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OZET

DUSUK EJEKSIYON FRAKSiYONLU KALP YETMEZLIiGi (LVEF<%40)
OLAN DiYABETIK HASTALARDA SGLT-2 INHIBITORU ILACLARIN
EPIGENETIK ETKISi

irfan Veysel DUZEN
Doktora Tezi, TIBBI BIYOLOJIi ANABILiM DALI

Tez Damsmanlari: Prof. Dr. Sibel OGUZKAN BALCI, Dr. Ogr.Uyesi Giilper
NACARKAHYA

Gaziantep, 2023
56 Sayfa

Kalp yetmezligi tiim diinyada mortalite ve morbiditenin en énemli sebeplerinden biri
olmaya devam etmektedir. Son zamanlarda kalp yetmezligi tedavisinde mortalite
tizerine direk etkisi nedeniyle kilavuzlarda kullanilmasi gereken ilaglar listesine giren
SGLT-2 inhibitorii ilaclarin etki mekanizmasi hala tam olarak bilinmektedir. Bu
calismada SGLT-2 kullanimi ile kalp yetmezligi hastalarinda bazi mikro RNA’larin
(MiRNA) seviyelerinde degisim olup olmadigina bakilarak bu grup ilacin olasi
epigenetik etkisi aragtirilmistir.

Universitemiz kardiyoloji kliniginde ejeksiyon fraksiyonu %40’1n altinda oldugu tespit
edilen ve endokrinoloji tarafindan SGLT-2 inhibitdrii kullanimi uygun goriilen 40 hasta
ve 20 saglikli goniillii hasta calismaya dahil edildi. Hastalarin kan 6rneklerinden SGLT-
2 inhibitori ilag kullanimi 6ncesi ve SGLT-2 inhibitorii ilag kullanimini takiben tiglincii
ayda Revers-Transkriptaz Polimeraz Zincir Reaksiyonu (RT-PCR) yontemi ile miR-
21,miR-132,miR-499 ve miR-210 gen ekpresyon diizeyleri analiz edildi. Yine saglikli
goniillillerden alinan kan 6rneklerinden ayni sekilde miR-21,miR-132,miR-499 ve miR-
210 gen ekpresyon diizeylerine bakildi.

Ilag kullanim1 sonrasi iigiincii ayda miR-21 ve miR-499 gen ekspresyon diizeylerinde
istatistiksel olarak anlamli bi¢cimde artis oldugu saptandi  (p=0,005) miR-210
ekspresyon diizeyinde hastalarda istatistiksel olarak anlamli bir artis olmakla beraber
ilag kullanimi sonrasi degisiklik olmadigi bulundu. miR-132 ekspresyon diizeyinde
acisindan ise gruplar arasinda iistatistiksel olarak anlamli bir farklilik olmadig1 saptandi
(p =0,421).

Sonug olarak SGLT-2 inhibitorii ilaglarin etki mekanizmalarindan biri de epigentik
olarak miRNA seviyelerini degistirerek (miR-21, miR-499)olabilir.

Anahtar Kelimler: miRNA, kalp yetmezligi, SGLT-2



ABSTRACT

DUSUK EJEKSIYON FRAKSiYONLU KALP YETMEZLIGI (LVEF<%40)
OLAN DIiYABETIiK HASTALARDA SGLT-2 INHIBITORU iILACLARIN
EPIGENETIK ETKISI

Irfan Veysel DUZEN
Doktora Tezi, TIBBI BIYOLOJI ANABILiM DALI

Tez Damismanlari: Prof. Dr. Sibel OGUZKAN BALCI, Dr. Ogr. Uyesi Giilper
NACARKAHYA

Gaziantep, 2023
56 Sayfa

Heart failure continues to be one of the most important causes of mortality and
morbidity worldwide. The mechanism of action of SGLT-2 inhibitor drugs, which have
recently been included in the list of drugs that should be used in the guidelines due to
their direct effect on mortality in the treatment of heart failure, is still not fully known.
In this study, we investigated the possible epigenetic effect of this group of drugs by
looking for changes in the levels of some microRNAs in heart failure patients with
SGLT-2 use.

Forty patients with an ejection fraction of less than 40% in the cardiology clinic of our
university and deemed suitable for SGLT-2 inhibitor use by endocrinology and 20
healthy volunteers were included in the study. The levels of miRNA-21, miRNA-132,
miRNA-499 and miRNA-210 were analysed by Reverse-Transcriptase Polymerase
Chain Reaction (RT-PCR) in blood samples obtained from healthy volunteers before
and 3 months after drug use.

There was a statistically significant increase in miR-21 and miR-499 gene expression
levels in the third month after drug use (p=0.005). Although there was a statistically
significant increase in miR-210 expression level in patients, there was no change after
drug use. In terms of miR-132 expression level, there was no statistically significant
difference between the groups (p = 0.421).

In conclusion, one of the mechanisms of action of SGLT-2 inhibitor drugs may be by
epigentically changing miRNA levels (miR-21, miR-499).

Keywords: miRNA, heart failure, SGLT-2,
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1. GIRIS ve AMAC

Kalp yetersizligi, semptomatik sol ventrikiill (LV) islev bozukluguna yol acgan
fonksiyonel veya yapisal bozukluklardan kaynaklanan karmasik bir klinik sendromdur.
Niifusun giderek yaslanmasi sonucu diinya genelinde artis gostermekte olup yakin
zamanda tlkemizde yapilan HAPPY (Heart Failure Prevelance and Predictors in
Turkey) calismasi verilerine gore ililkemizde 2 milyonun iizerinde kalp yetersizligi
hastast bulunmaktadir (1,2,3). Dogal seyrine birakildiginda KY(kalp yetmezligi)
hastalariin yasam beklentisi bircok kanserden daha disiiktir. Kalp yetersizligi
hastalarinda tedavi ve sag kalimi arttirmaya yonelik miidahalelerdeki yeniliklere ragmen
hastalarin yaklagik %20’sinde orta-ileri derecede sikayetler devam etmekte ve bu grup
hastada yillik O6lim orami %50’ye kadar ¢ikabilmektedir. Bu nedenle bu hasta

grubundaki hastalarin tedavisinin bireysellestirilmesi kritik éneme sahiptir.

Diisiik ejeksiyon fraksiyonlu kalp yetersizligi olan hastalar i¢in, modern tedavi, biiyiik
randomize kontrollii ¢aligmalarda mortaliteyi ve hastaneye yatis oranlarni azalttig
kanitlanmis ¢oklu ila¢ tedavilerini igerir. Klinik c¢alismalarda bu tibbi tedavilerin

sagkalimi arttirdig1 rutin klinik pratikte gosterilmistir.

Diyabetik hastalarin tedavisinde kullanilan SGLT-2 inhibitorii molekiillerin Diislik
Ejeksiyon Fraksiyonlu Kalp Yetmezligi (HFrEF) olan hastalardaki mortalite ve
morbidite tizerine azaltici etkisi tesadiifen saptanmis olup; bu gruptaki ilaglar randomize
kontrollii caligmalarla giincel kilavuzlarda diisiik ejeksiyon fraksiyonlu kalp yetmezligi
olan diyabetik ve diyabetik olmayan hastalarda hastane yatislarini ve mortaliteyi
azaltmasi nedeniyle yiiksek kanit diizeyiyle oOnerilmektedir (4). Ancak bu olumlu
etkilerin mekanizmas1 hala tam olarak olarak agiklanmis olmayip bu konudaki

arastirmalar devam etmektedir.

MiRNA’lar kiicik kodlayict olmayan RNA'larin bir smifidir. MikroRNA’lar
posttranskripsiyonel diizeyde gen ekspresyonunun diizenlenmesinde aktif rol oynarlar.
Sasirtict bir sekilde, kalp dokusunda en fazla eksprese edilen miRNA’larin diizeyi
kardiyovaskiiler hastaliklar sirasinda ciddi oranda degisebilmektedir. Bu da
mikroRnalarin kardiyovaskiiler hastaliklar esnasinda gen ekspresyonu iizerinde 6nemli

etkisi oldugunu diisiindiirmektedir



Bu ¢alismanin amact SGLT-2 (Sodyum glukoz transporter-2) inhibitorii ilaglarin olasi
etki mekanizmalarindan birinin epigenetik olup olmadigi sorusudur. Bu c¢alismada
SGLT-2 inhiibitorii kullanmayan disiik ejeksiyon fraksiyonlu kalp yetmezlikli
hastalarda SGLT-2 inhibitorii kullanimini takiben 3. ayin sonunda bazal ve 3. ay
serumlarinda kalp yetmezligi ile ilgili olan 4 adet miRNA geni ekspresyon diizeyleri (
miR-21, miR-132, miR-210, miR-499) analiz edilerek SGLT-2 inhiibitoriiniin Kalp

yetmezligindeki olasi epigenetik etkilerinin arastirilmasi amaglandi.

Xi



2. GENEL BIiLGILER

2.1. Kalp Yetmezligi Tanis1 ve Epidemiyolojisi

Kalp yetmezligi (HF), yliksek natriiiretik peptid seviyeleri ve/veya pulmoner veya
sistemik konjesyonun objektif gostergeleri tarafindan desteklenen kalbin yapisal
ve/veya fonksiyonel anormalliklerinden kaynaklanan semptomlar ve/veya belirtilerle

karakterize bir klinik sendromdur (1).

Kalp yetmezIginin diinyada yaklasik 64 milyon insani etkiledigi prevelansinin ise %2
civarinda oldugu diisiiniilmektedir (2). Ulkemiz verilerine gore ise kalp yetmezligi

prevelans: geng niifusun daha fazla olmasina ragmen daha yiiksektir (%2,9 )(3).

Ejeksiyon fraksiyonu kalp yetmezliginin gerek siniflandirilmasinda gerekse tedavinin
sekillendirilmesinde en 6nemli parametrelerden biridir. Ejeksiyon fraksiyonu kalbe
gelen toplam kanin (diastol sonu kan hacmi) ne kadarinin dolasima verildiginin (atim
hacmi) oransal olarak ifadesidir. Klinik pratikte ejeksiyon fraksiyonu ol¢timii igin
kullanilan en sik yontem ekokar diografidir. Son ESC(Avrupa Kalp Cemiyeti)
kilavuzuna gore kalp yetmezligi HFrEF (Ejeksiyon fraksiyonu azalmis kalp yetmezligi):
LVEF (sol ventrikiil ejeksiyon fraksiyonu) <40%,HFmrEF (Hafif azalmis ejeksiyon
fraksiyonu olan kalp yetmezligi): LVEF 41-49%,HFpEF (Korunmus ejeksiyon
fraksiyonu olan kalp yetmezligi): LVEF >50% olmak {izere ii¢ grupta toplanmustir (4).

2.2. Kalp Yetmezligi Patofizyolojisi

Kalp yetmezligi tedavisi ve tedavinin yarar1 kalp yetmezligi tipine gore degismektedir.
Oyleki; EF’si diisiik kalp yetmezligi tedavisinde kullanilan ¢ogu ilacin EF’si korunmus
olan kalp yetmezligi vakalarinda prognoz ve mortalite {izerine etkisi bulunamamistir.

Bu durum kalp yetmezligi patofizyolojisinin 6nemini ortaya koyar.

Kardiyak hasara yol agan primer olaydan sonra kalpte remodelling (yeniden sekillenme)
meydana gelir. Yeniden sekillenme, kalp dokusunda olusan hasar1 takiben kalpte
meydana gelen yapisal ve islevsel degisiklikleri ifade eder. Belirli bir kardiyak olaya
yanit olarak kalbin boyutunda, kiitlesinde ve bi¢iminde degisiklikler olur. Frank-
Starling yasas1 geregi kalp debisini sabit tutmak i¢in artan sarkomer uzunlugu belli bir
seviyeden sonra yeterli olamaz ve kalp atim hacmi diiser ve yeniden sekillenme tekrar

aktive olur (5).



Kalp dokusunda olusan hasarlanma siirecinde kardiak dokuda hipertrofi, apoptozis,
nekroz ve interstisiyel fibrozis ile karakterize patofizyolojik olaylar ventrikiiler
hipertrofi ve dilatasyonla sonuglanir. Tiim bu olaylar ayn1 zamanda remodelingin de bir

pargasidir (6).

Kalp yetmezliginde norohormonal aktivasyon kalp yetmezligi patofizyolojisinin
temelini olusturur. Norohormonal aktivasyon sonucu sempatik sinir sisteminin
aktivasyonu ve RAAS (renin anjiotensin aldosteron sistemi) aktivasyonu sonucunda
vazokonstriksiyon, inflamasyon, su ve tuz tutulumu, kardiyak dokularda apotozis ve
nekroz ile karakterize bir¢ok olay meydana gelir. Uzun donemde bu aktivasyon
transkripsiyonel ve posttranskripsiyonel diizeyde genetik degisikliklere yol agar ve
gitgide kalp yetmezliginin ilerledigi bir kisir dongiiyle sonuglanir (7). Kalp yetmezligi
tedavisinin temelini olusturan beta blokerler, ace (anjiotensin doniistiiriicii enzim)
inhibitorleri, aldosteron antagonistleri ve son zamanlarda kullanima giren ve
kilavuzlarda kullanilmasi Onerilen anjiyotensin reseptor—neprilisin inhibitorii olan
sacubitril-valsartan tedavisi norohormonal sistemi modifiye eden ve modern kalp

yetmezligi tedavisinin ana unsuru olan ilaglardir.

Kalp yetmezligi patofizyolojisinde sorumlu diger unsurlar arasinda immiinmodiilator
uyarilar sonucu salinan IL-1, IL-6, TNF-alfa gibi kemokinler, ICAM-1 gibi adezyon
molekiilleri monosit makrofaj aktivasyonu siralanabilir. Yine oksidatif stresin artmasi
kalp yetemzliginin patofizyolojisinde rol alir ve artmis oksidatif stres de kardiyak
hiicrelerde apoptozis ve nekrozla sonuglanir. Artmis oksidatif stres ayni zamanda
mitokondriyal disfonksiyona sebep olur. Mitokondriyal disfonksiyon da apoptotik

slireci aktive eder ve kalp yetmezligi patofizyolojisinde rol alir (8).
2.3. Diisiik Ejeksiyon Fraksiyonlu Kalp Yetmezligi Tedavisi ve prognoz

Ulkemizde de temel olarak takip edilen ESC kalp yetmezligi kilavuzuna gére HFrEF
hastalarinda kullanilacak ilaglar “Diisiik ejeksiyon fraksiyonunun eslik ettigi kalp
yetmezligi tanist konan tim bireylerde uygulanmasi Onerilen farmakolojik
miidahaleler’” ve “Diisiik ejeksiyon fraksiyonunun eslik ettigi kalp yetmezligi tanisi
konan belirli bireyler i¢in onerilen veya dikkate alinmasi gereken ek farmasotik ajanlar”
olarak ikiye ayrilmistir. HFrEF hastalarinin tamaminda uygulanmasi 6nerilen, hastaliga
bagli oliimii ve hastaligin progresyonunu oOnledigi bircok randomize kontrollii ¢ok

merkezli c¢aligma ile ispatlanan ilaglar beta blokerler, ace inhibitorleri,



mineralokortikoid reseptdr antagonistleri, anjiyotensin reseptér—neprilisin inhibitorii
olan sacubitril-valsartan ve SGLT-2 (sodyum-glukoz transporter-2) inhibitorii ajanlar
(bu gruptan ¢alismasi olan dapaglifozin ve empaglifozin) olarak kilavuzda yer almistir.
Diisiik ejeksiyon fraksiyonunun eslik ettigi kalp yetmezligi tanist konan belirli bireyler
icin Onerilen veya dikkate alinmasi gereken ek farmasotik ajanlar ise loop diiiretikleri,
anjiotensin reseptor blokerleri, if kanali inhibitorleri, ¢Ozliniir guanilat siklaz

stimiilatorii olan vericiguat, hidralazin ve izosorbid dinitrattir (4).

Son yillarda kalp yetmezligi tedavisinde etkili yeni bir ajan yokken temelde diyabet
tedavisi i¢in dizayn edilen SGLT-2 inhibitorlerinin gerek diyabetik gerekse diyabetik
olmayan kalp yetmezligi hastalarindaki tiim tedavi rejimlerine ek olarak mortalite ve

morbiditede iyilesme saglamis olmasi heyecan uyandirmistir.

Kalp yetmezligi modern tiptaki tiim gelismelere ragmen kotii prognozlu bir hastalik
olmaya devam etmektedir ve her yas grubu i¢in beklenilen ortalama omiirde ciddi
diisiise neden olmaktadir. Ornegin 70-74 yas arasi bireylerde Amerika Birlesik
Devletleri’nde ortalama yasam beklentisi 15 yil iken kalp yetmezligi nedeni ile en az bir
kez hastaneye yatan kisilerde bu rakam 3 yila diismektedir (9). Bundan otiirti kalp

yetmezligi tedavisinde yeni modalitelere olan ihtiya¢ devam etmektedir.
2.4. SGLT-2 inhibitorleri

SGLT-2 reseptorleri yalnizca bobrek proksimal kivrimli tiibiillerinde bulunur ve
viicuttaki glikozun neredeyse tamaminin ve glomeriilde siiziilen tuzun biyik bir
kisminin geri emiliminde 6nemli bir rol oynar. Bu reseptoriin bloke edilmesi diiiretik bir
yanitla sonuglanarak sodyum ve glikozun ortadan kaldirilmasimna yol agar. Bu
mekanizma, insiiline bagimli olmayan serum glikoz seviyelerini diislirmek i¢in bir arag
sunar ve boylece hipoglisemi potansiyelini dnler. Randomize klinik ¢aligmalar, SGLT-2
inhibitorlerinin hemoglobin Alc seviyelerinde %0,5 ila %1,1 arasinda degisen kiigiik
bir diisiis saglamadaki etkinligine dair kamt saglamistir (10). Ik oral sodyum-glukoz
kotransporter-2 (SGLT-2) inhibitorii, siganlarda hiperglisemiyi azaltmada etkinlik
gostererek tip 2 diabetes mellitus (T2DM) tedavisinde olas1 bir terapdtik uygulamay1
distindiirmiistir  (11). Diyabet tedavisi i¢in kullanilmasi planlanan ajanlarin
kardiyovaskiiler etkilerinin incelendigi calismalar bu ilaglarin kalp yetmezliginde

kullanilabilecegini ortaya ¢ikarmistir.



EMPA-REG Outcome c¢alismasinda empagliflozinin, standart tedaviyle birlikte
kullanildiginda, tip 2 diyabet tanist konmus ve kardiyovaskiiler komplikasyon riski
yiiksek olan bireylerde kardiyovaskiiler morbidite ve 6liim olusumu {izerindeki etkisi
incelenmistir. Plasebo ve empaglifozin kullanan grup arasinda miyokard enfarktiisii
veya inme oranlart agisindan istatistiksel olarak anlamli bir fark goézlenmemistir.
Bununla birlikte, empagliflozin grubunda kardiyovaskiiler nedenlerden 6liim (plasebo
grubundaki %5,9'a kiyasla %3,7, %38'lik bir goreceli risk azalmasi), kalp yetmezligi
nedeniyle hastaneye yatis (plasebo grubundaki %4,1'e kiyasla %2,7, %35'lik bir
goreceli risk azalmasi) ve herhangi bir nedenden 6liim (plasebo grubundaki %8,3'e
kiyasla %35,7, %32'lik bir goreceli risk azalmasi) oranlar1 6nemli dl¢lide daha diisiik

bulunmustur (12).

Bu bulgunun sasirtici niteligi, ek paralel arastirmalar yoluyla dogrulama ihtiyacini
gerektirmistir. Canagliflozin ve Tip 2 Diyabette Kardiyovaskiiler ve renal Olaylar
(CANVAS) ve Dapagliflozin ve Tip 2 Diyabette kardiyovaskiiler sonuglar (DECLARE
TIMI) calismalari, sirasiyla canagliflozin ve dapagliflozinin etkileriyle ilgili olarak

benzer sonuglar vermistir (13).

Tip 2 diabetes mellitus (T2DM) hastalarini i¢ceren kardiyovaskiiler sonug ¢alismalarinda
kalp yetmezligine bagli kardiyovaskiiler mortalite ve hastaneye yatislarda azalma
oldugunun kesfedilmesi, ilacin kalp yetmezligi tedavisindeki potansiyelinin daha sonra
arastirilmasina yol agmustir. Dapagliflozin ve Kalp Yetersizliginde Olumsuz Sonuglarin
Onlenmesi (DAPA-HF) calismasi, diisiik ejeksiyon fraksiyonlu kalp yetersizligi
(HFrEF) tanmist1 konan bireylerde bir sodyum-glikoz kotransporter-2 (SGLT-2)
inhibitdriiniin etkinligini degerlendirmek icin yapilan ilk aragtirmadir. 4744 HFrEF
hastasinin 18 ay boyunca takip edildigi ¢alismada diyabetik durumlarina bakilmaksizin
dapagliflozin uygulanan bireylerde, plasebo uygulanan bireylere kiyasla kalp
yetmezliginde kotiilesme veya kardiyovaskiiler nedenlere bagli olarak hayatini

kaybetme olasiliginin anlamli olarak azaldig1 goriilmiistiir (14).

Empagliflozin Outcome Trial in Patients With Chronic Heart Failure and a Reduced
Ejection Fraction (EMPEROR-Reduced) ¢alismasi olarak bilinen bir diger ¢alismada,
empagliflozinin benzer bir grup bireydeki etkinligini incelemistir. Calismaya toplam
3.730 katilimer dahil edilmis ve bu katilimeilarin ortalama takip siiresi 16 ay olmustur.

Empagliflozin uygulamasi, plasebo kullanimina kiyasla kardiyovaskiiler 6liim ve kalp



yetmezligine bagl hastaneye yatiglarin birlesik olusumunda istatistiksel olarak anlamli

bigimde %21°lik azalmayla sonuglanmistir (15).

Biitiin bu c¢alismalarin 1518inda SGLT-2 inhibitdrlerinin diyabeti olsun ya da olmasin
tiim kalp yetmezIligi hastalarinda kullanilmasi 6nerilmistir. Kalp yetmezligi tedavisinde
yer alan bu ajanlarin etki mekanizmasi ise tam olarak aciklanamamistir. Bilinen
mekanizmalar1 Ozetlemek gerekirse; Sodyum-glukoz kotransporter 2 ( SGLT-2)
inhibitorlerinin idrarla glukoz atilimin1 etkili bir sekilde artirarak kan sekeri
seviyelerinin daha iyi kontrol edilmesine ve kalori kaybina bagli olarak viicut
agirliginda azalmaya yol agtigi gosterilmistir. Ayrica, SGLT-2 inhibitorlerinin erken
natriiirezi indiikleyerek plazma hacminde azalmaya ve hematokrit seviyelerinde artisa
neden oldugu bulunmustur. Ek olarak, bu inhibitorler sistemik kan basincinda diisiise,
glomeriiler hiperfiltrasyon ve albiiminiiride azalmaya ve kalp ve bdbrekte metabolik
substrat tercihinde keton cisimlerine dogru bir kaymaya yol agmaktadir. SGLT-2
inhibitorlerinin kardiyovaskiiler ve renal faydalarina katkida bulunabilecek diger
potansiyel mekanizmalar arasinda adipoz doku kaynakli enflamasyonun zayiflamasi ve
ardindan pro-enflamatuar sitokinlerin iiretiminde azalma yer almaktadir. Ayrica, bu
inhibitdrlerin oksidatif stresi azalttigi, miyokardiyal Na+/H+ degistiricisini inhibe ettigi,
serum {irik asit seviyelerini diislirdiigli ve ileri glikasyon son iiriinleri ve bunlarin

reseptoriinii igeren sinyal yolunu baskiladigi gosterilmistir (16).

SGLT-2 inhibitorlerinin genis olgekli randomize ¢alismalarda ¢ok cesitli kardiyorenal
sonugclar iizerindeki olumlu etkilerine dair tutarli ve 6nemli kanitlarin yan1 sira nispeten
diisiik yan etki insidansi nedeniyle, bu terapotik ajanlar uluslararasi kilavuzlarda
glisemik kontrolii yonetmek ve kardiyovaskiiler olay riskini azaltmak i¢in farmakolojik

bir yaklasimin 6nemli bir bileseni olarak onerilmektedir.

2.5. Mikro RNA’lar
2.5.1. miRNA

Geleneksel genetik 0greti DNA’dan transkripsiyon ile RNA sentezini ve RNA’dan
translasyon ile protein sentezini anlatir. Ancak, transkripsiyona ugrayan RNA
molekiillerinin 6nemli bir kismi translasyona ugramamaktadir. Non-coding RNA
(kodlanmayan RNA) olarak adlandirilan bu RNA kiimesinin son zamanlarda yapilan
calismalar 15181nda aslinda protein sentezinin diizenlenmesinde oldukga aktif rol aldigi

gozlenmistir. Non coding RNA (ncRNA) sinifi niikleotid uzunluguna gore 200



niikleotidden uzun olan uzun ncRNA ve niikleotid sayis1 200’iin altinda olan kisa
ncRNA olarak iki gruba ayrilmaktadir. MikroRNA'lar (miRNA'lar), yaklasik 20-22
niikleotid (nt) uzunlugunda olan kii¢ilk kodlanmayan RNA'larin (ncRNA'lar) bir
smifidir (17).

Kesfedilen miRNA'larin 6nemli bir kismi intronik veya intergenik bolgelerden
transkribe edilir ve kendi spesifik promotorleri tarafindan diizenlemeye tabidir.
miRNAlar transkripsiyon siirecinden sonra gen ifadesinin diizenlenmesinde 6nemli bir
rol oynarlar. Bu diizenleme, miRNA'larin hedef mesajc1 RNA'larin (MRNA'lar) belirli
bolgelerine, yani cevrilmemis 3’ bolgeye (UTR), aglanmasi yoluyla gerceklesir.
miRNA'larin bu boélgelere baglanmasi, MRNA molekiillerinin translasyonunun

engellenmesine veya yikimina yol agar (18).

1993 yilinda Lin-4 adindaki ilk mikroRNA tanimlanmigtir. Caenorhabditis elegans
nematodunda larval evreler arasinda gegisi kontrol eden heterokronik genler
bulunmustur. Lin-4 buna bir 6rnektir. Lin 4 islev kayb1 mutasyonlarina sahip hayvanlar,
belirli yetiskin anatomik 6zelliklerinde bir eksiklik sergileyerek onlar1 yumurtlayamaz
hale getirir ve elverigsiz gec larva asamalar1 sirasinda erken gelisim programlarinin
uygun sekilde yliriitilmesini engeller. Lin 4%in aktivitesi, larva gelisiminin LI
asamasindan L2 asamasina gecisi i¢in gereklidir. 1987 yilinda Ferguson ve arkadaslari
lin-14 genindeki null mutasyonunun olusturdugu etkinin lin 4’deki null mutasyonunun
olusturdugunun tersi yoniinde oldugu saptanmistir. Bu da lin-4’iin lin-14’{in negatif

diizenleyicisi olabilecegi goriisiinii dogurmustur (19).

Daha sonra Ambros ve Ruwkin isimli iki arastiric1 farkli laboratuvarlarda Ruwkin lin-
14 ve Ambros lin-4 {izerinde olmak iizere birbirlerinden bagimsiz ¢alismalar yiiriitmiis
ve sonrasinda benzer sonuclar bulduklarimi gorerek ayri ayri 1993 yilinda Cell’de
yayilamis ve ilk mMIiRNA’i ve mMIiRNA’lerin temel c¢alisma prensibini ortaya
koymuslardir. Bu arastiricilar gostermistir ki; lin-4 geni i¢in bir baglatic1 ya da stop
kodonu bulunmamaktadir ve lin 4 belirli bir protein kodlamamaktadir. Lin-4’lin 22 ve
61 niikleotidli iki transkripti bulunmustur. Lin-14 {izerinde 3’UTR bdlgesinin varligi lin
4 -lin 14 etkilesimi icin yeterli goriilmektedir. Dolayisiyla kendisi kodlanarak protein
tiretmeyen ama diger bir genin 3UTR bolgesine baglanarak posttanskripsiyonel olarak
etkilesim gosteren yeni bir RNA tipinin yani MIiRNA’in kesfi gergeklesmistir
(20,21,22).



Yedi yil sonra diger bir miRNA olan let-7’nin bu sefer geg¢ larval gelisimde etkisi
saptanarak yine Caenorhabditis elegansin {izerinde bulunmustur. Ancak let7’nin lin-
4’ten farkli olarak bitkiler ve tek hiicreliler disinda hemen hemen tiim organizmalarda
bulunmasi ve insanda da let7 ailesine bagl yaklagik 12 tane mIRNA’in goriilmesi
mikroRNA’lar tizerinde birgok yeni bilginin elde edilmesine ve islevlerinin bir¢ok

fizyolojik olayda ve hastalikta incelenmesine yol agmustir (23).

MikroRNA (miRNA) arastirma alani hizli ve dinamik gelismelerden gegmektedir. Su
an itibariyle, insanlarda tanimlanan mikroRNA'larin ( mMiRNA'lar) sayis1 2000'i agmistir
(24).

2.5.2. miRNA Biogenez

MIRNA (mikro RNA) biyogenez siireci tipik olarak enzimlerin ve proteinlerin
karmasik bir etkilesimi ile saglanir. mMIRNA biogenezi kanyonik ve nonkanyonik yol

olmak tizere iki sekilde olabilir.

Ik 6nce RNA polimeraz II tarafindan transkripsiyon yoluyla pri- miRNA olarak bilinen
uzun bir RNA molekiilii olusur. Daha sonra ¢ekirdek iginde pri miRNA DGCRS8
proteini ve Drosha olarak bilinen RNA polimeraz III tarafindan yaklagik 70 niikleotid
uzunlugunda pre MIRNA olusumu gergeklesir. Exportin-5 ve Ran-GTP protein
kompleksinin yardimi ile pre miRNA ¢ekirdekten sitoplazmaya tasinir. Hiicre i¢inde pre
miRNA RNA-III endoniikleaz ile 20-22 niikleotidli olgun miRNA’e doniigiir. MIRNA
Argonaute proteinlerinden olusan RNA-indiiklenmis susturma kompleksi (RISC) olarak
bilinen bir protein kompleksine sokulur. RISC kompleksi miRNA molekiiliiniin spesifik
hedef mMRNA'ya dogru yonlendirilmesinden sorumludur. MikroRNA ( miRNA), mesajci
RNA'nin (MRNA) 3' ¢evrilmemis bolgesi (3' UTR) ile tam veya kismi tamamlayicilik
sergiler. Bu etkilesim sonuct mMRNA translasyonunun inhibisyonu veya mRNA
degredasyonu meydana gelir. mMRNA yikimi RNA deadenilasyon enzimleri ile olur
(25,26,27).

Cesitli alternatif miIRNA biyogenez yollar1 tanimlanmis ve agikliga kavusturulmustur
(Sekil 1). Bu yollar, ¢ogunlukla Drosha, Dicer, exportin 5 ve AGO2 dahil olmak {izere
geleneksel yolda yer alan proteinlerin farkli kombinasyonlarini kullanir. Genel olarak,
MIRNA'nin kanonik olmayan iiretimi iki yol olarak simiflandirilabilir: Drosha ve

DGCRS8 enzimlerinden bagimsiz olanlar ve Dicer enziminden bagimsiz olanlar.
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Drosha/DGCR8'den bagimsiz yolla iiretilen pre- miRNA'lar Dicer substratlarina
benzerlik goOsterir. Bahsedilebilecek pre- mMiRNA'larin  bir 6rnegi, MRNA'nin

intronlarindan splicing islemi yoluyla iiretilen miRtronlardir (28).
2.5.3. miRNA fonksiyonlar1 ve kardiyovaskiisler hastaliklardaki yeri

MikroRNA'lar (miRNA'lar) hiicre gelisimi, farklilasmasi ve homeostazinin
diizenlenmesinde c¢ok o©Onemli bir rol oynar. Otokrin, parakrin veya uzak sinyal
mekanizmalar1 olarak islev gorebilirler. Bunun nedeni miRNA'larin sistemik dolasima
salgilanma ve proteine bagli bir formda ya da vezikiiller yoluyla tasinma yetenegine
sahip olmasidir. Bu durum, ¢ok c¢esitli hastaliklar i¢in miRNA tabanli biyobelirteglerin
gelistirilmesini amaglayan girisimlerin ortaya ¢ikmasmin yani sira, miRNA tabanli
terapotik miidahalelerin olusturulmasi nihai hedefiyle gen ifadesinin diizenlenmesi

amaciyla miRNA tabanli arastirma metodolojilerinin ilerlemesiyle sonuglanmistir (18).

Kalp yetmezligi patofizyolojisi de ig¢inde bir¢ok enzim, hormon, sitokin gibi bir¢cok
molekiilii igeren apoptois, nekroz, yeniden sekillenme gibi bir siirii karmasik siireci
icerir. Dolayisiyla protein sentezinde diizenleyici goérevi olan MIRNA’lerin kalp
yetmezligi patofizyolosinde de aktif rol oynamasi olasidir. Miyokardiyal Iskemi,
iskemik olmayan kardiyomiyopatiler, hipertrofik kardiyomiyopati, kardiyak amiloidoz,
aritmojenik sag ventrikiiler kardiyomiyopati ve Takotsubo kardiyomiyopatisi
mikroRnalarin aktif rol aldig1 kardiyovaskiiler hastaliklardir (18).

Hem kalp yetmezligi i¢in bir biomarker olarak hem de kalp yetmezligi tedavisinde
terapotik bir hedef olarak miRNA’ler dikkat ¢ekmektedirler. Nitekim 17. insan
kromozomu iizerinde bulunan miR-212-132 geninden iiretilen bir mikroRNA olan miR-
132'nin baskilanmasinin, FoxO3 ve Serca2a seviyelerinin yiikselmesine yol actigi ve
sonugta kardiyak performansm arttid1 gosterilmistir. Inhibisyon, CDR132L olarak
bilinen kimyasal olarak modifiye edilmis bir oligoniikleotidin uygulanmasiyla
gerceklestirilmistir. Bu calisma 28 kalp yetmezligi hastasi lizerinde yapilan faz 1

calismasi olarak gelecege dair umut vadetmistir (29).
2.5.4. Calismamizda kullanilan miRNA’lar ve Kalp yetmezligindeki yerleri
miR-499:

miR-499 kardiyak spesifik bir mikrorna olarak tanimlanmistir. Akut koroner

sendromda seviyesi ylikselmektedir. Ayrica kardiyak hasarin oldugu miyokardit gibi



tablolarda ve akut kalp yetmezliginde miR-499 seviyesi yiikselmektedir. Plazma miR-
499 seviyeleri akut miyokard enfarktiisiinii (AMI) takiben belirgin bir yiikselme gosterir
ve kardiyak hasar belirtegleri ile pozitif bir korelasyon gostermektedir (30,31).

miR-21:

miR-21 kardiyak miyosit, kardiyak fibroblast, vaskiiler diiz kas hiicresi, endotel
hiicreleri gibi kardiyovaskiiler sistemin bir¢ok hiicresinde bulunan bir miRNA’dir. miR
-21’in birgok hedef hiicre ve fonksiyonunun olmasi kardiyovaskiiler sistemdeki

etkilerinin kimi durumlarda farkli olmasina yol agmaktadir (32).

mMiR-21’in kardiyoprotektif etkileri:

miR-21 kalp hiicreleri iizerinde antiapoptotik, antiinflamatuar etkilere sahiptir. miR-
2lapoptozisde oOnemli rolii olan Bcl-2 benzeri molekiil (bax) ve caspaz 3’iin
ekspresyonunu arttirmaktadir. MiR-21 aym1 zamanda antiinflamatuar molekiillerin
salmimin aktive etmekte ve kardiyak kok hiicre proliferasyonuna katkida bulunmaktadir
(32).

mMiR-21’in olas1 olumsuz etkileri:

Kardiyak fibrozis kalp dokusunda olusan hasara sekonder olarak dokunun cevap verdigi
bir iyilesme sekli olmakla beraber fibrozis kalp yetmezliginin gelisimine sebep olan ve
kardiyak dokunun kaybiyla sonuglanan bir siiregtir. miR-21 kardiyak fibroziste aktif
olarak rol oynamaktadir. Fibrozise yol acan birinci yolak TGFpB-1 upregiilasyonu ile
kardiyak fibroblastlain aktivasyonu ve miyofibroblastlara doniisiimiin arttirilmasi, diger
bir mekanizma ise Sprouty (Sepry) gen ailesinin bir {iyesi olan spryl’in
inaktivasyonunu saglayarak Spryl’in fibroblast aktivasyonunu arttiric1 etkisini inhibe

etmesi ve sonug olarak fibrozisin aktivasyonuna yol agmasidir (33).

miR-132:

miR-132'nin  kardiyovaskiiler hastalikla iligkili patofizyolojik mekanizmalarin
diizenlenmesinde potansiyel olarak 6nemli bir etkiye sahip oldugu belirlenmistir. Bu
mekanizmalar miyokardiyal hipertrofi, otofaji, fibroz, apoptoz, anjiyogenez, kalsiyum
kullanimi, néroendokrin aktivasyonu, oksidatif stresin yani sira endotelyal ve vaskiiler

diiz kas hiicre biyolojisini kapsamaktadir.

MiR-132’nin inhibisyonu
mMiR-132 bazl tedavilerin iki sekli mevcuttur: anormal sekilde yilikselmis miR-132'yi
inhibisyon yoluyla bastirmak ve zayiflatilmig miR-132'yi takviye yoluyla eski haline
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getirmek. miR-132 aktivitesini in vivo olarak modiile etmek i¢in, baskilama igin gesitli
kimyasal modifikasyonlara sahip antisens oligoniikleotidler (ASO'lar) ve restorasyon
icin ¢ift sarmalli mimikler kullanmak gibi bir¢ok yol belirlenmistir. CDR132L, sinifinin
ilk inhibitorii olan mMIR-132'nin sentetik bir antisens oligoniikleotid inhibitoridiir

(34,35).

CDI132L ile yapilmis hayvan deneylerinde CD132L’nin miR-132’i inhibe ederek kalp

yetmezligine bagli bulgulari azalttig1 vehipertrofiyi azalttigi gosterilmistir.

Insanlarda ilk kez gergeklestirilen Faz 1b randomize, ¢ift kér, plasebo kontrollii klinik
calismada, standart tedavi goren kronik iskemik kalp yetmezIligi hastalarinda
CDR132L'nin giivenligi, farmakokinetigi ve etkinligi incelenmistir. Bu caligmada,
LVEF %30-50 veya NT-proBNP > 125 ng/L, yas 30-80 ve BMI 18-28 kg/m2 olan 28
hasta rastgele 5:2 oraninda CDR132L grubuna (20 hasta, kohort basina 5 hasta 0,32, 1,
3 ve 10 mg/kg viicut agirligi) ve plasebo grubuna (sekiz hasta, %0,9 salin) atanmistir. 6
haftalik bir tarama doneminden sonra, hastalar 1. ve 28. giinlerde iki intravenoz
CDR132L veya plasebo dozu almistir. Calisma 112. giinde sonlandirilmistir. Bu
calismada CDR132L giivenli bulunmus ve iyi tolere edilmistir. CDR132L tedavisi doza
bagl bir sekilde plazma miR-132 seviyelerini kalict ve keskin bir sekilde azaltmistir.
Geleneksel tedavi alan iskemik kronik kalp yetmezligi hastalar1 igin CDR132L, medyan
NT-proBNP seviyesini daha da azaltabilir, QRS dalgasin1 daraltabilir ve plaseboya
kiyasla anlamli olmayan kardiyak fibroz biyobelirteglerini artirabilir.  Bu,
kardiyovaskiiler hastalik miRNA tedavisinde bir kilometre tasi olan miR-132'yi hedef

alan ilk insan arastirmasidir

Cogu caligma miR-132 asir1 ekspresyonunun kalp hastaligina katkida bulundugunu
gosterirken, az sayida ¢aligma miR-132 yukar regiilasyonunun potansiyel faydalarini
incelemistir. Gupta ve arkadaslari miR-132 asir1  ekspresyonunun kemoterapi

ilaglarindan kaynaklanan kardiyak hasari azaltabilecegini bulmugslardir (36).

miR-210:

miR-210, hipoksi ile upregiile olan apoptozu inhibe eden ve hiicre proliferasyonunu,
farklilasmasini, go¢iinii, mitokondriyal metabolizmay1 ve anjiyogenezi diizenleyen bir
mikroRNA’dir. Ateroskleroz, akut miyokard enfarktiisli, preeklampsi, aort stenozu ve

kalp yetmezligi gibi kardiyovaskiiler hastaliklarda miR-210'un asir1 ekspresyonu hedef

organlar1 korur. Ayrica, kronik olarak artan miR-210 bazi durumlarda zararh olabilir.
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mMiR-210'un ¢esitli klinik durumlarda hiicresel hasarin varliginin ve ciddiyetinin
degerlendirmesinin bagimsiz bir biyobelirteci olarak kullanilabilecegine dair kanitlar
vardir. miR-210, ozellikle kok hiicre ve kalp nakilleri sirasinda kalp dokusunu

koruyabilir. miR-210 overekspresyonu genellikle kardiyoproteksiyona yol agmaktadir
(37,38).

Sonug olarak, bir hipoksi mMiRNA's1 olan miRNA-210, KVH'lerin tedavisi i¢in 6nemli
bir umut vaat etmektedir.

Pri-miRNA Pre-miBEMNA
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1
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Crkardel } N c L= , \
Pre-miRNA ) N 0
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i I $ . [
i
l—‘)\) net o4 0 P oaTe
Aqlma / : o0 00— 1“ LR Yot '
~A. [ g e (=zis
g miRNA duplex .l I '\__,.'.-_*# a i\
— 1 . [ H V‘ |
(& |
\ RISC AGO2 Tl. I H i
E,ﬁ;;i , ulrul:jlﬁ(ﬂ}urunlr L —> 0 /__\\n |

/ olgun miRNA \ | {f_i:) y l‘l
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| Protein sentezinin inhiblsyonu I | dolaimdaki miIRN Alar |

Sekil 2.1. miRNA biyogenezi (Diagnostic, Prognostic, and Therapeutic Value of

Circulating miRNAs in Heart Failure Patients Associated with Oxidative Stress Oxid
Med Cell Longev 2016;2016:5893064’dan alinmistir)

11



3. GEREC ve YONTEM

3.1. Hasta Secimi

Calismamiz 40 adet diabetes mellitus tanili sistolik kalp yetmezligi hastas: ve 20 adet

saglikli goniilliiden olugmaktadir. Calismamiza 18-75 yas arasi bireyler dahil edilmistir.

Calismamizda Gaziantep Universitesi Endokrinoloji Kliniginde tip 2 diabetes mellitus
ile takip edilip SGLT-2 inhibitérii ilag baslanilmasi planlanan hastalardan klinigimizce
takip edilen ve klinigimizde ejeksiyon fraksiyonu %40’1n altinda oldugu tespit edilen
stabil hastalar dahil edilmistir. Endokrinoloji tarafindan SGLT-2 inhibitorii baslanan
hastalar klinigimizde tekrar degerlendirilmis ve hastalarin ekokardiyografik
incelemeleri tekrar yapilmis ve kalp yetmezligi tedavisi olarak optimal medikal tedavi
aldiklar1 kontrol edilmistir. Zira SGLT-2 inhibitorii kullaniminit sonrasi mecbur

kalinilmadigi siirece hastalarin herhangi ek bir ila¢ almamasi istenmistir.

Hastalara SGLT-2 inhibit6rii baslanmadan énce EDTA’l1 tam kan tiipline kan alinmis
ve sonrasinda RNA koruyucu soliisyon ile muamele edildikten sonra kanlar-80 derecede

saklanmistir.

Ayni hastalardan ii¢ ay sonra tekrar kan alinarak ayni iglem tekraralanmistir. Bu {i¢
aylik dénemde ek ilaglar kullanmak zorunda kalan ya da hastaneye yatig gerektirip

farkli medikasl tedavi alan hastalar ¢alismadan ¢ikarilmistir.

Saglikli gontilliiler ise hastanemize rutin kontrol i¢in bagvuran ve herhangi bir hastaligi
olmayan bireylerden olusturulmustur Saglikli goniillillerden sadece bir kez kan

alinmustir.
Gerek saglikli goniillii, gerekse hastalardan bilgilendirilmis onam formu alinmaigtir.

3.1.1. Hastalarin calismaya dahil olma kriterleri

1-18-75 yas arasi tip2 diabetes mellitus ve sistolik kalp yetmezligi nedeniyle takip
ediliyor olmak

2-Calismaya dahil edildigi esnada hastanin kalp yetmezligi ile ilgili beta bloker -ace
inhibitorii vb. kalp yetmezligi tedavisini optimal dozda kullaniyor olmasi

3-Hastanin endokrinoloji tarafindan SGLT-2 inhibitérii ilaca baglanmasina karar
verilmis olmasi

4-Hastanin ¢aligmaya alindig1 esnada stabil kompanse vaziyette olmasi
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3.1.2. Hastalarin ¢calismadan dislanma Kriterleri

1-Hastanin SGLT-2 inhibitorii baglandiktan sonra 3 ay i¢inde herhangi bir planl

ameliyat vb. isleminin olmasi

2-Kanser nedeniyle takipte olan hastalar

3-Otoimmiin hastalik nedeniyle takipte olanlar

4-Gebelik siiphesi ya da planlamasi olanlar

5-Son donem bobrek yetmezligi nedeniyle diyalize giren hastalar

Seklinde 6zetleyebiliriz.

3.1.3. Kan Orneklerinin Toplanmasi ve Calisilmasi
Hastalardan SGLT-2 inhibitorii baslanmasindan once ve ila¢ kullanimimi takiben

tiglincii ayda toplamda iki kez saglikli goniillillerden ise bir kez olmak {izere 2cc

EDTA’l1 kan tiipiine kan alindiktan sonra Rna koruyucu ile beraber kanlar ependorfa

alinarak -80 derecede ¢alisma yapilincaya kadar saklandi

Tam kandan RNA izolasyonu:

RNA stabilizasyon soliisyonu igerisinde bekletilen kan orneklerinden PureLink RNA

Mini Kit (Cat No: 12183018A, 12183025) kullanilarak ve asagidaki adimlar izlenerek

RNA izolasyonu gerceklestirildi.

1. 200 pL kan 1.5 ml’lik eppendorfa alindi.

2. Uzerlerine [)-Mer eklenmis 200 pL Lysis Buffer eklendi.

3. Eppendorf tiipler santrifiije alinarak 12.000 x g’de 2 dk vortekslendi.

4. Supernatant temiz bir 1.5 ml ependorfa alindu.

5. Ependorfa 200 pL (1.5 hacim) % 100 etanol eklendi. Presipitat iyice dagilana kadar,
vorteks-pipetaj islemi uygulandi.

6. Ornekler presipitati ile birlikte Collection Tiiplii Spin Cartridge e alind1 ve 12.000 x
g; 15 sn santrifiijlendi. Ardindan siipernatant uzaklagstirildi.

7. Spin Cartridge ayni Collection Tiipe yerlestirilerek 700 uL Wash Buffer | eklendi ve
12.000 x g; 15 sn santrifiij edildi. Ardindan supernatant ve Collection tiip atildi. Spin
Cartridge iizerine yeni bir Collection tiip yerlestirildi.

8. Spin Cartridge tizerine 500 uL etanollii Wash Buffer II eklendi.

9. 12.000 x g; 15 sn. santrifiij edilip slipernatant uzaklastirildi. Spin Cartridge ayni

Collection tiipe yerlestirildi.

10. Spin Cartridge iizerine 500 p L etanollii Wash Buffer II ekle.

11. 12.000 x g; 15 sn. santrifiij edilip slipernatant uzaklastirildi. Spin Cartridge ayni
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Collection tiipe yerlestirildi.

12. Spin Cartridge 12.000 x g’de 1 dk RNA baglanmis membrani kurutmak icin
santrifiij edildi.

13. Collection tiip atild1. Spin Cartridge Recovery tiipe yerlestirildi.

14. 100 pL RNase-Free Water Spin Cartridge’in ortasina birakildi.

15. 1 dk. oda sicakliginda inkiibe edildi.

16. Spin Cartridge ve Recovery tiipii 12.000 x g; 2 dk. Santrifiij edildi.

17. Spektrofotometrik dl¢limler yapilarak ardindan RNA 6rnekleri hizlica -800C’e
kaldirildu.

cDNA Asamasi

1.RNA ornekleri buz iizerinde nazikge ¢ozdiiriilerek, RT reaksiyonu basina 1 pg kadar

kullanildi.

2. ID3EAL miRNA RT Tamponu (4x) ve ID3EAL RT Primer 1-pleksleri (20x)

¢ozdiiriiliip, vortekslenerek karistirildi ve santrifiijleme ile asag1 yone dogru spinlendi.

3. RT reaksiyonu Tablo 3.1'¢ gore hazirlanarak karisim haline getirildi. Ters

Transkriptaz enzimi -20°C'de tutularak ana karisima en son eklendi.

Tablo 3.1. cDNA reaksiyonu i¢in gerekli bilesenler

Reaktif Hacim
Kalip RNA (1 pg'a kadar) x ul
ID3EAL RT Buffer (4x) 5ul
ID3EAL RT Primer 1-plex 1 (20x) 1l
ID3EAL RT Primer 1-plex N (20x) 1 ul
ID3EAL Reverse Transkriptaz (20x) 1l
Niikleaz igermeyen su 20 ul'ye
Toplam Hacim 20 pl

4. Birlestirilen reaktifleri iyice karistirild1 ve kisaca vortekslendi.
5. Reaksiyon oncelikle 42°C'de 30 dakika inkiibe edildi, ardindan 5 dakika 95°C'de

1styla inaktivasyon gergeklestirilerek tamamlanda.
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Real-Time PCR (qPCR) Asamasi

1. cDNA, ID3EAL miRNA gPCR Master Mix (2x) ve ID3EAL miRNA gPCR
bilesenleri (10x), buz lizerinde nazik¢e ¢Ozdiiriildii. Vortekslenerek karistirildi ve
santrifiijleme ile asag1 yone dogru spinlendi.

2. cDNA niikleaz icermeyen suda 1:10 oraninda seyreltildi. Seyreltilmis cDNA
ornekleri Tablo 2'de gosterildigi gibi her bir PCR reaksiyon kuyusuna pipetlendi.

3. gPCR reaksiyonunu Tablo 3.2'ye gore birlestirildi.

Tablo 3.2. qPCR reaksiyonu i¢in gerekli bilesenler

Reaktif Hacim / pL.
ID3EAL gqPCR Master Mix (2x) 10
Niikleaz icermeyen su 3
ID3EAL gPCR assays (10x) 2
Diliie edilmis cDNA 5
Toplam Hacim 20

4. PCR plakasi kisa siire (200 g'de 30 s) santrifiijlendi.
5. Tablo 3.3’te verilen dongii parametreleriyle Ger¢ek Zamanli PCR amplifikasyonu

gerceklestirildi.

Tablo 3.3. Dongii parametreleriyle Gergek Zamanli PCR amplifikasyonu

Dongii Sicakhik Zaman Aciklama
1 95°C 10 dk Polimeraz
X
40°C 5dk Aktivasyonu
95°C 10 sn Denatiirasyon
40x
60°C 30sn Birlesme/Uzama

3.2. Istatistik Analiz Yontemleri

Saglikli goniilli, kalp yetmezligi hastast ve SGLT-2 inhibitorii kullanimi sonrasi 3. ay
mMIRNA Seviyeleri oransal olarak karsilastirildi. Calismalar ti¢ tekrarli olarak yapilmis
olup, miRNA Seviyelerinin saglikli goniillii, kalp yetmezligi hastas1 ve SGLT-2
inhibitorii kullanimi1 sonrast 3. ay seviyelerinin oransal olarak karsilastirilmasi igin
kantitatif degerlendirme yontemi kullanildi. Y6ntemin temelinde, analiz edilen miRNA

ekspresyon diizeyinin; (Ct degeri) gruplar1 arast kat degisiminin belirlenmesine
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dayanmaktadir. Real-time-PCR ile miRNA ekspresyon tayininde drnekler housekeeping

-AACT
2

gen olan U6 ile normalize edildi. yontemi ile hesaplanarak 6rnekler arast miRNA

ekspresyon diizeyleri karsilastirilmistir. Asagidaki gibi formiile edilmistir:
2 AACT_ 2-(AACT 6rnek-AACT kontrol)

ACt (6rnek)= Ct hedef gen degeri — Ct referans gen degeri
ACt (kontrol)= Ct hedef gen degeri — Ct referans gen degeri
AACt= ACt (6rnek) degeri- ACt (kontrol) degeri seklindedir.

AACt degerleri kullanilarak belirlendi. 2AAcT yontemi ile hesaplandi.

3.2.1. miRNA Seviyelerinin Istatistiksel Analizi

Stirekli degiskenleri tanimlamak icin deskriptif istatistikler kullanilmistir. (ortalama,
standart sapma, minimum, medyan, maksimum)

Normal dagilima uygunluk gosteren 2 grup siirekli degisken arasindaki karsilastirma
Student t testi ile yapilmustir.

Normal dagilima uygunluk gostermeyen 2 grup siirekli degisken arasindaki
karsilastirma Mann Whitney u testi ile yapilmstir.

Istatistiksel anlamlilik diizeyi 0,05 olarak belirlenmistir. IBM Corp. Released 2021.
IBM SPSS Statistics for Windows, Version 28.0. Armonk, NY: IBM Corp. Programi

kullanilarak gergeklestirilmistir.
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4. BULGULAR

Calismamiza 40’1 diabetik ve sistolik kalp yetmezligi olan 20’si ise saglikli goniilli
olmak iizere toplam 60 kisi alinmistir. Hasta grubunun ve saglikli goniilliilerin yas,
cinsiyet ve kullandig ilaglar tablo 4.1 ve tablo 4.2°de 6zetlenmistir. Kalp yetmezligi

grubunun ortalama ejeksiyon fraksiyonu %34 tiir.

Tablo 4.1. Hastalarin ve saglikli goniillillerin demografik 6zellikleri

Kalp yetmezligi Saghkh goniillii
Erkek 18(45) 12(60)
Cinsiyet
y Kadmn 22(55) 8(40)
Ort£SS
Yas
68 +£9,9 30,3+2,7

Tablo 4.2. Kalp yetmezligi hastalarinin SGLT-2 inhibitorii kullanimi1 6ncesi kullandigi

ilaglar
N%

Antiagregan 32(80)
Beta bloker 38 (95)
Ivabradin 10 (25)
Ace inhibitorii 32 (80)
Anjiotensin reseptor blokeri 8 (20)
Statin 27 (67.5)
Loop diiiretigi 19 (47,5)
Mineralokortikoid reseptor antagonisti 23(57,5)

4.1. miR-21’in gruplar arasi kiyaslamasi

miR-21"in 2"**“" formiiliine gore hesaplanan katli degisim miktara gore gruplar arasi
kiyaslamas1 yapildiginda miR-21 ekspresyonunun saglikli goniilliillere gore hasta
SGLT-2 inhibitérii almayan bireylerde yaklasik yar1 yariya daha diisiik oldugu nacak
SGLT-2 kullanimini takiben miR-21 ekspresyonunun bazal degerlere gore yaklasik 4

kat arttig1 saptanmistir. Yapilan istatistiki degerlendirmede miR-21 seviyeleri arasinda
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saglikli goniillii ile SGLT-2 inhibitdrii baglanmis hastalar arasinda fark olmadigi, ancak
SGLT-2 inhibitorii kullanimi sonrast SGLT-2 inhibitorii kullanan hastalarin 3. ay

degerleri ile ilag baslanmamis kalp yetmezligi hastalar1 arasinda istatistiksel fark

saptanmistir.

1,8

1,6

1,4
1,2

0,8
0,6
0,4
0,2

0,470

Saghikh Gondlli

Mir 21 SGLT3.Ay

Mir 21 Bazal Hasta

Sekil 4.1. miR-21’in 22" formiiliine gdre hesaplanan katli degisim miktarina gore
saglikli goniilliiye gore hastalarin SGLT-2 kullanimi 6ncesi ve SGLT-2 kullanim
sonrast 3. ay karsilastirilmasi

2,000
1,800
1,600
1,400
1,200
1,000
0,800
0,600
0,400
0,200

0,000

G470

l

MiR21 SGLT 3.ay

MIiR21 Bazal Hasta

Sekil 4.2. miR-21in 22"**" formiiliine gore hesaplanan kath degisim miktara gore
SGLT-2 kullanim1 sonrasi ve dncesi hasta grubunun kendi i¢inde karsilastirilmast
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1,2

0,8

0,6

0,470

0,4

0,2

Saghkh Gonulli Mir 21 Bazal Hasta

Sekil 4.3. miR-21"in 2" formiiliine gdre hesaplanan katli degisim miktarina gore
saglikli goniilliye gore hastalarin ilag kullanimi Oncesi bazal degerlerinin
karsilastirilmasi,

Tablo 4.3. miR-21diizeylerinin istatistiksel olarak karsilasturlmasi

Saglikll SGLT-2 3 ay siireyle P P
goniilli inhibitori SGLT-2 (Saglikli (SGLT-2
almayan inhibitori goniilli- kullanan /
hasta kullanan SGLT-2 SGLT-2
hasta kullanmayan)  kullanmayan
Ort£S.S Ort£S.S Ort£S.S
miR-21 0.271* 0.005"
3.1+4.1 10.2+8.3 1.442

p<0,05 ,*Mann Whitney u test, *Student t test

4.2. miR-499’un gruplar arasi kiyaslamasi

MiR-499’un 2"*“" formiiliine gére hesaplanan katli degisim miktarma gére gruplar aras:
kiyaslamasi yapildiginda miR-499 ekspresyonunun saglikli goniillillere gore hasta
SGLT-2 inhibitorii almayan bireylerde yaklasik 6 kat daha diisiik oldugu ancak SGLT-2
inhibitori ilag kullanimini takiben miR-499 ekspresyonunun bazal degerlere gore
yaklasik 3,5 kat arttigi saptanmistir. Yapilan istatistiki degerlendirmede miR-499
seviyeleri arasinda gerek saglikli goniillii ile SGLT-2 inhibitrii baglanmamis hastalar
arasinda, gerekse SGLT-2 inhibitorii kullanimi sonrasi SGLT-2 inhibit6rii kullanan
hastalarin 3. ay degerleri ile ila¢ baslanmamis kalp yetmezligi hastalari arasinda

istatistiksel fark saptanmustir.
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Tablo 4.4. miR-499 diizeylerinin istatistiksel olarak karsilastiirlmasi

Saglikli SGLT-2 3 ay siireyle P P
gonilli inhibit6ra SGLT-2 (Saglikl (SGLT-2
almayan inhibitorii goniilli-SGLT- kullanan /
hasta kullanan 2 kullanmayan) SGLT-2
hasta kullanmayan
Ort£S.S Ort£S.S Ort£S.S . .
miR-4%9 2.243.5 3.746.2 1.4+4.7 <0.001 0.005

p<0,05, *Mann Whitney u test, *Student t test

1,2

0,8

0,633

0,6

0,4

0,177

Saghkl Gonulli MIiIR499 SGLT3. Ay MIR499 Bazal Hasta

0,2

Sekil 4.4. miR-499’un 2" formiiliine gore hesaplanan katli degisim miktarina gore
saglikli goniilliiye gore hastalarin SGLT-2 kullanimi 6ncesi ve SGLT-2 kullanim
sonrast 3. ay karsilastirilmasi

0,700 0,633

0,600

0,500

0,400

0,300

0,177

MiR499 SGLT3.Ay MIR499 Bazal Hasta

0,200

0,100

0,000

Sekil 4.5. miR-499’in 222 formiiliine gore hesaplanan kathi degisim miktara gore
SGLT-2 kullanim1 sonrasi ve dncesi hasta grubunun kendi i¢inde karsilastirilmast
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1,2

1

1
0,3
0,6
0,4

0,177

0,2

; ]

Saglhikh Goniilli MIR499 Bazal Hasta

Sekil 4.6. miR-499’un 2" formiiliine gore hesaplanan katli degisim miktarina gore
saglikli goniilliiye gore hastalarin ilag kullanimi Oncesi bazal degerlerinin
karsilastirilmast

4.3. miR-132’nin gruplar arasi kiyaslamasi

miR-132"nin 24" formiiliine gore hesaplanan katli degisim miktarma gore gruplar
arast kiyaslamasi yapildiginda miR-499 ekspresyonunun saglikli goniilliiler ile hasta
SGLT-2 inhibitorii almayan bireylerle hemen hemen ayni oldugu ancak SGLT-2
kullanimin takiben miR-132 ekspresyonunun bazal degerlere goére yaklasik %350
oraninda diistiigii gériilmiistiir. Yapilan istatistiki degerlendirmede miR-132 seviyeleri
arasinda gerek saglikli goniillii ile SGLT-2 inhibitorii baglanmamis hastalar arasinda,
gerekse SGLT-2 inhibitori kullanimi sonrast SGLT-2 inhibitori kullanan hastalarin 3.
ay degerleri ile ilag baglanmamis kalp yetmezligi hastalar1 arasinda istatistiksel fark

saptanmamigtir.

Tablo 4.5. miR-132 diizeylerinin istatistiksel olarak karsilastiirlmasi

Saglikli SGLT-2 3 ay siireyle P P
goniilli inhibitori SGLT-2 (Saglikli (SGLT-2
almayan inhibitori  goniilli-SGLT- kullanan /
hasta kullanan 2 kullanmayan) SGLT-2
hasta kullanmayan
Ort+S.S Ort+S.S Ort+S.S ) .
miR-132 1.3+£2 0.8+£2.6 1.4£3.5 0.089 0421

p<0,05, *Mann Whitney u test, *Student t test
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1,2

1 0,992

0,8

0,6

0,429

0,4

0,2

Saghkh Gondlli MiR132 Bazal hasta MiR132 SGLT 3.Ay

Sekil 4.7. miR-132’nin 24" formiiliine gére hesaplanan katli degisim miktarina gore
saglikli goniilliye gore hastalarin SGLT-2 kullanimi 6ncesi ve SGLT-2 kullanim
sonrast 3. ay karsilastirilmasi

1,200

0,992

1,000

0,800

0,600

0,429

0,400

x

0,200

0,000
MiR132 Bazal hasta MiR132 SGLT 3.Ay

Sekil 4.8. miR-132’nin 2" formiiliine gore hesaplanan katli degisim miktarina gore
SGLT-2 kullanim1 sonrasi ve dncesi hasta grubunun kendi i¢inde karsilastirilmasi
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1,002

0,998

0,996

0,994

0,992

0,992

0,99

0,088

Saghkh Goniilli MiR132 Bazal hasta

Sekil 4.9. miR-132’nin 2"**“' formiiliine gore hesaplanan katli degisim miktarina gore
saglikli goniilliye gore hastalarin ilag kullanim1 Oncesi bazal degerlerinin
karsilastirilmasi

4.4. miR-210’un gruplar arasi kiyaslamasi

miR-210’un 2"**“" formiiline gére hesaplanan katli degisim miktarina gore gruplar
aras1 kiyaslamasi yapildiginda miR-210 ekspresyonunun saglikli goniilliiler ile hasta
SGLT-2 inhibitorii almayan kalp yetmezligi hastasi bireylerle kiyaslandiginda miR
210’un bir kat daha fazla eksprese oldugu, ancak ekspresyon miktarinin SGLT-2
inhibitori kullanimi sonrast hemen hemen ayni kaldig1 saptanmistir. Yapilan istatistiki
degerlendirmede mMiR-210 seviyeleri arasinda gerek saglikli goniillii ile SGLT-2
inhibitorii baslanmamis hastalar arasinda istatistiksel agidan fark olmakla beraber,
SGLT-2 inhibitérii kullanimi sonrasi SGLT-2 inhibitérii kullanan hastalarin 3. ay
degerleri ile ilag baslanmamig kalp yetmezligi hastalari arasinda istatistiksel fark

saptanmamistir.

Tablo 4.6. miR-210 diizeylerinin istatistiksel olarak karsilagtirrlmasi

Saglikli SGLT-2 3 ay siireyle P P
gonilli inhibitori SGLT-2 (Saglikl (SGLT-2
almayan inhibitoric  goniilli-SGLT- kullanan /
hasta kullanan 2 kullanmayan) SGLT-2
hasta kullanmayan
Ort£S.S Ort£S.S Ort£S.S . .
miR-210 0,4+0,2 1.3£3.9 2.6+4.5 <0.001 0.440

p<0,05, “Mann Whitney u test, *Student t test
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2,5
2,212
1,964

2

15 —
1

1 —
05 — —_—

0

Saghkh Gonulli MiR2105GLT-2 3.ay MiR210 bazal hasta

Sekil 4.10. miR-210’un 2"**“" formiiliine gore hesaplanan katli degisim miktarina gore
saglikli goniilliye gore hastalarin SGLT-2 kullanimi oncesi ve SGLT-2 kullanim
sonrast 3. ay karsilastirilmasi

2,5
1,964

2

1,5 —
1

1 I —
0,5 —. I

0

Saghikh Gonulli MiR210 bazal hasta

Sekil 4.11. miR-210"un 24" formiiliine gore hesaplanan katli degisim miktarina gore
SGLT-2 kullanim1 sonrasi ve dncesi hasta grubunun kendi i¢inde karsilastirilmast
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2,25 2,212
2,2

2,15
2,1
2,05

1,964

1,95
19
1,85

1,8
MiR210 SGLT-2 3.ay MiR210 bazal hasta

Sekil 4.12. miR-210’un 2**“* formiiliine gore hesaplanan katl degisim miktarina gore
saglikli goniilliye gore hastalarin ilag kullaniomi Oncesi bazal degerlerinin
karsilastirilmast
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5. TARTISMA ve SONUC

Calismamizin sonuglarina gore SGLT-2 inhibitorii ilag kullanimi miR-21 ve miR-
499°’da istatistiksel olarak anlamli olarak ekspresyon artisina yol agmis, miR-132
ekspresyonunda anlamli olmayan bir miktar azalma ve miR-210 ekspresyonunda ise
ilag kullanimi ile degisiklik saptanmamistir. Bu bulgular SGLT-2 inhibitorlerinin

epigenetik etkisi olabilecegini diisiindiirmektedir.

Kalp yetmezligi tiim diinyada en Onemli 6liim sebeplerinden biri olmaya devam
etmektedir. Son donem kalp yetmezligi birgok ileri evre kanserden daha olimciil
seyredebilmektedir. Uzun yillardir beta bloker ace inhibitorii ve aldosteron reseptor
antagonistleri disinda mortalite iizerine etkili ila¢ bulunamamasi kalp yetmezligi
tedavisini standart monoton bir hale getirirken son yillarda kullanima giren anjiotensin
reseptdrii neprisilin inhibitrii (ARNI) ajanlarin ve sonrasinda diyabet tedavisi igin
gelistirilen SGLT-2 inhibitorlerinin kalp yetmezligi tedavisinde mortaliteye olan olumlu
etkilerinin gerek DAPA-HF gerekse Emperor-reduced ¢alismalari ile gdsterilmis olmasi
tedavi sablonunu betabloker-ARNI-SGLT-2 inhibitérii haline ¢evirmistir. Tim bu
gelismelere ragmen kalp yetmezligi kotii prognozlu bir hastalik olmaya devam

etmektedir ve etkin bagka tedavilere ihtiyag¢ vardir.

SGLT-2 inhibitorlerinin kardiyorenal olumlu etkilerinin tesadiifen bulunmasi bu
molekiillerin etki mekanizmasinin nasil olabilecegi sorusunu akla getirmistir. Birgok
mekanizma ortaya atilmis olmakla beraber bu molekiillerin olas1 epigenetik etkileri
lizerine yeterince veri yoktur. Ilk olarak dapaglifozinin hipertansif hastalarda yapilan bir
calismada dapaglifozinin miR-30 ve miR-199 iizerine etki ettigi ve epigenetik etkiye
yol actig1 bildirilmistir. Ancak bu ¢alismada kalp yetmezligi hastalar1 {izerine

yapilmamistir (39).

Fonksiyonel miRNA iizerine yapilan ¢alismalar, gesitli miRNA'larin kalp yetmezligine
katkida bulunan patojenik siireglerde yer aldigini gostermistir Bu siirecler yeniden

sekillenme, hipertrofi, apoptoz ve hipoksiyi igerir.

Dabhasi, kalp yetmezliginin ilerleyisi 1s18inda, miRNA'larin dinamik ve asamaya 6zgii
bir davranig sergiledigi gosterilmistir. Transgenik hipertrofik kardiyomiyopati (HCM)
fareleri ile yapilan bir ¢alismada, miR-1 ve miR-133a gibi miRNA'larin seviyelerinin

hastaligin baglangicindan 6nce azaldigi bulunmustur. Bununla birlikte, fareler son evre
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kalp yetmezligine dogru ilerledikce, oncelikle ekspresyon artisi ile karakterize edilen
diizensiz bir model sergileyen MiRNA'larin sayisinda bir artis olmustur. Onceki
caligmalar, ister iskemik kosullar, ister aort darligi veya idiyopatik kardiyomiyopati
nedeniyle olsun, kalp yetmezligi gelisiminin farkli sekilde iiretilen mikroRNA'larin
(miRNA'lar) farkli modelleriyle baglantili oldugunu géstermistir. Bu nedenle,
mikroRNA'larin (miRNA'lar) kalp yetmezliginin baslamasina ve ilerlemesine aktif

olarak katkida bulundugunu gosteren énemli kanitlar vardir (40).

MIRNA’larin kalp yetmezligi tanisinda kullanilip kullanilamayacagi her zaman merak
konusu olmustur. Akut kalp yetmezliginde yiikselen kimi miRNA’lar kronik stabil
hastalarda yiiksek olamayabilir. mMIRNA’larin kalp yetmezligi i¢in biyobelirte¢ olarak
kullanilmas: ile ilgili ¢alismalar MiRNA’lerin kalp yetmezligi tanisi igin kesin sonug
almaktan uzaktir. Bu calismalarda miRNA’larin biyobelirte¢ olarak NT-proBNP ve
BNP gibi yerlesik biyobelirteclerle karsilastirdiginda BNP kadar kalp yetmezligini ayirt
etmede etkin bulunamamislardir. Calismalara alinan hasta sayilarinin azligir farkl
materyallerden (tamkan, serum vb.) Ol¢iim yapilmasi ve farkli tekniklerle olglim
yapilmasi da standardizasyon yapilarak genel bir fikir vermeye olanak
saglamamaktadir. Potansiyel bir alternatif agiklama, bu mikroRNA'larin (miRNA'lar)
kardiyomiyositler icindeki yapisal kompleksler i¢inde potansiyel olarak tutulmus
olabilecegi ve boylece salinimlariin engellenebilecegidir. Dolayisiyla serum degerleri

kesin bir yargiya varitlamamasina neden olabilir (41).

Kalp yetmezligi hastalarinda verilen tedavi ile mMiIRNA seviyelerini inceleyen galismalar
mevcuttur. Sol ventrikiil destek cihazi (LVAD) alan ciddi son donem kalp yetmezligi
olan hastalar, kalp is yiikiinde 6nemli bir azalma yasarlar. Calismalar, miR-483-3p ve
miR-1202 seviyelerinde bir artis oldugunu gostermektedir ki bu da tedaviye iyi yanit
verenler ile vermeyenleri birbirinden ayirmaktadir. Ayrica, miR-208a/208b, miR-499 ve
miR-1 gibi dolasimdaki bazt miRNA'lar LVAD implantasyonundan sonra azalmaktadir.
Kardiyak resenkronizasyon tedavisine olumlu yanit veren hastalarda da miR-30d

seviyeleri yiiksek bulunmustur (42,43).

Biz de calismamizda modern anlamda kalp yetmezligi tedavisi alan diabetik ejeksiyon
fraksiyonu diisiik hastalara SGLT-2 inhibitorii  kullanimi  sonrast  miRNA
ekspresyonunda degisim olup olmadigina bakarak bu ilaglarin olasi etkilerinin

epigenetik mekanizmaya dayanip dayanmadigini anlamaya calistik.
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Calistigimiz miRNA’lardan miR-499 kalp yetmezligi hastalarinda ekspresyon diizeyi
diisiik olarak saptanirken tedavi ile beraber ekspresyon miktar1 4 kat kadar yiikselmis

olarak saptandi. Bu degisiklikler istatistiksel olarak da anlamli bulundu.

Cesitli kardiyak hastaliklarda meydana gelen kardiyak hasar, kardiyomiyositlere 6zgii
miRNA'larin kan dolasimina 6nemli 6l¢iide salinmasina yol agabilir. miR-499’da akut

koroner sendromda seviyesi artan bir mikroRNA’dur.

MiR-499’un hipoksi kaynakli kardiyak hasar1 onledigi, oksidatif strese kars1 miyokard

dokusunu korudugu, yine mitokondriyal dinamikler {izerine etki ederek antiapoptotik
etki olusturdugunu gosteren birgok ¢aligma mevcuttur. Yine miR-499’un doksorubisin
kemoterapisinin kardiyotosik etkisine karsi proteksiyon saglayabilecegi bildirilmistir.
miR-499 ‘un kardiyomiyopatilerde tam tersine bir takim zararl. Etkileri de
olabilmektedir. Hipertofiye olan ventrikiilde overeksprese olan miR-499 maladptasyona
yol agarak kalp yetmezligini hizlandirabilmektedir. Bizim g¢aligmamizda miR-499
seviyeleri SGLT-2 inhibitorleri ile artis gostermistir. Diyabetik sistolik kalp yetmezligi
hastalarinin birgogunun kalp yetmezligi etyolojisinde iskemik nedenlerin 6n planda
oldugu diisiiniilecek olursa miR-499’un artmasi bu hastalar i¢in olumlu kabul edilebilir.
Dolayisiyla SGLT-2 inhibitorlerinin bu hastalarda miR-499 ekspresyonunu arttirmasi
olumlu y6nde bir etki olarak kabul edilebilir (44-48).

Bizim ¢aligmaya dahil ettigimiz hastalar rutin medikal tedavi alan stabil kalp yetmezligi
hastalar1 idi. Dolayisiyla hastalarin bazal mIRNA seviyelerini akut kalp yetmezligi
atagi, viral miyokardit, akut koroner sendrom gibi miyosit nekrozu ve salinimi olan
durumlardaki gibi kardiyak spesifik miRNA’larin yiikseldigi durumlarla karigtirmamak
gerekir. Zaten calismamizda da miR-210 disinda diger mikrorna seviyeleri saglikli
goniillillere gore azalmis ya da degismemistir. Ornegin MiR-499’un akut koroner
sendromlarda salinmi artarak kan seviyesi artabilirken stabil kalp yetmezliginde sabit
kalabilmektedir miR-210un ise kalp yetmezligi igin bir biobelirte¢ olabilecegi, BNP ile
beraber kullanilabilecegi hatta hastanin NYHA(new York Heart Association) siifina
gore seviyesinin azalip artabilecegi bildirilmistir. Bu durum bizim ¢alismamizda kalp
yetmezligi hastalarmin SGLT-2 inhibiorii baslanmadan onceki durumda miR-210
seviyelerinin yiiksek olmasi ile uyumludur. Saglikli goniilliler ile kalp yetmezlikli
hastalarin mMiRNA sevitelerini kiyaslama agisindan bir diger zorluk ise ¢alismaya dahil

edilen hastalarin zaten kalp yetmezligi nedeniyle birgok ila¢ almasidir Bu ilaglarin her
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biri sonug olarak miRNA seviyelerini modifiye edebilir. Dolayisiyla ilaglarla kompanse
stabil vaziyette olan hastalardan alinan Orneklerin miRNA seviyelerinin ¢ogunlukla

saglikli goniilliiler ile benzer olmasi yaniltici olabilir (49).

Calismamizda SGLT-2 inhibitorii kullanimi sonrasi ekspresyonu artan diger bir miRNA
ise MiR-21 olmustur. MiR-21’in kalp yetmezligindeki etkisini dual etki olarak
yorumlamak yanlis olmaz. SOyleki; miR-21bir yandan kardiyak fibroblastlar tizerinden
etki ederek fibrozisi aktive ederken diger yandan apoptozisi inhibe etmekte ve
kariyomiyositler lizerinden hipertrofik yaniti arttirabilmektedir miR-21yine endotel ve
diiz kas hiicrelerinde de bolca bulunur. miR-21'in ekspresyonu, programlanmis hiicre
olimii 4 (PDCD4) ve kardiyomiyositlerde Bcl-2 benzeri protein 4 (bax) ve kaspaz-3
gibi apoptozun temel gostergelerinin baskilanmasiyla sonuglanmistir miR-21'in
koruyucu faydalar1 kardiyak iskemi-reperfiizyon (IR), diyabetik kardiyomiyopati ve
hipertrofik kardiyomiyopatide de gosterilmistir. MikroRNA miR-21'in 6zellikle iig¢
anahtar molekiilii hedefleyerek kardiyak hasar1 azalttig1 ve kardiyak miyositlerin hayatta
kalmasimi artirdign gézlemlenmistir: PDCD4, gelsolin ve yaygin olarak tanman timor
baskilayic1 gen PTEN. Anti-apoptotik etkisine ek olarak miR-21, kardiyomiyopati
baglaminda anti-inflamatuar &zellikler de sergilemektedir.,, miR-21mimiklerinin
kullanilmasimin insan kardiyomiyositlerinde tiimér nekroz faktorii (TNF)-a ile
indiiklenen apoptoz olusumunda dnemli bir azalmaya yol agtigini gostermistir (50-54).
Bizim ¢alimamizda da miR-21 seviyeleri SGLT-2 kullanimi sonrasi artig gostermistir.
SGLT-2 inhibitorlerinin yarali etkilerinin bir kismi miRNA-21 ekspresyonundaki

artistan kaynaklaniyor olabilir.

Calismamizda miR-132 seviyeleri SGLT-2 inhibitorii kullanimi ile kismen azalmakla
beraber bu azalma istatistiksel olarak anlamli bulunmamistir. miR-132 ilk defa kalp
yetmezliginde antagonize edilerek insanlarda faz c¢alismasinda kullanilan bir miRNA
olmasi sebebi ile ilgi ¢ekmektedir. Kalp yetmezliginde miRNA-132 fibrozisi aktive
etmektedir. Kalp yetmezliginde miR-132/212'deki ekspresyon artisi SERCA-2a'y1 hedef
alarak kardiyak kontraktil fonksiyonu bozar. miR-132 ekspresyonunun artmasi olumsuz
yonde kardiyak yeniden sekillenmeyi aktive etmektedir. Dolayisiyla miR-132
inhibisyonu kalp yetmezligi tedavisi i¢in bir hedef olabilir. Calismamizda her ne kadar
istatistiksel olarak anlami olmasa da miR-132 ekspresyonunun azalmis olmast SGLT-2
inhibitdrlerinin olumlu bir etkisi olarak yorumlanabilir. Calismamizdaki hasta sayisinin

azlhig1 istatistiksel anlamlilik i¢in engel olustrurmus olabilir (55).
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Calismamizda miR-210 seviyeleri SGLT-2 inhibitorii kullanim1 sonrasi anlamli bigimde
degismemistir. MiR-210 temel anlamda kardiyoprotektif etki gésteren bir miRNAdir.
miR-210, hipoksiye hiicresel adaptasyonda ¢ok Onemli bir rol oynar, yeni kan
damarlarinin gelisimini kolaylastirir ve potansiyel olarak hasardan sonra kardiyak
iyilesmeye yardimc1  olur. Ayrica kardiyak  hiicre  Olimiintin, 06zellikle
kardiyomiyositlerde apoptozun azaltilmasinda rol oynar ve bu da kardiyak hasarin
etkisini azaltabilir. Ek olarak, miR-210 kardiyak fibrozisin, 6zellikle de kalp dokusunda
skar olusumunun Onlenmesine yardimci olarak kardiyak fonksiyonun korunmasina

katkida bulunabilir (56).

Calismamizin kisithliklart hasta sayisinin azligi, hastalarin halihazirda bir¢ok ilag
kullantyor olmasi, lilkemizdeki ilag geri 6deme mevzuati nedeniyle calismaya sadece
diyabeti olan kalp yetmezlikli hastalarin dahil edilmesi sayilabilir. Daha fazla sayida
hastanin ve daha ¢ok cesitli MiIRNA’larin calisilacagi arastirmalar kalp yetmezligi

tedavisindeki etkiyi daha i1yi ortaya ¢ikarabilir.

Kalp yetmezIligi tim diinyada 6nemli bir saglik sorunu olmaya devam etmektedir. Kalp
yetmezligi tedavisinde kullanilacak yoOntemlerin g¢esitlilik kazanmasi etyolojisi
multifaktoriyel olan kalp yetmezligi tedavisini kolaylastirabilir. SGLT-2 inhiibtorleri
son zamanlarda kalp yetmezligi tedavisinde yeni bir umut olmustur. SGLT-2
inhibitorlerinin tesadiifen kalp yetmezligi tedavisinde etkin oldugunun bulunmasi bu
ilaglarin etki mekanizmasi hakkinda merak ve aragtirmalarin artmasiyla sonu¢lanmustir.
SGLT-2 inhibitorlerinin olasi etki  mekanizmalarindan biri de epigenetik
mekanizmalardir. Calismamizda bu ilaglarin zaman igerisinde birtakim MIRNA’larin
(MiR-132, miR-21) ekspresyonunu degistirdigi saptanmistir. Bu tip etkilerin daha iyi
ortaya konulmasi i¢in daha biiylik ¢apli calismalara ihtiyag¢ vardir.
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