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1. GIRIS VE GENEL BILGILER
1.1. KALP YETMEZL iGi

1.1.1. TANIM VE TERM iNOLOJI

Kalp yetersizéi (KY), normal dolum basinglarinagamen, kalbin dokularin metabolik
gereksinimlerini kanlayacaksekilde oksijen sunamamasina sebep olan yapisalivieysel
bozuklygudur (1). KY tanisinin temelinde altta yatan kaadiypozuklgun gdsterilmesi yatar
ve sebep genellikle sistolik ventrikiflev bozuklguna yol agan miyokart hastaldir. Bu
arada diyastolik slev bozuklgu, kalp kapak patolojileri, perikart hastaliklaendokart
hastaliklari, kalp ritim ve ileti anormallikleri d€Y’ye neden olabilmektedir (birden fazlasi
bir arada gortlebilir).

En sik sebep myokardiyal bozukluklar @laucin, tanimlamanin temeli ejeksiyon
fraksiyonu (EF) dlcimine dayanmaktadir. EF; atienfiain diyastol sonu hacme bolinmesi
ile elde edilir. Sistolikglev bozuklgu ciddiyeti arttikca EF normale goresei ve genellikle
diyastol sonu ve sistol sonu hacimleri artar. Eggpostik olarak énemli oldw gibi (EF
distikce sgkalim azalir), ¢gu Kklinik caliimada hastalarin EF'ye gore dahil edilmesinden
dolay! da 6nemlidir. Nitekim, sistolik KY veya glik EF’si olan hastalarla (DEF-KY) yapilan
temel klinik calgmalara genellikle EK%35 olan hastalar dahil edilgtir ve glnimizde
etkinligi kanitlanmg tedavilerin sadece bu grup hastalarda etkin @ldgosterilimgtir (2).
Diger taraftan, yakin zamanda, EF >%40-45 olan wkéa&ardiyak bozuklgu olmayan
(kapak hasta@n ya da perikart hastgh gibi) KY hastalari ile de ¢aimalar yapilmgtir ve bu
hastalarin bazilarinda EF tamamen normgkederde (genellikle >%50) olmamakla beraber,
sistolik islevlerde de buyuk bir azalma gorilmemektedir. Bdemde, bu hastalari tanimlamak
icin korunmy ejeksiyon fraksiyonlu KY terimi (KEF-KY) gadiiriimistir fakat tanida
zorluklar mevcuttur ve tim nedenlersldndiktan sonra tani konulur, géir bir ifade ile
diglama tanisidir (3,4) (bkz tablo-1).

Miyokart enfarktisii (ME) yada herhangi basar sebebi ile ojan kalp kasi hicresi
6lumu en bilinen sebeptir. Miyosit 6lumt ile bitigko bélgede fibrozis ve kalan miyositlerde
hipertrofi olusurken, daha sonrasinda etkilenen kalgliddarinda dilatasyon meydana gelir
(5-10).

KY tiplerini tanimlamak icin kullanilaretimler deiskenlik gostermektedir. Tipik KY
belirti ve bulgularini géstermeyen bir hasta, asemgatik sol ventrikil sistolik disfonksiyonu

(SVSD) (ya da altta yatan kardiyak anomali) ile, diiredir KY olan hastalar siklikla ‘kronik



KY’ ile tanimlanirken, belirti ve bulgulari tedavie en az bir aydir kontrol altinda olan
hastalar icin ise ‘kararli (stabil) KY’ terimi kahilir. Eser kronik kararli KY kotulgirse,
hasta ‘dekompanse’ olarak tanimlanir. Bununla Kigligenel olarak geri doglii sebeplere
(kapak, perikard hastaliklari, geri dgdinli myokarditler gibi) bgi olan fakat bazen de
kronik KY’ ye ilerleyebilen ani KY semptomlari ilgelen hastalar da ‘Akut KY’ olarak
adlandirlir (2).

Tablo-1 : KY Tanisi (2)

DEF-KY tanisi i¢in karsilanmasi gereken keullar;

1.Tipik KY belirtileri

2.Tipik KY bulgulari

3.Disuk SVEF

KEF-KY tanisi icin kar silanmasi gereken keullar;

1.Tipik KY belirtileri

2.Tipik KY bulgulari

3. Normal veya sadece hafifce azal8VEF ve dilate olmayan SV

4 Iliskili yapisal kalp hastah (SV hipertrofisi/SA geiemesi) ve/ veya diyastoliklev bozuklgu

Kronik KY hastalarinda dekompansasyort#epeolan faktorler; énerilere uyumsuzluk
(tuz ve sivi kisitlamasi, duzenli ilag alimi), oibezanemi, alkol alimi, non steroid anti
inflamatuar ilaclarin sik kullanimi, negatif inopi& ilaclar (verapamil, nifedipin, diltiazem,
beta bloker = BB vs.), enfeksiyon, endokrinolojik anormallikler (diyabet,plrtroidi,
hipotroidi vs.) bébrek hastaliklari), agerr hastaliklari, atriyal fibrilasyon vegdir aritmiler,
yuksek sistolik ve diyastolik kan basinclari, pulmo emboli (PE), miyokardiyal iskemi

olarak siralanabilir.

1.1.2. KY SINIFLANDIRILMASI

KY semptomatik siniflandirmasinda klingtatikte genel olarak New York Kalp
Cemiyeti (NYHA) nin tanimlamalari kullaniimaktadirNYHA siniflamasi glevsellige
dayanir ve neredeyse tum randomize KY tedavisgalarinda hasta secimi ve etkin
tedavilerden fayda goren hastalari tanimlamakkgitanilir (2). (bkz tablo-2)

Amerikan Kalp cemiyeti klavuzlarinin kuldg siniflandirmada risk faktoérleri, yapisal



kalp hastalii ve/veya semptomlarin vatlna gore kalp yetmezghinin gelisim streci ve
progresyonu vurgulanmaktadir. (11) (bkz tablo-3)

Tablo-2 : NYHA Siniflandirmasi

Sinif-1 Fiziksel aktivite kisittanmasi yok. Rutin fiziksaktiviteler beklenenin Uzerinde nefes
darligi, halsizlik ya da carpintiya yol agmaz.

Sinif-1l Fiziksel aktivitede hafif kisittanma var. Dinlennsrasinda rahattir, ancak gém
fiziksel aktivite beklenenin lizerinde nefes darlhalsizlik ya da carpintiya yol acar.

Sinif-1ll Fiziksel aktivitede belirgin kisittanma var. Dintee sirasinda rahattir, ancak gla

dizeyin altinda fiziksel aktivite nefes d&rlihalsizlik ya da ¢arpintiya yol acar.

Sinif-1vV Rahatsizlik duymadan herhangi bir fiziksel etkirgilirdurilemez. Dinlenme sirasinda
belirtiler olabilir. Herhangi bir fiziksel aktivitgapiimasi durumunda rahatsizlik artar.

Tablo-3: Amerikan Kalp Cemiyeti Siniflandirmasi

Evre- A KY gelisimi acisindan risk faktorleri olan fakat yapisalkhastalg olmayan hastalar

Evre- B Yapisal kalp hastall olan fakat KY semptomlari olmayan hastalar

Evre- C Altta yatan yapisal kalp hastaina b&li olarak KY semptomlari tayan hastalar

Evre- D Kompleks tedavi yontemleri gereken son dénem K\dias

1.1.3. EHDEMIiYOLOJi

KY son yillardaki tedavi secenekleri \kieli gindeki belirgin artmaya gamen giderek
artan siklgl ve yayginlgl nedeniyle tim dinyada 6nde geleplgasorunlarindan biri olmaya
devam etmektedir. Gghnis Ulkelerin verilerine bakilggnda, ergkin toplumun yaklaik %1-
2’ sinde KY’ ye rastlanmaktadir. 65 ya@istindeki bireylerde bu rakam yaja%3-5 iken,
70 ya ustundeki bireylerde ise %10 ve uzerigeidere yukselmektedir (6zellikle 75 ya
Ustiinde %25). Géli bolgelerden elde edilen verilere bakgcthda KY insidansi ise; yilda
0.0001-0.0005 arasindagigmektedir (12-17). Turkiye acisindan bakgidida en son veriler
yapilan HAPPY (Turkiye’ de KY Prevalansi ve Onganittiileri) calsmasindan gelngiir ve
ulkemizde egkin KY ve asemptomatik SVD prevalansi geng niufufamha olmasina ganen
batili tlkelerden daha fazladir (18).

Tum KY hastalarina bakifginda oran olarak en sik DEF-KY gorilmektedir ve 1ayn
zamanda hem patofizyoloji hem de tadavi stratejdersindan en iyi angdan tiptir. En sik
DEF-KY sebebi ‘Koroner Arter Hast&li (KAH)' dir (bkz tablo-4).
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1.1.4. PATOGENEZ
KY patofizyolojisi halen tam olarak bilinmemektedan temel ve en iyi bilinen SVSD

dur (23-26). Miyosit hasarini takiben ghuin SVSD’ nin ilerlemesi sonrasi KY tablosu ginler,
aylar, yillar icinde gesiebilir yada ilerlemeden asemptomatik SVSD olarakade edebilir.
SVSD ilerlemesi miyosit hasari ve kaybi sonrasilicanyositlerde ve hlicre g matrikste
olusan anormal adaptif @esikliklerin ardindan bglayan sol (ve 3§ ventrikilin yeniden
sekillenmesine (8) (remodeling) bglanmaktadir (25-28). ' de pay sahibi faktorler; ME
gibi aralikh kardiyak olaylar, lokal cevaplar (&t yollar, molekiler adaptasyon ve
apoptozis) ve sistemik cevaplar (nérohiimoral yalakl aktivasyonu) olarak siralanabilir ve
bunlarin aktivasyonu sonrasi SVSD geliBahsi gecen sistemik cevaplar sadece kalpil;de
akciger, kan hacreleri, bobrekler, kaslar vegati bazi organlarin fonksiyonlarini da
bozabilmektedir. Tim bunlarla birlikte tekrar bmntmlama getirilecek olursa tablo KY

sendromuna doninektedir (29-31).

1.1.4.1. VENTRKULER HASAR VE DUSUK ATIM HACM iINE (AH) KALB iN
CEVABI

Kalp fonksiyonlari bozuldgunda, AH’ nin idamesi icin devreye giren mekanizanal
Frank-Starling mekanizmasi, nérohiimoral sistenvakionu ve yenidegekillenmedir. (32)

FRANK- STARL iING MEKAN IZMASI (FSM)
Hasarlanan kalpte AH’ nin idamesi igin ¢&n intrensek mekanik @sikliklere

dayanmaktadir. Genel olarak akut KY tablosunda odtin yasanin, az aglémis olmasina
ragmen kronik KY’ de de roll vardir. Hasar ile birkkkardiyak (intrensek) ve nérohumoral
(ekstrensek nedenler) cevaplar ile salln adaptasyon mekanizmasidir. KY tablosunda AH’
deki ani digme sonrasi sol ventrikil diastol sonu volimu varogarinda arty olur. FSM’ ye
gore de bu agginormal AH’ nin idamesi i¢in kasiima gucunun @rti s&lar. Kronik siregte
ise; sol ventrikll dolum basinclarindaki arite birlikte, sodyum retansiyonu, su retansiyonu
ve venokonstriksiyon geinektedir. Sonrasinda ise pulmoner arter ve kapidisiclarinda
artislar olusur ve kalp yetmez#i semptomlari ortaya ¢ikmaya sher. Diger yandan su ve
sodyum arti ile arter duvarinda da konstriiksiyon ve sentie meydana gelir ve bu durum da
kalbin ard yukinu (after load) arttirarak kardiyadsar arttirir (33,34).



NOROHORMONAL AKT TVASYON

1. Sempatik Sinir Sistemi (SSS) Aktivasyonu

KY’ de AH’ nin azalmasi sonrasi en erl@@vreye giren sistemdir. SV, aortik arkus,
karotis sinusleri gibi yerlerde bulunan baroresdptg kalp debisi ve sistemik kan basinci
disuklugl ile aktivasyonu ile santral merkezlerin uyarilmmasneden olur. Sonugta SSS
aktive olmasi ile dokan katekolamin seviyesi artar ve parasempatik toaaalir.
Katekolaminlerden noradrenalin seviyeleri 6zellikdelavi verilmediinde normale gore 2-3
kat artmaktadir. Temelde noradrenalin vgedibeta adrenerjik reseptor uyarilari, kalp hizi
artisl ve kontraktilite art (pozitif inotropi) olyturarak kalp debisini idameye cgafh fakat
uzun donemde miyokart oksijen kullanim ve ihtiyaciartmasi ve b&a negatif etkilerden
dolay! KY ilk safhalarinda yararh gibi gérilen bistem, uzun dénemde potansiyel zararli bir

cevaba dongimektedir (35-38).

2. Renin Anjiyotensin Sistemi (RAAS) Aktivasyonu

RAAS aktivasyonu, SSS aktivasyonundamadaonraki evrelerde iar ve sivi
elektrolit dengesi ve damar ici hacmin idamesindgk®zi role sahiptir. Sistem, KY’ ye la
sebepler ile jukstaglomeruler cisimden renin satirile aktive olur (39). Kaskat kladiktan
sonra renin, anjotensinojenden anjiyotensin-I miliéklin ortaya cilgini s&lar, anjiyotensin
donistird enzim(ADE) ise son molekull anjiyotensin-1€ gevirir (40).

Anjiiyotensin Il kilit role sahip molekdlir ve anjiyotensin tip 1 (AT1) ve tip 2 (AT2)
reseptorleri tzerinden etkisini goOsterir. AT1 rdéejeri aracilgl ile; vazokonstriksiyon,
hiicre buyimesi, aldosteron sekresyonu ve katekolaaliveriimesi ar§l gergeklgir. Kalpte
daha cok bulunan AT2 reseptorleri aragilile ise; vazodilatasyon, hlcre ga@masinin
inhibisyonu, natritirez ve bradikinin amtgerceklgir (40).

Uzun vadede bu kompansatuvar sistemimedatif etkileri bglamaktadir. Bunlar; kalp
basta olmak Uzere géli, organlarda fibrozis, katekolamin agtive aldesteron agti olarak

siralanabilir (41).

3. Arjinin Vazopresin (AVP) Artisl
AVP, hipofiz hormonudur. Plazma su dengesinin venalalitesinin diizenlenmesinde

gorevli ana molekudldir. Normalde plazma osmolilesiinca AVP salinir ve proksimal



tubullerde su geri emilimini arttirir (42-44). Vamesin U¢ farkli G protein gkili reseptore
baglanmaktadir. V1a, damar diz kas hicrelerinde buluren yaygin olanidir ve
vazokonstriksiyon, trombosit agregasyonu ve miyokéryime faktori salinimini uyarir.
V1b santral sinir sisteminde bulunur ve adrenokoitopik hormon (ACTH) salinimini
arttirir. V2 reseptorleri ise su kanallari Gzerindgki ederek antidiretik etkiyi gmmaktadir
(44,45). KY hastalarinda AVP dulzeyleri fazla saptaktadir ve bu hastalarda kot prognoz

gostergesi olan hiponatremiye katkida bulunur (46).

4. Natritretik Peptidler (NP)

NP’ ler vicuttan bobrekler yoluyla su ve sodyumliatni salar ve gerekginde
arttirir. A tipi (atriyal) NP (ANP) ve B (beyin)gi NP (BNP) olmak lzere iki tiptir. ANP
atriyumlarda uretilir, BNP ventrikillerde Uretiliiki tip icin de salinim icin uyaran, atriyal ve
ventrikller geriliminin artmasidir. Ayrica bazi odormonlar, yg cinsiyet, bobrek
fonksiyonlari gibi faktorler de salinimin dizenlessinde rol oynariki molekilin de farkli
fizyolojik ve patofizyolojik 06zellikleri mevcuttur. ANP atriyum basincindaki akut
degisiklikler sonrasi salinirken, BNP ise ventrikillerkronik basin¢ yiklenmesine #a
olarak salinir. NP reseptorlerinin uyariimasi rimgz yaninda ayrica, fibrozis inhibisyonu,
vazodilatasyon, RAAS inhibisyonu ve lusiotropidasssaslar (47-50).

Bu norohormonal sistem KY’' de aktive olen Onemli sistemlerden sayilir. Bu
hastalarda su ve tuz tutulumunun griie birlikte su ve sodyum oranini fizyolojik kollara
getirmek icin salinimi artar. Fakat ileri evre KMadtalarinda sebebi bilinmemekle birlikte
dizeylerince ¢ok artma olmasinggmaen bobrek tzerindeki etkileri azakhr. Muhtemel
sebepler; bobrek kan akiminin azalmasi, NP’ leratekiil yapisinda dgsiklik veya reseptor
dizeyindeki azalmasi sayilabilir (36,52).

4. Endotelinler ve Urotensin-I|

Endotelin-1 (ET-1), endotelin-2 (ET-2) gadotelin-3 (ET-3) olmak Uzere Ug tiptir ve
gucli vazokonstriiksiyon yaparlar ve aralarinda eterg ve 6nemli olani ET-1' dir.
Kardiyovaskiler etkiler ET-1 tGzerinden olur (53,54nalpte bulunan iki farkli ET reseptéri
vardir; A tipi vazokonstriksiyon, proliferasyon,pbrtrofi, fibrozis ile ilgkilidir, B tipi ise
ET-1 klirensini sglarken, prostasiklin ve nitrik oksit (NO) salinimraracilik eder. ET-1
dizeyi KY hastalarinda normale gore fazladir vegpoz ile korele bir ifkisi bulunmaktadir
(55).



5. Noropeptit Y (NPY)
Vazokonstruktor 6zeldi olan bir peptittir ve sempatik sinir uclarindaoradrenalin ile
birlikte salinir. KY’ de roll net olmasa da orta Nexi evredeki hastalarda normale goéresarti

gOstermektedir (56).

6. Nitrik Oksit (NO)

NO saptanan uc¢ izoformu ile vaskiler hst@oda santral rolt olan bir molekulddr.
KY’ de seviyeleri atrmygtir. Normal fizyolojide endotelden ¢ikan NO, pernikedamarlarda
dilatasyonu sglarken KY hastalarinda endotel goanli NO kaynakli vazodilatasyon yaniti
azalmstir (57,58).

7. Oksidatif Stres ve Urik asit

KY’ de serbest oksijen radikallerinin i) etkileri oldyzu bilinmektedir. Bu drtinler
miyokardiyal kasiimanin baskilanmasi, NO inaktivasy, ve hiicre dliminden (apopitozis)
sorumlu tutulmaktadir (59). Serbest radikalsalmuna sebep olan enzimler arasinda lokosit
kaynakli myeloperoksidaz, NADPH oksidaz ve ksankeidaz enzimleri sayilabilir ve bunlar
KY hastalarinda normale goére fazladir (60,61).

KY’ de artan ve purin yikiminda gérevlan enzim ksantin oksidazin etkisi ile gdun
son wrldn, drik asit de KY hastalarinda ytksektir alesidatif metabolizmada bozulma

oldugunu gosterir. Kot sonlanim agisindan da 6ngordiithic(62).

8. Enflamatuvar Yanit

KY’ de enflamasyon yanitindaki agimn KY klinik kétllesmesinde etkisi gosterilrgtir
(63). En cok bilinenleri; TNF-alfa, interlokin-1 viaterlokin-6’ dan olgur ve bunlarin KY
ilerlemesinde rolu oldguna inanilir.

TNF-alfa, KY hastalarinda yuksek bulugton TNF-alfa reseptoérleri Gzerinden
etkilidir. YUksek olmasina gmen KY’ de kokeni ve aktivasyon sebebi bilinmemelkte
Fakat mononikleer htcreler, hipoksik periferik dekuve/veya miyokarttan saliverilgi
olasidir (64,65).

Interlokin-6 da KY hastalarinda normale gore betirgiiksektir ve kot prognozla
ili gkilidir (66).



YENIDEN SEKILLENME (Y S)

Remodeling veya yenidgekillenme bahsedilen patolojik mekanizmalar som@es!
miyositler ve miyosit du elemanlarin yapisinda ve hacmindeigi&likler ile sol ventrikil
yapisi ve geometrisindeki gigsimler sonucu gejen bir durumdur (25,33,67,68).SYile
ventriktlin kontraktil fonksiyonlarinin idame etfidl gi kompansatuvar faz tanimlangr ve
bir middet boyle devam edebilir. Faka$™in boyutu, miktari veya formu yetersiz kalmaya
basladiginda KY tablosu daha da kotgile Yani hipertrofiye olmig kisimlar mekanik stresi
kompanse etmek icin yetersiz ofgdundan kisir bir dongl ortaya cikar. Daha sonra ise
tukenme fazina gegiolur. Bu donemde miyofibriler lizis, sarkoplazmiktikulum (SR)
yapisinda bozulmalar, tibdl sisteminin miktarindalaa ve fibréz doku birikimi gozlenir ki;
bu deisikliklerin bir araya gelmesi durumu daha da kogtite. Sonucta son donem KY’ ne
geck gerceklgmis olur (36,69).

Genel olarak sol ventrikul yukiand arttirduruma (volim veya basing) gore cevap,
yani YS sekli farklihk gosterir. Ain basing yukine kear cevap, sol ventrikul kavitesinin
fazla genjlemedgi, miyositlerin enine hipertrofiye oldiw ve az da olsa hiperplazi saptanan
‘konsantrik (ice d@ru) hipertrofi’ seklinde olur. Airt hacim yukinde ise, sol ventrikdl
kavitesinin belirgin geleyebildigi ve miyositlerin sarkomer yapilarinin seri repBiganu ile
boyunun uzagy ‘egzantrik (dg¢a dgru) hipertrofi’ seklinde olur (70).

Eksitasyon kontraksiyon uyumu agisindan bakil@inda, aksiyon potansiyelinde uzama,
kasilma guciinde ve ggame evresinde bozulmalar saptagtm(71).

Sarkoplazmik retikulum (SR) fonksiyonlarinda ve proteinlerinin yapisindaki
degisiklikler de gbze carpmaktadir. Kalsiyumun elektekye mekanik aksiyon potansiyeli
sirasindaki duzeylerinin dizenlenmesinde rol alaekiillerin disfonksiyonu sonucu SR’
den siirekli C& kaybi olur. Kayipla birlikte sistol-diyastol perigia icin siirekli gereken iyon
miktari azalir (36,72).

Kalbin kontraktil protinlerinde de YS sirecinde bir dizi d@siklikler olur. KY’ de
alfa miyozin &ir zincir gen expresyonunda azalma ve beta-miyaginzincir (fetal hayattaki
miyozin &ir zinciri) gen expresyonunda artmeydana gelir. Alfa miyozingur zincirinin
dilate KMP’ li hastalarda azalgh ve patofizyolojiye katkisi oldtu bilinmektedir (36,73).



Tablo-4: KY Etiyolojisi

Myokardiyal hastaliklar Perikardiyal hastaliklar
» Koroner arter hastaligi » Eflzyon
-iskemik KMP e Konstriksiyon
* Hipertansiyon Endokardiyal/endomyokardiyal hastaliklar
o Immun/inflamatuar; + Loeffler endokarditi
- viral myokardit e Endomyokardiyal fibrosis
- chaagas hastal Konjenital kalp hastaliklari
»  Metabolik/infiltratif « Orn. ASD veya VSD
- tiamin eksiklgi Genetik
- hemokromatozis * Ailesel dilate KMP
- amiloidoz Aritmiler
- sarkoidoz « Atriyal ve ventrikiiler aritmiler
» Endokrin « lleti bozukluklari
- tirotksikoz Hiperdinamik KY)
« Toksik e Anemi
- alkol . Sepsis
- sitotoksisite « Tirotoksikoz
- negative inotrop ilag( Kalsiyum KB . Paget hastati
* Idiyopatik . AV fistl
- dilate KMP Voliim fazlaligi
- hipertrofik KMP +  Bobrek yetmezlii
- res?nktlf KMP . iyatrojenik
- peripartum KMP
Kalp kapak hastaliklan
e Mitral darli g1 veya yetmezlgi
e Aort darli 81 veya yetmezlgi
e Pulmoner darlik veya yetmezlik
« Trikuspid darli g1 veya yetmezigi

Hucre iskeleti; desmin, titin ve alfa keta tubulinden okwr. Ayrica vinkdlin, talin,
distrofin ve spektrin gibi membran gkili proteinler de vardir. Genetik testler arasiia
girmis olan titin, dilate KMP hastalarinda azalirken (adowegulasyon), desmin, vinkilin ve
tubdlin ise ary (up regulasyon) gostermektedir (36).

Kalbin enerji metabolizmasnda kabaca 3 komponent vardir, bunlar; substrat
kullanimi, oksidatif fosforilasyon ve ylksek enkfiosfat metabolizmasi olarak siralanabilir.
KY’ de bu ¢ aamada da aksakliklar ve patolojikgieklikler olmaktadir ve bu patolojik
degsisimler sonrasinda bozulan oksidatif fosforilasyobet® ile kalp kasi hicrelerine giren
ATP miktari azalir ve kalp fonksiyonlarindaki boma daha da artar (74-78).
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1.1.5. TANI
Tanida ilk gama hastanin dinlenmesi ve sorgulanmasi igabaBu kisim genel olarak
hastanin tarif e#i ve bazen de hekimin sorularla ortaya ¢ikardemptomatoloji kismidir. Daha
sonra fizik muayene ve laboratuvar bulgular ileya gidilir. llerde bahsedilecek olan semptom
ve bulgulardan okan, Framingham kriterlerine goére; 2 major ya dadjom+ 2 minor kriterle
tani konulabilir (bkz tablo-5) (79).
Genel yakilam ve testler benzer olmakla birlikte, elde edilgfgiler 1siginda KY

tanisinda akut KY ve kronik KY’ ne yaldemda pratikte bazi farkhliklar olabilir.

1.1.5.1 Semptomlar

Halsizlik, KY’ de en sik rastlanan semptomdur. En siktir falq@esifik bir semptom
olmadgindan bircok kardiyak olmayan hastaliklarda da tgimilir.

Nefes darffi veya hava agh KY’' de gorulen kardinal semptomlardandir ve ilk
baslarda egzersiz dispnesgeklinde farkedilir. Birgcok bgka patolojilerde de gorulebilir fakat
halsizlige gore daha spesifiktir. Artsmnakciger basinclari, akger kompliyans dgsiklikleri,
solunumsal disfonksiyon, artgni havayolu direnci ve olasi giik hemoglobin

konsantrasyonlari sebep olabilir (80).

Tablo-5: Framinghan Kriterleri  (79)

Major Kriterler Minor Kriterler
Paroksismal nokturnal dispne Ayak bilegi 6demi
Juguler ven6z dolgunluk Gece Oksurg
Yas raller Efor dispnesi
Kardiyomegali Hepatomegali
S3 galo Plevral eflizyon
Akut akciger 6demi Vital kapasitede azalma
Artmis juguler vendz basing Tagikardi

Kapiller dolum zamani uzamasi (> 25 sn)

Hepatojuguler refli

Pulmoner 6dem ve visseral konjesyon

KY tedavisine cevap vag (efektif kilo kaybr)
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Ortopne, yatar pozisyonda iken hastanin hava gacltekmesidir ve yine ana
belirtilerdendir.

Paroksismal nokturnal dispne,adindan da argdacasl gibi geceleri, uykuda ortaya
ctkan bir belirtidir. Hasta ciddi hava aglicersinde uyanir, dik oturur ve rahat nefes almay
calisir.

Konflizyon, oryantasyon bozukl@gu, uyku veya duygu durum bozuklyu gibi
serebral semptomlar da ileri donem KY hastalarinda kaniza cikabilir. Genelde temel
sebep KY’ye ball hiponatremidir ve 0zellikle yhlarda KY tanisinda ilk bdangic
semptomu olabilir (81,82).

Ozellikle karagier ve gastrointestinal sistemdei3} konjesyon ile birlikte hastalarda

bulanti, kusmave abdominal agri gibi yakinmalar da ortaya cikabilir.

1.1.5.2 Bulgular

Kalp yetmezlgi tanisinda bulgular kismi, fizik muayene(FM) hulby1 ve labaratuvar
bulgularindan olgur.

FM, klasik olarak sirasiyla inspeksiyon, palpasyoroskiiltasyondan (kalp ve aker
alanlari) olgur. Perkisyon ise tani araclarinin kisith @duwonemlerde kullanilngy fakat

gunumizde kullaniimamaktadir.
Laboratuvar Testleri

1. Temel Biyokimyasal Tetkikler: Tam kan sayimi, bobrek fonksiyonlari (tre, kreatini
elektrolitler), karagier fonksiyonlari gibi parametreleri kapsayan gdryokimyasal tetkik

yapilmahdir.

Ek Tetkikler :

Natritretrik peptitler: KY belirti ve bulgularinin tamamen spesifik olmamasyY
suphesi ileri tetkik yapilan hastalarda anlamli kga#l patoloji saptanmamaktadir. Bu sebeple
ekokardiyografi ve ek tetkiklere imkan olmayan dutarda KY’ de artan BNP ve Pro-BNP
molekdlleri tanida ve kardiyak gi patolojilerin ayirt edilmesinde kullaghidir. Ayrica
prognostik dgere de sahiptir (83-85).
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Endokrinolojik testler: Ozellikle ritim anornallikleri ve KY dekompansasyora
roli olduzu icin hipotiroidi ve hipertiroidi agisindan olanakrsa bu testler yararh olur ve
tani gamasinda rutin bakilmasi 6énerilmektedir (2).

Idrar analizi: Kalp yetmezlgi etiyoloji ve tedavi stratejileri dgerlendiriimesinde
faydali olabilir, 6zellikle akut dekompansasyon whtarinda idrar yolu enfeksiyonlarinin da
sik sebeplerden olgu akilda tutulmalidir.

2. Elektrokadiyografi(EKG)
Altta yatan etiyoloji konusunda bilgi verir. FakKty hastalari normal EKG ile de
karsimiza cikabilirler bu nedenle duyargiisinirhdir. Kalp hizi, aritmi, akut iskemik olaybi

durumlarin dgerlendirilmesinde ¢ok yararlidir (86) .

3. Goruntuleme Testleri

Akcger grafisi; Hem tani aninda hem de tedavi takibinde kullangabbir testtir.
Tani gamasinda, kardiyomegali, pulmoner 06dem bulgulariveya plevral eflizyon
gorunuma saptanabilir (87).

Transtorasik Ekokardiyografi (TTEKO): TTEKO KY’ de altta yatan sebeplerin
belirlenmesinde ¢cok énemli ve pratik bir tani adaciEkokardiyografi, kardiyak anatomi ve
SV-EF dgeri, duvar hareketleri, §aventriktl slevleri, pulmoner arter basinci, kalp kapaklari
ve perikart ile ilgili gtvenli bilgiler sglamaktadir. Hem akut dénemde tani aninda hem de
takipte kullaniimahdir (2).

TransOzofajiyal EKO (TOE): TOE, TTEKO pencereleri yetersiz oiglinda ve non-
invaziv olan dger gorunttleme yontemleri olmaanda gereklilik halinde kullanilir. Bunlarin

disinda rutin kullanimda yeri yoktur (2).

Kardiyak manyetik rezonas gorintileme (KMRG) ve bilgisayarli tomografi
(KBT): Rutin kullanimi 6nerilmez fakat 6zellikle komplilkdogumsal kalp hastaliklari ve
eslik eden damarsal anomalilerin saptanmasi acisikddanimlari mevcuttur ve yararhdir.
Pratik kullanimda bu tetkiklere EKO kadar sikWaulmaz (2,87).

Koroner anjiyografi (KAG) ve kateterizasyon: KY en sik sebep KAH oldiu
disinuldigiinde akut donemde olmasa da, tanidan sonra etiyjmddiflenmesi amaciyla

gerekli olabilecek bir tetkiktir. Kateterizasyonagsve sol kalp bgluklarinin, pulmoner
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yatggin basinclarinin  dlgimine olanak glsaken ayrica EF derlendirmesinde
ventriktlografi tetkiki de yararli olabilir (87).

4. Egzersiz Temelli Testler
Miyokard perfiizyon sintigrafisi(MPS): Koroner arter hastaii tanisinda veya tani

konulmu; vakalarda canhlik dirlendirilmesi konusunda baurulabilir (87).

Metabolik Egzersiz Testi

Gaz dgisim olcumlerinin  dgerlendirmesi amaciyla yapilan bir testtir, ayrica
fonksiyonel sinif hakkinda da glerlendirme olang salar. Ozellikle KY komplike tedavi
protokolleri(destek cihazlari, transplantasyon) aalamasi acisindan klinik kullanimi

mevcuttur ve yardimcidir (2).

5. Endomiyokardiyal Biyopsi(EMB)
Etiyolojisi rutin testler ile saptanamayan ve hikédtlesme giliminde olan ya da KY

tedavisine cevabi olmayan hastalardgiidiilebilecek bir tetkiktir (87).

1.1.6. PROGNOZ

Son yillarda tani, tedavi ve takip gibi konulardkire gelismeler olmasina ganen KY,
mortalite ve morbidite orani yiksek olan bir halkglgsi problemidir. KY hastalar
cogunlukla kardiyovaskuler (KV) nedenlerle kaybediie tim KY hastalari icin 5 yillik
mortalite orani %50’ dir. Bu oran son donem KY h#mtnda ise yllda %75’ lere kadar
ctkmaktadir. Framingham cainasinin bir kolunun 1948 ve 1988 yillari arasindaki
takiplerinde ¢ok kotu prognozlularsthnmasina rgmen, sgkalim sureleri erkeklerde 1.7 yil
ve kadinlarda ise 3.2 yil olarak saptagtmi Fakat bu oragimdilerde daha kotl gddir ve

sggkalim sireleri yeni gejmelerle daha da artgtur (88).

1.1.6.1. Mortalite iledliskili Faktorler

1. Klinik faktorler: Genelde KY hastalarinda, erkek cinsiyet, koronégranastagi
varhgi, ileri yas, surekli olarak S3 duyulmasi, sistemik basin¢ abin basinci dikluga,
semptomlarin uzun streli olmasi, Cheyne-Stokesnsotupaterni, uyku apnesi, kardiyak
kaseksi ve depresyon vagl gibi KY’ ye baglh faktorler kot prognozla gkilidir. Ayrica
komorbid hastaliklarin(DM, KBY vs.) bulunmasi dak{grognoz ile ilgkilidir (88).
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2. Hemodinamik ve yapisal faktorlerHemodinamik olarak gave sol ventrikil EF
ve kardiyak indeks (KI) duzeyleri galimla dgru orantili iken, kalp hizi, sistemik ve
pulmoner vaskiler direng, pulmoner arter ve saplaasanci ile ters orantilidir. Ber yandan
sistolik fonksiyonlarin yaninda ventrikil diastolfknksiyonlarinin da bozulmasi prognoza
negatif etki etmektedir (88).

Kotu prognostik gosterge olabilecek yapfaktorler ise; artngi kardiyotorasik oran,
EKO’ da genglemis kalp bgluklari ve/veya fonksiyonel kapak yetmezlikleridiral ve
trikUspit) (88).

3. Biyokimyasal faktorler: Artmis plazma noradrenalin, renin, vazopressin, aldostero
ve natritretik peptitler (ANP ve BNP) ve ET-1 giaiktorlerin bulunmasi KY prognozunu
kotulestirmektedir. Ayrica artnyl TNF-alfa, IL-1,IL-6 dizeyleri ve hiponatremi de ridar
arasina dabhil edilebilir (88).

4. Elektrofizyolojik faktorler: KY hastalinda aritmilere g oliimler cok siktir. Ozellikle
ventrikiler ekstra sistoller, ventrikllesileardi, sol dal blgu ve atriyal fibrilasyon belirgin olmak
Uzere dier aritmiler de dahil olmak lzere bu faktorlerirgatf etkisi saptannguir. Ventrikiler
aritmilerde, bu negatif etkinin en ciddi formu dardiyak o6lumdir ve antiaritmik ilaclar ile
aritmojenik tablo engelleniyor gibi gorinse de raliteé azalmasi bu ilaglarla genel olarak
sgzlanamamytir. Bu konuda son yillarda implante edilebilir ibefatorlerin (ICD) yarari
gosterilmgtir ve hem primer hem de sekonder korunmada buzleihaik olarak kullaniimaktadir.
Diger parametreler arasinda, mortalitesaite iliskili olan QT uzamasi, T dalga inversiyonu ve

azalms kalp hizi dgiskenligi yer almaktadir (88).

1.1.7. KY TEDAVISI

KY tedavisinde ilk basamak olarak bahsedilmesi kgméer; hasta @timi, tedavi
uyumu, yaamsekli degisiklikleri ve diyete yonelik diizenlemelerden gdun genel tavsiyeler
kismidir. Daha sonra farmakolojik tedavi gelmektedi

KY farmakolojik tedavisi, dekompanse olgKY veya kronik stabil KY’ nin tedavisi
seklinde ayrilabilir. Bunun yaninda stabil olan kasla da; DEF-KY ve KEF-KY tedavileri
ayri olarak dgerlendiriimektedir. Gerek yeni tani olarak, gerekigekronik KY zemininde
dekompanse olarak klinikte tani konan hastalardadethe hastanin hemodinamik
stabilizasyonu, hayati organ perflizyonu ve dolunsifigarinin geriletilerek optimize

edilmesi sglandiktan sonra kronik tedaviye gesiirecinin bglatilmasidir (87).
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1.1.7.1. Akut Dekompanse KY Tedavisinde Kullanilarilaglar

Diuretikler, akut safhada ditrez yoluyla argmintravaskuler volumin atilmasi ile
ventrikll dolum ve pulmoner vaskiler yataktaki pémin azaltilmasi yoluyla kisa sirede
semptomlarda gerileme @ayabilmektedir. Genelde ilk tercih edilen dilrétik daha potent
olan loop ditretikleridir ve bunlardan da furosdamitDiger ditretikler olan tiyazit, potasyum
tutucu ve aldosteron antogonisti olan dilretikleutatedavide zorunlu olmamakla birlikte
didretik direnci durumunda ve kronik tedavide kaollabilmektedir. Aslinda aldosteron
antogonistleri haricindeki ditretikler KY seyrisikilemezler fakat bahsedilen volim yuk
atilmasi ile semptomatik iyigenenin yaninda dolum basinglarini ve duvar stremmailtarak
yenidensekillenmenin ilerlemesini yagéatabilirler (89).

Vazodilatatorler, kalbin 6n yukind ve ard yiukuni azaltarak etki gist Bu grupta
kullanilabilen ajanlar; organik nitratlar, nitrosit, hidralazin ve NP’ ler (6rn. nesiritit) klinik
olarak kullaniimaktadir (89).

Adrenerjik agonistler, insan kalbinin kasiima fonksiyonunun guglendirilmegn
dekompanse KY’ de tercihen kisa sireli olmak Gzsgkekullaniimaktadir. Bu konuda temel
olarak beta agonist etkiden yararlaniimaktadibiamin, dopamin, adrenalin, izoproterenol
ve noradrenalin bu grup icinde en sik kullanilashlae bazilarinin beta bazilarinin alfa ve
bazilarinin ise her iki etkisinden de yararlanmea#édflenerek tedavide kullanilir (89).

Kardiyak glikozitler, daha cok stabil kronik KY hastalarindaeli mortalite 6nleyici
ilaclarla kombine edilir. Fakat gereginde, pozitif inotropik ve elektrofizyolojik
Ozelliklerinden dolayi kullaniimaktadir (89).

Fosfodiesteraz inhibitérleri, hiicre ici Ca&* iyonu lizerine etkileri ile kontraktil
fonksiyonu guclendirgli, vendz kapasitansta ve pulmoner vyatakta vazedijan
Ozelliklerinden oturi KY hastalarinda kullanilahiliBu grupta amrinon, milrinon ve
enoksimon gibi ajanlar bulunmaktadir. Galalarda mortalite konusunda doyurucu yararlari
yoktur ve secilmi vakalarda kullaniimasi dinulebilir. Ayrica fosfadiesteraz inhibitori
ailesinden olan kalsiyum duyarktarici ajanlar da mevcuttur ve bunlardan levosineend
uygun vakalarda akut dénemde tercih edilebilir (89)

Mortalite Gzerine olumlu etkileri olangdr ilaclar; anjiyotensin dostiirici enzim
inhibitorleri (ADEI), anjiyotensin reseptdr blokerle(ARB), antiadrenerjik ilaclar(beta
blokerler) ve mineralokortikoid antogonistle¢spironolakton) daha hemodinamik stabilite
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sglanms hastalarda kullanilmaya ganan kronik stabil KY hastalarinin glemez ilaglaridir
ve ileride dginilecektir.

1.1.7.2. Sistolik KY Tedavisinde Kullanilarilaglar

ADEI, KY tedavilerinin iginde etkingi bircok calsma ile kanitlanny ilaglardir. Bu
ilaclar, sgkalimi belirgin uzatir ve yeniden hastaneye gyat azaltir. Hatta bu etkilerskk
eden yg, cinsiyet ve kullanilan ek ilaclarlar gibi faktérden bgimsiz olarak da ortaya
citkmaktadir. Fonksiyonel sinifina bakilmaksizin atede ilk secenek olmazsa olmaz
ilaclardandir (90-94).

Beta blokerler (BB), ADEI' den daha fazla randomize kontrolli gala verisi olan
ilaclardir ve ispatlanml mortalite, morbidite ve hastaneye yktr konusundaki olumlu
etkileri ile gene ilk basamak tedavi seceneklenmatie(95-99).

Mineralokortikoit/Aldosteron reseptdr antogonistleri (MRA) spironolakton ve
eplerenon, aldosteron ve d@er mineralokortikoit reseptorlerini bloke eder. Bilky capli
calismalarla bu grubun da mortalite ve morbidite Gzerahemlu etkileri gosterilmitir ve

hafif semptomlari olan KY hastalarinda bile kullanitnerilmektedir (100,101).

ARB’ ler de KY de kullanilan bir gier grup ajandir ve genel g&rUADEI
kullanilamadgl zaman, yerine kullaniimasidir (102).

Ivabradin, son yillardaki cakmalarla tedavide yer edinen ve siniigsiiaindeki If
akimi inhibisyonu ile sadece sinds ritmindeki hiastl kalp hizini yawatici etkisinden
yararlanilan bir ilactir. Klasik KY tedavi secenekhe ilave olarak kullanil@inda yararh
oldugu disinulmektedir (103).

Digoksin ve dger digital glikozidleri, genel olarak semptomatik KY olan vglike
eden atriyal fibrilasyonu(AF) olan hastalarda Kaipi kontroli icin kullanilir. Dier digitaller
ile ilgili calisma yoktur (89).

Hidralazin ve isosorbid dinitrat kombinasyonu, ADEi veya ARB kullanilamayan
hastalarda beta bloker ve MRA ile combine edilnmadrtalite ve hastaneye ygarda olumlu
etki gostermektedir (2).

MRA dsindaki ditretiklerden ise kronik stabil hastalamdi nefes daghm ve ddemi
azaltmasindan dolayl gerekli hastalarda kullanfakat mortaliteye ve morbiditeye dair
arggtirmalari yoktur. Uygun hastalarda kullanimi gigehuclar vermektedir (2).

Ayrica endikasyonuna goére antitrombosierantikoagulan ajanlar gerekli hastalarda
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kullaniimaktadir fakat her hastada kullanimi bulanmaktadir.

1.1.7.3. Diyastolik KY Tedavisinde Kullanilarilaclar
Bu hastalarda simdiye kadar mortalite ve morbiditede vyarar gaktes ilac

gosterilemenstir. Klasik kullanilan KY tedavi secenekleri uygbastalarda kullaniimaktadir (2).

1.1.7.4. KY’ de Cihaz Tedavileri

Implante edilebilir kardiyak defibrilatérler (IKD), KY’ de o&liimlerin buyik
bolumunu olgturan aritmiler konusunda koruyucudur ve uygun &astla hem primer hem
de sekonder korumada kullanimi yaygindir ve kabuingstir (104-107).

Kardiyak resenkronizasyon tedavisi (KRT) ve kalp dstek cihazlari da uygun KY
hastalarinda mortalite ve morbiditeye olumlu katkiidan dolayi son yillarda kullanimi artan

seceneklerdendir (2).

1.1.7.5. Kalp Nakli
Kalp nakli son dénem KY igin nihai tedavi olarakrgiinektedir ve uygun hastalarda
son durak nakildir (108,109).

1.1.8. KY’ de BIYOBELIRTECLER

Bazi hastaliklarda tani, takip, prognoz tayini,alggle cevabin izlenmesi ve tedavinin
titre edilmesi gibi konularda yardimci olan ve kmimi ile klinik sonlanimlarda iyikeneler
sgilayan ve ‘Biyobelirte¢’ denilen molekdller rutinasbk kullaniimaktadir. Bu molekiller
bahsedilen konularda strateji belirleme acisindaranynin yaninda klinisyeni fazla tetkik
yapmaktan kurtarir ve maliyet etkinlik agisindanydear sglar (110-112).

KY’ de en fazla agarilmis olan NP’ lerdir. En fazla kullanilanlar ise; BN WN-
terminal prohormon BNP (NT-ProBNP) dir. Bu molekdil standart olarak KY’ de
kullaniimaktadir (111).

1.1.8.1. Natrituretrik Peptitler(NP)

BNP, 1988 yilinda domuz beyninden izotkldegi icin bu ismi almg fakat sonra
miyositlerden duvar stresine gaolarak sentez edilerek dglana verildgi tespit edilmgtir.
BNP, temizleyici reseptdr tip C, notral endopeptida (NEP) ve bdbrekten filtrasyon yoluyla
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elimine edilmektedir. BNP’ nin yari dmri 20 dakikéken NT-proBNP’ nin isel-2 saat
arasindadir ve plazmadaki dalgalanmasi daha azB).(

Tanida

KY’ de tipik olarak gordgiimiz fizik muayene bulgulari ve semptomlar KY’ ye
spesifik dgildir. Yani acil servise nefes dagl ile gelen bir hastanin bulgulari KY benzeri
tablo olsa dagik eden dger bazi hastaliklar nedeniyle de olabilir (6rn:digojenik olmayan
akciger 6demi tablosu). Bu durumda bircok tetkik yaprgakine hastalarda BNP gerlerinin
belirlenmesi yardimci olabilmektedir. BNP 100 pg/ddéserinin dstinde KY igin % 76
spesifik ve % 90 sensitif saptarytm ve bu oranlar tarama testi yetegiliacisindan tatmin
edicidir (114). Son Avrupa Kardiyoloji Cemiyeti Kkilavuzlarinda da akut veya kronik KY

tablolarinda ayri ayri olmak Gizere sinigeeer belirlenmgtir (2).

Takipte

Tanida oldgu gibi takiptede de etkin olarak kullanilmaktadtramingham verilerine
bakildginda asemptomatik fakat organik kalp hagtahlan grupta gelecekteki KV olaylar
acisindan ongorduartuct bulungtwr (115). Acil servise bauran hastalarin hastaneye yati
gerekliligi veya taburculgu konusunda 6ngdrdurtci ofglu gibi hastaneye yatan hastalarin
da tedaviye cevabi, mortalitesi ve yeniden has&ryaysl konularinda da fikir vermektedir
(116,117). Taburculuk sirasinda yiuksek BNReaikeri yediden hastaneye yatie mortalite

konularinda baamsiz bir 6ngérdurici olarak kkamiza cikmaktadir (118).

Tedavi Yonetiminde

Tedavi konusunda NP’ ler bircok cahayla aratiriimis ve yararli sonuclar elde
edilmistir. Yapilan hatiri sayilir caimalarda 6zellikle 75 yaaltl hastalarda semptomlara gore
ve NT-proBNP dgerlerine gore yonetilen tedavi stratejileri éastiriimis, klinik sonuclarda
lyilesme gozlenmtir. Fakat 75 yatstinde iki grup arasinda fark saptanngam(119-121).

Bu arada NP’ lerin @ik sebeplerden dolayi, dizeylerinde artma veyanaaallabilir.
Calisma verileri ile hem KY toplumunda, hem de normapltonda ya ile birlikte NP
duzeyleri daha yuksek olmaikmindedir. Ayni sekilde kadin cinsiyette de durum benzerdir
(115,122-124). KY duinda 0Ozellikle akut koroner sendromlar ve glcihastaliklarinda da
NP duzeyleri yiksek saptanir fakat bu yukseklik K&stalarindaki dizeyde glklir (125).
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Obez hastalarla normal viicut ylzey oranina sahgyleir kasilastirildiginda; obezlerde NP
dizeyleri daha diik olmaktadir (126). Ayrica Kronik bobrek hasgalolan bireylerde de

bdbrek eliminasyonunun azalmasinglbdaha yiksek saptanmaktadir (127).

1.1.8.2. Dger Biyobelirtegler
NP’ ler dsinda KY' de diuzeyleri normal topluma goére farkliaol bircok molekul
saptanmytir fakat NP’ ler gibi rutin klinik kullanima girmmistir.

Adrenomedullin(ADM)

Vazodilatator ettkisi olan bir peptittir ve KY’ dgliksek saptanmaktadir. Stabil formu
olan proadrenomediillin (MR-proADM) 164 1skiin dahil edildgi bir calismada NT-proBNP
ile kasilastiriimistir. Calsma sonucuna gore; 90 gunlik sonuclari 6ngérmedgfdBNP’
ye dstun bulunmgur (128). Ayni sekilde 14 gunlik mortalite 6ngérmede de Ustln
bulunmutur (129). Klip ve arkadgarinin yaptg diger bir calgmada da; MI sonrasi KY
gelisen hastalarda saptanan yiksek MR-proADMedlkeri 3 kat artmy tim nedenlere g

mortalite ile iligkili bulunmustur.

ST2

IL-1 reseptor ailesindendir ve KY hastalarinda miyesieki mekanik stres sonrasi
artmaktadir (130). Ayrica ST2' nin ligandi olanearitkin-33 de mekanik stres ile artmaktadir
(131). NP’ lerin dgerlendirildigi bir calismada ayni zamanda ST2 deseiendirilmis ve KY
ciddiyeti ile korelasyon gosteggdive 1 yillik mortalitede 6ngordiricu olgw saptannstir.
Fakat KY tanisinda yardimci gigir (132).

Blayume farkllasma faktori-15(growth differentiation factor-15= GDF-15)

GDF-15, TGF-beta sitokin ailesinin bir tyesidir ¥&" de potansiyel biyobelirteg
adayidir (133). Karager kokenlidir fakat stres sonrasi miyositlerden sadgilanmaktadir.
Kalp Gzerine dgisik mekanizmalarla koruyucu etkileri vardir (134-)3&emptomatik KY
hastalarinda yiksek GDF-15 diizeyleri mortalite &&iksonlanimlarla korelasyon gosteidi
saptanmytir (137). Tum sonugclara gemen bu molekil kalp spesifik olmadiicin tek bgina
kullanilarak dgil diger verilerle kombine edilerek kullanilirsa bazita#sda yararl olabilir.
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Galektin-3

Galektin-3, kardiyak yenidegekillenmede rolli olan ve fibroblast artive kollajen
depolanmasi ile fibrozise neden olan aktive glrmakrofajlardan salgilanan bir molekaldtr
(138). KY’ de prognostik gdsterge olabilgiiile ilgili olumlu sonuclar veren caimalari
vardir. Daha ¢ok yenidegekillenme ve fibrozis patogenezinde rolli dgidubilinmektedir.
Akut koroner sendrom hastalarinda yapilan birsgsida yiuksek galektin-3 duzeyleri KY
gelisimi ile iligkili bulunmustur. KY hastalarinda yapilan @r bir calgmada ise, galektin
dizeyindeki 3 kat auiile tekrar hastaneye yglar ve mortalite arasinda korelasyon
saptanmytir. Ayni calsmada NYHA sinif 3 ve Uzeri hastalarda galektin-Zedderi belirgin
olarak daha yuksek saptargtm (139-141). Fakat prognostik belirte¢ olma kamdaki

anlamlh sonuclar, tani araci olabililkonusunda henliz saptanmaimi(142).

Pentraksin-3 (PTX3)

Vaskuler inflamasyon konusunda CRP’ den daha Ozgidugu disunulen bu
molekllin KY’ de istenmeyen olaylari dngérmede faydoldusunu gosteren veriler
bulunmaktadir (143-145). Ozellikle Matsubara veaddlarinin saptagy, dikkate dger bir
veri; bu molekul KEF-KY hastalarinda belirgin yikséken DEF-KY hastalarinda ise
yukselmemgtir (146,147). Mevcut durumda gengapl calgmalari olmayan molekulin
ileride, vaskuler inflamasyon, diyastolik disforysn ve KY’' de kullanilabilec@
distndlebilir.

Bunlardan &a deisik calismalarla prognoz dngdérmede (yeniden hastaneys, yati
mortalite vs) cgtli calismalarla anlaml sonuclar alingnve KY patogenezinde adi gecen;
yiksek duyarlikh CRP, CRPjL-1, iL-6, TNF-alfa, myeloperoksidaz, ET-1, matriks
metalloproteinazlar, troponinler ve dahasha bircok biyobelirte¢ de saptarghr. Fakat
klinik kullanimda KY’ ne 6zgul olarak NP’ ler gilkiullanima giren yoktur (66,148-157).

1.1.9. Mikro RNA’ lar (miRNA)

mMIiRNA’ lar, bircok dalda yapilan agarmalarla gizemi ve 6nemi gittikce daha cok
anlgsilan, 21-23 nikleotid uzungunda tek iplikcikli RNA molekdlleridirler. Mesajci
RNA’nin (mRNA) kismi tamamlayicisi olan bu molelgill gen ifadesinin dizenlenmesinde
rol oynarlar. ilk olarak 1993 yilinda tesadiifen skedilmistir ancak miRNA olarak
adlandiriimasi 2001 yilinda olgtur. miIRNA’ lar protein kodlamaz, DNA’ dan
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transkripsiyonu, proteine c¢evirisi olmayan genéeafindan gercgeksarilir (158,159).

MIRNA’ larin, hicre proliferasyonu, hicdéeransiyasyonu, embriyogenez ve kok
hiicre olgumu, organogenez, ndéronal diferansiyasyon, hemamp@poptosis, kanser
gelisimi, enfeksiyonlarin ge§imi, kalp ve akgier hastaliklari gibi bircok hastalikta
fonksiyonlari saptanmgiir (160). RNA interferans; gen ekspresyonlarinin RNA lzennde
dizenlenmesine denir ve miRNA'’ latkilerini RNA interferans Gzerinden gerceklar. Bu
dizenlenmenin merkezini kicik RNA’lar (miRNA ve BIR) olusturmaktadir. miRNA'lar,
hedef mRNA’'ya bglanma sekline gore posttranskripsiyonel etki gosterir veeng
fonksiyonlarina etki eder. mRNA ile miRNA arasindalglanmada tam bir uyum var ise,
MRNA degrade olur, kismi bir uyum var ise mRNA siasyonu baskilanir (161). miRNA’
lar mMRNA'’ lara gore daha korunakli bir mikrocevresahip olduklarindan, daha stabildirler
ve uygun keullarda bekletiim ariv materyalinden uzun silre gec¢mesinegnman
calisilabilmektedir (162). Oldukca fazla olan catnalarina rgmen, ‘miRNA ekpresyonu ile
mi patolojik durum ortaya cikiyor, yoksa patolojlurumdan dolayr mi miRNA eksprese
ediliyor?’ tam olarak acikia kavigturulamamgtir (160).

Insan genlerinin yakisk yarisi miRNA' larin hedefidir. Genel olarak peat
kodlayan genlerin intronlarindan koken alirlar (JL6BIRNA' lar ilk ssamada cift zincirli
RNA’ dan (dsRNA) RNA polimeraz-ll enzimi ile biraid (primer) transkript veya pri-
MIiRNA olarak yazilir ve sentezlenir. Bu pri-miRNAarin 5 ucunda guaninden zengin
baslik, ve 3’ ucunda ise poli-A kuygiu vardir. Bunlar hicre cekirdmde, RNAaz Il
ailesinden drosha ve kofaktérit DGCR8 (PASHA) (dsREDft zincirli RNA baglayici
protein) ile glemden gecerek pre-miRNA olarak bilinen kisa, 7&l@otid uzunlukta, sap-
ilImik sekilli, oncul (prekirsor) yapilara gevriliDlusan bu trin eksportin-5 (Exp5) ve Ran-
GTP molekdllerinin 6ncilgli ile cekirdekten sitoplazmaya gecer. Daha sottaplazmadaki
Dicer adli endonikleaz ile etkileserek RNA duplekdiusur. RNA dupleksi ise helikaz
aracilgl ile matir miRNA ve komlementer (tamamlayici) miRNya donigir. Matur
mMIiRNA, miRNA ifadesi ve RNA interferanstan kaynakda gen susturmasindan sorumiu
olan RNA induced silencing kompleks (RISC) yapisiné girer (164-167). mRNA
regllasyonu da FSC kompleksinin mRNA ile Gganmasekline gore dgismektedir. Tam
yada tama yakin bir @nma olursa kompleks argonuate ailesi molekukenmolan Ago2
ile mRNA’ nin degradasyonunu gar. Tam olmayan ve 3 UTR boélgesinden olan

baglanmada ise protein translasyonu baskilanir (1683ter tam, isterse tam olmayan
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komplementerik sonug protein ekspresyonunun dowgialasyonu ile sonuclanir (164,165)

Simdiye kadar hicre gelminde, diferansiyasyonda, proliferasyonda ve apzpte
onemli dizenleyiciler olan yizlerce miRNA ve hedeflolan binlerce mRNA saptangtir
(169,170). Saptanan g0 miRNA caitli hastaliklarin patogenezinde rol almaktadir L7
Ozellikle 2008 yilindan itibaren periferik kandalie edilebilirliginin ve oldukga dayanikli
ve stabil bir yapiya sahip olduklarinin daha netaaimasi ile birlikte miRNA’ lar
hastaliklarin tanisinda, prognozunda ve tedavi komda daha ayrintill ag@arilmaya
baslanmstir (172-176).1lk kesfinden sonra en umutlu olunan konu kanserler gtomuve
cogu kanser tipinde asgariimistir. Arastirma konulari iginde tani ve prognoz kisimlari
haricinde miRNA larin tedavideki yeri de vardir.dbeide son yillarda tanimlangnolan
‘Antogomir’ denilen ve kimyasal olarak uretilgnbligonikleotidler umut vaad etmektedir.
Bu molekiller endojen miRNA'’ larin fonksiyonlaribaskilamak amaci ile kullaniimaktadir
(177). Bu konudaki heyecan verici beklentisdnali olundgu varsayilirsa, bir hastgh ait
sorunlu miRNA boélgesi saptanabigghde, ona tamamlayici olan antogomirin Uretiimési i
hastalgin 6nlenmesi mimkun olabilecektir. Fakat bu komuildili kat edilmesi gereken ¢ok
yol var gibi gérinmektedir, ctinki miRNA'’ lar mi haBk nedeni, yoksa hastalik mi miRNA
artisl sebebi hala net gédir (160). Kanserler ve @er bazi hastaliklarin yaninda son yillarda
kardiyovaskuler hastaliklar alaninda da bircok miRNaptanmgtir ve tanida yeni bir
biyobelirte¢ olarak ozellikle, MI, KY, aterosklerphipertansiyon ve tip 2 diyabetes mellitus
(DM) gibi hastaliklarda agairiimistir ve aratiriimaktadir (178).

KY ve miRNA' lar

KY’ ye sebep olabilecek kardiyak hipertrofi, fibiezaritmi ve koroner arter hastl
gibi bozukluklarin patolojisinde miRNA’ lar ¢#li calismalarla argtiriimis ve ilgili
bozukluklarda belirgin artan veya azalan miRNA’ taspit edilmgtir. Bu calsmalarin ¢gu
hayvan deneylerinden elde ediftimi ve klinik argtirmalara 6nct olmgiur (179).

2009 yilinda yapilan c¢ghada sol ventrikil destek cihazi planlanan son ohbKeY
hastalarinin tedavi 6ncesi ve sonrasi miRNA duzedeslikli kontrollerle kagilastiriimistir.
Sonucta ilging olarak bazi miRNA’ lar cihaz teda@snrasi normalize olngtur. Bu sonucun
mMIiRNA’ larin kullansli bir miyokardiyal toparlanma belirteci olabilegeoelirtilmistir (180).
Daha sonra klinik prate yonelik dger bir calgmada, nefes dagh ile tetkik edilen ve
kardiyak ve kardiyak g1 dispne tanisinda yardimci olabilecek miRNA'’ laesariimistir.
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Calisilan miRNA' lardan 6zellikle miR-423-5p’ nin tanidgicli bir belirte¢ olabilegg 6ne
surdlmdtar. Ayrica ayni moleklin NYHA sinifi ve BNP glerleri ile korelasyon gostergli
saptanmytir (181). Baka bir calsmada da, KY hastalari ve normal bireyler arasinaa b
MIiRNA’ larin dizeylerinin farkh oldgu saptannstir (182). En yeni yayinlardan olan, Yaron
Goren ve arkadgarinin ¢alsmasinda ise, yakje&k 186 adet miRNA, 30 gakl birey ve 30
KY hastasinda kadastiriimistir. miR-423-5p, miR-320a, miR-22 ve miR-92b gibazp
MIiRNA’ lar belirgin olarak KY hastalarinin dgleninda daha fazla saptarstm (183).

Bu cakmada da, literatiir ve miRNA bilgi bankasi verilaratirilarak belirlenen; miR-
22, miR-24, miR-92b, miR-320a, miR-423-5p ve miFB4& molekdllerinin KY hastalari ve
normal bireylerde karlastiriimasi planlandi. (bkz tablo- 6)

Tablo- 6 : Hedeflenen miRNA’ lar

miR-22 Kardiyak strese cevapta ve memeli progenitor hédrgh
devaminin sglanmasinda gorevli

miR-24 Hipoksi ile KY gelktirilen farelerde ekspresyonu artar

miR-92 ailesi | Kardiyak stres ile diizeyi artar, apoptozisin devarsg&layan genlerin
duzeyini azaltir

miR-320a Kardiyak koruyucu etkileri saptangtir

miR-423-5p | Patogenezi net @éddir fakat KY hastalarinda dizeyi EF ve NYHA

sinifi ile korele olarak artar

miR-499 Miyokart enfarktisiinde ve KY’ de agtisaptannytir
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AMACLAR
1. KY hastalarinda, miR-499, miR-24, miR-92b, miR-Z48- miR-320a ve miR-22
dizeyleri, hem akut dekompanse durumda, hem deitedarasi kompanse durumda iken
periferik kandan izole edilerek, @&l kontrollerdeki diizeyler ile karlastirilacaktir.
2. Hastalarin, dekompanse ve kompanse hallerindeR;480, miR-24, miR-92b, miR-423-
5p, miR-320a ve miR-22 duzeylerinin, farkhlik gésp gostermeye@e arastirilacaktir.

3. KY’ de, miRNA'’ larin kan dizeylerinin, tani, tedave prognoz (hastane ici ve hastane
sonrasi 30 gunlik)samalarinda biyobelirte¢ olarak kullanilabilgiliarastirilacaktir.

4. Hastane ici klinik veriler ile miRNA diizeyleri kalastirlacaktir.

HIPOTEZ
1. miR-499, miR-24, miR-92b, miR-423-5p, miR-32Ga miR-22 KY hastalarinda normale
gore daha farkl olacaktir.
2. Farkhlik gosteren bu miRNA’ lar, hastalarin defpanse ve kompanse hallerinde, tedavi
sonrasi d@secektir. (Natritiretrik peptitler gibi).
3. Bu farkhlik, KY hastalarinda, tedaviye cevaphastane ici prognoz ile ilgili dGngordurtcu

bilgiler verecektir.

24



2. GEREC VE YONTEM

Bu calsma, 11 Mayis 2012 tarihinde, etik kurul onay! alaka Ege Universitesi Tip
Fakiltesi (EUTF) Kardiyoloji ve Tibbi Genetik Andimi Dallari ile ortaklaa
gerceklgtirilmi stir.
2.1. Hasta Grubunun Ozellikleri

EUTF Kardiyoloji Klingi yogun bakimina akut dekompanse KY tablosu ile yatan,

daha 6nceden KY tanili veya yeni tani kognmastalar cajmaya dahil edildi. Toplam 47
adet kriterlere uygun hasta, gatia anlatildiktan ve gonilli onam formu imzalatitdrksonra
calismaya dahil edildi.

2.1.1. Dahil Edilme Kriterleri
» 18-80 ya aralgindaki hastalar
» Akut dekompanse kalp yetmezliontanisi ile kardiyoloji ygun bakimina yatan,
tetkik ve incelemelerinde kesin kalp yetmgetanisi konulan veya daha dnceden kalp
yetmezIgi tanisi olan hastalar

» Bilgilendirilmis gonulli onam formunu imzalayan hastalar.

N
=
N

. Dslama Kriterleri
Calisma izlemgsemasinin gereklerini yerine getirmemek
Calisma programini aksatmak
Son doénem bdbrek yetmezlhastalgl ve/veya hemodiyaliz programinda olmak
Gebelik ve gebelik sonrasi ilk 6 ayinda olmak
Yeni teshis edilmi veya tedavi edilngikanser tanisi almak
Kalp destek cihazi(Asist Device) olmak
Kardiyak resenkronizasyon tedavisi(CRT) yapslimimak
Yatis sirasinda serebrovaskiler olay (SVO) geciriyoraildm

Protez kalp kaga bulunmak

YV V.V V V V V V V V

Kalp kapak hastaliklarina sekonder kalp yetngebulunmak
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2.2. Kontrol Grubunun Ozellikleri

Kontrol grubu, hasta grubu ile aynisygrubunda olan ve KY olmayan bireyler olarak
belirlenmitir. Koroner arter hasta, malignite tanisi, organik kardiyak patolojisi
olmamasina 06zellikle dikkat edilgtir. Diger dslama kriterleri hasta grubu ile benzer olarak
belirlenmitir. Gondilliler, EUTF kardiyoloji klingi poliklinik veya yatakl biriminde takip
edilmis olan koroner anjiyografi tetkiki normal olan vegiaha 6nce koroner arter hastali
tanisi olmayan, yapilmistres testleri negatif olan hastalardan segtlmiAyni sekilde

calisma anlatilarak génulli onam formu imzalatgim

2.3. Calsma Yontemi

Akut dekompanse KY ile ilgili klige yatan ve dahil edilen hastalardan gyatrasinda
4 cc vendz kan alingtir. Hazirlanan olgu rapor formunun anamnez,sy@ticesi ilaclar, vital
bulgular, EKG, boy ve @rlik bdlumlerinden olgan ilk bolima ayrintili  olarak
doldurulmutur. Her hastanin, gorulebilen dekompansasyon netkemyrica not edilngtir.
Daha sonra, optimal medikal tedavi veya ek uygumsigisel tedavi sonrasi taburculuk
sirasinda tekrar 4cc daha ventz kan akhmiAlinan kanlar en kisa stredegsé zincir ile
Tibbi Genetik AD." na gotirulerek -80 selsiyus dm@e saklanngtir. Hastane ¢ilgi 6ncesi
olgu rapor formunun kalan kismi olan, hastane eciavi, yapilan biyokimyasal tetkikler,
EKO, EKG ve morbidite kisimlari ayrintili olarakldarulmustur. Hastane ici 6len hastalarin
olgu rapor formu da durumuna uygsekilde doldurulmsgtur. Son gamada ise taburculuk
sonras! birinci ayda hastalar aranarak tekrardastahaye yagi ve o6lum durumlari
sorgulanmytir.

Kontrol grubu bireyleri bahsediyli gibi koroner arter hastgh ve KY olmayan
hastalar olarak belirlengtir. EKO parametreleri de olan hastalageldendirmeye alinarak
calismaya dahil edilmgtir. Ayni sekilde 4 cc vendz kan alinarak awartlarda tainmis ve
saklanmgtir. Olgu rapor formundaki gakli bireyler icin gerekli bilgiler eksiksiz
doldurulmutur.

2.4. Orneklerin Toplanmasi ve Saklanmasi

Hasta ve kontrol grubundan 4 cc kan EDTA'll tipesdil. Calsma yapilana kadar -8tC
(Thermo Scientific) de saklandi.
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2.4.1. Kandan RNAizolasyonu
Gerekli Alet ve Kimyasallar Listesi
> Invisorb spin blood kitiNVITEK)
Filtreli thpler
Receiver tupleri
Epphendorf tupleri
Red Blood Cell lysis buffer
Tripure reagent
Kloroform
Otomatik pipetler (1-10 pl ve 10-100 pl, Epphefdor
Steril sar1 ve beyaz pipet uclari (Brand)
1.5 ml'lik Eppendorf ttpleri (Axygen)
Eppendorf tip tayicilan
Vorteks (Heidolph Reaks Top)
Santriftij (Sigma 1-15)

Steril eldiven

YV V.V V V V V V V V V V V

EDTA'll tuplere alinan kan orneklerinden Red Blo@all Lysis Buffer (Roche Diagnostics,
Indianapolis, IN) kullanilarak eritrositler parcalave lokositler ¢okturuldi ;

1- 500 ul kan 6rng Uzerine 1ml Red Blood Cell lysis buffer eklendi.
2- 10 dakika oda 1sinda kstrrici cihazi ile alt Gst edilerek katrildi.
3- 500xg de 5 dakika santriftj edildi.

4- Dikkatli bir sekilde kirmizi renkli sipernatant atildi.
5- Supernatant uzakfarildiktan sonra tipun dibinde beyaz pedieklinde |0kositler gorulda.
6- Eger pellette kirmizi renk gérintindi ise 1-5 basaarakkrarlandi.

Eritrositlerin uzakla stirildi g1 6rneklerden total RNA izolasyonu
Tripure isolation reagent (Roche Diagnostics, Indj@olis, IN) kullanilarak izole edilrtir;
1. Taplere 1 ml tripure eklenir ve tupler 45 saniyetekslendi. Boylece tupteki hicreler
homojen bir gorinim alarak parcalandi ve tripuregent etkisiyle de pembe bir renk

gorunimuna algy izlendi.
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Vortekslenen tupler buza alinir ve 2 dakika beldetVortekste o hizin ve sirenin etkisiyle
Isinan tupleri sgutmak icin bu gleme bavuruldu.

3. 5 dakika oda isisinda bekletildi.

[

Taplere 200 ul kloroform eklenir ve 5 dak beklendi.

Kloroform; Homojen hale gelen dokuda faz glmunu sgladi ve bdylece RNA, DNA ve

protein ayrstirildi.

1.
2.

© © N o 0o b~ W

12.000 rpm’ de 4 C * de 20 dakika santriftij yapildi
Santriftij sonunda 3 faz aitu.

1.FAZ (Sulu faz): RNA icerir. (Renksizdir.)
2.FAZ: DNA icerir. (beyaz renklidir.)
3.FAZ (Organik faz): Protein icerir. (kirmizi reieklir.)

RNA izolasyonu icin renksiz olan 1.faz yeni tipdaahkdi.

Yeni tipe 500 ul izopropanol eklenerek oda isist@ldakika inkube edildi.
Izopropanol RNA’ yI DNA ve dier safsizliklardan arindirmak icin kullanildi.
12.000 rpm’ de 4 C’ de 10 dak santrifijlenerek siptant atildi.

Olusan ¢Okelek tizerine 1 ml %75 EtOH eklendi.

7.500 x g’ de 4 C’de 5 dak santriftjlendi.

Santrifllj sonunda stpernatant atildi.

10.57 C’ de EtOH ucuruldu.
11.Kalan ¢okelge 50-100 ul RNAse free su eklenerek pipetaj yapildi

2.4.2. cDNA Elde Edilmesi

Gerekli Alet ve Kimyasallar Listesi

>

vV V V VYV V

Termal cycler (Applied Biosystems GeneAmp PCR Sys#€00)
Otomatik pipetler (1-10 pul ve 10-100 pl)

Steril sar1 ve beyaz pipet uclari (Brand)

0.5 ml’lik ve 1,5 ml’lik Eppendorf tipleri (Axygen)

0,2 ul lik PCR tupleri (Axygen)

Eppendorf tip tayicilan
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Steril kavanozlar
Steril eldivenler
Buz kalibi

Kagit haviu
Deiyonize su

5x Reaction Buffer
Spike in RNA

Enzim mix

YV V. V V V V V V

cDNA sentezi icin Universal cDNA synthesis kit (g&nh, Woburn, USA) kullaniimalidir.
Her 6rnek icin 5ng/ul RNA stoklari hazirlandi veNBEda bu stoklar kullanild.

Tek Reaksiyon icin

RNA ornezi  (5ng/ul) 4 ul

Nukleaz Free Water 9 ul

5x Reaction Buffer 4 ul

Spike in RNA 1l

Enzim mix 2 ul

Toplam 20 ul  (bkz tablo-7)

Tablo-7: Reaksiyonlar i¢in gerekli drnek miktarlari

Reagent : Volume (pL) _ Volume (L)
<100 microRNA analyzed per sample > 100 microRNA analyzed per sample

5x Reaction buffer 2 4

Nuclease-free water 4.5 9

Enzyme mix 1 2
SyﬂtheticRNA_spike ins, optional replace 05 |

with H20 if omitted

Template total RNA (5 ng/pL] 2 4

Totalvolume 10 20

Tapler thermal cycler a yaitlrilir ve asagidaki hazirlanny program calkgtirildi.
42°c ‘de 60 dk

95°C'de 5 dk

4°C'de bekleme
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Sekil-1: PCR aleti (Gene Amp PCR System 9700)

2.4.3. Real-Time PCR (Q-PCR) miRNA ekspresyonu

Gerekli Alet ve Kimyasallar Listesi
» Roche LightCycler 480 (LC 480)

Enzim ve dNTP miski (PCR Master mix)( SYBR Gren)
mMIiRNA Primerler (bkz tablo-8)

» Otomatik pipetler (1-10 pl ve 10-100 pl)
» Steril sar1 ve beyaz pipet uclari (Brand)
» 0.5 ml'lik ve 1,5 ml'lik Eppendorf tupleri (Axygen)
» 0,2 ul lik PCR tupleri (Axygen)

» Eppendorf tlp tayicilari

» Steril kavanozlar

» Steril eldivenler

» Buz kalibi

» Kagit havlu

» Deiyonize su

>

>

Elde edilen cDNA’lar dncelikle 80x dilue edildi (BuDNA +395 ul su) ve housekeeping
MIiRNA ve cDNA kontroli spike in primerleri ile kol edildi. Bu ¢algmada housekeeping
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MIiRNA olarak Snord48 ve U6 kullanilgtir. Snord48 ve U6 primerlerini iceren miks
asagidaki sekilde kullaniimgtir ve yine aagida belirtilen protokolle real time PCR’da
yurattlmistir. cDNA’larin Snord48, U6 ve spike in sonuclat d&serleri acisindan Ct 15-
29 arasinda olanlar,sa@gida belirtilen mirna’lar icin microRNA LNA™ primersetleri

(Exigon, Woburn, USA) kullanilarak veagidaki miks ve cihaz protokolleri ile calimistir.
MIiRNA primerlerinin hazirlani si;

MiRNA primerleri icin liyofilize primer tlplerine 20ul nikleaz yoksun su eklendi ve 20
dakika oda i1sinda bekletildi. Daha sonra vortekspia edilerek kullanima hazir hale geldi.
Bu primerler 10 ul reaksiyon hacminde 200 reakdiyktor.

Tablo-8 : miRNA Primerleri ve Dizileri

mMiRNA Dizi
hsa-miR-22-3p aagcugccaguugaagaacugu
hsa-miR-24-3p uggcucaguucagcaggaacag
hsa-miR-92b-3p uauugcacucgucccggccucc
hsa-miR-320a aaaagcuggguugagagggcga
hsa-miR-423-5p ugaggggcagagagcgagacuuu
hsa-miR-499a-5p uuaagacuugcagugauguuu
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Cihaz Protokol(;

Tablo-9 : Cihaz protokoli
Program Denaturasyon Amplifikasyon Melting Cooling
Parametre
Analiz modu yok Kuantifikasyon modu melting Yok
Dongu 1 45 1 1
Hedef [C] 95 95 60 95 60 95 40
Sire 0
00:10:00 00:00:10 00:01:00 | 00:00:10 00:00:10 00:00:30
[hh:mm:ss]
Ramp.Rate 0,2
[C/s] 4.4 4.4 1.6 4.4 1.6 4.4
Acquisition Yok ok single ok ok continous ok
Mode y g Y/ y y
Miks hazirlanisi;
Tek Reaksiyon icin
cDNA 4 ul
Primer miks 1ul
Enzim ve dNTP miski (PCR Master mix) 5 ul
Toplam 10 pl

Reaksiyon tupunde, tek bir reaksiyon icin reaktifieher birinden eklendi ve reaksiyon sayisi

kadar konuldu, reaksiyon kamni hazirlandi.

Karisim spin ettirildi ve plate’lere her bir reaksiyogin 6 ul reaksiyon kagimindan transfer

edildikten sonra Uzerine 4 ul Cdna 6rnek veya lartter bir kapilere son reaksiyon hacmi 10

ul'ye tamamlandi.
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Hazirlanan plateler (kamm ilave edildikten sonra) 2000 rpm’ de 15 saniyantsfijlendi.
Hazirlanan plate Roche LightCycler 480 (LC 480)acima yuklenerek, sonuclar elde edildi.
(sekil-2)

Sekil-2: Roche LightCycler 480 (LC 480)

2.5.istatistiksel Analiz

Hasta ve kontrol gruplari ile hasta gmiu kendi icindeki demografik verilerini
kargilastirmada tanimlayici testler kullanildi. Gruplar @arae grup ici ortalama derlerin
karsilastirilmasi icin one way anova testi ve studemfssti kullanildi. Kesikli dgiskenlerin
karsilastirmasinin istatistiksel analizi ki kare testi ylapildi. miRNA’ lar ve hastalarin klinik
degiskenleri arasindaki istatistiksel analizlerde isedsnt’'st-testi ve post hoc analiz testleri
kullanildi.

Elde edilen miRNA sonuglari icin relaténtitasyon yapilabilmek i¢cin/A Ct metodu
kullanildi. Bu metod ile miRNA Ct derleri snord48 ve U6 house keeping genleri ile
normalize edildi (bu deer A Ct olarak gecer) ve gruplar birbirleri ile kdastirildi. Elde
edilen sonucA/A Ctyi verdi. Kat deisimleri de 2 ™ ' deseri tizerinden hesapland.
Sonuglarin istatistiksel olarak gkrlendirmesi dstudent’s-testi kulanilarak yapildi.
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3. BULGULAR

3.1. Hasta ve Kontrollerin Karakteristik Ozellikleri

Calismamizda 47 KY hastasi ve 30 kontrol olgususitagtirildi. Gruplar arasinda ya
vicut kitle indeksi (VK) ve beyaz kan hucre sayilari (WBC) acisindan amldark
saptanmadi. Kan basinci (KB), YKve hemoglobin (HMG) deerleri kasilastirilirken
hastalarin cikt esnasindaki derleri dahil edildi. Sistolik KB, diyastolik KB, leatinin
degerleri, HMG miktarlari arasinda kontrol grubu iladtalar arasinda anlaml farkliliklar
vardi. Sistolik KB ve HMG dgerleri kontrol grubunda daha yiksek saptanirkeyasiolik
KB, kreatinin dgerleri ve WBC sayisi hasta grubunda daha yiksetasdp Ortalama LVEF
degerleri hasta grubunda %30.4, kontrol grubunda i6& %oolarak saptandi. Hasta grubunun
23 (%48) tanesinde RV sistolik disfonksiyonu da mtu. Kontrol grubunun % 56.7’ si HT,
%36.6" sI DM, %18’ i hiperlipidemi (HLP) ve %6.71 &ronik obstriktif akcier hastak
(KOAH) tanili idi. Hasta grubunun ise %44.7' si Hb61.7’ si DM, %74.5" i HLP ve %14.9’
u KOAH tanili idi. Aralarinda gik eden bu hastaliklar acisindan anlamli farkiark
bulunmaktaydi fakat miRNA c¢amalarinin genelindeki heterojenite sdatldizinde kabul
edilebilir dizeyde idi. Daha 6nceki miRNA gahalarinda kontrol gruplari genel olarak
tamamen s#ikl bireylerden olymaktaydi. Bu durumsék eden hastaliklardaki farkliliklarin
yaninda ya konusunda da farkhliklar icermekteydi, fakat mz¢galsmamizda bu durum daha
minimal dizeye indiriimeye calidi. Hastalarda ADEi, ARB, beta bloker (BB), fuewsit,
digoksin ve statin kullanimi kontrol grubuna goeditgin fazlaydi. (bkz Tablo-10)

Hastalarin kendi aralarindaki bazgigleenleri de kaglastirildi. Yatista hastalarin
NYHA sinifi ortalamasi 3.52, ¢t ise 1.63 olarak saptandi. YKagirlik, KB ve nabiz
degerleri yatslarina gore cilg 6ncesi durumlarinda belirgin azaktn (bkz tablo-11) ACEinh,
digoksin, BB ve spironolakton kullanim oranlari gt yatsa gore belirgin artmgti. KY
etiyolojisi 10 hastada non-iskemik, 37 hastada isemik nedenliydi, diyastolik KY
hastalarinin sayisi 8, sistolik KY hastalarininisaise 39 tane idi. Hastalarin 25 tanesinin
yatis ve ¢iks NT-proBNP dgerleri vardi ve 2 hasta hari¢ ggta tedavi sonrasi, diizeylerinde
gerileme saptandi. Gatnamiz boyunca hasta grubunda 3 (%6.§)Hastane icinde, 2 (%4.5)
kisi ise bir ay icinde o6ldu. Olimlerin birisi hari¢ e kardiyojenik kokenli olarak kabul
edildi. Diger 6lum nedeni ise hastane ici enfeksiyon idi. igiriaydaki sorgulamada 14
(%31,8) hastada KY nedeniyle yeniden hastaneyslgatolmustu. Tum hastalarin tedavileri
Avrupa Kardiyoloji Dernginin 6nerdgi tedavi stratejileri hasta bazl olarak uygulandi.
hastaya KRT implantasyonu yapildi.
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3.2. Hasta ve Kontrol Gruplari Arasindaki miRNA Duzeyleri

mMiRNA duzeylerinin normale gore kidastirmasinda basi sayisal rakamlar yoktur.
Degerlendirmeler direkt olarak cihazin sap@adimiRNA ekspresyon miktarina gore
yapilmamaktadir. Bu konunun daha iyi arlmasi icin Ct,ACt, AACt, 24" degerlerininin
ve house keeping miRNA'’ larin anlamlarinin gheresi yararki olacaktir.

» Ct, ham veri siklusggi (cycle threshold = Ct) olarak tarif edilen, 6gimeo dongide
ulastigl esigi gosterir.

» House keeping miRNA, hiicrede sabit olarak ekspedgdigi kabul edilen ve
hedeflenen miRNA'’ lari normalize etmek i¢in kullem molekuillerdir. Bu ¢cagmada
bu amacla snord48 ve U6 miRNA’ lar1 kullaniktr.

» ACt, normalize edilngi Ct deserlerine kagilik gelir. Normalizasyon, house keeping
mMIiRNA'’ lar ile Ct dezeri arasindak fark ile yapilir.

» AACt, kontrol grubu ile hasta grubu miRNA ekspresgegerlerinin ortalama
degisimlerini gosterir.

Tablo-10: Hasta ve kontrol gruplarinin genel 6zelkleri
KY grubu Kontrol grubu

(n=47) (n=30) p dgeri
Yas (yil) 61.70 57.13 0.025
Cinsiyet (erkek/kadin) 35/17 14716 0.013
VKIi 28.07 27.16 0.137
SKB (mmHg) 112.72 125.46 0.032
DKB (mmHg) 71.36 78.00 0.024
Hastaliklar
HT 21 (%44.7 17 (56.7) 0.214
HLP 35 (%74.5) 18 (%60) 0.139
DM 29 (%61.7) 12 (%40) 0.534
ilag
Beta bloker 39 (%88.6) 4 (%13.3) <0.001
ACEinh 26 (%59.1) 8 (%26.7) <0.001
Statin 23 (%52.3) 0 (%0) <0.001
KY: kalp yetersizigi.
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Tablo-11: Hasta grubunun bazi ozellikleri
Yatis Cikis p deseri

VK1 31.66 28.07 <0.001
Agirlik (kg) 90.66 80.46 <0.001
NYHA sinifi 3.52 1.63 <0.001
SKB (mmHg) 138.04 112.72 <0.001
DKB (mmHg) 80.72 71.36 0.211
Nabiz (dk da) 93.38 79.68 0.016

> 2 €t = kat ifadesi, kontrol grubu ile hasta grubu miRNAspresyon derlerinin
birbirlerine gore kat da&simini verir. Genel gorg olarak 2 katindan fazla gigim
gosteren miRNA anlaml kabul ediliSimdiye kadarki tim cagmalar bu dgerler
Uzerinden dgerlendirme yapilarak sonc¢landirignr. Bizim ¢calsmamizda da 2 kat ve
Uzeri degisim (artma veya azalmaeklinde) gosteren miRNA’ lar anlamli kabul

edilmigtir.

Bizim c¢akmamizin sonuglarinda, miR-22 dulzeylerinin, hastalayatslarinda
(dekompanse halde) kontrollere gore 2.33 kat (32.@Rislarinda (kompanse halde) ise 1.23
kat (-1.23) azalgn ve kontrol grubuna yak§aigi saptandi. Yagive cikstaki fark da 1.95 kat
olarak saptanarak anlamli kabul edildi. Ayakilde miR-24 duzeyleri yatia 2.07 kat (-2.07),
cikista 1.59 kat (-1.59) azalarak gita kontrol grubu dgerlerine yaklatl. miR-24" Uin yafg
cikis arasi farki da 1.3 kat idi. miR-320a diizeyindedalma yatyta 1.56 kat (-1.56), cikia
da 1.46 kat (-1.46) olarak saptandi ve kontroll@idasma esiliminde idi. Yats ¢ikis arasinda
ise anlamli fark yoktu.

miR-92b dizeylerinde ise kontrollere gbiem yatgta hem de cikta arty gozlendi.
Artis miktari yatsta 2.33 kat (+2.33), cifa ise 3 kat (+3) idi. Cikiaki ats kontrollere gore
daha da belirginkdi ve aralarinda 1.29 kat fark saptandi.

miR-423-5p diizeyindeki gigiklik ise daha farkli bulundu. Yatia kontrollere gore
1.16 kat (-1.16) azalma, cska kontrollere gore 1.3 kat (+1.3) arioldu. Yats ve ciks
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degerlerinin kendi aralarindaki fark ise 1.51 kat alarsaptandi. miR-499 gerleri ise
mMIRNA kitinin primerindeki hatali sonuclar nederaydiegerlendirilemedi. (bkz tablo-12)

Tablo-12: miRNA ekspresyon farklari

Normale gore Normale gore

yatista cikista p degeri
miR- 22 -2.39 -1.23 <0.05
miR- 24 -2.07 -1.59 <0.05
miR- 92b +2.33 +3 <0.05
miR- 320a -1.56 -1.46 >0.05
miR- 423-5p -1.16 +1.30 >0.05
miR- 499

3.3. miRNA Diizeyleriile Klinik Veriler Arasindaki iliski

MIiRNA duzeylerinin ifadesi genel olarak katgdemi hesaplamasi yapilarak verilir.
Istatiktiksel analizlerde bu gigsim kullaniimadgi, ve calsmamizdaki kisithliklar nedeniyle
MiRNA kat deisimlerine sayisal deer verilme glemi gerceklsgtirilemedigi icin ACt
degerleri Uzerinden analizler yapildi. Student’s titésllanilarak bu dger Gzerinden yapilan
analizde kontrol grubu ve hasta gruplarimct deserleri arasinda istatistiksel anlaml
degerler saptanamadi. Fakat kaggenleri ile korelasyon gosteren gerler elde edildi. (bkz
sekil 3, 4, 5, 6)

Hasta grubunda miRNA dizeylerinin KYsigene (diyastolik, sistolik KY), KY
etiyolojisine, %35 ustl ve altindaki LVEF gkrlerine, RV sistolik disfonksiyonu vagina-
yokluguna, cinsiyete vesbk eden DM’ ye goOre dasimleri ACt deserlerine gbre analiz
edildi fakat anlamli farkhlik saptanmadi. AyricaYNA sinifi, mortalite, morbidite ve
rehospitalizasyon acisindan da analiz yapildi fa@amli sonuc yoktu. NP gerleri ile
korelasyonda analiz edilmeye @dbi ve vyine anlamh sonug¢ elde edilemedi.
Degerlendirmedeki bu kisithliklar sayisal @ yokluzuna bglandi.
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Sekil- 3 : miR-22 diizeylerinin ACt degerleri tizerinden karsilastiriimasi (miR-22: mikro RNA-22)
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Sekil- 4 : miR-24 diizeylerinin ACt degerleri tizerinden karsilastiriimasi (miR-24: mikro RNA-24)
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Sekil- 5 : miR-320 diizeylerinin ACt degerleri {izerinden karsilastirilmasi (mir-320: mikro RNA-320)

1,0000000E-3-]

S,0000000E-47

28,0000000E-4"]

7,0000000E-4—]

€ ,0000000E-47

R92

5,0000000E-47)

mi

4,0000000E-47]

Z,0000000E-47

Z,0000000E-4—]

1,0000000E-47]

0,0000000ED0—]

T T
Fontrol Olema

Grup

Sekil- 6 : miR-423-5p diizeylerininACt degerleri tizerinden karsilastirimasi (mir-423-5p: mikro RNA-423-5p)
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4. TARTISMA

KY hastalarinda tani, tedavi ve progndantmi gibi konularda yaygin kullanimi olan
BNP ve tlrevleri haricinde kullanilabiligh ciddi kanitlarla ispatlanmaibiyobelirte¢ yoktur.
Bu konuda eskiden beri arghar devam edegelmive hala da agirmalar devam etmektedir.
En yeni sayilabilecek molekullerden birisi de miRNArdir, fakat mevcut konumunda bu
konuda aday adayr demek daha makul gibi gérinmekted

Bizim cakmamizda periferik kandaki miR-22, miR-24, miR92bRA320a ve miR-
423-5p molekdllerinin KY hastalari ve normal birelylarasindaki hticresel ekspresyon

dizeyleri dgerlendirilmistir.

miR-22

miR-22 dizeyi, KY hastalarinin hem dekamge halinde hem de kompanse halinde
kontrole gére sirasiyla, 2.39 kat (-2.39) ve 1.28 1.23) dglk saptandi. Kontrole gore
azalmanin yaninda, hastalarin kompanse haldglanksirasinda normal bireylerin diizeyine
yaklastt. Thum ve arkaddarinin KY hastalarinda bazi fetal genlerin reaktiwolup
olmadginin aratirilmasi amaciyla yaptiklari ¢canada, son donem KY hastalari ilezksii
insanlarin LV miyokard dokusundan ve gestasyonel $28-14 hafta arasindaki miyokard
dokusundan elde edilen miyositleri kullanarak saloduklar hicre kadltirinde miRNA
farkhliklar kasilastirilmasi sonucunda, fetal hayatta eksprese edi@n miRNA’ larin
yetmezlikli dokularda da fazla eksprese edildsaptanmgti. miR-22’" nin, bu cadmada
bizim verilerimizle benzer olarak KY hastalarindagl&li kontrollere gore 1.71 kat (-1.71)
azalmg ekspresyonu bildirildi (184). Sucharov ve arkdda tarafindan yapilan blea bir
calismada miR-22 diuzeyi KY hastalarinda normal bireylgbee yine 1,4 kat (-1,4) azalgni
olarak bulunmstu (185). Bu cabmalarin yanindafarkh sonuclari olan iki caimadan
birincisinde ikeda ve arkaddari doku spesifik bir cayjma ile normal bireylere gore
yetmezlikli hastalarda miR-22 dlzeylerindeki yakka 1l kat (+1) ary anlamli kabul
edilmemiti (186). Ikinci calsma ise Matkovitch ve arkaglarinin yine doku diizeyinde kalp
destek cihazi implante ediljnihastalar, son donem KY hastalari ve normal biregle
MIiRNA kasilastiriimasi ¢algmasi idi. Bu ¢cahmada miR-22 KY hastalarinda kontrole gore
10,3 kat artny olarak saptanmgii (180). Matkovitch velkeda gruplari ile Thum, Sucharov
gurplari  ve bizim c¢ajmamiz arasindaki farkllik, hastalarin geli 6zelliklerinin

farkhliklarindan kaynaklanmi olabilir. Bu calsmalardan bazilarinda, hastalarin NYHA
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siniflari, hangi tedavi altinda olduklari, daha éhen KRT cihaz implantasyonu vérlveya
yoklugu, yas araliklar ve glik eden hastaliklari ayrintili bahsedilmamiKY’ de kullanilan
BB’ lerin ve KRT tedavisinin, mMRNA ekpresyonunugiigirdigi daha dnce gosteriliti (187,
188). Ayrica ya ile birlikte bazi miRNA’ larin dizeylerinin dgsiklik gdsterdii bir
calismada belirtiimgti (182). Bahsedilen bu dekenler calymalardaki farkhliklarin sebebi
olabilir. Ravi Ramani ve arkaglarinin doku spesifik olarak yapti diger bir calsmada,
destek cihazi takilan ve takipte toparlanma soricarilan hastalarin ve @&l kontrollerin
bulund@gu gruplarin oldgu bir calsma gerceklgirildi. Bu calismada, anlamli bulunan
MIiRNA’ lar arasinda bizim ¢almamizda dgerlendirdgimiz miRNA’ lar yoktu. Fakat dier
yandan Matkovitch ve Thum grubuna ait bazi veelete ceimekteydi (189). Yine burada
bir baska sebep, hasta populasyonlarinin farklarindan &dgnms olabilir. Tijsen ve
arkadalari ve Goren ve arkaglarinin yaptgl plazma kaynakli calmada ise miR-22
dizeyinde anlamli denilebilecek glgmler saptanmangti (181, 183). Tum bahsedilenlerle
birlikte, serum ve/veya plazmadan elde edilen miRN& dokuyu, periferik kandaki
cekirdekli hicrelerden elde edilen (bizim ¢alamizda |6kositler) miRNA’ lar kadar
yansitmiyor olabilir. Son olarak, okuyucular acgan da sonuclarin yorumlanmasinda miR-
22’ nin KY patofizyolojisindeki yerini belirtmenifaydali olacgini disiindtk. 2012 yilinda
yayinlanan, Gurha P ve arkabainin calgmasinda miR-22’ si defektli olan ve miR-22’ si
tamamen cikarilngifare modeli olgturulmus ve kardiyak hemodinamik strese cevabi, miR-
22 salam olan grupla karlastiriimisti. Sonucgta defektli grupta dobutamin ile gilurulan
akut strese yetersiz inotropik ve lusitropik cegsterilmiti. miR-22’si olmayan grupta da,
transaortik daraltma (trans aortic constriction -AC) ile olusturulan uzun sdreli
hemodinamik stres ile kardiyak dekompansasyon wetrikéiler dilatasyon goOzlenmsti.
Molekuler dizeyde ise miR-22 ablasyonu yapyinfarelerde SERCAZ2 (sarkoplazmik
retikulum C&?) geninin aktivitesinde ve miktarinda azalma sapiah ve bu molekiiliin KY
patofizyolojisindeki roli de bilinmektedir. Bu am@dTAC vyapilan miR-22 genine
dokunulmayan farelerde ilk evrelerde (1. hafta)igdgr miR-22 yikselmesi saptangnfakat
bu artg ilerleyen zamanlarda (4. hafta) gozlenmgmihatta azalngtir (190, 191). Tum bu
sonuclar miR-22 nin kardiyak strese cevapta rolduginu, KY ve kardiyak stresin
evrelerinde duzeyinin @estigi sOylenebilir. Boylelikle bizim caimamizi destekleyen ve
desteklemeyen camalar arasindaki farkin sebeplerinden biri bu duralabilir. Bizim

calismamizdaki, KY hastalarinin dekompanse hali ve kampahali asarasindaki miR-22
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degisimi (normale yaklamasi) tedaviye yanit agisindan ilerki gadalarda argiriimaya
deger bir fark olabilir.

miR-24

miR-24 duzeyi bizim ¢camamizda, KY hastalarinin hem dekompanse halinde deem
kompanse halinde kontrole gore sirasiyla, 2.01-Rad7) ve 1.59 kat (-1.59) gliik saptandi.
miR-22’ ye benzegekilde, kontrole gore azalmanin yaninda, hastalarin kongaagde cikglari
sirasinda normal bireylerin diizeyine yaklaVan Roji ve arkaddarinin, fare ve in vitro
ortamdaki yetikin miyositleri kullanarak, kardiyak strese miRNAewvabinin argtirdigi
calismasinda ve Matkovitch gurubunun galasinda, miR-24 miktarlari normale gore
sirasiyla, 1.5 kat (+1.5) ve 6.3 kat (+6.3) grtsaptanmgtir (180, 192).ikeda gurubunun
verilerinde ise, miR-22’ ye ait anlamli bir sonugptanmanyti (186). Calgmamizdaki
verilerle, miR-24 konusunda korelasyon gosterensmpalar; Thum, Sucharov ve Goren
gruplarinin cakmalar idi. Bu cakmalarda, miR-24 duzeyinde yetmezlikli dokularda
normale gore sirasiyla, 1.71 kat (-1.71), 1.4 ka&d] ve 1.17 kat (-1.17) azalma saptagimi
(183-185). Tijsen gurubuna gore de, miR-24 yuksegtanmgtir, fakat orada belirtilen
molekilin miR-24-2 oldgu ve bu molekulin proapoptotik meme kanserindeatigiicligl ve
roli oldyu disunuldiginde, anlamli kabul etmek gi¢ gorunmektedir. Zalgsen
gurubunun da bu konuda bir iddiasi yoktu (181)g@@alsma ile de gosterilngtir ki;
kardiyak patofizyolojide rolt olan daha ¢ok miR-2#ir (193-199).

miR-92b

miR-92b dizeyi, bizim ¢camamizda KY hastalarinin hem dekompanse halindedeem
kompanse halinde kontrole gore sirasiyla, 2.33+aB33) ve 3.0 kat (+3.0) yiksek saptandi.
Benzer olarak, Goren ve Tijsen gruplarinin gablarina gore de sirasiyla, 1.3 kat (+1.3) ve
0.85 kat (+0.85) agisaptanmti (181, 183). KY konusunda literatur taragidida, miR-92b
ile ilgili patofizyolojik veya Klinik olarak net wélere rastlayamadik. Normalde, Bonauer ve
arkadalarinin yaptgl fare modelli cahmasinda, miR-92a’ nin artmasinin anjiogenezi bloke
ettigi ve miR-92b’ nin de bu yolakta etkili olgu belirtiimisti. Bu 6nerme ile, camada
degisik asamalar ve modeller ofturularak antogomiR-92a’ nin etkileri ataulmisti.
Ekstremitelerinde iskemik yaralanma modeli stlmulan farelere antogomiR-92a

verildiginde, anjiyogenezin arfn saptanmngti. Ayrica, ayni caimadaki deneysel kalp krizi
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modelinde ise, antogomiR-92a uygulanan farelerdéarkin alaninda anlamli gerileme
izlenmisti (p: 0.05). AntogomiR-92a verilmesi sonrasi miRa%aninda, yakin gkili oldugu
miR-92b diizeyi Uzerine etkileri de anailmis ve miR-92a’ da belirgin azalma, miR-92b’ de
ise daha az bir azalma saptagtmi((200). Taurino ve arkadarinin yaptg calsma
olmasaydi, bu sonuglarla miR-92 ailesinin sanin anjiyogenez tzerinden kardiyovaskuler
hastaliklarda negatif etkileri olgu kanisi ¢ikabilirdi. Fakat, Taurino gurubunun lesribu
onermenin tersine sonuclar ortaya cikagtmiBu calsmaya elektif olarak yapilan koroner
arter baypas cerrahisi (KABG) sonras! kardiyak bditasyon (egzersiz) gurubuna alinan
hastalar dahil edilmgti. Rehabilitasyon 6ncesi ve sonrasinda, hedefegevg miR-92a ve
92b’ yi de iceren bazi miR’ lerin duzeyleri kdastiriimisti. Secilen hedef genlerden olan
CASP3’ Un, rehabilitasyon 6ncesi diuzeylerine gdehabilitasyon sonrasi dizeylerinde
anlamh olarak azalma saptargtni Bu azalmanin sebebi olarak ise rehabilitasyonrasi
miR-92a ve 92b dizeylerinin anlamli dizeyde artngésterilmgti. CASP3 geni apoptozisin
yurattucilerinden oldgundan, azalmasi ile miyosit 6lumunt de azaltir denyanlis
olmayacaktir (201). Farkh olan bu sonuclarin sgbeliRNA’ larin herbirinin bircok hedef
genin duzeyini etkilemesine #a olabilir. Bizim calsmamizdaki miR-92b dizeylerinin
kontrole gore dekompanse hastalarda ytksek saptanmakompansasyon sonrasi daha da
artmasi olasi bir iyilgne mekanizmasinin aktivasyonunu veya fonksiyoiartgésteriyor
olabilir. Hastalara verilngi olan uygun KY tedavisi, miR-92b dizeylerini adtak, CASP3
geni dahil bircok gen lzerinden hicre dlimunin Begenesini veya daha farkl yararh
etkileri ortaya cikarngi olabilir. Fakat bu cikarimlari net ifade etmel anki verilerle
mumkuin dgildir. Yapilacak yeni cagmalarla, daha dgsik hedef genler ortaya ¢iktikca bu

ailenin patofizyolojik roli de daha iyi agléacaktir.

miR-320a

miR-320a bizim c¢almamizda, KY hastalarinin hem dekompanse halindey te
kompanse halinde kontrole gore sirasiyla 1.5§-Rab6) ve 1.46 kat (-1.46) gliik saptandi.
Hastalarin kompanse hallerinde saptanan miR-32Q@ayilinormale yakkmaktaydi fakat
istatistiksel olarak anlami yokt§imdiye kadar miR-320 ailesi ile ilgili en kapsamgri Ren
XP ve arkadglarinin yaptg calsmadan elde edilrgiir. Bu calsma iskemi/reperfiizyon/R)
hasari modeli okturulan fareler (izerinde yapilgtir. I/R hasari ile hem in vivo hemde ex

vivo olarak miR-320 duzeyleri duk saptannstir. Kdultirde Uretilen yegkin fare
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miyositlerinde miR-320’ nin fazla ekpresyonu miytoéiimi ve apopitoziste aga sebep
olurken, miR-320 geni ekspresyonu azalgidda (knockdown), hiicre koruyucu etki
sagladigl gosterilmgtir. Yine ayni ¢cakmada, in vivo olarak antogomiR-320 ile tedavinin
enfarkt alanini gerile@ti saptanmgtir. miR320 ailesinin kardiyak koruyucu etkisineaaiik
eden gen hedeflerinden birisi de, bu gahya gore HSP20 (130k proteini 20) proteinidir
(202). lkeda gurubunun cginasinda da, miR-320 ailesine ait veri vardir fakairmal
bireylelere gore agi gostermesine kan bu d&isim anlamh kabul edilmengiir (186).
Goren gurubunun verileri dékeda ve arkaddarini destekler niteliktedir fakat, normal
bireylere gore miR-320a agtisadece, 1.2 kat olarak saptagtmi(183). Fakat bu der genel
olarak mMIRNA calmalarinda anlamli kabul edilmemektedir. Tium somlglakendi
sonuclarimizi katlastirdigimizda, sonuclarimizin hayvan deneyi de olsa patolidjik
kanitlar iceren Ren gurubunun verileri ile @ttigint d@guindik. miR-320 ailesinin
duzeylerinin kardiyak hasar sonrasi azaliyor olntasisavunma mekanizmasi da olabilir.
Gelecekteki hedef gen ¢ghalari bu sorusaretlerine aciklik getirecektir diye glintiyoruz.

miR-423-5p

Calmamizda miR-423-5p’ nin, KY hastalarinin dekompahsénde kontrole gore
1.16 kat (-1.16) azalgh, kompanse hallerinde ise normale gore 1,3 kagaft-1.3) saptandi.
Dekompansasyon ve kompansasyon zamanlari araseda.51 kat dgsim vardi ve bu
durum anlamli kabul edilebilir. En bilinen cahalardan olan Tijsen ve arkatiinin
calismasinda, miR-423-5p dizeyinde normal guruba gomdandl arts saptanmti. Bu
calsmada KY, kardiyak g1 nefes darfii hastalari ve normal bireylerden gdm gruplar
olusturularak mikroarray yontemi ile plazmadan bircokRIMMA calisiimis ve en anlamli
sonu¢ miR-423-5p’ de saptargini EF ve pro-BNP deerleri ile korele dgerler bulunmg ve
KY hastalarini, normal ve kardiyaksdinefes darfii gruplarindan ayirabildi belirtilerek,
0zgulligt yuksek bir test olabilegeileri strtlmistl. Bu ¢alsmanin éncesinde ve sonrasinda
yapilan cagmalarla da KY hastalarinda, miR-423-5p sarin desteklenmektedir (183, 184,
203). Ancak, desteleyici bulgular saptayan Thomas Thum’da aralarinda bulungu bir
grup yazar, orneklem buydkdinin yetersizfini, kullanilan istatistiksel yéntemin uygun
olmamasini ve kontrol grubu ile hastalar arasindaki uyumsuzigunu One slrerek, net
olarak bir biyobelirte¢ olabilir gogiint iddiali bulmglardir (editore mektup). Fukushima ve

arkadalarinin calgmasinda da, Tijsen gurubunu sonucunun kendismalarinda ispat
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edilemedgi 6zellikle vurgulanmgtir (182). Bizim ¢camamiz ise, rastlaghmiz hicbir calsma
ile korele bulunmadi. Bu farkhlik, hasta popilashwinin, cama dizaynlarinin, miRNA
izolasyon materyallerinin ve ek bir¢cok faktérinkidr gindan kaynaklanmaiolabilir. Ayrica
su ana kadar miR-423-5p’ nin kardiyak hastaliklapd#ofizyolojisi net olmagindan, ortaya
ctkan dgisik sonuclar konusunda g veya yanl seklinde yorumlar yapmak mumkin
degildir.

Ozet Sonug

Calmanin baligindan ve ileri stirtilen hipotezlerden de améecasl Uzere literatlrdeki
gucla kanitlari ve kardiyak patofizyoloji ile yakifiskileri saptanmy olan hedef miRNA’
larimizin kalp yetmeziinin tani, tedavi ve prognozsamalarinda yerinin agarilmasini
planlamstik. Fakat miRNA’ larin izolasyonundaki kargkliklar, standardizasyonun net
olmamasi ve 6zellikle klinik verilerle antinin istatistik analizinde kullanilabilecek ssaf
verilerin olmamasi belirgimiz asamalarda biyobelirte¢ yorumu yapmamizi kisitladyriéa
su anki gelinen noktada miRNA konusunda cok fazlask#i veriler olmasindan dolayi
sayisal veri olsa da hedefimize gdemayabilirdik. Fakat 6zellikle miR-22, miR-24 ve Rni
92b ile ilgili saptadiimiz kat dgisimlerinin, ¢ggu calsma sonuglari ile Ortinesi ve
patofizyolojik modellerin belirtfii cevap sekline uymasindan dolay! literatlire katki
salayacak veriler oldgunu dgunduk.

miR-22, miR-24 ve miR-92b duzeylerindekilamli dgisimlerin, tedaviye cevabin
ve/veya bir savunma araci olarak hastanin akuaai@itirdigi bir mekanizmanin gostergesi
olabilecgini dustintyoruz. Biyobelirte¢ olabilir mi? Gozuyle bakgdhda ise tekniklerin
ilerlemesi ile birlikte daha net sayisalggeler ile bu miRNA’ lar tedaviye cevabi ve prognozu

gostermede anlamli olabilirler hatta tani konusuda&ullanilabilirler.
KISITLILIKLAR

Calsmamizda gruplar arasinda bazi bazal karakterist&llikleri acisindan farkliliklar
bulunmaktaydi. Ayrica hasta sayimizin az olmasdigar bir kisitlayici faktordi. miRNA
dizeyleri ile klinik dgiskenler arasinda analiz yapilmasinda kagigminden baka,

duzeylere ayr ayri katik gelecek sayisal gerlerin olmaysi da calgmamizi kisitlamstir.
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OZET

Giris ve Amagc: Son yillarda kalp yetersizginin tani, tedavi ve prognozsamalarinda
biyobelirte¢ arawlari sirmektedir. Klinik pratikte kullanimi yaygotarak kullanilan BNP ve

ve tdrevlerinin obezite, ya bobrek fonksiyonlari ve ek bazi komorbiditelerden
etkilenebildginden Ozellikle tani gamasinda yanilict sonuclar verebilmektedir. Adiegeen

yeni molekullerden olan miRNA (mikroribontkleik gsilarin KY’ de biyobelirte¢ olarak
kullanilabilecgi 6ne sidrtlmektedir. Calmamizin amaci belirlenen miR-22, miR-24, miR-
92b, miR-320a, miR-423-5p ve miR-499 molekulleriniizeylerinin akut dekompanse KY
hastalarinda tedavi 0©Oncesi ve sonrasi gederinin  KY olmayan Kkontrollerle
karsilastirilmasidir.

Metod: Gozlemsel prospektif camaya akut KY tanisi ile yatirilan 47 hasta ve 30tkal
olmak Uzere toplam 77 gonulli dahil edildi. Hastddém yatsta ve tedavi sonrasi cska
olmak Uzere 2 kez, kontrollerden ise 1 kez vendgzdaarak -80 selsiyus derecede saklandi.
Periferik kan hicrelerinden (I6kositler) belirlenemRNA’ larin PCR yontemi ile dizeyleri
hesaplandiistatistiksel analizlerde one way anova, studentlsi-kare ve post hoc analiz
testleri kullanildi. Gruplar arasinda ve KY grulgindeki miRNA farklari kat dg&simi (24

€t deseri kullanildi) olarak ifade edildi.

Bulgular: Hasta ve kontrol gruplarinda gyacinsiyet ve kullanilan ilaclar acisindan farlkiidr
bulunmaktaydimiR-22 dizeylerinin, hastalarin ygarinda (dekompanse halde) kontrollere gore
2.33 kat (-2.33), ciklarinda (kompanse halde) ise 1.23 kat (-1.23) agalee kontrol grubuna
yaklastigl saptandi. miR-24 dizeyleri yga 2.07 kat (-2.07), cikia 1.59 kat (-1.59) azalarak
cikista kontrol grubu dgerlerine yaklatl. miR-320a dizeyindeki azalma yd 1.56 kat (-1.56),
cikista da 1.46 kat (-1.46) olarak saptandi ve kontrellgaklama esiliminde idi. miR-92b
dizeylerinde ise kontrollere gore hem y@tihem de cikta arty gozlendi. Arts miktari yatsta
2.33 kat (+2.33), cikta ise 3 kat (+3) idi. miR-423-5p duzeyindekiggéklik ise daha farkli
bulundu. Yatta kontrollere gore 1.16 kat (-1.16) azalma, stekkontrollere gore 1.3 kat (+1.3)
artis oldu. miR-499 molekilu kullanilan kitin primerinkigoroblem nedeniyle dgrlendirilemedi.
Sonug: Calismamizda miR-22, 24 ve 92b dizeylerinde hasta vérdder arasinda kat gesimi
olarak anlamli sonuclar saptagtm. Ayni molekuller hastalarda, tedavi 6ncesi wvarasinda da
farkhliklar gostermgtir. miR-423-5p ve 320a duzeylerindeki farklilikianlamli dgildi.

Anahtar Kelimeler: kalp yetersizki, miR-22, miR-24, miR-92b, miR-320a, miR-423-50R+99
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SUMMARY

Introduction and aim: In recent years, there has been researches forabters for heart
failure (HF) diagnosis, treatment and prognosisPBa&hd its derivatives are widely used in
clinical practice, but the results can be affedigdobesity, age, gender, renal functions and
some additional comorbidities, especially causialge results during diagnosis. One of the
newest molecule, miRNA (micro ribonucleic acid)pi®posed as a new biomarker in heart
failure. The aim of this study was to compare thdetule levels of miR-22, miR-24, miR-
92b, miR-320a, miR-423-5p and miR-499 in acute dgmensated HF patients before and
after treatment with the controls who do not have H

Method: Total of 77 volunteers were included instlobservational prospective study,
consisting of 47 patients hospitalized with thegdiasis of acute HF and 30 controls. Venous
blood was withdrawn from patients two times , fiedt hospitilization and second after
treatment before discharge and only once from ¢timrcls. The collected blood samples were
kept at -80 Celsius. The levels of mMRNA detectexnf peripheral blood cells (leukocytes)
were calculated using the method PCR. For staisticalysis one-way ANOVA, student's t,
chi-square test and post hoc analysis were usddieBa groups and within the group of HF
miRNA differences were expressed as fold changé /3" value was used).

Results: There were differences in terms of age sex apd of drugs being used between
patients and control group. The miR-22 levels camegbawith the control group, decreased
2.33 fold (-2.33) at admission (decompensated) a3 fold (-1.23) at discharge
(compensated), resulting in closer levels to thetrob group. The miR-24 levels decreased
2.07 fold (-2.07) at admission and 1.59 fold (-).&0discharge, resulting in closer levels to
the control group. Reduction in the level of miRI3&as 1.56 fold (-1.56) at admission and
1.46 fold (-1.46) at discharge and tended to apgiréevels of the controls. The miR-92 levels
were increased both at admission and at dischang@ared with the controls. The amount of
increase was 2.33 fold (+2.33) at admission andl@sf(+3) at discharge. Changes in the
level of miR-423-5p were different. A decrease df6lfold (-1.16) at admission and an
increase of 1.3 fold (+1.3) at discharge was detectompared to the controls. miR-499
molecule levels were not evaluated due to the pgimpeoblems of the kit used.

Conclusion: In our study, there were significant changeshe levels of miR-22, 24 and 92b
as fold changes between patients and the cont®@dsne molecules also showed differences
in patients before treatment and after treatmehné differences of the levels of miR-423-5p
and 320a were not significant.

Key words: heart failure, miR-22, miR-24, miR-92b, miR-32@@R-423-5p, miR-499
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