893.

Calvo, S.E., Pagliarini, D.J., Mootha, V.K.: Upstream open reading frames cause
widespread reduction of protein expression and are polymorphic among humans. Proc Natl
Acad Sci., 2009; 106:7507-7512.

Nolis, 1.K., McKay, D.J., Mantouvalou, E., Lomvardas, S., Merika, M., Thanos, D.:
Transcription factors mediate long-range enhancer-promoter interactions. Proc Natl Acad
Sci., 2009; 106:20222-20227.

Ong, C.T., Corces, V.G.: Enhancer function: new insights into the regulation of tissue-
specific gene expression. Nat Rev Genet., 2011; 12:283-293.

Siepel, A., Bejerano, G., Pedersen, J.S., Hinrichs, A.S., Hou, M., Rosenbloom, K.,
Clawson, H., Spieth, J., Hillier, L W., Richards, S., Weinstock, G.M., Wilson, R.K., Gibbs,



95

R.A., Kent, W.J., Miller, W., Haussler, D.: Evolutionarily conserved elements in
vertebrate, insect, worm, and yeast genomes. Genome Res., 2005; 15:1034—-1050.

89. Gorgoni, B., Gray, N.K.: The roles of cytoplasmic poly(A)-binding proteins in regulating
gene expression: a developmental perspective. Brief Funct Genomic Proteomic., 2004,
3:125-141.

90. Mangus, D.A., Evans, M.C., Jacobson, A.: Poly(A)-binding proteins: multifunctional
scaffolds for the post-transcriptional control of gene expression. Genome Biol., 2003;
4:223.

91. Cao, Q., Richter, J.D.: Dissolution of the maskin-eIF4E complex by cytoplasmic
polyadenylation and poly(A)-binding protein controls cyclin B1 mRNA translation and
oocyte maturation. EMBO J., 2002;21:3852—-3862.

92. Kuhn, U., Gundel, M., Knoth, A., Kerwitz, Y., Rudel, S., Wahle, E.: Poly(A) tail length is
controlled by the nuclear poly(A)-binding protein regulating the interaction between
poly(A) polymerase and the cleavage and polyadenylation specificity factor. J Biol Chem.,
2009;284:22803-22814.

93. Bartel, D.P.: MicroRNAs: genomics, biogenesis, mechanism, and function. Cell.,
2004;116:281-97.

94. Reinhart, B.J. et al.: The 21 nucleotide let-7a RNA regulates developmental timing in
Caenorhabditis elegans. Nature, 2000; 403, 901-906.

95. Lee, R.C., Feinbaum, R.L., and Ambros, V.: The C. eleganshetrochronic gene lin-4
encodes small RNAs with antisense complementarity tol in-14. Cell, 1993; 75, 843-854.
96. Wightman, B., Ha, I., Ruvkun, G.: Postranskriptional regulation of the heterochronic gene
lin-14 by lin-4 mediates temporal pattern formation in C. elegans . Cell, 1993; 75, 855-

862.

97. Pasquinelli, A.E., et al.. Comversion across animal phylogeny of the sequence and
temporal regulation of the 21 nucleotide let-7 hetrochronic regulatory RNA. Nature, 2000;
408, 86-89.

98. Lau, N.C., Lim, L.P., Weinstein, E.G., Bartel, D.P.: An abundant class of tiny RNAs with
probable regulatory roles in Caenorhabbditis elegans. Science, 2001; 294, 858-862.

99. http://www.miRBase.org, www.ingenuity.com, miRWalk: A database on predicted and
published MicroRNAs.

100. Kozomara, A., Griffiths-Jones, S.: miRBase: integrating microRNA annotation and deep-
sequencing data. Nucleic Acids Res., 2011;39:152-7.

101. Lewis, B.P., Burge, C.B., Bartel, D.P.: Conserved seed pairing, often flanked by
adenosines, indicates that thousands of human genes are microRNA targets. Cell,
2005;120:15-20.

102. Lai, E.C.: Micro RNAs are complementary to 3’ UTR sequence motifs that mediate
negative post-transcriptional regulation. Nat Genet., 2002;30:363-4.

103. Lewis, B.P., Shih, I.H., Jones-Rhoades, M.W., et al.: Prediction of mammalian
microRNA targets. Cell,2003;115:787-98.

104. Bagga, S., Bracht, J., Hunter, S., et al.: Regulation by let-7 and lin-4 miRNAs results in
target MRNA degradation. Cell, 2005;122:553-63.


http://www.mirbase.org/

96

105. Borchert, G.M., Lanier, W., Davidson, B.L.: RNA polymerase Il transcribes human
microRNAs. Nat Struct Mol Biol., 2006;13:1097-101.

106. Lee, Y., Ahn, C., Han, J., et al.: The nuclear RNase Il Drosha initiates microRNA
processing. Nature, 2003;425:415-9.

107. Mishra, P.K., Tyagi, N., Kumar. M., et al.. MicroRNAs as a therapeutic target for
cardiovascular diseases. J Cell Mol Med., 2009;13:778-89.

108. Zhang, C.. MicroRNAs: role in cardiovascular biology and disease. Clin Sci.,
2008;114:699-706.

109. Schwarz, D.S., Hutvagner, G., Du, T., et al.: Asymmetry in the assembly of the RNAI
enzyme complex. Cell, 2003;115:199-208.

110. van Rooij, E., Olson, E.N.: MicroRNAs: powerful new regulators of heart disease and
provocative therapeutic targets. J Clin Invest., 2007;117:2369-76.

111. Ruby, J.G, Jan, C.H., Bartel, D.P. Intronic microRNA precursors that bypass Drosha
processing. Nature, 2007;448:83-6.

112. Orenes-Pinero, E., Montoro-Garcia, S., Patel, J.V., Valdés, M., Marin, F., Lip,G.Y.: Role
of microRNAs in cardiac remodelling: New insights and future perspectives. International
Journal of Cardiology, 2013;167:1651-1659.

113. Fiedler, J., Gupta, S.K., Thum, T.. Identification of cardiovascular microRNA
targetomes. J Mol Cell Cardiol., 2011.

114. Zampetaki, A., Kiechl, S., Drozdov, I., Willeit, P., Mayr, U., Prokopi, M., et al.: Plasma
microRNA profiling reveals loss of endothelial miR-126 and other microRNAS in type 2
diabetes. Circ Res., 2010;107:810-7.

115. Gladka, M.M., da Costa Martins, P.A., De Windt, L.J.: Small changes can make a big
difference- MicroRNA regulation of cardiac hypertrophy. Journal of Molecular and
Cellular Cardiology, 2012; 52:74-82.

116. Lagos-Quintana, M., Rauhut, R., Yalcin, A., Meyer, J.,.Lendeckel, W., and Tuschl, T.:
Identification of tissue-specific microRNAs from mouse. Curr. Biol., 2002; 12, 735-739.

117. Ruby, J.G., Jan, C.H., Bartel, D.P.: Intronic microRNA precursors that bypass Drosha
processing. Nature, 2007;448:83-6.

118. Ji, R., Cheng, Y., Yue, J. et al.: MicroRNA expression signature and antisense-mediated
depletion reveal an essential role of microRNA in vascular neointimal lesion formation.
Circ. Res. 2007; 100, 1579-1588.

119. Mitchell, P.S., Parkin, R.K., Kroh, E.M., Fritz, B.R.,, Wyman, S.K., Pogosova-
Agadjanyan, E.L., Peterson, A., Noteboom, J., O’Briant, K.C., Allen, A., Lin, D.W.,
Urban, N., Drescher, C.W., Knudsen, B.S., Stirewalt, D.L., Gentleman, R., Vessella R.L.,
Nelson, P.S., Martin, D.B., Tewari, M.: Circulating microRNAs as stable blood-based
markers for cancer detection. Proc Natl Acad Sci., 2008;105:10513-10518.

120. Chen, X,, Ba, Y., Ma, L., Cai, X., Yin, Y., Wang, K., Guo, J., Zhang, Y., Chen, J.,Guo,
X., Li, Q., Li, X., Wang, W., Wang, J., Jiang, X., Xiang, Y., Xu, C., Zheng, P., Zhang, J.,
Li, R., Zhang, H., Shang, X., Gong, T., Ning, G., Zen, K., Zhang, C.Y.: Characterization of
microRNAs in serum: a novel class of biomarkers for diagnosis of cancer and other
diseases. Cell Res. 2008;18:997-1006.



97

121. Creemers, E. E., Tijsen A.J., Pinto, Y.M.: Circulating MicroRNAs Novel Biomarkers and
Extracellular Communicators in Cardiovascular Disease? Circ Res. 2012;110:481— 482.
122. Fichtlscherer, S., Zeiher, A.M., Dimmeler, S.: Circulating MicroRNAs: Biomarkers or
Mediators of Cardiovascular Diseases? Arterioscler Thromb Vasc Biol. 2011; 31:2383-

2390.

123. Srivastava, D.. Making or breaking the heart: from lineage determination to
morphogenesis. Cell 2006; 126:1037-48.

124. Buckingham, M., Meilhac, S., Zaffran, S.: Building the mammalian heart from two
sources of myocardial cells. Nat Rev Genet., 2005;6:826-35.

125. Kirby, M.L., Waldo, K.L.: Neural crest and cardiovascular patterning. Circ Res.,
1995;77:211-5.

126. Chen, J.F., Mandel, E.M., Thomson, J.M., Wu, Q., Callis, T.E., Hammond, S.M., et al.:
The role of microRNA-1 and microRNA-133 in skeletal muscle proliferation and
differentiation. Nat Genet., 2006;38:228-33.

127. Creemers, E.E.,Tijsen, A.J., Pinto, Y.M.: Circulating MicroRNAs Novel Biomarkers and
Extracellular Communicators in Cardiovascular Disease? Circ Res. 2012;110:481— 482.
128. Srivastava, D., Thomas, T., Lin, Q., Kirby, M.L., Brown, D., Olson, E.N.: Regulation of
cardiac mesodermal and neural crest development by the bHLH transcription factor,

dHAND. Nat Genet., 1997;16:154-60.

129. Liu, N., Bezprozvannaya, S., Williams, A.H., Qi, X., Richardson, J.A., Bassel-Duby, R.,
et al.. microRNA-133a regulates cardiomyocyte proliferation and suppresses
smoothmuscle gene expression in the heart. Genes Dev., 2008; 22:3242-54.

130. Care, A., Catalucci, D., Felicetti, F., Bonci, D., Addario, A., Gallo, P., et al.: MicroRNA-
133 controls cardiac hypertrophy. Nat Med., 2007;13:613-8.

131. Castaldi, A., Zaglia, T., Di Mauro, V., Carullo, P., Viggiani, G., Borile, G., et al.:
MicroRNA-133 modulates the betal-adrenergic receptor transduction cascade. Circ Res.,
2014;115: 273-83.

132. van Rooij, E., Quiat, D., Johnson, B.A., Sutherland, L.B., Qi, X., Richardson, J.A., et al.:
A family of microRNAs encoded by myosin genes governs myosin expression and muscle
performance. Dev Cell., 2009;17:662-73.

133. van Rooij, E., Sutherland, L.B., Qi, X., Richardson, J.A., Hill, J., Olson, E.N.: Control of
stressdependent cardiac growth and gene expression by a microRNA. Science, 2007;316:
575-9.

134. Montgomery, R.L., Hullinger, T.G., Semus, H.M., Dickinson, B.A., Seto, A.G., Lynch,
J.M., et al.: Therapeutic inhibition of miR-208a improves cardiac function and survival
during heart failure. Circulation, 2011;124:1537-47.

135. Ventura, A., Young, A.G., Winslow, M.M., Lintault, L., Meissner, A., Erkeland, S.J., et
al.: Targeted deletion reveals essential and overlapping functions of themiR-17 through 92
family of miRNA clusters. Cell, 2008;132:875-86.

136. Wang, J., Greene, S.B., Bonilla-Claudio, M., Tao, Y., Zhang, J., Bai, Y., et al.. Bmp
signaling regulates myocardial differentiation from cardiac progenitors through a
MicroRNAmediated mechanism. Dev Cell., 2010;19:903-12.



98

137. Chen, J., Huang, Z.P., Seok, H.Y., Ding, J., Kataoka, M., Zhang, Z., et al.. miR-17-92
cluster is required for and sufficient to induce cardiomyocyte proliferation in postnatal and
adult hearts. Circ Res., 2013;112:1557—66.

138. Porrello, E.R., Johnson, B.A., Aurora, A.B., Simpson, E., Nam, Y.J., Matkovich, S.J., et
al.. MiR-15 family regulates postnatal mitotic arrest of cardiomyocytes. Circ Res
2011;109: 670-9.

139. Porrello, E.R., Mahmoud, A.l., Simpson, E., Johnson, B.A., Grinsfelder, D., Canseco, D.,
et al.: Regulation of neonatal and adult mammalian heart regeneration by the miR-15
family. Proc Natl Acad Sci., 2013;110:187-92.

140. Philippen, L.E., Dirkx, E., da Costa-Martins, P.A., DeWindt, L.J.: Non-coding RNA in
control of gene regulatory programs in cardiac development and disease. Journal of
Molecular and Cellular Cardiology, 2015; XXX:XXX—XXX.

141. Lichan, Tao., Yihua, Bei., Yanli, Zhou., Junjie, Xiao. Xinli, Li: Non-coding RNAS in
cardiac regeneration. Oncotarget, 2015; 6:40.

142. Batista, P.J., Chang, H.Y.: Long noncoding RNAs: cellular address codes in development
and disease. Cell, 2013;152:1298-307.

143. Mercer, T.R., Mattick, J.S.: Structure and function of long noncoding RNASs in epigenetic
regulation. Nat Struct Mol Biol., 2013;20:300-7.

144. Ounzain, S., Crippa, S., Pedrazzini, T.: Small and long non-coding RNAs in cardiac
homeostasis and regeneration. Biochim Biophys Acta., 2013;1833:923-33.

145. Chen, J., Huang, Z.P., Seok, H.Y., Ding, J., Kataoka, M., Zhang, Z., Hu, X., Wang, G.,
Lin, Z., Wang, S., Pu, W.T., Liao, R., Wang, D.Z.: mir-17-92 cluster is required for and
sufficient to induce cardiomyocyte proliferation in postnatal and adult hearts. Circ Res.,
2013;112:1557-66.

146. Tian, Y., Liu, Y., Wang, T., Zhou, N., Kong, J., Chen, L., Snitow, M., Morley, M., Li, D.,
Petrenko, N., Zhou, S., Lu, M., Gao, E., Koch, W.J., Stewart, K.M., Morrisey, E.E.: A
microRNA-Hippo pathway that promotes cardiomyocyte proliferation and cardiac
regeneration in mice. Sci Transl Med., 2015;7:279ra38.

147. Porrello, E.R., Johnson, B.A., Aurora, A.B., Simpson, E., Nam, Y.J., Matkovich, S.J.,
Dorn, G.W., 2nd, van Rooij, E., Olson, E.N.: MiR-15 family regulates postnatal mitotic
arrest of cardiomyocytes. Circ Res., 2011;109:670-9.

148. Porrello, E.R., Mahmoud, A.l., Simpson, E., Johnson, B.A., Grinsfelder, D., Canseco, D.,
Mammen, P.P., Rothermel, B.A., Olson, E.N., Sadek, H.A.: Regulation of neonatal and
adult mammalian heart regeneration by the miR-15 family. Proc Natl Acad Sci.,
2013;110:187-92.

149. Hullinger, T.G., Montgomery, R.L., Seto, A.G., Dickinson, B.A., Semus, H.M., Lynch,
J.M., Dalby, C.M., Robinson, K., Stack, C., Latimer, P.A., Hare, J.M., Olson, E.N., van
Rooij, E.: Inhibition of miR-15 protects against cardiac ischemic injury. Circ Res., 2012;
110:71-81.

150. Zhao, Y., Ransom, J.F., Li, A., Vedantham, V., von Drehle, M., Muth, A.N., Tsuchihashi,
T., McManus, M.T., Schwartz, R.J., Srivastava, D.: Dysregulation of cardiogenesis,
cardiac conduction, and cell cycle in mice lacking miRNA-1-2. Cell, 2007;129:303-17.



99

151. Zhao, Y., Samal, E., Srivastava, D.: Serum response factor regulates a muscle-specific
microRNA that targets Hand2 during cardiogenesis. Nature,2005;436:214-20.

152. Sluijter, J.P., van Mil, A., van Vliet, P., Metz, C.H., Liu, J., Doevendans, P.A., Goumans,
M.J.: MicroRNA-1 and -499 regulate differentiation and proliferation in human-derived
cardiomyocyte progenitor cells. Arterioscler Thromb Vasc Biol., 2010;30:859-68.

153. Yin, V.P., Lepilina, A., Smith, A., Poss, K.D.: Regulation of zebrafish heart regeneration
by miR-133. Dev Biol., 2012;365:319-27.

154. Small, E.M., Frost, R.J., Olson, E.N.: MicroRNAs add a new dimension to cardiovascular
disease. Circulation., 2010;121:1022-32.

155. Ivey, K.N., Muth, A., Arnold, J., King, FW., Yeh, R.F., Fish, J.E., Hsiao, E.C,,
Schwartz, R.J., Conklin, B.R., Bernstein, H.S., Srivastava, D.: MicroRNA regulation of
cell lineages in mouse and human embryonic stem cells. Cell stem cell., 2008;2:219-29.

156. Wilson, K.D., Hu, S., Venkatasubrahmanyam, S., Fu, J.D., Sun, N., Abilez, O.J., Baugh,
J.J., Jia, F., Ghosh, Z., Li, R.A., Butte, A.J., Wu, J.C.. Dynamic microRNA expression
programs during cardiac differentiation of human embryonic stem cells: role for miR-499.
Circ Cardiovasc Genet., 2010;3:426-35.

157. Glass, C., Singla, D.K.: MicroRNA-1 transfected embryonic stem cells enhance cardiac
myocyte differentiation and inhibit apoptosis by modulating the PTEN/Akt pathway in the
infarcted heart. Am J Physiol Heart Circ Physiol., 2011;301:H2038-49.

158. Chen, J.F., Mandel, E.M., Thomson, J.M., Wu, Q., Callis, T.E., Hammond, S.M., Conlon,
F.L., Wang, D.Z.: The role of microRNA-1 and microRNA-133 in skeletal muscle
proliferation and differentiation. Nat Genet., 2006;38:228- 33.

159. Yin, Y., Wang, H., Liu, K., Wang, F., Ye, X,, Liu, M., Xiang, R., Liu, N., Liu, L.
Knockdown of H19 enhances differentiation capacity to epidermis of parthenogenetic
embryonic stem cells. Curr Mol Med., 2014;14:737-48.

160. Whelan, R.S., Kaplinskiy, V., Kitsis, R.N.: Cell death in the pathogenesis of heart
disease: mechanisms and significance. Annu Rev Physiol., 2010;72:19-44.

161. Hengartner, M.O.: The biochemistry of apoptosis. Nature, 2000;407(6805):770-6.

162. Crow, M.T., Mani, K., Nam, Y.J., Kitsis, R.N.: The mitochondrial death pathway and
cardiac myocyte apoptosis. Circ Res., 2004;95(10):957-70.

163. Gustafsson, A.B., Gottlieb, R.A.: Bcl-2 familymembers and apoptosis, taken to heart. Am
J Physiol Cell Physiol., 2007;292(1):C45-51.

164. Gao, C.F., Ren, S., Zhang, L., Nakajima, T., Ichinose, S., Hara, T., et al. Caspase-
dependent cytosolic release of cytochrome ¢ and membrane translocation of Bax in p53-
induced apoptosis. Exp Cell Res., 2001;265(1):145-51.

165. Teiger, E., Than, V.D., Richard, L., Wisnewsky, C., Tea, B.S., Gaboury, L., et al.:
Apoptosis in pressure overload-induced heart hypertrophy in the rat. J Clin Invest., 1996;
97(12):2891-7.

166. Pimentel, D.R., Amin, J.K., Xiao, L., Miller, T., Viereck, J., Oliver-Krasinski, J., et al.:
Reactive oxygen species mediate amplitude-dependent hypertrophic and apoptotic
responses to mechanical stretch in cardiac myocytes. Circ Res., 2001;89(5):453-60.



100

167. Chen, X., Gong, J., Zeng, H., Chen, N., Huang, R., Huang, Y., et al.. MicroRNA145
targets BNIP3 and suppresses prostate cancer progression. Cancer Res., 2010;70(7):2728—
38.

168. Lin, Y., Liu, X., Cheng, Y., Yang, J., Huo, Y., Zhang, C.: Involvement of microRNAs in
hydrogen peroxide-mediated gene regulation and cellular injury response in vascular
smooth muscle cells. J Biol Chem., 2009;284(12):7903-13.

169. Ng, I.H., Yeap, Y.Y., Ong, L.S., Jans, D.A., Bogoyevitch, M.A.: Oxidative stress impairs
multiple regulatory events to drive persistent cytokine-stimulated STAT3 phosphorylation.
Biochim Biophys Acta., 2014;1843(3):483-94.

170. Xu, C., Hu, Y., Hou, L., Ju, J,, Li, X,, Du, N., et al.: beta-Blocker carvedilol protects
cardiomyocytes against oxidative stress-induced apoptosis by up-regulating miR-133
expression. J Mol Cell Cardiol., 2014;75:111-21.

171. Zhu, H., Fan, G.C.: Role of microRNAs in the reperfused myocardium towards post-
infarct remodelling. Cardiovasc Res., 2012;94(2):284-92.

172. Choi, A.M., Ryter, S\W., Levine, B.: Autophagy in human health and disease. N Engl J
Med 2013;368(7):651-62.

173. Nishida, K., Yamaguchi, O., Otsu, K.: Crosstalk between autophagy and apoptosis in
heart disease. Circ Res., 2008;103(4):343-51.

174. Chiong, M.,Wang, Z.V., Pedrozo, Z., Cao, D.J., Troncoso, R., Ibacache, M., et al.:
Cardiomyocyte death: mechanisms and translational implications. Cell Death Dis Dec.,
2011; 22(2): e244.

175. Whelan, R.S., Kaplinskiy, V., Kitsis, R.N.: Cell death in the pathogenesis of heart
disease: mechanisms and significance. Annu Rev Physiol., 2010;72:19-44.

176. Christofferson, D.E., Yuan, J.: Necroptosis as an alternative form of programmed cell
death. Curr Opin Cell Biol.,2010;22(2):263-8.

177. Li, J., McQuade, T., Siemer, A.B., Napetschnig, J., Moriwaki, K., Hsiao, Y.S., et al. The
RIP1/RIP3 necrosome forms a functional amyloid signaling complex required for
programmed necrosis. Cell, 2012;150(2):339-50.

178. Baines, C.P.: The cardiac mitochondrion: nexus of stress. Annu Rev Physiol., 2010;72:
61-80.

179. Vaseva, A.V., Marchenko, N.D., Ji, K., Tsirka, S.E., Holzmann, S., Moll, U.M.: P53
opens the mitochondrial permeability transition pore to trigger necrosis. Cell, 2012;
149(7):1536-48.

180. Li, Q., Xie, J., Li, R., Shi, J.,, Sun, J., Gu, R., et al. Overexpression of microRNA-99a
attenuates heart remodelling and improves cardiac performance after myocardial
infarction. J Cell Mol Med., 2014;18(5):919-28.

181. Pan, W., Zhong, Y., Cheng, C., Liu, B., Wang, L., Li, A., et al. MiR-30-regulated
autophagy mediates angiotensin Il-induced myocardial hypertrophy. PLoS One 2013;8(1):
€53950

182. Brockdorff, N., Ashworth, A., Kay, G.F., McCabe, V.M., Norris, D.P., Cooper, P.J., et al.
The product of the mouse Xist gene is a 15 kb inactive X-specific transcript containing no
conserved ORF and located in the nucleus. Cell,1992;71(3):515-26.



101

183. Brown, C.J., Hendrich, B.D., Rupert, J.L., Lafreniere, R.G., Xing, Y., Lawrence, J., et al.
The human XIST gene: analysis of a 17 kb inactive X-specific RNA that contains
conserved repeats and is highly localized within the nucleus. Cell, 1992;71(3):527-42.

184. Papait, R., Kunderfranco, P., Stirparo, G.G., Latronico, M.V., Condorelli, G.: Long
noncoding RNA: a new player of heart failure? J Cardiovasc Transl Res. 2013;6(6):876—
83.

185. Wang, K.C., Chang, H.Y.: Molecular mechanisms of long noncoding RNAs. Mol Cell.,
2011;43(6):904-14.

186. Maass, P.G., Luft, F.C., Bahring, S.: Long non-coding RNA in health and disease. J Mol
Med., 2014;92(4):337-46.

187. Kemi, O.J., Ceci, M., Wisloff, U., Grimaldi, S., Gallo, P., Smith, G.L., et al. Activation or
inactivation of cardiac Akt/mTOR signaling diverges physiological from pathological
hypertrophy. J. Cell. Physiol., 2008; 214: 316-321.

188. Ramasamy, S., Velmurugan, G., Rajan, K.S., Ramprasath, T., Kalpana, K.: MicroRNAs
with Apoptosis Regulating Potential Are Differentially Expressed in Cronic Exercise-
Induced Physiological Hypertrophied Heart. PLOS One,
DOI:10.1371/journal.pone.0121401 2015

189. Song, D.W., Ryu, J.Y., Kim, J.O., Kwon, E.J.,, Kim do, H.: The miR-19a/b family
positively regulates cardiomyocyte hypertrophy by targeting atrogin-1 and MuRF-
1.Biochem., 2014; 457: 151-162.

190. Pan, W., Zhong, Y., Cheng, C., Liu, B., Wang, L., Li, A., et al. miR-30-Regulated
Autophagy Mediates Angiotensin Il-Induced Myocardial Hypertrophy. PLoS One. 2013;
8: 53950.

191. Care, A., Catalucci, D., Felicetti, F., Bonci, D., Addario, A., Gallo, P., et al. MicroRNA-
133 controls cardiac hypertrophy. Nat. Med. 2007; 13: 613-618.

192. Montgomery, R.L., Hullinger, T.G., Semus, H.M., Dickinson, B.A., Seto, A.G., Lynch,
J.M., et al. Therapeutic inhibition of miR-208a improves cardiac function and survival
during heart failure. Circulation. 2011; 124:1537-1547.

193. Coppola, A., Romito, A., Borel, C., Gehrig, C., Gagnebin, M., Falconnet, E. et al.
Cardiomyogenesis is controlled by the miR-99a/let-7c cluster and epigenetic
modifications. Stem Cell Res. 2014; 12: 323-337.

194. Sucharov, C., Bristow, M.R., Port, J.D.: miRNA expression in the failing human heart:
Functional Correlates. J. Mol. Cell. Cardiol., 2008; 45: 185-192.

195. Huang, Z.P., Chen, J., Seok, H.Y., Zhang, Z., Katoaka, M., Hu, X., et al. MicroRNA-22
regulates cardiac hypertrophy and remodeling in response to stress. Circulation Res. 2013;
112: 1234-1243.

196. Sun, X., Icli, B., Wara, A.K., Belkin, N., He, S., Kobzik, L., et al. MicroRNA181-b
regulates NF-kB mediated vascular inflammation. J. Clin. Invest., 2012; 122: 1973-1990.

197. Edwars, J.G.: Swimming training increases ventricular atrial natriuretic factor (ANF)
gene expression as an early adaptation to chronic exercise. Life Sci., 2002; 70:2753-2768.

198. Evangelista, F.S., Brum, P.C., Krieger, J.E.: Duration-controlled swimming exercise
training induces cardiac hypertrophy in mice. Braz J Med Biol Res., 2003; 36:1751-1759.



102

199. Harri, M., Kuusela, P.: Is swimming exercise or cold exposure for rats? Acta Physiol
Scand., 1986; 126:189-197.

200. Lemitsu, M., Miyauchi, T., Maeda, S., Sakai, S., Fujii, N., Miyazaki, H., Kakinuma, Y.,
Matsuda, M., Yamaguchi, L.: Cardiac hypertrophy by hypertension and exercise training
exhibits different gene expression of enzymes in energy metabolism. Hypertens Res.
2003;26:829-837.

201. Bilban, M., Buehler, L.K., Head, S., Desoye, G., & Quaranta, V. Normalizing DNA
Microarray Data. Curr. Issues Mol. Biol., 2002; 4:57-64.

202. Russo, G., Zegar, C., & Giordano, A. Advantages and limitations of microarray
technology in human cancer. Oncogene, 2003; 22: 6497—6507.

203. Lockhart, D.J., Dong, H., Byrne, M.C., Follettie, M.T., Gallo, M.V., Chee, M.S,,
Mittmann, M., Wang, C., Kobayashi, M., Norton, H., & Brown, E.L. DNA expression
monitoring by hybridization of high density oligo-nucleotide arrays. Nature
Biotechnology, 1996;14:1675-1680.

204. Schena, M., Shalon, D., Davis, R., & Brown, P.O. Quantitative monitoring of gene
expression patterns with a complementary DNA microarray. Science, 1995; Vol.270,
s:467-470.

205. Lipshutz, R.J., Fodor, S.P.A., Gingeras, T.R., & Lockhart, D.J.: High density synthetic
oligonucleotide arrays. Nature genetics supplement, 1999;Vol.21, s:20-24.

206. Tarca, A.L., Romero, R., & Draghici, S. Analysis of microarray experiments of gene
expression profiling. American Journal of Obstetrics and Gynecology, 2006; Vol.195, s:
373-388.

207. Schadt, E.E., Li, C., Su, C., & Wong, W.H. Analyzing High-Density Oligonucleotide
Gene Expression Array Data. Journal of Cellular Biochemistry, 2001; Vol.80, pp. 192—
202.

208. Nambiar, P.R., Boutin, S.R., Raja, R., Rosenberg, W.: Global Gene Expression Profiling:
A Complement to Conventional Histopathologic Analysis of Neoplasia. Vet Pathol 2005;
42:735-752.

209. Rickert, A.M., Lehrach, H., Sperling, S.: Multiplexed Real-Time PCR Using Universal
Reporters . Clinical Chemistry, 2004; 50:1680-1683.

210. Breljak, D. et al.: Relative Quantification of mMRNA, Food Technol. Biotechnol. 2005;43
(4) 379-388.

211. Heid, C.A., Stevens, J., Livak, K.J., Williams, P.M.: Real time quantitative PCR. Genome
Res. 1996, 6(10):986-94.

212. Soci, U.P., Fernandes, T., Hashimoto, N.Y., Mota, G.F., Amadeu, M.A., Rosa, K.T., et al.
MicroRNAs 29 are involved in the improvement of ventricular compliance promoted by
aerobic exercise training in rats. Physiological genomics., 2011;43(11):665-73.

213. Quifiones, M.A., Otto, C.M., Stoddard, M., Waggoner, A., Zoghbi, W.A.: Doppler
Quantification Task Force of the Nomenclature and Standards Committee of the American
Society of Echocardiography. Recommendations for quantification of Doppler
echocardiography: a report from the Doppler Quantification Task Force of the
Nomenclature and Standards Committee of the American Society of Echocardiography.
2002 Feb;15(2):167-84.


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Heid%20CA%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=8908518
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Stevens%20J%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=8908518
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Livak%20KJ%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=8908518
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Williams%20PM%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=8908518
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/8908518
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/8908518
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Qui%C3%B1ones%20MA%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=11836492
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Otto%20CM%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=11836492
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Stoddard%20M%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=11836492
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Waggoner%20A%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=11836492
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Zoghbi%20WA%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=11836492
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Doppler%20Quantification%20Task%20Force%20of%20the%20Nomenclature%20and%20Standards%20Committee%20of%20the%20American%20Society%20of%20Echocardiography%5BCorporate%20Author%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Doppler%20Quantification%20Task%20Force%20of%20the%20Nomenclature%20and%20Standards%20Committee%20of%20the%20American%20Society%20of%20Echocardiography%5BCorporate%20Author%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Doppler%20Quantification%20Task%20Force%20of%20the%20Nomenclature%20and%20Standards%20Committee%20of%20the%20American%20Society%20of%20Echocardiography%5BCorporate%20Author%5D

103

214. de Simone, G., Wallerson, D.C., Volpe M, Devereux, R.B.: Echocardiographic
measurement of left ventricular mass and volume in normotensive and hypertensive rats.
Necropsy validation. Am J Hypertens.,1990; 3(9):688-96.

215. Livak, K.J., Schmittgen, T.D.: Analysis of Relative Gene Expression Data Using Real-
Time Quantitative PCR and the 2% ““; Method, METHODS, 2001; 402-408.

216. Maron, B.J.: Structural Features of the Athlete Heart as Defined by Echocardiography.
JACC., 1986;7(1):190-203.

217. Rerych, S.K., Scholz, P.M., Sabiston, D.C., Jones, R.H. Effects of exercise training on
left ventricular function in normal subjects a longitudinal study by radionuclide
angiography. Am J Cardiol., 1980; 45:244-52.

218. Stein, R.A., Michielli, D., Diamond, J., Horwitz, B., Krasnow, N.: The cardiac response
to exercise training: echocardiographic analysis at rest and during exercise. Am J Cardiol.,
1980; 46.219-25.

219. Care, A., Catalucci, D., Felicetti, F., Bonci, D., Addario, A., Gallo, P., Bang, M.L.,
Segnalini, P., Gu, Y., Dalton, N.D., Elia, L., Latronico, M.V., Heydal, M., Autore, C.,
Russo, M.A., Dorn, G.W., 2nd, Ellingsen O, Ruiz-Lozano P, Peterson KL, Croce CM,
Peschle C, Condorelli G. MicroRNA-133 controls cardiac hypertrophy. Nat Med., 2007;
13: 613-618.

220. Takaya, T., Ono, K., Kawamura, T., Takanabe, R., Kaichi, S., Morimoto, T., Wada, H.,
Kita, T., Shimatsu, A., Hasegawa, K.: MicroRNA-1 and MicroRNA-133 in spontaneous
myocardial differentiation of mouse embryonic stem cells. Circ J, 2009; 73: 1492-1497.

221. van Rooij, E., Sutherland, L.B., Thatcher, J.E., DiMaio, J.M., Naseem, R.H., Marshall,
W.S., Hill, J.A., Olson, E.N.: Dysregulation of microRNAs after myocardial infarction
reveals a role of miR-29 in cardiac fibrosis. Proc Natl Acad Sci USA , 2008; 105: 13027—
13032.

222. van Rooij, E., Marshall, W.S., Olson, E.N.: Toward microRNA-based therapeutics for
heart disease. Circ Res., 2008;103: 919-928.

223. Catalucci, D., Gallo, P., Condorelli, G.: MicroRNAs in cardiovascular biology and heart
disease. Circ Cardiovasc Genet., 2009; 2: 402—408.

224. Latronico MV, Condorelli G. MicroRNAs and cardiac pathology. Nat Rev Cardiol.,
2009; 6: 419-4209.

225. van Rooij, E., Olson, E.N.: MicroRNAs: powerful new regulators of heart disease and
provocative therapeutic targets. J Clin Invest 2007;117: 2369-2376.

226. van Rooij, E., Sutherland, L.B., Qi, X., Richardson, J.A., Hill, J., Olson, E.N.: Control of
stress-dependent cardiac growth and gene expression by a microRNA. Science, 2007; 316:
575-579.

227. Chen CH, Zhou YL, Wu YF, Cao Y, Gao JS, Tang JB. Effectiveness of microRNA in
Down-regulation of TGF-beta gene expression in digital flexor tendons of chickens: in
vitro and in vivo study. J Hand Surg Am., 2009;34: 1777-1784.

228. Maurer, B., Stanczyk, J., Jingel, A., Akhmetshina, A., Trenkmann, M., Brock, M.,
Kowal-Bielecka, O., Gay, R.E., Michel, B.A., Distler, JH., Gay, S., Distler, O.:


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=de%20Simone%20G%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=2222977
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Wallerson%20DC%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=2222977
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Volpe%20M%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=2222977
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Devereux%20RB%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=2222977
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/2222977

104

MicroRNA-29, a key regulator of collagen expression in systemic sclerosis. Arthritis
Rheum.,2010; 62: 1733-1743.

229. Liu, N., Bezprozvannaya, S., Williams, A.H., Qi, X., Richardson, J.A., Bassel-Duby, R.,
Olson, E.N.: MicroRNA-133a regulates cardiomyocyte proliferation and suppresses
smooth muscle gene expression in the heart. Genes Dev 2008; 22: 3242-3254.

230. McConnell, B.B., Yang, V.W.: Mammalian Kriippel-Like Factors in Health and Disease.
Physiol Rev. 2010; 90(4): 1337-1381.

231. Wang, B., Haldar, S.M., Lu, Y., lbrahim, O.A., Fisch, S., Gray, S., Leask, A., Jain, M.K.:
The Kruppel-like factor KLF15 inhibits connective tissue growth factor (CTGF)
expression in cardiac fibroblasts. J Mol Cell Cardiol., 2008; 45: 193-197.

232. Kuppusamy, K.T., Sperber, H., Baker, H.R:. MicroRNA Regulation and Role in Stem
Cell Maintenance, Cardiac Differentiation and Hypertrophy. Curr Mol Med.,
2013;13(5):757-764.

233. Goldberger, N., Walker, R.C., Kim, C.H., Winter, S., Hunter, K.W.: Inherited variation in
miR-290 expression suppresses breast cancer progression by targeting the metastasis
susceptibility gene Arid4b. Cancer Res. 2013;73(8):2671-2681.

234. Garcia, P.B. et al. miR290-5p/292-5p Activate the Immunoglobulin kappa Locus in
BCellDevelopment.PLOSOne, 2012; 7(8):e43805. doi:10.1371/journal.pone.0043805.

235. Natarajan, A.,Yamagishi, H., Ahmad, F., Li, D., Roberts, R., Matsuoka, R., Hill, S.,
Srivastava,D.J.: Human eHAND, but not dHAND, is down-regulated in cardiomyopathies.
Mol. Cell. Cardiol. 2001;33:1607-1614.

236. Thattaliyath, B,D., Livi, C.B., Steinhelper, M.E., Toney, G.M., Firulli,.A.B.: HAND1 and
HAND2 are expressed in the adult-rodent heart and are modulated during cardiac
hypertrophy. Biochemical and Biophysical Research Communications, 2002; 297:870—
875.

237. Moschos, S.A. et al. Expression profiling in vivo demonstrates rapid changes in lung
mivroRNA leves following lipopolysaccharide-induced inflammation but not in the anti-
inflammatory action of glucocorticoids. BMC Genomics, 2007, 8.240

238. Liu, J., et al. MicroRNA-155 perevents necrotic cell death in human cardiomyocyte
progenitor cells via targeting RIP1. J Cell Mol Med Jul., 2011;15(7): 1474-82.

239. Wang, K., et al. miR-874 regulates myocardial necrosis by targeting caspase-8. Cell
Death Dis., 2013; 4:e7009.

240. Baggish, A.L. et al. Rapid upregulation and clearance of distinct circulating microRNAs
after prolonged aerobic exercise. J Appl Physiol., 2014; 116:522-531.

241. Sayed, D., Hong, C., Chen, LY., Lypowy, J., Abdellatif, M.: MicroRNAs Play an
Essential Role in the Development of Cardiac Hypertrophy. Circ Res. 2007;100:416-424.

242. Liu, X., Xiao, J., Zhu, H., Wei, X., Platt, C., Damilano, F., Xiano, C., Bezzerides, V.,
Bostrom, P., Che, L., Zhang, C., Spiegelman, B.M., Rosenzweig, A.: miR-222 is necessary
for exercise-induced cardiac growth and protects against pathological cardiac remodeling.
Cell Metab., 2015; 21: 584-595.

243. Fernandes, T., Hashimoto, N.Y., Magalhaes, F.C., Fernandes, F.B., Casarini, D.E.,
Carmona, A.K., Krieger, J.E., Phillips, M.1., Oliveira, E.M.: Aerobic exercise training-
induced left ventricular hypertrophy involves regulatory MicroRNAs, decreased



105

angiotensin-converting enzyme-angiotensin Il, and synergistic regulation of angiotensin-
converting enzyme 2-angiotensin (1-7). Hypertension, 2011; 58: 182-189.

244. Ma, Z., Qi, J., Meng, S., Wen, B., Zhang, J.: Swimming exercise training-induced left
ventricular hypertrophy involves microRNAs and synergistic regulation of the
PISBK/AKT/mTOR signaling pathway. Eur J Appl Physiol., 2013;113:2473-2486.

245. Ramasamy, S., Velmurugan, G., Shanmugha, R.K., Ramprasath, T., Kalpana, K.:
MIRNAs with apoptosis regulating potential are differentially expressed in chronic
exercise-induced physiologically hypertrophied hearts. PLoS One, 2015; 10:e0121401.

246. Uhlemann, M., Md&bius-Winkler, S., Fikenzer, S., Adam, J., Redlich, M., Mdhlenkamp,
S..etal. Circulating microRNA- 126 increases after different forms of endurance exercise in
healthy adults. Eur.J.Prev.Cardiol.,2014; 21(4):484-91.

247. Baggish, A. L., Hale, A., Weiner, R.B., Lewis, G.D., Systrom, D.,Wang, F., et al.
Dynamic regulation of circulating microRNA during acute exhaustive exercise and
sustained aerobic exercise training. J. Physiol. 2011;589, 3983-3994.

248. Mooren, F.C., Viereck, J., Kruger, K., Thum, T.: Circulating microRNAs as potential
biomarkers of aereobic exercise capacity. Am J Physiol Heart Circ Physiol
2014;306:H557-H563.

249. de Gonzalo-Calvo D, et al. Circulating inlammatory miRNA signature in response to
different doses of aerobic exercise. American Physiology Society, 2015; 119:124-134.

250. Zheng, Z., Zeng, Y., Huang, H., Xu, F.: MicroRNA-132 may play a role in coexistence of
depression and cardiovascular disease: A hypothesis: Med Sci Monit., 2013;19: 438-443,
2013.

251. O'Neill, L.A.: Boosting the brain's ability to block inflammation via microRNA-132.
Immunity, 2009;31:854-855.

252. Yeruva, L. et al. Early MicroRNA Expression Profile as a Prognostic Biomarker for the
Development of Pelvic Inflammatory Disease in a Mouse Model of Chlamydial Genital
Infection. MBio.,2014; 5(3):e01241-14. doi.10.1128/mBi0.01241-14

253. Nahid, M.A. et al. Regulation of TLR2-mediated tolerance and cross-tolerance through
IRAK4 modulation by miR-132 and miR-212. J Immunol., 2013;190(3):1250-1263.

254. Jeppesen, P.L. et al. Angiotensin Il type 1 receptor signaling regulates microRNA
differentially in cardiac fibroblasts and myocytes. British Journal of Pharmacology,2011;
164, 394-404.



106

ETiK KURUL KARARI



107

T
BELMLAL UM VAKIF DNIVERSITES]
HATVAN DENEVIFRI VERFT R7ik MLsuLL
KARAR WMRTH!

AV IO 459 8 T (S
KW S, Pl U Ooishee TN
Bavig, Pl Dr. USkkas MOTIN
Baggn "larenll Aol Epeoeak Uhgoular Barfreck Foonolan MopRS4

Bo Mighfa™ wer pejeoir TICIL aikieds sphe Yere! Frik Bocd woolosands
dsgurlerdirilei va ootz g

“al, Tiag T, Pabel Ak HAY Pral. Che, Ao i g1 Puat” D, Drkye :

Bl K. Rigonn Vid M.——— )

Wi, Fiat, I'-'L-m Lol iR'TEN Slasuhl AUy Vali BETURE
y v

# L8N T

¢ Dk kurdlumuzde: anee cle e proj el baglamedan 3 i S bl hapven
g g oiluthiong Sl v iaetvet beldema Nee 8 Doy Haeasulss S dhorruvaimn
bipvirzelad,

Yed Tee 0B Cine L IVSAL

& :ll:lll:






