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OZET

Amacg: MikroRNA'lar (miRNA'lar), fibrotik siireclerde
diizenleyici rollere sahiptirler. Bazi miRNA'larin idiyopatik
pulmoner fibrozis (IPF) gelisiminde ¢ok 6nemli bir rol oynadigi
ortaya konuldu.

Yoéntemler: Bu tek merkezli, kesitsel ¢alismada, IPF (n=88) ve
kontrol (n=20) grubunda miR-21, miR-590, miR-192 ve
miR-215 plazma seviyelerini inceledik. Hastalar1 yasa, karbon
monoksit difiizyon kapasitesine (DLCO),
Cinsiyet-Yas-pulmoner Fizyoloji (GAP) skoruna ve bal petegi
varligina gore grupladik. Bu klinik alt gruplar arasinda hedef
miRNA'larin ekspresyon seviyelerini karsilastirdik.

Bulgular: IPF'li hastalarda ortalama plazma miR-21 ve miR-590
seviyeleri control grubuna gore anlamli yiiksekti (sirasiyla
p<0.0001, p<0.0001). IPF ve kontrol gruplarinin miR-192 ve
miR-215 seviyeleri arasinda anlamlhi fark yoktu. MiR-21 ve
miR-590 yasla pozitif korelasyon gosterirken (sirasiyla p=0.041,
p=0.007) miR-192 ve miR-215 negatif korelasyon gdsterdi
(sirasiyla p=0.0002, p<0.0001). Bal petegi olan hastalarda
MiR-192 diizeyi bal petegi olmayanlara gore anlamli diisiiktii
(p=0,003).

Sonug: Sonuglarimiz, miR-21 ve miR-590'm daha yiiksek

plazma seviyelerinin IPF varhigr ile iligkili oldugunu



gostermektedir. MiR-21 ve miR-590, DLCO ile, miR-192 ve
miR-215, GAP skoru ve bal petegi ile iliskili bulunmustur.
Anahtar Kelimeler: Idiyopatik Pulmoner Fibrozis, miR-21,
miR-590, miR-192 ve miR-215

ABSTRACT

Objective: MicroRNAs (miRNAs) have regulatory roles in
fibrotic processes. It has been revealed that some miRNAs play
a very important role in the development of idiopathic
pulmonary fibrosis (IPF).

Methods: In this single-center, cross-sectional study, we
examined the plasma levels of miR-21, miR-590, miR-192 and
miR-215 in IPF (n=88) and control (n=20) groups. We grouped
patients according to age, carbon monoxide diffusion capacity
(DLCO), Gender-Age-pulmonary Physiology (GAP) score, and
presence of honeycomb. We compared the expression levels of
target miRNAs between these clinical subgroups.

Results: Mean plasma miR-21 and miR-590 levels in patients
with IPF were significantly higher than in the control group
(p<0.0001, p<0.0001, respectively). There was no significant
difference between the miR-192 and miR-215 levels of the IPF
and control groups. MiR-21 and miR-590 were positively
correlated with age (p=0.041, p=0.007, respectively), while
miR-192 and miR-215 were negatively correlated (p=0.0002,
p<0.0001, respectively). MiR-192 level was significantly lower



in patients with honeycomb than in patients without honeycomb
(p=0.003).

Conclusion: Our results show that higher plasma levels of
miR-21 and miR-590 are associated with the presence of IPF.
MiR-21 and miR-590 were associated with DLCO, miR-192 and
miR-215 were associated with GAP score and honeycomb.
Keywords: Idiopathic Pulmonary Fibrosis, miR-21, miR-590,
miR-192 and miR-215

1. GIRIS

AMAC VE KAPSAM

Idiyopatik pulmoner fibrozis (IPF), etiyolojisi bilinmeyen
ilerleyici oliimciil bir fibrotik akciger hastaligidir. Asir1 hiicre
dis1 matris {retimiyle iligkili miyofibroblastlar, hastaligin
patogenezinde merkezi bir rol oynuyor goriinsede, patogenez
tam aydinlatilamamustir [1].

MikroRNA (miRNA) molekiilleri, mRNA'larinin translasyonunu
diizenleyen, kiiclik endojen RNA'lardir [2]. Pek cok hiicresel
islevde modiilator bir role sahiptirler. Ayrica, fibrotik siireclerde
de miRNA'larin rol aldig1 diistiniilmektedir [3].

Fibrotik sinyal yolaklarinda merkezi bir role sahip olan bazi
miRNA'lar da IPF gelisiminde rol oynamaktadir [4]. Calismalar,
IPF'li hastalarin akciger dokusunda miR-21 ekspresyonunun
arttigini ve miR-21 asir1 ekspresyonuyla akciger fibroblastlarinin

aktivitesinin arttigimi gdstermistir [5]. miR-21, IPF hastalarinin



serumunda da bulundu [6]. Ayrica miR-21, IPF'nin teshisi,
ilerlemesi ve siddetiyle iliskilendirilmistir [7].

Ilging bir sekilde, baska bir miRNA molekiilii olan miR-590,
miR-21'e benzer bir niikleotid dizisine sahiptir [8]. Bu nedenle
bu iki miRNA molekiiliiniin hedef mRNA molekiillerini
paylasabilecegi ve benzer hiicresel yolaklarda yer alabilecegi
tahmin edilmektedir. miR-21'in hem pulmoner hem de kardiyak
fibrozis siireclerine katkida bulundugu gosterilmistir [9].
miR-590"n kardiyak fibrozla iliskili oldugu bildirilmis olmasina
ragmen, pulmoner fibrozdaki rolii heniiz ¢calisilmamistir [10].
MiR-192 molekiiliiniin de fibroz gelisiminde rol oynadigi
bildirilmistir.  Farelerin  bleomisinle indiiklenen fibrotik
akcigerlerinde miR-192'nin arttig1 gosterilmistir ve IPF'li
hastalarin balgaminda miR-192 bulunmustur [11,12]. MiR-21 ve
miR-590 arasinda oldugu gibi miR-192 ve miR-215 molekiilleri
arasinda da giiclii bir dizi benzerligi vardir. miR-215'in fibroblast
fonksiyonunu diizenledigi bildirilmis olsa da, akciger
fibrozundaki rolii hakkinda veri yoktur [13].

2. Yontemler:

Calisma Dizayni ve Caligsma Gruplari

Bu tek merkezli, kesitsel calisma Akdeniz Universitesi
Hastanesi Gogiis Hastaliklar1  Anabilim Dali'nda Haziran
2018-Agustos 2020 tarihleri arasinda yapildi. IPF hastalar1 2018
Amerikan Toraks Dernegi / Avrupa Solunum Dernegi Klinik
Uygulama Kilavuzu kriterlerine gore belirlendi. Kalp hastaligi,
kanser, bobrek yetmezligi veya karaciger hastaligi olanlar
calisma dis1 birakildi. Kontrol grubu, yas ve cinsiyet agisindan
IPF grubuyla eslesen saglikli bireylerden olusturuldu.

Klinik 6zellikler

Hastalarin demografik ozellikleri (yas, cinsiyet, sigara Oykiisii,

semptomlar, ilag tedavisi, akciger biyopsisi) elde edildi. Yiiksek



coOziiniirlikli bilgisayarli tomografi (YRBT)’de subplevral, bal
petegi goriinlimiindeki bazal dominant retikiilasyon olagan
interstisyel pnomoni (UIP) paterni olarak kabul edildi.
Calismada Tibbi Arastirma Konseyi (mMRC) Anketi,
cinsiyet-yas-pulmoner fizyoloji (GAP) skoru cinsiyet, yas, zorlu
vital kapasite (FVC) ve karbon monoksit diflizyon kapasitesi
(DLCO) kullamildi. IPF grubunda solunum fonksiyonlarimi
degerlendirmek i¢in spirometri ve helyum difilizyon testleri
uygulandi ve es zamanli olarak miRNA analizi i¢in kan
ornekleri alindi. Yas, cinsiyet, sigara i¢cme Oykiisii ve
komorbidite verileri saglikli kontrol deneklerinden elde edildi.
Kontrol grubunda miRNA analizi i¢in kan &rnekleri alindu.
Hedef miRNA molekiillerinin ekspresyon seviyeleri real-time
PCR ile incelendi. Hedef miRNA genlerinin nispi kantifikasyon
analizi, referans gen olarak miR-16 kullanilarak REST-MCS
yazilimiyla yapildi [14].

Tim katilmecilardan yazili bilgilendirilmis onam alind.
Calisma, Akdeniz Universitesi Tip Fakiiltesi Klinik Arastirmalar
Etik Kurulu tarafindan (17.01.2018 tarih ve 53 sayil1) onayland1
ve Akdeniz Universitesi Bilimsel Arastrma Projeleri
Koordinasyon Birimi tarafindan desteklendi (Proje No:
TTU-2019-4793).

Istatistiksel analiz

Verilerin istatistiksel analizi GraphPad Prizm 9 (GraphPad
Software, ABD) programi kullanilarak yapildi. Tanimlayici
istatistikler kategorik degiskenler i¢cin say1 (n) ve yiizde (%),
stirekli degiskenler icin ise ortalama =+ standart sapma (SD) veya
ortalama + standart ortalama hatasi (SEM) degerleri verildi. Iki
bagimsiz grup arasindaki ortalama farklari Mann-Whitney U
testiyle, ikiden fazla bagimsiz grup arasinda ise Kruskal Wallis

analiziyle incelendi. 1ki bagimsiz kategorik degiskenin iliskileri



Ki-Kare analizi veya Fisher's Exact Testiyle yorumlandi.
Bagimsiz siirekli degiskenlerin korelasyonu Spearman's rank
korelasyon testiyle analiz edildi. Tiim analizlerde, p<0,05 degeri
istatistiksel olarak anlamli kabul edildi.

3. Bulgular

Demografik o6zellikler, solunum fonksiyonlar1 ve radyolojik
bulgular

Bu calisgmada IPF'li 88 hasta ve 20 saglikli kontrol
degerlendirildi. IPF grubu 82 (%93,18) erkekten olusmaktaydi
ve ortalama yas 66,6+8,6 yildi [Tablo 1]. IPF ile kontrol grubu
arasinda cinsiyet, yas ve sigara igme miktar1 acisindan fark
yoktu ancak IPF'de sigara icenlerin oram kontrol grubuna gore
daha ytiksekti (%71'e kars1 %45, p=0.038). Hastalarin ¢ogunda
(%81.8) cesitli derecelerde dispne vardi ve medyan mMRC
skoru 2 idi. Ortalama FVC %71,3 +17,1 ve DLCO %60,6
+17,8'idi. Ortanca GAP skoru 3 idi ve hastalarin %75'i
antifibrotik ilaglar kullaniyordu.

IPF ve kontrol grubundaki miRNA seviyeleri

IPF'deki ortalama plazma miR-21 ve miR-590 seviyeleri,
kontrol grubundan en az iki kat daha yiiksekti. Gruplar arasinda
ortalama plazma miR-192 ve miR-215 seviyelerinde anlamli bir
fark yoktu [Sekil 1]. Hem IPF hem de kontrol gruplarinda
miR-21 ve miR-590 seviyeleriyle miR-192 ve miR-215
seviyeleri arasinda pozitif bir iliski bulundu.

IPF'li hastalarda miRNA'larin solunum fonksiyon testleri, GAP
skoru ve radyolojik bulgularla iligkisi

FVC>%80 olan hastalarin miR-21 diizeyi, FVC'si %66-80 olan
hastalarinkinden daha ytiksekti (1.6+£0.9'a karsi 1.2+0.9,
p=0.012). DLCO alt gruplarinda miR-192 ve miR-215
seviyelerinde anlamli bir fark yoktu. Plazma miR-21 ve

miR-590 seviyeleri DLCO alt gruplar1 arasinda (Kruskal Wallis



testiyle) oOnemli Olgiide degismese de, en yiksek DLCO
seviyelerine sahip hastalar, en diisiik DLCO degerlerine sahip
hastalara kiyasla anlamli derecede artmis miR-590 seviyeleri
gosterdi (1.5 £ 0.9 vs. 1.0 £1.1, p=0.022 Mann-Whitney U
testiyle). GAP puanlariyla birlikte miR-192 ve miR-215 azald1.
Bal petegi olan hastalarda ortalama plazma miR-192 seviyesi,
bal petegi olmayanlara gore anlamli derecede diisliktii
(p=0.003).

4. Tartigma:

Bu calismada IPF hastalarmmda plazma miR-21, miR-590,
miR-192 ve miR-215 diizeylerini arastirdik. IPF grubunda
plazma miR-21 ve miR-590 seviyeleri kontrol grubuna gore
anlamli derecede yliksekti ancak miR-192 ve miR-215
seviyelerinde anlamli bir fark yoktu. Ayrica miR-21 ve miR-590
yas ve DLCO ile iliskilendirilirken miR-192 ve miR-215 yas,
GAP skoru ve bal petegiyle iliskilendirildi. Bu bulgular, miR-21
ve miR-590'm IPF'nin gelisiminde rol oynayabilecegini, ayrica
miR-192 ve miR-215'in de IPFnin ilerlemesiyle iliskili
olabilecegini diisiindiirdii.

MiRNA molekiillerinin  akciger fibrozunda yer aldigi
bildirilmistir. MiR-21'in ekspresyon seviyesinin bleomisinle
tedavi edilen farelerin akciger dokusunda ve IPF hastalarinin
akcigerlerinde arttig1 bulundu [5,16]. Calismamizda, plazma
miR-21 seviyeleri, IPF'de kontrole gore anlamli derecede
yiiksekti. Onceki calismalarla birlikte, sonuglarimiz IPF'li
hastalarin plazmasinda miR-21 seviyelerinin yiikseldigine dair
daha fazla kanit saglamaktadir.

Bildigimiz kadariyla, IPF'deki miR-590, miR-192 ve miR-215'in
plazma seviyeleri hakkinda veri yoktur. Bu miRNA'larin her
birinin ¢esitli fibrotik hastaliklarda yer aldigi bildirilmistir ancak

sadece miR-192  akciger fibrozuyla iliskilendirilmigtir



[10,17,18].  Farelerin  bleomisinle indiiklenen fibrotik
akcigerlerinde ve IPF hastalarmin balgaminda MiR-192
ekspresyonunun artti§1 bulundu [11,12]. Ek olarak miR-192'nin
astimlt hastalarda hava yolu yeniden sekillenmesinde bir
modiilatér oldugu gosterilmistir [13]. Bu c¢alismada, hem
miR-192 hem de miR-215"in ekspresyon seviyeleri benzerken,
plazma miR-590 seviyeleri IPF'de kontrolden 6nemli &lgiide
daha ytiksekti.

Sonu¢ olarak, plazma miR-590 ve miR-21 seviyeleri, IPF
grubunda kontrol grubuna goére anlamli derecede yiiksek
bulundu. Ayrica miR-21 ve miR-590 diizeylerinin yas ve DLCO
ile iligkili oldugu, miR-192 ve miR-215 diizeylerinin yas, GAP
skoru ve bal petegiyle iliskili oldugu bulundu. Bu nedenle, bu
miRNA'lar IPF'nin gelisiminde ve ilerlemesinde diizenleyici bir
rol alabilir ve tanisal veya prognostik bir ara¢ olarak veya
potansiyel olarak yeni bir terapotik hedef olarak kullanilabilir.
Bununla birlikte, plazma miRNA'larinin IPF'deki rollerini daha
iyi anlamak icin daha fazla arastirmaya ihtiya¢ vardir.
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