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OZET

KALP YETERSIZLIiGINDE BAGIRSAK MiKROBIYATASI VE INFLAMATUAR
BELIRTECLERLE ILISKISi

Giris: Mikrobiyata, kalp yetersizligi de dahil olmak tizere bir¢ok metabolik hastaliga katkida
bulunan olarak kabul edilmistir.

Amag: Koroner arter hastalarinda, kalp yetersizligi olan ve olmayan gruplarin mikrobiyal
kompozisyonlar1 karsilastirilarak, kalp yetersizliginin altta yatan hastaliktan bagimsiz intestinal
mikrobiyata tizerindeki etkisini arastirmay1 amagladik.

Metod: Semptomatik kronik kalp yetersizligi olan 19 hasta (ejeksiyon fraksiyonu < %40) kalp
yetersizligi grubuna ve korunmus ejeksiyon fraksiyonu olan 21 hasta kontrol grubuna dahil
edildi. Tiim hastalarin anjiyografik olarak belgelenmis koroner arter hastaligi vardi. Aktif
enfeksiyon, kronik enflamatuvar hastaliklar, malignite, bobrek replasman tedavisi gerektiren
bobrek yetersizligi, gastrointestinal cerrahi dykiisii, son 2 ayda antibiyotik, probiyotik veya
steroid iceren immiin baskilayici ajanlarin kullanimi Oykiisii olan hastalar ¢alismaya dahil
edilmedi. Digki 6rnekleri polimeraz zincir reaksiyonu denatiire gradyan jel elektroforezi (PCR-
DGGE) ve metagenomix yaklasimi kullamlarak analiz edildi. Istatistiksel ve biyolojik cesitlilik
analizleri i¢in R (Ver 3.5.0) yazilim1 kullanilmigtir.

Bulgular: Shannon and Chao-1 gibi a- ¢esitlilik indeksi i¢in hasta ve saglikli grup arasinda
sube, cins ve tir mikrobiyata diizeyinde anlamli fark saptanmadi. Hem cins diizeyinde
enterokok (p<0.05) hem de tiir diizeyinde lactobacillus letivazi (p<<0.01) hastalarda saglikli
kontrollerden daha ytiiksek saptandi. Hastalardaki bir¢ok cins ve tiir kontrollerden daha diistik
saptandi (p<0.05). NT-pBNP mikrobiyota ¢esitliligi ile iliskili idi.

Sonu¢: Koroner arter hastaligindan bagimsiz olarak kalp yetersizliginin varligi bagirsak
mikrobiyata ¢esitliligini degistirmedi.

Anahtar kelimeler: kalp yetersizligi, mikrobiyata, ¢esitlilik
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SUMMARY

INTESTINAL MICROBIASIS AND ITS RELATIONSHIPH WITH
INFLAMMATORY INDICATOR IN HEART FAILURE

Objective: Microbiota has been recognized as a contributer to many metabolic diseases
including heart failure.

Purpose: We aimed to investigate the effect of heart failure on intestinal microbiota
independent of underlying disease, by comparing the microbial composition in patients with
coronary artery disease with or without heart failure.

Methods: Nineteen patients with symptomatic chronic systolic heart failure (ejection fraction
<40%) were included in the heart failure group, whereas 21 patients with preserved ejection
fraction served as the control group. All patients had angiographically documented coronary
artery disease. Patients with active infection, chronic inflammatory diseases, malignancy, renal
failure requiring renal replacement therapy, gastrointestinal surgical history, receiving
immunosuppressive agents including antibiotics, probiotics or steroids in the last 2 months were
excluded from the study. Faecal samples were analyzed using polymerase chain reaction-
denatured gradient gel electrophoresis (PCR-DGGE) and metagenomix approach. R (Ver 3.5.0)
software was used for statistical and biodiversity analysis.

Results: For a-diversity index such as Shannon and Chao-1, no statistical difference was found
between the 2 groups with respect to microbiota phylum, genus, and species. Enterococcus
genus (p<0.05) and Lactobacillus letivazi (p<0.01) species were found more in patients than
controls. Many genus and species were found less in patients than controls (p<0.05). Pro-BNP
was associated with the diversity of microbiata.

Conclusion: The presence of heart failure did not change the microbial diversity independent
of coronary artery disease.

Key words: Heart failure, microbiata, diversity
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1.GIRiS
Kronik kalp yetersizligi (KKY), kardiyak yapisal ve fonksiyonel anormallikler sonucunda,
kalbin viicudun degisen oksijen ve metabolik ihtiyaclarini karsilamaya yetecek kadar kam

pompalayamamasi sonucu ortaya ¢ikan kompleks klinik bir sendromdur (1). KKY, son derece

sik goriilen bir rahatsizlik olup artik global bir epidemi olarak kabul edilmektedir.

Miyokard disfonksiyonu, genelde koroner arter hastaligina (KAH) bagli uzun siireli iskeminin
yada gecirilmis infarktiise bagli miyokard kitlesi kaybinin, optimal tedavi edilmemis
hipertansiyon (HT) ya da kapak hastali§ina bagh siiregelen artmis miyokardiyal stresin veya
dogrudan toksin maruziyetinin sonucudur. Nadiren fulminan enfeksiyonlar da miyokard
hasarina neden olabilir (2). Baz1 olgularda da belirli bir neden bulunmaz (2). Baslica kalp
yetersizligi (KY) belirtileri nefes darlig1 ve yorgunluk ile siv1 retansiyonudur (3). Amerika
Birlesik Devletlerinde KY prevalans: yaklasik 5.8 milyon civarindadir (4). Her yil yarim
milyondan fazla yeni KY olgusu tan1 almaktadir. KY insidansi hem erkeklerde hem kadinlarda
45 yas lizerinde birbirini izleyen her dekatta iki katina ¢ikmaktadir (4). Giiniimiizde beklenen
yasam siiresinin artmastyla yaslh popiilasyon orani artmakta olup 2040 yilinda bu insidansin

yilda 700.000 yeni olgu iizerine ¢ikacagi diistiniilmektedir (4).

Basing ya da hacim artigina bagli veya miyokard kaybiyla kalbe agir1 i yiikii bindiginde canli
miyokard hiicreleri kontraksiyonu artirmak i¢in hipertrofiye ugrar. Miyokard hiicrelerinde
meydana gelen biyokimyasal, elektrofizyolojik ve kontraktil degisikler miyokardin mekanik
ozelliklerinde degisiklige neden olur (5). Baslangi¢ta kompanzasyon amaci ile aktive olan bu
ndrohormonal ve inflamatuvar sistemler, kronik donemde ventrikiil fonksiyonlarini bozarak ve
ventrikiil yeniden bicimlenmesine neden olarak hastaligin ilerlemesine katkida bulunurlar (6-
8). Mevcut tedaviler klinik semptomlar1 iyilestirir ve kardiyak disfonksiyonun yavas
ilerlemesini saglasa da, KKY'li hastalarin prognozu kotii kalir. Bu durum, KKY
patofizyolojisine katkida bulunan diger mekanizmalarin da aragtirilmasinin  6nemini

gostermektedir.

Kalp yetersizliginin degisen bagirsak fonksiyonu ile iliskili oldugu uzun zamandan beri
bilinmektedir (9). Intestinal bariyer normal sartlarda dengeli mikrobiyal bir komiinite, intakt
mukozal siki baglantilar (tight junctions), normal mukozal bagisiklik, ve normal sodyum ve su
homeostazi1 ile siirdiiriilebilir (10). Normal sartlarda bu mikroorganizmalarin; patojen

kolonizasyonuna kars1 bariyer olusturma, intestinal epitel ve immun sistemini olgunlastirma
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(maturasyon), gastrointestinal hormon sentezinin ve intestinal sinir sisteminin modiilasyonu
gibi fonksiyonlara sahip oldugu bilinmektedir (11). Ancak, intestinal mikrobiyotanin KY nin

patofizyolojisindeki yeri ve dnemi yeterince arastirilmamustir.

Son yillarda bagirsak mikrobiyotasinin, KY dahil kardiyovaskiiler hastaliklar (KVH) iizerinde
giderek artan bir etkisinin oldugu vurgulanmaktadir (12). Disbiyozis adi verilen bagirsak
mikrobiyatasindaki degisiklikler K'Y nin fizyopatolojisinde yer alan inflamasyon ile etkilesim
halinde oldugu diisiiniilmektedir (13). Bagirsak mikrobiyatasi, gidalardan enerji elde etmede,
lokal veya sistemik inflamasyonu kontrol etmede fizyolojik rol oynar. Konakg¢1 i¢in bu yararl
etkilerinin yaninda konakg! ile negatif fizyopatolojik etkilesimleri de olabilir. Ornegin, obezite,
diabetes mellitus (DM), gastrointestinal hastaliklar ve kanser dahil bir¢ok hastaligin

patogenezinde rol oynadigi gosterilmistir (14-16).

Kalp yetersizliginde, splanknik sirkiilasyonun bozulmasiyla olusan birtakim lokal ve sistemik
degisikliklerin bagirsak mikrobiyatasinda degisiklige neden oldugu diisiiniilmektedir (17).
Artan kanitlar KKY gelisiminin ve klinik seyrinin, pro-ve anti-inflamatuvar sitokinler, adezyon
molekiilleri ve reaktif oksijen tiirleri de dahil olmak {izere bir inflamatuvar ortamin altinda
oldugunu ortaya koymaktadir (18). Ancak, KY’de izlenen bu inflamatuvar siirecin yine KY’de
goriilen bagirsak mikrobiyatasindaki degisikler ile birbirlerini nasil etkiledigini gosteren
literatiir verileri kisithdir. Biz bu ¢alismamizda, KY hastalarinda bagirsak mikrobiyotasinin,

KY fizyopatolojisinde 6nemli bir yeri olan inflamasyon ile iligkisini incelemeyi amagliyoruz.



2. GENEL BILGILER
2.1. Kalp Yetersizligi

2.1.1. Kalp Yetersizligi Tamim1 ve Fizyopatolojisi
Kalp yetersizligi, kalbin sistemik metabolik gereksinimleri karsilayacak diizeyde kardiyak

debiyi saglayamadigi kronik, ilerleyici bir durumdur (19). Avrupa Kardiyoloji Derneginin
(ESC) tanimina gore klinik olarak K'Y, kalpteki yapisal veya islevsel bozukluktan kaynaklanan,
hastalarda tipik belirti (nefes darligi, ayak bileginde sisme ve halsizlik gibi) ve bulgularin
(artmus jugiiler ven basinci, akcigerde krepitasyon ve kalp tepe atiminin yer degistirmesi gibi)
goriildiigii klinik bir sendromdur (19). KY’de kalp, dolus basincini yiikseltemez ve vendz
doniise uyum saglayamaz. Buna bagli olarak, nefes darlig1, egzersiz intoleransi, sodyum ve su
tutulumu ile kendini gosteren 6dem ile karakterize klinik tablo ortaya ¢ikar. (19)

Kronik kalp yetersizligi, miyokard hasari ile baslar, ancak kalbin pompalama fonksiyonu ve
kalp debisi kompanzasyon mekanizmalarinin devreye girmesiyle bir miiddet normal sinirlarda
kalir (20). Ventrikiil duvar hipertrofisi ve kalp bosluklarinin geniglemesini igeren bu
kompanzasyon doneminde kalp debisi istirahatte normaldir, hatta bir siire efor sirasinda da
normal smirlarda kalir. Bu siire¢ ilerledikce Once egzersiz esnasinda sonra da istirahat
halindeyken kalp atim hacmi ve kalp debisi diiser (21). Buna bagl olarak sempatik sinir sistemi
(SSS) ve renin-anjiyotensin-aldosteron sistemi (RAAS) aktive olur ve periferik vaskiiler direng
artar (22-23). Vital organlara ve perifere yeterli kan pompalanamaz ve viicudun metabolik
ihtiyaci karsilanamaz (22-23). Sol ventrikiil ejeksiyon fraksiyonu diiser, diyastol sonu basing
artar ve kalp atim hacmi diiser (22-23). Periferik vaskiiler direncin artmasi 6nyiikii ve ardytikii
artirarak KY’yi daha da agirlastirir. Bu siireglerin tamaminda Frank-Starling mekanizmasi,
ndhumaral mekanizmalarin aktivasyonu (SSS, RAAS, natriiiretik peptidler, arjinin vazopressin,
endotelin vs.) ve remodelling olarak adlandirilan ventrikiiler yeniden yapilanma rol alir (23).
Frank-Starling mekanizmasina gore kalp kasinin uyariya karsi kontraksiyon yanit1 ya hep ya
hi¢ seklindedir (24). Kalbin kontraksiyon yanitinin baslica belirleyicisi miyokardin pre-sistolik
lif uzunlugudur (25). Lif uzunlugu ne kadar fazlaysa kasilabilirlik de o kadar gili¢lidiir (25).
KY’de kontraktilitenin azalmasiyla atim hacminin diismesi ventrikiilde diyastol sonu hem
basincin hem de hacmin artmasina neden olur (26). Bu da miyokardiyal lif uzunlugunun
artmasina neden olur. Sol ventrikiil diyastol sonu basincin artmasi pulmoner kapiller basincin
yiiksekligi ile birliktedir, bu da pulmoner vendz konjesyon ve konjestif semptomlarindan
sorumludur (26).

Kap yetersizliginde, SSS karotisler veya aortadaki baroreseptorler araciligiyla aktive olur (27).

Uyariyla birlikte miyokard kontraktilitesi ve kalp hizi artar. Vazokonstriksiyon ve



venokontriksiyona bagli onylik ve ardyiikde artig goriiliir (28). Dolasimda noradrenalin,
adrenalin, endotelin, arjinin vazopressin, renin, anjiyotensin II, aldosteron, natritiretik peptid,
tiimor nekroz faktor-alfa, interlokin, dopamin, prostaglandin seviyesi artar (29). SSS uyarimi
miyokard enerji tiikketimini artirir, ventrikiilde iskemiye neden olur veya mevcut iskemiyi
agirlagtirabilir (30). Kronik adrenerjik aktivasyon sonucu miyositlerde hipertrofi meydana gelir.
Ayrica noradrenalin intraselliiler kalsiyumu artirarak miyokard hiicerelerinin 6liimiine neden
olur veya programli hiicre 6liimiinii (apoptozis) baglatir (31).

Kalp yetersizliginde SSS ve lokal otoregiilatér mekanizmalar beyin ve kalbe giden kan
miktarii korumaya calisir. Buna karsin deri, iskelet kaslar1, splanknik alan ve bobreklere giden
kan miktar1 azalir (32).

Diisiik kalp debisi RAAS aktivasyonuna yol acgar. Bu da sodyum ve su tutulmasina neden olur.
KKY’de tuz kisitlamasi ve diiiretik verilmesi sonrasi makula densaya gelen tuz miktar1 azalir
ve renin salinimu artar (33). Plazma renin aktivitesi hafif KY’de normal bulunabilir ancak orta
ve ciddi KY’de plazma renin diizeyi artar (34). Renin anjiyotensin I’ in anjiyotensin II’ ye
doniisiimiinii saglar. Anjiyotensin gii¢lii bir vazokonstriktordiir (34). Vaskiiler direncin belirgin
artmasina neden olur. Anjiyotensin miyositlerde hipertrofi ve programli hiicre 6liimiinii tetikler
ayrica kardiyak fibroblastlarda hipertrofi ve ekstraselliiler matrikste artis saglayarak
remodelling’ e katki saglar (34).

Insanda, atriyal natriiiretik peptid (ANP), beyin natriiiretik peptid (BNP) ve C-natriiiretik peptid
olmak iizere 3 adet natriiiretik peptid bulunmaktadir (35). ANP, daha ¢ok sag atriyumda bulunur
ve atriyal basing yliksekligine yanit olarak salinir (35). BNP, ventrikiil miyokardinda depolanir
ve ventrikiil basincindaki artiga yanit olarak salinir (36). C-natriiiretik peptid ise daha ¢ok damar
¢eperinde bulunmaktadir (37). KY’de plazmada dolasan ANP ve BNP diizeyi artar. Plazmadaki
natriliretik peptidlerin ana kaynagi ventrikiilde yapilan natritiretik peptidlerdir. Bu nedenle
plazma BNP diizeyinin artmast KY tanisi ve prognozunun tayininde onemli bir gostergedir
(38).

Endotelin, vaskiiler endotelyal hiicrelerden salinan gii¢lii bir vazokonstriktordiir (39). KKY” de
endothelin-1 diizeyi artar ve prognozun kotiiye gidisini gosterir. Endothelin-1 diizeyi yiiksekligi
aynt zamanda pulmoner vaskiiler direnci yiiksekligini yansitir. Pulmoner vaskiiler direng
artik¢a endothelin-1 diizeyi artar (39).

Sitokinler immiin hiicreler tarafindan salinan kiigiik polipeptidlerdir. KY’de tumor necrosis
factor alfa (TNF-alfa), ve interleukin (IL) - 6 gibi sitokinlerin plazma diizeyi yiikselir. TNF-alfa
ve IL-6 intraselliiler kalsiyum gegisini azaltir ve miyokard fonksiyonunun bozulmasina yol

acar, ayrica miyositlerde hipertrofi ve apaptoza yol agar (40).
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Kalp yetersizliginde ¢ogu zaman ventrikiil sekli degigsmektedir. Bu degisiklik ventrikiil
fonksiyonlarinin bozulmasina neden faktdre bagl olarak lokal ya da diffiizdiir. Remodelling
olarak adlandirilan bu durumda miyokard kiitlesinde artis, ventrikiil seklinde degisiklik ve
interstisyel fibr6z dokuda artig goriiliir (41). KY’de meydana gelen remodelling’ in sonuglari
kotiidiir. Ventrikiil genigler. Ventrikiil duvarindaki stresi, bu da metabolik gereksinimleri
artirir. Thtiyag artist miyokard iskemisini daha da artirir. Interstisyel fibroz doku artisi
ventrikiiliin sistolik ve diyastolik fonksiyonlarini bozar ve kapiller miktarin1 azaltir ve aritmi
gelisimine zemin hazirlar. Yapisal degisiklikler kendi icerisinde ilerleyerek daha da ciddilesir
(41).
2.1.2. Kalp Yetersizligi Epidemiyolojisi ve Risk Faktorleri

Kalp yetersizligi son derece sik goriilen bir hastalik olup artik global bir epidemi olarak kabul
edilmektedir. KY insidansi tiim diinyada giderek artmaktadir. Tiim diinyada 22 milyon kisiyi
etkiledigi bilinmektedir (42). Bunlara her yil Diinya’ da 2 milyon yeni KY vakasi
eklenmektedir (42). Ortalama yasam siiresinin gittikce artis gosterdigi gilinlimiizde, KY
hastalarina gittik¢e artan oranda rastlanmasi dogaldir. Gelecekte K'Y’ nin daha 6nemli bir saglik
sorunu olmasi kagiilmaz gibi goriinmektedir.

Erkek ve kadinlarda benzer oranlarda goriilmektedir. Yas ilerledik¢e hem goriilme sikliginda
hem de mortalitesinde ciddi bir artis izlenmektedir (42). Framingham Kalp Calismas1’ nda 40
yas sonrast donemde, KY gelisme riski %20 bulunmustur. KY goriilme siklig1 genel niifusta
%2-3 iken, 70 yas sonrast % 10-15’lere, 80 yas sonras1 %15-20’lere ¢ikmaktadir. KY’de
prognoz kotii olup hastalarin %30-40"1 tanidan sonra 1 yil i¢inde, %60-70'1 de 5 yil iginde
ilerleyen pompa yetersizligi ya da ani 6liim nedeniyle kaybedilmektedir (43). Giincel kayitlara
gore hastaneye yatig gereksinimi olan KY hastalarinda mortalite %17-18 olarak belirtilmistir
(44)

HT, DM, obezite, iskemik kalp hastaligi, kalp kapak hastaliklari, aritmiler, kronik akciger
hastaliklar1, kronik bobrek yetmezligi, kalp kas1 hastaliklari, ilaglar, toksik maddeler, yiiksek
debili durumlar (tirotoksikoz, paget hastalig1, ciddi anemi, beri beri, arteriyovenoz fistiil, sepsis,

gebelik) veya dogumsal kalp hastaliklar1 KY ’nin major risk faktorleridir (45-46).



2.1.3. Kalp Yetersizligi ve Inflamasyon
Kalp yetersizliginde inflamasyonun hastalik gelisimi ve kotii prognozdan sorumlu olabilecegi

diistiniilmektedir (47). Sitokin hipotezine gore, KY kismen de olsa sitokinlerin kardiyak ve
sistemik etkileri ile olusmakta ve ilerlemektedir. inflamasyon direkt miyokard hasarma neden
olmaktadir (47). Bu hastalarda hemodinamik bozukluklar, vaskiiler anormallikler ve kardiyak
kaseksi gibi pek c¢ok patolojik sonu¢ inflamatuvar—proinflamatuvar sitokinler (TNF-alfa,
eritrosit sedimentasyon hiz1 (ESR), C-reaktif protein (CRP), IL-6 ve IL-18) araciligiyla ile
aciklanabilir (48). KY nin inflamasyonla iliskisi ilk kez 1955 yilinda KY’nin siddeti ile CRP
arasinda pozitif korelasyon saptanmasiyla agiklanmistir (49). KY’ nin degisen bagirsak
fonksiyonu ile iligkili oldugu uzun zamandan beri bilinmektedir (50). KY’de yeni terapotik
hedefler belirlemek amaciyla yapilan arastirmalarda inflamasyon ve bagirsak mikrobiyotast ilgi
odagi haline gelmis ve son birkag yildir bu konuya daha fazla agirlik verilmistir.

Saglikli bir bagirsak mikrobiyatasi, mukozada saglam siki baglantilar ve normal mukoza
bagisikligi dahil olmak {tizere bagirsak bariyeri fonksiyonunu korur. Adherens kavsak
proteinlerine sahip olmayan farelerde kolit gelistigi gozlemlenen bir ¢alismada, mukozal
bariyeri korumada saglikli bir hiicre — hiicre adezyonunun 6nemi vurgulanmistir (51). KKY"
nin mevcut bagirsak hipotezinde, bagirsak duvarinda 6dem ve bariyer fonksiyon bozuklugunun
bagirsak mikrobiyota bilesenlerinin translokasyonuna, endotoksemiye ve dolayisiyla yiiksek
sistemik inflamatuvar duruma yol actig1 vurgulanmaktadir (51). Kanitlar, konak immiinolojik
savunma anormalliklerinin yani sira splanknik tikaniklik ile olusan gastrointestinal sistemin
yapisal ve fonksiyonel degisikliklerini igeren bir veya daha fazla mekanizmanin bir sonucu
olarak, KY sirasinda, artmig bakteriyel transpozisyonun olustugunu gostermektedir (51).
Degismis bariyer fonksiyonu, bagirsak mikrobiyata bilesenlerinin kan dolasimina
translokasyonuna neden olan hipoperfiize bagirsaklarin bir sonucu olarak bircok faktoérden
kaynaklanabilir (52). Azalmis kardiyak debisi ve KY'de ortaya c¢ikan sempatik
vazokonstriksiyon sistemik dolagimin adaptif yeniden dagilimini uyarir, bu da bagirsak duvari
dahil olmak iizere u¢ organlarda perfiizyon bozukluguna yol acar (53). Perfiizyondaki
azalmayla birlikte Ozellikle bagirsak mukozasindaki iskemiye duyarli villiislerin yapisi
etkilenir. Ozellikle dekompanze KY olan hastalarda hipoksi nedeniyle intramukozal asidoz
goriilebilir. KY olan hastalarda yapisal olarak, 6dem ile bagirsak duvari kalinlagsmasi
gozlemlenebilir (54). Mukoza duvarlarindaki kollajen igerigi de, K'Y'in siddeti ile orantili olarak
artmaktadir (55). Ayrica, bagirsak duvart kalinlasmasi, dolasgimdaki inflamasyon marker
diizeyleri ve artmis bagirsak gecirgenligi isaretleri ile dogrudan iliskilidir. Bu nedenle,

bagirsaktaki hem yapisal hem de fonksiyonel degisikliklerin tiimii, kotiilesen enterosit sagligini



dogrudan etkiler ve bagirsak bariyeri biitlinliiglinii bozar. Sonug olarak, bagirsak epitelindeki

artmis paraseliiler transport KKY’de gozlenebilir (56). (sekil 1)

ATEROSKLEROZ {
KOLIN,
TLR 21 TMA/TMAO
TLR 41 P-CRESOL SULFATE{
TLR 91 INDOXYL SULFATE 1
UREMIK
LPS TOKSINLER
. _GUur
MIKROBIYATA
KISA ZINCIRLI SAFRA
ASETAT 1 YAG ASITLERI ASITLERI SEKONDER SAFRA
PROPIYONAT 1 ASITLERT 1
BUTIRAT 1 ( TGRS ve FXR)

Sekil 1: Gut mikrobiyota ve kardiyovaskiiler ve kardiyometabolik hastaliklara bagli olasi
molekiiler yollar. FXR, farnesoid X reseptorii; LPS, lipopolisakkarit; TLR, Toll like reseptor;
TMA, trimetilamin; ve TMAOQO, trimetilamin N-oksit

Bagirsak bariyeri, LPS olarak da bilinen ve kan dolagimina kolayca girebilen endotoksine izin
verebilir. LPS, gram-negatif bakterilerin dig membrani tizerinde bulunur ve TLR-4 araciligiyla
genis bir yelpazedeki inflamatuvar {iriinlerin salinimini indiikleyebilir (57). Dahasi, bu etki,
makrofajlar, dendritik hiicreler, kardiyomiyositler ve kardiyak fibroblastlar gibi bircok doku ve
hiicre tipi ile gerceklesir. Dekompanse KY olan hastalarda daha yiiksek kan endotoksin
diizeyleri vardir (57). Calismalar, endotoksinin bagirsak emiliminin, KY sirasinda inflamatuvar
sitokinlerde sistemik artiglar i¢in Onemli bir uyaran oldugunu gostermektedir. KKY'li
hastalarda, dolasimdaki artmis sitokin diizeyleri (TNF-a, IL-1 ve IL-6 gibi) daha siddetli klinik
semptomlarla iliskilidir ve sagkalim daha kétiidiir (58). TNF, IL-1B ve IL-6' nin artan serum
konsantrasyonlarinin da bagirsak gecirgenliginin giiclii indiikleyicileri oldugu gdsterilmistir
(57-58). Bu artan gegirgenlik, kan dolasgiminda inflamatuvar sitokin birikimini ve artmis
endotoksin translokasyonunun ilerlemesini arttirir. Tlging bir sekilde, KKY'li hastalarda plazma

endotoksin diizeylerinin ditiretik veya antibiyotik tedavisi ile azaldig1 gosterilmistir, ancak
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plazma sitokin diizeylerinin her zaman degismedigi gozlemlenmistir, bu da hastalik siireci
tetiklendiginde stirekli bir etki oldugunu diisiindiirmektedir (59).

ACCLAIM calisgmasinda nonspesifik immiinomodiilasyon tedavisini arastirilmistir. Bu
calismada, hasta kani, hiicre 6liimiinii indiiklemek i¢in (1s1, ozonlama ve ultraviyole 1sinlamanin
bir kombinasyonu yoluyla) strese maruz birakilmis ve ortaya ¢ikan materyal, bir anti-
enflamatuar uyaran iiretmek icin hastaya yeniden enjekte edilmistir. Bu c¢aligmadaki tim
nedenlere bagli mortalite veya kardiyovaskiiler iligkili hastane yatiglarinda primer sonlanma
noktast karsilanmamis olmasina ragmen, post-hoc analizde, NYHA-II kronik KY olan
hastalarin alt gruplarinin tiim nedenlere bagli mortalite ve kardiyovaskiiler nedenler i¢in hastane
yatislarinda anlamli diisiisler olmustur (60). Ayrica IL-1p'e kars1 bir monoklonal antikor olan
kanakinumab kullanimini arastiran CANTOS ¢aligsmasi, inflamatuvar yolun inhibe edilmesinin
lipidden bagimsiz istenmeyen kardiyovaskiiler olay riskini azaltabilecegini ilk defa gdstermistir
(61).

2.2. intestinal Mikrobiyota

2.2.1. intestinal Mikrobiyota Tanimi
Mikrobiyota; insanlarla birlikte yasayan ozel tiirlerin tamamini, mikrobiyom ise insanlarla

kommensal olarak yasayan mikroorganizlarin tasidiklari genleri ifade etmektedir (62). Insan
viicudunda bircok organ ve dokuda kolonize olmus toplam 10'* mikroorganizma oldugu tahmin
edilmektedir. Bu mikroorganizmalarin biiyilk cogunlugunu bakteriler, viriisler, funguslar
olusturmaktadir (63). insan mikrobiyotasinin biiyiik kismi basta gastrointestinal sistem olmak
iizere deri, genitoiiriner sistem ve solunum sisteminde kolonize olmustur. Gastrointestinal
sistem icerdigi zengin besin Ogeleri ile kolonizasyon i¢in en uygun ortami sunmaktadir. Bu
nedenle kolon, viicudumuzdaki mikroorganizmalarin %70’inden fazlasini barmdirmaktadir
(63).

Intestinal mikrobiyata ekosisteminde bulunan bakteri sayis1 ve ¢esitliligi konusunda net
bilgilere ulasmak oldukg¢a zordur. Giiniimiizde molekiiler biyoloji tekniklerindeki ilerlemeler
bagirsak mikrobiyotasinin anlagilmasina biiyiik katki saglamistir. Son yapilan ¢aligmalara gore
gastrointestinal sistemde 35.000°den fazla bakteri tiirliniin oldugu tahmin edilmektedir (64).
Gastrointestinal sistem mikrobiyotasinda; anaerob, fakiiltatif anaerob, aerob bakteriler
bulunmaktadir. Ancak intestinal mikrobiyotanin en 6nemli kismini basta Bacteroides ve
Firmicutes’larin yer aldig1 anaerob bakteriler olusturur. Bacteroides ve Furmicutes’larin diginda
intestinal florada bulunan diger Onemli anareob bakteriler arasinda Proteobacteria,
Verrucomicrobia, Actinobacteria, Fusobacteria, Lentisphaerae, Spirochaet  ve

Cyanobacteria’lar sayilabilir (65).



Fizyolojik kosullarda bagirsak mikrobiyotasinda son derece dinamik bir denge s6z konusudur.
Giinliik diyet ve ¢evre degisiklikleri ile mikrobiyotada kisa siireli degisiklikler gézlenebildigi
gibi, yaslanmayla birlikte uzun siireli ve kalic1 degisiklikler meydana gelebilir. Ozellikle diyet
aliskanlig1 gastrointestinal sistem mikrobiyotasin1 etkileyen major faktorlerden birisidir.
Karbonhidratlardan zengin beslenme aligkanligi, mikrobiyotada belirgin degisikliklere yol
acarken; insanlarda Ozellikle inulin igeren prebiyotik tliketimi F. Prausnitzii ve

Bifidobacterium’larin florada daha baskin hale gelmesine yol agmaktadir (66).

2.2.2. intestinal Mikrobiyotanin Olusumu ve Gelisimi
Anne karninda fetiisiin bagirsag: fizyolojik olarak steril haldedir. Insanlarda sindirim sistemi

mikrobiyotas1 dogumla birlikte sekillenmeye baslamaktadir (67). Dogum seklinin bebegin
intestinal mikrobiytas ile iligkili oldugu yenidoganlarda yapilan ¢aligmalarda gosterilmistir.
Bebegin intestinal mikrobiyotasini, vajinal yolla dogan bebeklerde anne genitoiiriner sistem
mikroorganizmalar1  olustururken, sezaryen ile doganlarda ise annenin deri
mikroorganizmalarina benzer sekilde olustugu goriilmiistiir (68). Infant dénemde ise
gastrointestinal sistem mikrobiyotasini etkileyen en Onemli faktorler; beslenme sekli,
gestasyonel yas, hospitalizasyon ve bu donemdeki sik antibiyotik kullanimidir. Caligmalarda
anne slitii ile beslenen infantlardaki mikrobiyota ile, formiil mamalar ile beslenen infantlarin
mikrobiyotasinin  farkli oldugu gosterilmistir. Anne siiti ile beslenen infantlarda
mikrobiyotanin ¢ogunu Bifidobakteri’ler olustururken, formiil mama ile beslenenlerde ise
Escherichia coli, Clostridium difficile, Bacteroides fragilisve Lactobacillus’lar baskin haldedir
(69).

Yenidogan ve infant doneminde, intestinal mikrobiyota olusumundaki bu farklilik, immiin
sistem gelisiminde 6nemli rol oynamaktadir (70). Bir yasindan sonra intestinal mikrobiyota
geng bir insanin sindirim sistemi mikrobiyotasina benzer hale gelir.

Erigskin donemde intestinal mikrobiyota son seklini almistir ve bu ddnemde intestinal
mikrobiyotanin yaklasik %95’ini Firmicute ve Bacteroides’ler olusturur. Saglikli goniilliilerde
mide iceriginin her graminda 10 bakteri bulundugu ve bu bakterilerin baglica Lactobacillus,
Veillonella ve Helicobacter’den olustugu rapor edilmistir. Duodenumda 10° /gram, jejenumda
10* /gram ve ileumda ise 107 /gram bakteri oldugu saptanmustir. Ince bagirsaktan izole edilen
bakteriler ise sirasiyla; Bacillus, Streptococcus, Actinobacteria, Actinomycinea ve
Corynebacteria’lardir. Kolonda ise bakteri sayis1 10'? /gram’a ¢ikmaktadir. Bu bakterileri
baslica, Bacteroidetes, Lachnospiraceae ve Firmicute’lar olusturmaktadir (71-72).

Yaslanma ile birlikte sindirim sistemi mikrobiyotasinda bir takim degisiklikler meydana gelir.

Geriatrik popiilasyonlarda yapilan c¢aligmalar yaslanma ile mikrobiyotada, hem bakteri
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sayisinda hem de ¢esitliliginde belirgin azalmalar meydana geldigini gostermistir. Diger yandan
yaslilikta mikrobiyotadaki degisiklikler; diger sistemik hastaliklar, diyet aligkanliklari,
kullanilan ilaglar ve bireyin yasadigi cevre (bakim evi, hastane, ev vb.) ile siki iligki

gostermektedir (72). (Sekil 2)

Dagum Sckhi
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Sekil 2: intestinal mikrobiyatanin olusumu ve gelisimi

2.2.3. intestinal Mikrobiyatadaki Mikroorganizmalarin Fizyolojik islevleri
Bagirsak mikrobiyotasi, sagligimizi dogrudan sekillendiren 6nemli katkilar saglar. Bagirsak

mikrobiyatasinin; diet fiberlerinin fermantasyonu, cesitli besinlerin ekstraksiyonu ve bazi
vitaminlerin sentezi, patojen kolonizasyonuna karsi bariyer olusturma, intestinal epitel ve
immun sistemini olgunlastirma (maturasyon), gastrointestinal hormon sentezinin ve intestinal
sinir sisteminin modiilasyonu gibi fonksiyonlara sahip oldugu bilinmektedir (73). Yutulan
antijenik yiyeceklere oral toleransi etkiler. Bagirsak mikrobiyotasi potansiyel olarak zararli
bakterilerin asir1 ¢cogalmasini veya kolonizasyonunu, mikrobiyota ortamini kontrol altinda
tutabilen nispeten duyarli bilesikler ve bakteriyosinler gibi, rekabet¢i dislama ve cesitli

kimyasal aracilarin tiretimi yoluyla bastirarak temel bir bariyer islevinini de goriir (73).
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Sekil 3: Disbiyotik ve saglikli bagirsak mikrobiyatasinin konak saglig iizerine etkileri

Sindirilemeyen karbonhidratlar ve bitki polisakkaridlerinden enerji elde edilmesinde konaga
yardimc1 olmaktadir (74). Bagirsak bakterileri tarafindan iiretilen kisa zincirli yag asitleri
(KZYA) (asetat, biitirat, propiyonat) karbon ve enerji kaynagi olarak konak tarafindan
kullanilmaktadir. KZYA, GPR41 (FFAR3) ve GPR43 (FFAR2) gibi G-protein kenetli
reseptorlere (GPCR) baglanmaktadir. Bu reseptorler metabolizmanin enerji dongiisiinii
diizenlemektedir.(75). Biitirat; enteroendokrin L hiicrelerinden glukagon benzeri peptit-1
(GLP-1) ve peptit YY (PYY) salinimu ile istah1 baskilamaktadir. Glukagon benzeri peptid-1’in
artis1 adiposit insiilin duyarliligini arttirmaktadir ve sonug olarak adipoz dokuda yag birikimini
engellemektedir. Bunun yani sira artmig fekal KZY A; insanlarda metabolik sendrom ile pozitif
olarak iligkili bulunmus ve TLR5-KO farelerde disbiyotik mikrobiyota tarafindan KZY A’ nin
kontrolsiiz iiretiminin metabolik sendroma katkis1 oldugu gosterilmistir (76). Son zamanlarda
yapilmus bir ¢aligmada, yiiksek yagli diyet ile beslenen si¢anlarda obezite ile propiyonat/asetat
iireten Phascolarctobacterium, Proteus mirabilis ve Veillonellaceae’nin miktarinin pozitif

korele oldugu gosterilmistir (77).
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2.2.4. Bagirsak Mikrobiyotasi Icerigini Etkileyen Faktorler
Bagirsak mikrobiyotasi diizenlenmesinde diyet, yasam tarzi, antibiyotikler ve genetik gecis

etkilidir. Besinler mikrobiyata cesitliligini saglayan temel etkendir. Arastirmalarda diyetteki
degisikliklerin mikrobiyotadaki varyasyonlarin %57’den; konagin genetik varyasyonlarinin ise
%12’inden sorumlu oldugu gosterilmistir (78). Bebeklerde yapilan bir calismada anne siitii ile
beslenen bebeklerde Bifidobacterium spp. sayisi hazir mamalar ile beslenen bebeklere gore
daha yiiksek bulunmustur (78). Baska bir calismada; sehirde yasayan Italyan cocuklarin
bagirsak mikrobiyotasi kirsal kesimde yasayan Afrikali ¢gocuklarin bagirsak mikrobiyotasi ile
karsilastirilmis, Bacteroides yogunlugu daha diisiik ve Enterobacteriacea yogunlugu ise daha
yiiksek bulunmustur. Bu sonuglar Italyan cocuklarinin polisakkarit iceren bitkileri diisiik oranda
tilketimi ile iligkilendirilmistir (79). Turnbaugh ve ark. yaptig1 bir ¢alismada; insan fegesini
germ-free (GF, mikropsuz) fareye transplante etmislerdir. Farenin diisik yaglh-bitki
polisakkaridi ile zengin diyetinin yiiksek yagli ve sekerli diyet (Western/bat1 tipi diyet) ile
degistirilmesi ile, Firmicutes kolunun Erysipelotrichi sinifi bakteri sayisinin arttig1, Bacteroides
spp. sayisinin ise azaldigi saptanmistir (80).

Probiyotik ve prebiyotikler ise bagirsak mikrobiyatasinin metabolik aktivitesini ve bilesimini
kontrol ettigi diigiiniilen patojen olmayan mikroorganizmalardir. Fermente edilmis besin
lifleridir. Obeziteye karsi faydali olabilecekleri gosterilmistir (81). Hiperkolesterolemisi olan
bireylerde Lactobacillus reuteri tiiriiniin LDL-kolesterolii belirgin sekilde diisiirdiigii Jones ve
ark. tarafindan yapilan calismada gosterilmistir (82)

Mikrobiyota kompozisyonunu degistiren temel faktdrlerden biri de antibiyotik kullanimidir.
Asirt antibiyotik kullaniminin, antibiyotiklere direngli patojenleri arttirma yoniinde olumsuz
etkileri mevcuttur. Birgok ¢alismada antibyotik kullanimi sonrasi bakteriyel ¢esitliligin azaldigi
gosterilmistir. tedavisinden sonra normal mikrobiyota dengesinin tekrar saglanmasi
antibiyotigin tipine ve spektrumuna baghdir. Antibiyotik tedavisinden sonra intestinal
mikrobiyota yeniden sekillenirken, kommensal yabanci bakterilerin ya da direncli tiirlerin
kolonizasyonuna izin verebilir. Ayrica antibiyotiklerin tekrar tekrar kullanimi, mikrobiyotay1
antibiyotik direncli genlerle rezervuar haline getirmektedir(83).

Fiziksel egzersizin bagirsak mikrobiyotasin1 diizenleyebilecegi ve fiziksel aktivitenin
mikrobiyotadaki faydali tiirlerin sayisini arttirabilecegi de baska bir calismada gosterilmistir

(84).
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2.2.5. Disbiyozis ve Kalp Yetersizligi
Inflamatuar ve metabolik mekanizmalar KKY'nin gelismesinde ve ilerlemesinde énemli bir rol

oynayabilir ve yeniden sekillenmeye katkida bulunabilir. KY sonucu, bagirsakta meydana
gelen konjesyonun bagirsak bariyerini degistirdigi ve bu durumun da degismis bagirsak
mikrobiyotasi ile iliskili oldugu diisiiniilmektedir (85). Bagirsak, stirekli trilyonlarca mikrobiyal
antijene maruz kalmaktadir. Bu maruziyet, bagirsak bariyerinin siirekli olarak disfonksiyon
riski altinda oldugu bir ortam yaratir. Mikrobiyota dogrudan bagirsak bariyerini degistirebilir.
Bozulmus bagirsak bariyer fonksiyonu nedeniyle bagirsak bakterilerin translokasyonu ve
endotoksin benzeri bilesiklerin salinimi artmaktadir ve bunlar dolasimda ytiksek miktarda tespit
edilmektedir. Bu duruma, inflamatuvar yanit ve oksidatif stresde artis eslik etmektedir (85). Ote
yandan bagirsak mikrobiyal metabolizmasinin degismesi sonucu meydana gelen bagirsak
gecirgenligi, inflamasyon ve yag birikimindeki artis metabolik bozukluklara neden olmakta ve
konagin tiim metabolik siirecini etkilemektedir. KY, hayvan modeli ¢alismalarinda da artmis
diyet kolininin miyokard fibrozisi, fonksiyonel bozuklugu ve pulmoner 6deme neden olacak
sekilde kalbin yeniden sekillenmesi durumu (ventrikiiler remodelling) arasinda direkt iliski
oldugu gosterilmistir (86). Wang ve ark. yaptig1 calismada ateroskleroza yatkin farelerde
bagirsak mikrobiyotasinin baskilanmasi; diyetle alinan kolinin arttirdig1 aterosklerozu inhibe
etmistir. Bu verilere dayanarak artmis kolin ve kolin metabolitlerinin; artmis KVH riskini erken
ongorebilmede potansiyel roliiniin oldugu ileri siiriilmiistiir (87).

Konjesyonun intestinal bariyeri degistirdigi ve bakteriyel translokasyonu potansiyel olarak
kolaylagtirdig1 gosterilmistir. Bu bulgularin KKY progresyonunda bagirsak mikrobiyotasinin
katkis1 hakkinda onemli goriis saglayacagi diisiiniilmektedir (88). Sandek ve arkadaslari
sukraloz atilimu ile dl¢iilen kalin bagirsak gecirgenliginde % 210' luk bir artis bildirmistir. KY
semptomlariin siddeti, artmis bagirsak gegirgenligi, patojenik bakteri miktar1 ve sekonder
inflamasyon ile korelasyon gostermektedir (88).

Birgok ¢aligma, LPS gibi mikrobiyal iiriinlerin sistemik dolasima gec¢isinin bagirsak duvarinda
meydana geldigini gostermistir. LPS, TLR’ yi aktive ederek sistemik inflamasyona neden
olabilir. LPS ile indiiklenmis TLR-4 aktivasyonu, TNF-alfa gibi enflamatuar sitokinlerin
salmimint indiikler. Bu da baskilanmig mitokondriyal aktivite, bozulmus kalsiyum
homeostazisi ve kardiyomiyositlerde bozulmus B-adrenerjik aktivite dahil olmak tizere birkag
yoldan kardiyak fonksiyonlar1 baskilayici gorevi gorebilir. IL-1 ve IL-6 gibi diger inflamatuvar
sitokinler de miyokard disfonksiyonunu destekleyebilir. Bir ¢calismada, antibiyotiklerle yapilan
bagirsak dekontaminasyonunun, LPS' nin intestinal seviyelerini, LPS ko-reseptorii CD14'lin

monosit ekspresyonunu ve IL-6, IL-1B ve tiimor nekroz faktoriiniin iiretimini azalttigini

13



gostermistir (89). Bununla birlikte, bagirsak mikrobiyotasi, sistemik inflamatuvar ve metabolik
bozukluklar ile KKY hastalarinda miyokardiyal fonksiyon arasindaki iligkinin bilinmemesi,
sinirlt kalmaktadir ve bagirsak sizintisindan ziyade diger mekanizmalar, rahatsiz edici bir
bagirsak mikrobiyotasinin, sistemik inflamatuvar ve metabolik yolaklarin aktivasyonuna

doniistiiriilmesinde rol oynayabilir.

3. GEREC VE YONTEM

3.1 Goniillii Secimi ve Hastalarin Gruplandirilmasi
Bu ¢alisma Pamukkale Universitesi Tip Fakiiltesi Klinik Arastirmalar Etik Kurulunun 18 / 04 /

2017 tarih ve 2017 / 06 sayili karariyla uygun goriilmiistiir. Bu aragtirmaya Subat 2018- Aralik
2018 tarihleri arasinda kalp yetersizligi tamisiyla Pamukkale Universitesi Tip Fakiiltesi
Hastanesi Kardiyoloji Poliklinigine ayaktan bagvuran 40-75 yas arasi, ekokardiyografide
modifiye simpson metodu ile ejeksiyon fraksiyonu < %40 semptomatik kronik kalp yetersizligi
olan 19 hasta ile ejeksiyon fraksiyonu > %40 olan 21 saglikli goniilli, bilgilendirilmis goniillii
olur formu aliarak dahil edildi. Calismaya klinik olarak aktif enfeksiyon belirtileri olanlar,
kronik inflamatuvar hastalik tanist olanlar, malignite, bobrek yetmezligi veya renal
transplantasyon yapilmis olanlar, gastrointestinal cerrahi dykiisii olan ve bagvurudan 6nceki 2
ay igerisinde antibiyotik, probiyotik, steroid veya immiinosiipresif tedavi alan hastalar dahil
edilmedi. Hastalarin kan serumundan hs-CRP, galaktin-3, IL-1, IL-6, TNF-Alfa,
Lipopolisakkarit, endotoksin, NT-proBNP parametreleri ¢alisildi. Ayrica kiiltiirden bagimsiz
yontemlerle; polimeraz zincir reaksiyonu-denatiire gradient jel elektroforezi (PZR-DGGE) ve
metagenomiks yaklagimi ile hastalardan toplanan digki 6rneklerindeki mikrobiyal cesitlilik

belirlendi.

3.2 Hasta Numunelerinin Alinmasi, Saklanmasi
Subat 2018 tarihinden itibaren katilimcilardan TLR4 ekspresyon diizeyinin belirlenmesi igin 1

adet antikoagiilan (K2EDTA) iceren tam kan ve serumda hs-CRP, galaktin-3, IL-1, IL-6, TNF-
Alfa, Lipopolisakkarit, endotoksin, NT-proBNP analizleri i¢in 1 adet antikoagulan icermeyen
kan ornekleri alindi. Tam kan 6rnekleri 2500 devirde 10 dakika siireyle RBC buffer eklenerek
santrifiij edilerek plazma ve eritrosit olarak ayrildi. Bu islem 3 defa tekrarlandi ve eritrositler
tamamen uzaklastirildi. Santrifiigasyon sonucu pelet kisminda yer alan 16kositler 500 pl trizol
icine aliarak -20 °C’de muhafaza edildi. Serum 6rnekleri de kanlar 2500 devirde 10 dakika
stireyle santrifiij edilerek elde edildi ve analiz zamanina kadar -20 °C’de dondurularak saklandi.
Katilimcilardan digki O6rnekleri taze olarak toplandi ve +4°C’de anaerobik kosullar altinda

laboratuvara ulastirildi. Digki numuneleri % 20 gliserol i¢eren fosfat tamponlu salin iginde s1v1
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azot ile donduruldu ve kullanilana kadar -80 ° C'de saklandi. Diski 6rneklerinden bakteriyel

DNA, lizozim ve akromopeptidaz kullanilarak enzimatik lizis yontemi ile ekstre edildi.
3.3 Ol¢iim Yontemleri

3.3.1. RNA izolasyonu
TLR 4 geninin mRNA diizeyinde kontrol ve hasta grubu arasindaki ekspresyon degisimini

arastirmak i¢in Real-Time PCR calismasi ve oncesinde RNA izolasyonu ve cDNA sentezi
gerceklestirilmistir.

Elde Edilen 6rneklerden RNA izolasyonu i¢in Trizol ile RNA eldesi islemi gerceklestirilmistir.
Gen diizeyinde ekspresyon degerlendirilmesi i¢in ¢ekirdekli kan hiicrelerinden RNA
izolasyonu gerceklestirmistir.

Oncelikli olarak 2 ml kandan, RBC Lizis Buffer (89,9 ¢ NH4CI; 10 g KHCO3, 2 ml 0,5 M
EDTA) yardimiyla 25000 rpm de 3 kez santrfifiij edilerek ¢ekirdeksiz kan hiicreleri patlatilip
cekirdekli kan hiicreleri olan akyuvarlar izole edilmis ve 500ul trizol ile ¢oziiliip asagidaki
Trizol ile RNA izolasyonu protokolii uygulanmistir.

Homojenat 1 ml’lik ependorf tiiplere alinmis ve oda sicakliginda 10 dk inkiibasyona birakilmig
ve ardindan her bir ependorf tiipe 200 pl kloroform eklenip ve iyice pipetlendikten sonra tekrar
oda sicakliginda 15 dakika inkiibe edilmistir.

Daha sonra +4°C’ de 15.000 g’de 20 dk santrifiij edilmis ve renksiz olan iist faz toplanmis, ayr1
ependorf tiiplere alinmistir. Toplanan iist fazin tizerine 500 pl izopropanol eklenip, pipetlenecek
ve 10 dk oda sicakliginda beklenmistir.

+4°C’ de 15.000 g’de 30 dk santriflij edildikten sonra siipernatant dikkatlice atilip peletin
iizerine %70’lik etanol konulmus ve +4°C’ de 12.000 g’de 10 dk santrifiij edildikten sonra
tekrar slipernatan atilip, pellet kisa bir siire hava ile kurutulmustur. Son olarak pellet 40 pl
RNase-DNase free su ile ¢oziilmiistiir.

Elde edilen drnekler RT-PCR analizi igin hazir hale getirilmistir. izole edilen RNA'nin
konsantrasyonu ve safligit Nanodrop cihazi (Thermo, USA) yardimi ile gergeklestirilmistir.
Nanodrop ile RNA 6rneklerinin dl¢iilmesi isleminde; 1ul RNAse free su ile Nanodrop cihaz
kaidesi lizerine bir damla halinde pipetlenmis ve bilgisayardaki program analizi ile korleme
islemi yapilmistir. Daha sonra ilgili RNA oOrneklerinden 1ul alinarak, cihazin RNA 6l¢iim
programi se¢ilmis ve konsantrasyonlari Olgiilmiistiir. Takiben c¢DNA sentez islemi

gerceklestirilmistir.
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3.3.2. cDNA Sentezi
Izole edilen RNA'lardan, cDNA sentezi Transcriptor High Fidelity cDNA sentez kiti (Cat No:

05 081 955 001, Roche, Almanya) ile oligo d(T) primeri ve Revers Transkriptaz enzimi (RT)
kullanilarak iiretici firmanin protokolii dogrultusunda gergeklestirilmistir. cDNA sentez karigim
prosediirii Tablo 1’de verilmistir. Karisim hazirlandiktan sonra cDNA sentezi i¢in 50°C’ de 1
saat inkiibe edilmis ve siire sonunda, enzimi inhibe etmek i¢in 85°C’de 5 dakika bekletilmistir.
Sentezlenen cDNA’lar, RT-PZR (Polimeraz Zincir Reaksiyonu) islemine kadar -20°C’de

muhafaza edilmistir.

Hacim Son Konsantrasyon
Total RNA Degisken 2ug
Oligo(dT) Primer Ll 2,5 uM
dNTP karisimi (10 mM) 1 ul 500 uM
5X RT tamponu 4 ul 1X
DTT 1l 5SmM
Protector RNase Inhibitor 0,5 ul 20U
Easyscript ~ plus  RTase 1 pl 200 iinite
(200U/uL)
RNAaz igermeyen su Degisken
Son hacim 20 pl

Tablo 1. cDNA Sentez Karisimi

3.3.3. Real Time PCR (Gercek Zamanh PZR) ile mRNA Ekspresyon Degisiminin

Belirlenmesi
Gergek-zamanli PCR isleminde, “TLR4” geninin mRNA diizeyindeki gen ekspresyonu

degisimi arastirilmistir Bunun icin housekeeping gen olan Beta-aktin geni ¢alismamizda
kullanilmistir. Calismada kullanilan primerlere ait Reverse ve Forward dizileri Tablo: 2 de
verilmistir. Reaksiyon agamasinda, her bir kuyucuk basina “5 pul SYBR Green” (Applied
Biosystem, USA), “6.5 pul molekiiler biyolojik saflikta su”, “1.5 ul cDNA”, “1 pl Forward
Primer” ve “1 pl Reverse Primer” kullanilarak reaksiyon karigimi hazirlanmistir. Hazirlanan
reaksiyon karisimlart 96-kuyucuklu plakaya aktarilmis ve plakanin yiizeyi seffaf yapiskan
etiketle kapatilmistir. StepOne Plus ger¢ek-zamanli PCR cihazina yiiklenen plaka, 95°C’de 10
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dk, 40 dongii olacak sekilde 95°C’de 15 sn ve 60°C’de 10 dk olacak sekilde amplifiye

edilmistir.
GEN isSMi PRIMER DiZi
1. F: TCCTCCTGAGCGCAAGTACTC
Beta-aktin R: CTGCTTGCTGATCCACATCTG
2. F: CCCTGAGGCATTTAGGCAGCTA
TLR4 R: AGGTAGAGAGGTGGCTTAGGCT

Tablo 2. Calismamizda kullanilan genlerin forward ve reverse primer dizileri.

3.3.4. Eliza Deneyleri
Biyokimya tiiptinden 2500 rpm de santrifiij edilerek elde edilen serum 6rnekleri TNF-alfa, IL-

1 beta, endotoksin, CRP, Galektin-3, IL-6,LBP (Lipopolisakkarit Binding Protein), NT-
proBNP, olmak iizere 8 adet Eliza testi i¢in hazir hale getirilerek

-20°C’de tutularak teste hazir halde bekletilmistir.

Eliza deneyleri tiretici firma olan Elabscience (USA)’1n protokoliine gore gerceklestirilmistir.
Protokol basamaklar1 asagidaki gibidir.

1. 100 pl standart veya ornekler kuyuculara koyularak 90 dakika 37°C’de inkiibe edildi.

2. Inkiibasyondan sonra sivilar uzaklastirildi. 100 pl Biotinylated detection Ab. eklendi. 1 saat
37°C’de inkiibe edilir.

3. Inkiibasyon sonrasinda aspirasyon ve 3 defa yikama tamponu ile yikama islemi yapilds.

4. 100 pl HRP conjugate eklendi. 30 dakika 37°C’de inkiibe edildi.

5. Inkiibasyon sonrasinda aspirasyon ve 5 defa yikama tamponu ile yikama islemi yapilds.

6. 90 ul Substrate reagent eklendi. 15 dakika 37°C’de inkiibe edildi.

7. 50 ul Stop soliisyaonu eklenir. 450 nm de mikroplaka okuyucu cihazi (Eliza, Heales, Cin) ile
okuma iglemi yapildi.

8. Sonuglar hesaplanmis ve analize alinmustir.

3.3.5. Verilerin Istatistiksel Olarak Degerlendirilmesi
Verilerin analizi AACT metodu kullanilarak bilgisayar programu ile kantitasyonu yapilmistir.

Web tabanli “RT? Profiler™ PCR Array Data Analysis* programinda bulunan, Volcano Plot
analizleri kullanildi. Metodun amaci, iki ekspresyon sonucunun +3SD karsilastirilmasi esasina
dayanmaktadir. Boylelikle, gen ekspresyonunun karsilastirilmasi yapilan durumlarda kontrol

ve doz grubu ilgili genlerin ekspresyon degerleri rolatif olarak belirlendi. Gruplarin
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karsilagtirilmas1 “RT? Profiler™ PCR Array Data Analysis” programinda bulunan “Student t-
testi” analizi ile istatistiksel olarak degerlendirildi. p <0,05 i¢in sonuglar istatistiksel olarak

anlaml1 kabul edilmistir.

3.3.6. Katilmcilarin Bagirsak Mikroflorasinin Belirlenmesi
Hastalardan toplanan gaytalardaki mikrobiyal ¢esitliligin belirlenmesi kiiltiirden bagimsiz

yontemlerle; PZR-DGGE ve metagenomiks yaklasimi ile belirlendi.
PZR-DGGE analizinde, mikroorganizmalarin ayirimi ig¢in %25-50 iire-formamid igeren
gradient poliakrilamid jel kullanildi. Bu oranlardaki poliakrilamid jellerin hazirlanmasinda

kullanilan temel bilesenlerin 100 ml’si i¢in kullanilan miktarlar Tablo 4’de verilmistir.

: Denatiire Cozeltinin Oranlari

Bilesenler

%25 %30 %50 %60
%40 Akrilamid/Bis (37.5:1) (ml) 20 20 20

20

S0*TAE Tampon (1) 2 2 2 2
Formadid (ml) 10 12 20 24
Ure (g) 10,5 12,6 21 25,2
Steril Saf Su (ml) 57,5 53,4 37 28,8
Toplam Hacim (ml) 100 100 100 100

Tablo 3. PZR-DGGE analizinde denatiire ¢6zeltinin hazirlanmasinda kullanilan temel

bilesenler ve oranlari.

Tablo 4’de belirtilen bilesenler kullanilarak 100 ml olarak hazirlanan ¢dzeltinin jellesmesi igin
cozeltiye 0,1g/ml’lik Amonyum Persiilfat’dan (APS) 815 ul ve diger jellesme ajani olan
TEMED’den de 63 pl ilave edilecek ve hizla karisim gradient poliakrilamid jel hazirlanma
sisteminin (Gradient Former Bio Rad) haznesine ytiklendi. Polimerlesen jeller +4°C’de bir gece
bekletildikten sonra sicaklik kontrollii dikey elektroforez (Thermo) sisteminde kullanildi.
Gaytadan bakteriyel DNA’nin izolasyonu i¢in 10 g gayta 6rnegi 90 ml peptonlu fizyolojik suda

iyice homojenize edilecek, takiben bu homjenizattan 50 ml alinarak 1000 g’de 5 dk santrifiij
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edildi. Olusan siipernatant bagka bir tiipe alinacak ve 5000 g’de 15 dakika santrifiij islemi
uygulanarak iist faz uzaklagtirildi. Geriye kalan hiicre pelletleri yikanarak genomik DNA
ekstraksiyon kiti (Invitrogen) ile genomik DNA elde edildi.

PZR-DGGE analizinde bakterilerin ribozomunun V3 bolgesi ¢oglatilacak ve niikleotit
farkliliklar1 jelde incelenecektir. Bu amagla bakteri hiicrelerin ribozomal bdlgesine homolog
olan F338 6n primeri (5-ACTCCTACGGGAGGCAGCAG-3’) 3’ terminal ucuna GC DNA
kiskact (5’-CGCCCGCCGCGCGCGGCGGGCGGGGCGGGGG CACGGGGG-37) takilarak
ve 518R geri yondeki primer (5’-ATTACCGCGGCTGCTGG-3’) ile birlikte kullanildi.

PZR karisiminin hazirlanmasinda master mix’den (5*FIREPoI® Master Mix/ SOLIS Bio Dyne)
8 ul, primerlerden 1 pl, DNA’dan 2ul kullanilacak toplam hacim 40 pl olacak sekilde steril
ultra su ile tamamlandi. Bakteriler i¢in uygulanan PZR programinda; 95 °C 5 dk on
denatiirasyon, 30 ¢evrim 95 °C 30 sn, 55 °C 45 sn, 72 °C 1 dk ve son olarak 72 °C 10 dk
program uygulandi. 16S rDNA PZR fiirlinleri sirasiyla %25-50 denaturant (7M tire ve %40
formadit) igeren % 8’lik poliakrilamid jel de 15 dk 50 V ve 4 saat 150 V akimda 60°C sicaklikta
yiiriitiildii. Jeller son asamada Ethidium Bromide (50 pl/1000 ml) ile boyanarak UV altinda
goriintiilenecektir. Jel iizerindeki bantlarin degerlendirilmesi ayni jel ilizerindeki referans

suslarin bantlar ile kiyaslanda.

Metagenomiks ¢aligmasi igin gaytadan DNA izolasyonu yapildi. lgilenilen gen bélgesi,
bolgelerine 6zel universal primer dizileri kullanildi. Primerlerde NGS indeks bolgelerine
baglanilmasi i¢in adaptor dizileri bulunacaktir. Kiitiiphane hazirligi tamamlandiktan sonra,
NGS okumasinda "Sequencing by synthesis" prensipiyle, her yeni dNTP eklendiginde, o
eklenen bazin floresan 1s1masi optik olarak gézlemlenip kaydedildi. PCR iiriinlerindeki adaptor
bolgeler okumanin yapildigi flow cell iizerinde bulunan oligo dizilerini tamamlayici dizilere

sahiptir ve boylece bu bolgeler birbirini tanir.

3.3.7. Verilerin Istatistiksel Olarak Degerlendirilmesi
Parametrik ve nonparametrik verilerin istatistik analizinde Minitab (Ver 18.1, ABD) programi

kullanildi. Mikrobiyata analizleri R (Ver 3.5.0, GPL-3 lisans) programu ile yapildi. Mikrobiyal
cesitlilik Alem (Kingdom), Sube (Phylum), Sinif (Class), Takim (Ordo), Aile (Family), Cins
(Genus) ve Tir (Species) seviyesinde degerlendirildi. Her bir &rnekteki mikrobiyal
topluluklarin zenginligi ve cesitliligi sirasiyla Chaol tahmini operational taxonomic units
(OTU) sayisi ve Shannon endeksi ile degerlendirildi. P < 0.05 olan degerler istatiksel anlaml1

kabul edildi.
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4.1. Katihmeilarim Ozellikleri

4. BULGULAR

Caligmaya katilan hasta ve goniilliilerin demografik 6zellikleri agagidaki tabloda belirtilmistir.

KKY hastalar1 Kontrol p-degeri
(n=19) (n=21)
Cinsiyet Erkek 17 (%89) 19 (%90) 1,000
Kadin 2 (%11) 2 (%10) 1,000
Yas (yil) 56,38 (7,86) 54,76 (7,60) 0,516
BMI (kg/m?) 29,03 (2,62) 30,11 (2,46) 0,196
Sigara 8 (%44) 6 (%28) 0,487
HT 4(%22) 4 (%19) 1,000
DM 0(%0) 0 (%0) -
HL 1(%5) 1(%4,7) 1,000
KAH 13(%72) 18 (%85,7) 0,432
LVEF (%) 31,4 (8,25) 55,2 (10,00) <0,001
Aspirin 17 (%94) 20 (%95,2) 1,000
P,Y1, inh. 7 (%38) 17 (%80,9) 0,018
Medikasyon B bloker 15(%83) 20(%95,2) 0,318
Statin 11(%61) 19 (%90,4) 0,055
ACEI/ARB 15(%83) 11 (%52,3) 0,088
PPI 13 (%72) 13 (%61,9) 0,733
Spironolakton 10 (%55) 0 (%0) <0,001
HDL kolesterol (mg/dL) 38,33 (9,92) 37,00 (7,30) 0,633
LDL kolesterol (mg/dL) 99,38 (37,51) 91,47 (31,53) 0,479
Trigliserid (mg/dL) 160,16 (56,06) | 160,38 (37,74) 0,989
Total kolesterol (mg/dL) 156 (71,75) 157 (42) 0,955
Kreatinin (mg/dL) 0,99 (0,17) 0,88 (0,26) 0,114
Glukoz (mg/dL) 94 (10,50) 98 (19,00) 0,053
TSH (mIU/L) 1,51 (1,15) 1,60 (1,32) 0,826
WBC (/ul) 9,87 (4,47) 8,62 (2,74) 0,294
Hemoglobin (g/dL) 13,41 (1,58) 14,24 (1,33) 0,086

Tablo 4: Katilimcilarin 6zellikleri
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4.2. Calismaya katilan hasta ve saghkh goniilliilerde ol¢iilen parametrelerin
incelenmesi
Hasta ve goniilliiler kan inflamasyon marker diizeylerine gore karsilastirildiginda iki grup

arasinda IL-1B, TNF- a ve CRP diizeyleri istatiksel olarak anlamli farklilik saptandi.

Genel Hasta Kontrol P-degeri

N:40 N:19 N:21
Gal-3 (ng/ml) 7,39 7,34 7,44 0,89
IL-1B (pg/ml) 1,49 1,52 1,47 <0,05
IL-6 (pg/ml) 2,37 2,37 2,50 0,76
CRP (ng/ml) 6,22 6,78 5,60 <0,05
Endotoksin (EU/L) 6,56 6,54 6,58 0,56
LBP (ng/ml) 12,01 12,23 11,81 0,91
TNF- a (pg/ml) 1,99 2,39 1,63 <0,01
pBNP (ng/ml) 11,54 12,21 10,94 0,82

Tablo 5: Inflamatuvar markerlarin her iki grupta ve toplamdaki ortalama degerleri

4.2. inflamasyon marker diizeyleri ile mikrobiyal cesitlilik arasindaki iliskinin
incelenmesi
Filum seviyesinde yapilan Kruskal Wallis testine gore; Gal-3 (ng/ml) (p= 0,46), IL-1B (pg/ml)

(p=0,67), IL-6 (pg/ml) (p= 0,13), CRP (ng/ml) (p= 0,24), Endotoksin (EU/L) (p= 0,33), LBP
(ng/ml) (p=0,11), TNF- a (pg/ml) (p= 0,48) saptanmis olup inflamasyon marker diizeylerinin
mikrobiyal zenginlik ve cesitlilik arasinda istatiksel olarak anlamli iliski saptanmadi. Non-

metrik inecelemede ise sadece pPBNP (ng/ml) (p=0,05) diizeyi anlamli bulundu.
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Sekil 4: pBNP (ng/ml) diizeyi ile mikrobiyota alfa ¢esitlilik arasindaki iligki

4.3 Kalp yetersizligi ve saghkl kontrol grubunda gut mikrobiyotanin incelenmesi
19 kalp yetersizligi ve 21 kontrol grubu hastasinin dis 6rneklerinden 16S rRNA gen dizilimi

yapildi. Her bir 6rnekteki mikrobiyal topluluklarin gesitliligi ve zenginligi Chaol tahmini OTU
sayis1 ve Shannon indeksi ile degerlendirildi. Gut mikrobiyotanin zenginligi ve ¢esitliligi KY
grubu ile kontrol grubu arasinda benzerdi (Resim 1).

Agirliksiz UniFrac, her taksonun varliginda veya yoklugunda bireyler arasi farkliliklari
yansitan niteliksel bir onlemdir. Agirlikli UniFrac, her taksonun goreceli bollugundaki bireyler
arasi farkliliklar1 yansitan nicel bir 6l¢iidiir. UniFrac analiz ile bireylerden alinan diski 6rnekleri
arasindaki tahmini mesafeler hesaplandi. Bireylerin bagirsak mikrobiyal topluluklar1 arasindaki
UniFrac mesafeleri, Principal Coordinate Analysis (PCoA) bireylerinin olusturdugu bir dagilim
grafigi ile gorsellestirildi. Resim 1E’ de bireylerin bagirsak mikrobiyal topluluklar1 arasindaki
UniFrac mesafenin Principal Coordinate Analysis (PCoA) tablolar1 sunulmustur.

Kalp yetersizligi hastalarinin bagirsak mikrobiyal topluluklarinin spesifik taksonomi
gruplarinda anlamli degisiklik olup olmadigini arastirmak icin, her bir sube, aile, cinse veya
tiire atanmis 16S rRNA sonuglarinin goreceli doygunlugunu analiz ettik.

Bagirsak mikrobiyotasinin ¢ogunluguna Firmicutes, Bacteroidetes, Actinobacteria ve
Proteobacteria olmak tizere 4 filum hakimdir. Kontrol grubu ve KKY hastalarindan alinan
numuneler arasinda, filum seviyesinde goreceli doygunluk bakimindan 6nemli farkliliklar

gbzlenmedi.
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Aile seviyesinde yapilan taksonomik inceleme, KKY hastalarinin bagirsak mikrobiyotasindaki
Flammeovirgaceae, Pseudonocardiaceae, Promicromonosporaceae’ nin kontrol grubuna
gore daha fazla miktarda oldugunu gostermistir. (Resim 2A,2B,2C) Cins diizeyinde yapilan
taksonomik incelemede Enterococcus’ un KKY grubunda kontrol grubuna goére daha fazla
miktarda oldugu saptandi (Resim 2F). Tiir diizeyinde, KKY hastalarindan alinan 6rneklerde
kontrol grubuna gore Lactobacillus letivazi’nin anlamli olarak arttig1 goriildii (Resim 2G).
Ayrica hem cins diizeyinde hem tiir diizeyinde KKY hastalarinda kontrol grubuna goére bazi

bakteri tiirleri anlamli olarak daha az saptanmistir. (Tablo 6)
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Resim 1: Chaol-tahmini OTU sayis1 ve Shannon indeksi (A, B, C, D) KY hastalarindan ve

saglikli kontrol deneklerinden elde edilen bagirsak mikrobiyata 6rnekleri. Bireylerin bagirsak

mikrobiyal topluluklari arasindaki UniFrac mesafenin Principal Coordinate Analysis’i (PCoA)
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SEVIYE Hasta Grubu P degeri Kontrol Grubu P degeri
SUBE - - - -
Flammeovirgaceae 0.01
. Pseudonocardiaceae 0.02
AILE ‘
Promicromonosporaceae 0.04
Enterococcus 0.03 Flammeovirga 0.01
Actinomycetospora 0.01
Caulobacter 0.01
Enhydrobacter 0.02
Phenylobacterium 0.02
Prauserella 0.02
CINS Candidatus Liberibacter 0.03
Brevibacillus 0.03
Chitinophaga 0.04
Amycolatopsis 0.04
Desulfonatronovibrio 0.04
Promicromonospora 0.04
Lactobacillus letivazi 0.008 Providencia burhodogranariea 0.002
Bifidobacterium angulatum 0.003
Bifidebacterium gallicum 0.004
Peptomphilus gorbachn 0.004
Anoxybacillus ayderensis 0.007
Flammeovirga pacifica 0.011
Amyeolatopeis methanolica 0.012
Lactobacillus numinis 0.015
Lenconostos cifreum 0.017
Lysobacter deserti 0.019
Bifidebacterium cumiculi 0.020
TUR Erysipelothrix inopinata 0.023
Lactobacillus hayakatensis 0.023
Chitinophaga gmsengisoli 0.025
Enhydrobacter aerosaccus 0.027
Mhyroides injenensis 0.027
Bifidobacterium scardovii 0.031
Cleostridium papyrosclvens 0.033
Bacteroides fragilis 0.035
Bifidebactenium mdicum 0.035
Roseomonas terpenica 0.040
Bifidobacterium subtile 0.043
Turicibacter sanguinis 0.046
Methanobrevibacter acididurans 0.049

Tablo 6 : Hasta ve kontrol grubunda yiiksek saptanan mikroorganizmalar
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5. TARTISMA
Diinyada, giderek biiyliyen en énemli saglik problemlerinden biri KKY” dir (90). KKY ile

anlayisimiz, seneler igerisinde sadece bir pompa yetersizliginin yol actig1 bir hastaliktan, birgok
norohormonal ve immun sistemin de patofizyolojisine dahil oldugu olduk¢a karmasik bir
hastalik oldugu seklinde degismistir.(91). Baslangigta kompanzasyon amaci ile aktive olan bu
ndrohormonal ve inflamatuvar sistemler, kronik donemde ventrikiil fonksiyonlarini bozarak ve
ventrikiil yeniden bigimlenmesine neden olarak hastaligin ilerlemesine katkida bulunurlar (91).
Bu sistemlere yonelik gelistirilen birgok ilaca ragmen, KKY halen olduk¢a morbid ve mortal
bir hastalik olarak degerlendirilmektedir. Bu durum, KKY patofizyolojisine katkida bulunan
diger mekanizmalarin da arastirilmasinin 6nemini géstermektedir.

Insan bagirsagi, bagirsak mikrobiyotasini olusturan genis ve karmasik bir mikrobiyal hiicre
toplulugu barindirir. Bagirsak mikrobiyomu olarak adlandirilan bagirsak mikrobiyotasinin
mikrobik genomu, insan genomundan 100 kat daha biiyiiktiir. Bagirsak mikrobiyotasi, diyet
liflerinin fermantasyonu, ¢esitli besinlerin ekstraksiyonu ve bazi vitaminlerin sentezi, patojen
kolonizasyonuna kars1 bariyer olusturma, intestinal epitel ve immun sistemini olgunlagtirma
(maturasyon), gastrointestinal hormon sentezinin ve intestinal sinir sisteminin modiilasyonu
gibi fonksiyonlara sahip oldugu bilinmektedir. Dolayisiyla, konak genotipi ve c¢evresel
faktorlerin etkisiyle sekillenen bu mikrobiyotanin konfiglirasyon ve aktivitesi, yine konak
biyolojisini ¢esitli yollarla etkileyebilir (92).

Belli bir dengede faydali ve zararli bakterileri i¢eren florada dengenin bozulmasiyla baslayan
patolojik siire¢, mikrobiyal disbiyozis olarak adlandirilmaktadir. Patojenik etkileri olan
bakterilerin arttig1 disbiyozisde, bagirsak rezistansinda azalir ve gecirgenligi artar. Siilfat
tiiketen bakterilerin baskin hale gelmesiyle intestinal epitelde hasara yol agan hidrojen siilfit
iiretimi artar. Diger taraftan toksin iireten Clostridium tiirleri, immun modiilator etkileri ve IL-
10 tiretimini arttirak tetikledikleri inflamasyonla bagirsak hastaliklarinin gelisimine zemin
hazirlarlar (93-94).

Bir¢cok patojenik bakterinin yukarida anlatilan ve benzeri etkilerinin yanisira yaslanma,
antibiyotik kullanimi, “bati tipi diyet” (yiiksek yag, yiiksek seker) ve beslenme aliskanligindaki
degisikliklerin disbiyozise ve bagisiklik sisteminin kronik aktivasyonuna neden olabilecekleri
diistiniilmektedir (95). Kronik inflamasyonda da TNF-a, IL-6 ve CPR gibi pro-enflamatuar
mediatdr seviyeleri yiiksektir (93). Kardiyovaskiiler hastaliklar, inflamatuvar bagirsak
hastaliklari, tip 2 diyabet, romatoid artrit gibi kronik inflamasyonla iliskili hastaliklarin bagirsak
disbiyozisi ile baglantili oldugu diisiintilmektedir (96).
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Aterosklerotik KAH, cok sayida genetik ve ¢evresel faktorlerden etkilenen kompleks bir
hastaliktir. KAH, aterosklerotik plak olusumuna bagli olarak koroner arterlerin darligi ile
karakterize inflamatuvar bir hastaliktir. Mikrobiyota ile KVH arasindaki iligki gittik¢e daha
fazla ilgi ¢ekmektedir. Bagirsak mikrobiyotasi, yasam tarzi, diyet, genetik Ozellikler ve
metabolik degisikleri igeren birgok faktorle iliskilendirilmistir. Konakg¢1 ve mikroorganizmalar
arasindaki etkilesim yavas ilerleyen aterosklerozda temel faktordiir. Mikrobiyotanin; bagisiklik
sistemini aktive etmesi, kolesterol metabolizmasina olan etkileri ve TMAOQO gibi pro-aterojenik
metabolitlerin iiretilmesi yoluyla plak gelisimini tetikleyerek aterosklerozu etkiledigi
diisiiniilmektedir (97). TMAO ile ateroskleroz iligkisini arastiran bir calismada; bagirsak
mikrobiyotasinin fosfotidilkolin metabolizmasina katilarak TMAO olusumuna katkida
bulundugu gosterilmistir. Ayrica, yiiksek plazma TMAO diizeyi ile geleneksel risk
faktorlerinden bagimsiz olarak meydana gelen ana kardiyovaskiiler olay riski artis1 arasinda
korelasyon saptanmistir (15). KAH ile mikrobiyota iligkisini arastiran bir¢cok ¢alisma
mevcuttur. Bugiine kadar yapilan ¢aligmalardan elde edilen sonuglar, bakteriyel hastaliklar ve
KAH arasindaki iligskiyi desteklemektedir, ancak ikisi arasinda nedensel bir baglanti oldugunu
kanitlayamamustir (15).

Koroner kalp hastaliginda bagirsak mikrobiyotasinin roliinii arastiran ve koroner arter hastaligi
olan 29 hasta ile 35 saglikli goniilliintin dahil edildigi bir ¢calismada; filum diizeyinde hasta
grubunda Bacteroidetes orani diisiik saptanirken, Firmicutes oran1 daha yliksek saptanmistir.
Hasta ve kontrol grubu arasinda bagirsak florasinin ¢esitliligi ve zenginliginin farkli oldugu
goriilmiistiir. Bu sonuglara gore; koroner kalp hastaligi insidans1 bagirsak mikrobiyotasindaki
degisimle iligkili olabilir (98).

Aterosklerotik plaklarda bakteri varligini arastiran 1791 hastanin dahil edildigi bir meta-analiz
yayinlanmistir. Karotis endarterektomi, kateter bazli aterektomi veya benzer prosediirler
uygulanarak alinan aterosklerotik plaklar icinde tek tek veya birlikte var olan 23 oral
kommensal bakteri varligt dogrulanmigtir. Campylobacter rectus, Porphyromonas
gingivalis, Porphyromonas endodontalis, Prevotella intermedia ve Prevotella nigrescens’ in
koroner plaklara 6zgii oldugu acgiklanmistir. Bu bakterilerin oral florada yer almasi,
inflamasyonla oral bakteriyel mikrobiyota iliskisini ortaya koymasinin yaninda aterosklerotik
plakla iligkili oral kommensal bakterilerin sistematik olarak smiflandirilmasina katki
saglayacag diisiniilmektedir (99).

Koroner arter hastaliginda bagirsak mikrobiyotasinin kardiyo - metabolik parametreler ve

bagisiklik iizerine etkisini arastiran bir ¢alismaya DM tanist olan 16 koroner arter hastasi ve
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benzer demografik 6zelliklere sahip DM tanis1 olmayan 16 koroner arter hastasi alinmistir.
Digkr orneklerinden elde edilen bakteriyel DNA 6rnekleri biyoinformatik analiz (QIIME ve
PICRUSt) yontemiyle ayristirilarak analiz edilmistir. Filum diizeyinde incelendiginde;
diyabetik grupta Bacteroidetes diizeyi diisiikken, Firmicutes ve Proteobacteria diizeylerinin
anlamli olarak daha yiiksek oldugu goriilmiistiir. Ayrica, kommensal bakteriler
(Faecalibacterium prausnitzii ve Bacteroides fragilis gibi) ve firsatg1r patojenler
(Enterobacteriaceae, Streptococcus ve Desulfovibrio gibi) diyabetiklerde anlamli derecede
yiiksek saptanmistir. Ek olarak, ayni grupta zonulin, TMAO ve IL-1B plazma seviyeleri
istatiksel olarak anlamli derecede yiiksekken, IL-10 ve FOXP3 mRNA ekspresyon seviyeleri
anlamli derecede diisiik saptanmistir. Bu sonuglar koroner arter hastaliginda azalmig immun
sistem regiilasyonunun DM varlig1 ile iliskili oldugunu desteklemektedir. Ayrica DM varliginin
bagirsak mikrobiyota kompozisyonunu ve islevselligini etkiledigini gostermektedir (100).
Koroner arter hastaliginda bagirsak mikrobiyotasindaki degisiklikleri saptamak amaciyla
yapilan bir ¢aligmaya 70 hasta ve 90 saglikli kontrol dahil edilmistir. Bireylerden alinan diski
orneklerinden 16S rRNA gen dizilimi yapilarak bagirsak mikrobiyotasindaki farkliliklar
incelenmistir. Escherichia - Shigella, Enterococcus, Faecalibacterium, Subdoligranulum,
Roseburia ve Eubacterium rectale’ nin hasta grubunda 6nemli 6l¢iide azaldigi saptanmistir
(101).

Kalp kapak kalsifikasyonu veya koroner arter hastaliginda intestinal mikrobiyatadaki
farkliliklar1 arastiran bir calismada; enterokoklar kalp kapak kalsifikasyonu olan hastalarda
anlamli derecede azaldigi saptanmistir. Ayrica enterokok diizeyi hem kardiyak troponin I
diizeyi hem de KY gibi baz1 kardiyovaskiiler hastaliklarda artig gosteren alanin transaminaz
(ALT) diizeyi ile pozitif korelasyon gostermistir (102).

Bagirsak mikrobiyotasinin KKY’deki potansiyel rolii belirsizligini korumaktadir ve su ana
kadar cesitli yontem ve sonuclari iceren kiigiik ¢alismalar bildirilmistir. KY’de splanknik
sirkiilasyonda olusan konjesyon, intestinal bariyerin bozulmasina bagli bakteriyel
translokasyon, bakterilerin asir1 ¢ogalmasi, konak savunma mekanizmalarindaki bozukluklar
endotoksemiye ve bu da sistemik inflamasyonun alevlenmesine yol acabilir. Diger bir ifadeyle,
KY’de, hipoperfiizyon ve konjesyon intestinal bariyer fonksiyonlarini bozabilir ve bu da
bakteriyel translokasyon ile sistemik inflamasyonu artirabilir ve KY alevlenmelerini artirabilir.
Dahasi, bagirsak limeninde hipoksinin artisinin, hiperkapninin, lokal pH degisikliklerinin
mikrobiyotadaki bakteriyel virulansi, ve inflamatuvar siireci artiran bir faktor oldugu

bilinmektedir. Bagirsakta faydali bakteri niifusu azaldiginda, gram negatif bakterilerin
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cogalmasima zemin olusur. Bu bakteriler 6ldiiglinde, pro-enflamatuar etkileriyle bilinen
endotoksin (lipopolisakarit) salgilarlar. Intestinal bariyerin bozulmasiyla da salgilanan
lipopolisakaritler kan dolasimina gecerek TNF- a ve IL-6 gibi sitokinlerin salinmasini tetikler
ve sistemik inflamasyonun alevlenmesine neden olur. (95,103).

Kalp yetersizligi hastalarinda inflamasyonun bagirsak bakteri ¢esitliligine etkisini arastiran bir
caligmada, hasta grubunda serum immunglobulin A- antilipopolisakkarit diizeyinin yiiksek
oldugu ve bunun da kolon mukoza biyopsisinde diskida bulunmayan artmis bakteri asiri
cogalmasi ile iliskili oldugu gosterilmistir (104) .

Sandek ve ark. 2007 yilinda KKY’de inflamasyon ile mikrobiyota iliskisini arastirdiklar
calisamada, KKY’li hastalarin bagirsak duvarinda bakteri konsantrasyonunun ve mukozal
biyofilmde cesitliligin artigin1 saptamislardir. Ek olarak, laktuloz- mannitol testi ile bagirsak
gecirgenliginin artigini da gostermislerdir (54).

Kronik kalp yetersizligi hastalarinda patojenik bagirsak florasinin ve bagirsak gegirgenliginin
varligin1 ve bunlarin hastalik siddeti, venéz konjesyon ve enflamasyonla iligkisini aragtiran bir
calismada, ozellikle NYHA smif 3-4 olan KKY hastalarinda Shigella, Salmonella, Yersinia
enterolytica ve Candida tiirleri ve Campylobacter dahil patojen bakterilerde belirgin artig
saptanmigtir. Ayrica seliiloz seker testi ile KKY hastalarinda artmis bagirsak gegirgenligi
gosterilmistir (105).

Mamic ve ark. 2012 yilinda yaptiklari ¢calismada benzer demografik 6zellik ve komorbiditelere
sahip KY tanisiyla taburcu edilen hastalarda KY’si olmayanlara kiyasla Clostridium difficile
enfeksiyon oranini daha yiiksek saptamislardir (106).

Kalp yetersizliginde intestinal mikrobiyotada spesifik degisiklikler olup olmadigini arastiran
bir ¢aligmada, iskemik dilate kardiyomiyopati tanisi olan 20 hastanin fekal 6rnekleri bakteriyel
16S rRNA geninin yiiksek verimli sekanslanmasi uygulanarak incelenmistir. Hasta grubunda
kontrol grubuna gore anlamli farklilagsma gosteren bakteriyel ¢esitlilikte azalma saptanmustir.
Hastalarda, aile diizeyinde Coriobacteriaceae, Erysipelotrichaceae ve Ruminococcaceae
diizeylerinde, cins diizeyinde ise Blautia, Collinsella, siniflandirilmamis Erysipelotrichaceae ve
siiflandirilmamis Ruminococaceae seviyelerinde azalma oldugu gosterilmistir (107).

Kalp yetersizliginde inflamasyon ve konjesyonun azalan bagirsak mikrobiyal cesitlilikle
iligkisini aragtiran ve 67 KKY hastasinin dahil edildigi bir ¢caligmada, artan alfa cesitliligi,
azalan IL-6, TNF-a ve CRP diizeyleri ile iliskili oldugu saptanmistir. Beta ¢esitliligi IL-6, TNF-
a ve CRP diizeyleri ile iliskili oldugu goriilmiistiir. Artan Faecalibacterium prausnitzii, azalmis

CRP, IL-6 ve TNF-a diizeyi ve Roseburia faecis, azalan CRP, IL-6, TNF- a, IL-10 ve ET-1
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diizeyi ve Cardiobacterrum genera, artmig CRP, IL-6, TNF- a diizeyleri ile iligkili oldugu
saptanmistir. Ayrica Desulfovibrio cinsindeki taxonlart igeren 50°den fazla taxon CD-146
diizeyi ile iliskili bulunmustur. Bu sonuglar KY’de inflamasyonun mikrobiyal cesitlilik ile
iligkili oldugunu gdstermektedir (108).

Mayerhofer CCK. ve arkadaglar1 yaptiklar1 bir ¢calismada; KY tanili stabil hastalarda, bagirsak
mikrobiyotasini hedefleyen ilaglarin sol ventrikiil fonksiyonlari, fonksiyonel kapasite, bagirsak
sizintis1 ve inflamasyon belirtegleri lizerindeki etkisini degerlendirmeyi amacglamislardir. Sol
ventrikiil ejeksiyon fraksiyonu <% 40 olan 150 KY’li hasta dahil etmislerdir. Hastalar
rifaximin tedavisi alan, Saccharomyces boulardii iceren probiyotik tedavisi alan ve kontrol
grubu seklinde 3 gruba ayirarak 3 ay boyunca gozlemlemislerdir. Primer sonlanim noktas1 sol
ventrikiil ejeksiyon fraksiyonundaki iyilesmedir. Calisma heniiz takip asamasinda olup 2019
yilt igerisinde sonuglarinin agiklanmasi beklenmektedir (109). Bu ¢alismanin, bagirsak
mikrobiyotasi, inflamasyon, metabolik bozukluklar ve kalp fonksiyonu arasindaki etkilesimin
daha iyi anlasilmasima katki saglayacagi diistiniilmektedir. Bu c¢alismanin sonuglart KY
hastalarinda yeni tedavi stratejilerinin gelistirilmesine onciiliikk edecegi diisiiniilmektedir.

On iki KKY ve 12 saglikli goniillii ile tasarlanan, KKY ’nin bagirsak mikrobiyotasi ile iligkisini
aragtiran bir ¢alismada, bireylerden alinan diski 6rneklerinden 16S rRNA gen dizilimi yapilarak
bagirsak mikrobiyotasindaki farkliliklar incelenmistir. Ayrica 60 yasindan kiicik 12 KKY
hastasinin bagirsak mikrobiyota kompozisyonunu, 60 yas ve istii 10 KKY hasta ile
karsilastirilmistir.  Yapilan UniFrac analiz sonucunda Eubacterium rectale ve Dorea
longicatena, KKY hastalarinin bagirsak mikrobiyotalarinda saglikli goniillillere gére daha az
miktarda bulunmustur. Daha gen¢ KKY hastalar1 ile karsilagtirldiginda, yash KKY
hastalarinda Bacteroidetes oranlarinda azalma ve daha fazla miktarda Proteobakteri
goriilmiistiir. Ayrica Faecalibacterium cinsi bakterilerin izlenmemis olup yash KKY
hastalarinin bagirsak mikrobiyatalarinda Lactobacillus daha fazla izlenmistir. Bu sonuclara
gore; KKY bagirsak disbiyozisi ile iligkilidir ve bu disbiyozis yasla degiskenlik gostermektedir
(110).

Biz de ¢alismamiza benzer demografik 6zelliklere sahip, akdeniz tipi diyet ile beslenen kronik
hastalik 0ykiisli olmayan, son iki ay icerisinde antibiyotik kullanmamis 19 KY hastasi ile 21
saglikli goniillii dahil ettik. Calismaya dahil edilen hasta ve kontrol grubunun biiyiik bir
cogunlugu koroner arter hastasiydi. Hasta grubunu farkli kilan tek ozellik, hastalarda KY
tanisinin  olmasiydi. Caligmamizda KY hastalarinin bagirsak mikrobiyotasini  normal

popiilasyonla karsilastirmadik. KY tanisi olanlari, koroner arter hastaligi1 olanlarla karsilastirdik
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ki KY’nin mikrobiyota zenginlik ve ¢esitliligine olan etkisini KAH’dan bagimsiz olarak
gbzlemlemeyi amagladik.

Alinan serum orneklerinden, Gal-3, IL-1B, IL-6, CRP, Endotoksin, LBP, TNF- a ve pBNP
diizeylerini arastirdik. Kontrol grubu ile karsilastirildiginda, hasta grubunda IL-1B, TNF- a ve
CRP diizeylerini anlamli olarak daha yiiksek saptadik. Ancak, iki grup arasinda mikrobiyota
cesitliligi ve zenginligi agisindan fark olmadigini gézlemledik.

Elde ettigimiz sonuclar, alfa cesitliligi etkilememektedir fakat hasta grubunun bagirsak
mikrobiyotasinda  farkliliklar  olduguna yonelik bulgular icermektedir. Bagirsak
mikrobiyotasinin kompozisyonunu, digki 6rneklerinden yiiksek verimli kiiltiirden bagimsiz 16S
rRNA gen dizilimi kullanarak analiz ettik. Bu teknik, gastrointestinal hastaliklar, obezite,
diabetes mellitus ve hipertansiyon gibi kardiyovaskiiler ve metabolik hastaliklar da dahil olmak
lizere bircok hastalikta mikrobiyal disbiyozisi ortaya koymustur. Calismamiz, bagirsak
disbiyozisin KY ile iligkili olduguna yonelik bulgular igermektedir.

Calismamizda, tiir diizeyinde Lactobacillus letivazi’yi hasta grubunda daha yiiksek saptadik.
Ancak, bu yiksekligin cins ve filum seviyesinde mikrobiyal cesitliligi ve zenginligi
etkilememektedir. Lactobacillus letivazi, Trifolium thalii bitkisinden izole edilen, firmicutes
subesine ait bir tiirdiir. Isvi¢re Federal Gida Arastirma Enstitiisii tarafindan tanimlanmis ve
JCL3994 adiyla gen bankasinda saklanmaktadir. Bugiline kadar yapilan birka¢ calismada
hayvanlarin gastrointestinal yolaginda bulundugu gosterilmistir. Ayrica kronik obstriiktif
akciger hastaliklar1 alevlenmeleri ile basvuran hastalardaki hava yolu mikrobiyotasinin
incelenmesi esnasinda saptanmistir (111). Ancak mevcut literatiir verilerinde Lactobacillus
letivazi’nin fonksiyonlar1 hakkinda net bir bilgi yoktur.

Cins diizeyinde ise Enterokok hasta grubunda daha yiiksek saptanmistir. Ancak, bu yiiksekligin
tiir ve filum seviyesinde mikrobiyal ¢esitliligi ve zenginligi etkilememektedir. Enterokoklar,
gram pozitif koklardir. Birkag istisna disinda aerobik veya fakiiltatif anaerob ve katalaz negatif
bakterilerdir. insan normal gastrointestinal flora iiyesi olan enterokoklarin agiz boslugu, safra
yolar1 ve genitoiiriner sistemde kolonize olduklar1 bilinmektedir. Immunsupresif hastalarda,
hastanede uzun siire yatan hastalarda ve antibiyotik kullanimi sonrasi enterokok
infeksiyonlarinda artig goriilmektedir (112).

Yukarida anlatilan 6rnek calismalarda enterokok diizeyi, koroner arter hastaliginda azalirken,
KY’de artan ALT diizeyi ile korelasyon gostermistir. Bizim de elde ettigimiz sonuglar literatiir

verilerine benzerdir. Ancak, bu mikroorganizmalarin hem koroner arter hastaligi hem de KY’si
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olan grupta yiiksek iken sadece koroner arter hastalig1 olan grupta diisiik olmas1 neden mi yoksa
sonu¢ mu oldugu net degildir.

Calismamizin kisithliklari; oncelikle az sayida hastayi igeren tek merkezli bir calismaydi.
Ikincil olarak, mikrobiyata iizerine etkisi olabilecek diger faktorlerin etkisini miimkiin
oldugunca azaltmak i¢in ¢alismanin diglama kriterleri genis tutulmustur. Bunun sonucunda
hasta grubunda kan inflamatuvar marker seviyelerinden de goriilebilecegi iizere inflamasyon
diizeyi gorece diistiktiir. Benzer sekilde, dekompanze hastalarin ve yatan hastalarin dislanmasi
da daha stabil hasta gruplarinin olugsmasina neden olmustur. Bu durum gruplar arasindaki farkin
azalmasina yol agmis olabilir.

Uciincii  olarak, ardisik hasta alim, erkek hastalarin gruplarda belirgin ¢oklugu ile
sonu¢lanmistir. Bu durum, erkek popiilasyonda bu hastaliklarin daha sik goriilmesiyle
aciklanabilir. Ornegin, kadinlarda KAH gruplarinin diisiik olmas1 ve KKY nedenleri arasinda
kapak hastalig1 gibi diger nedenlerin belirgin yiiksekligi bu sonuca yol agmis olabilir. Son
olarak, gruplarin diyet aligkanliklar1 objektif olarak degerlendirilmemistir.

Sonug olarak, bu ¢aligmada iskemik KY’li hastalara gore bagirsak mikrobiyota cesitliliginde
fark gozlenmese de, iki grup arasinda mikrobiyal farkliliklar tespit edilmistir. Elde ettigimiz
sonuclarin, KY patofizyolojisinin anlasilmasina katki saglayacagini diisiiniiyoruz. Ancak, elde
edilen veriler prospektif ya da nedensellik arastiran ileri c¢aligmalar ile desteklenmesi

gerekmektedir.
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