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SIMGELER VE KISALTMALAR

EF: Ejeksiyon Fraksiyonu

KY: Kalp Yetmezligi
DNA: Deoksiribo Niikleik Asit

mtDNA: mitokondriyal DNA

ATP: Adenozin Trifosfat

CO: Sitokrom C Oksidaz

ND: NADH Dehidrogenaz

RNA: Ribo Niikleik Asit

tRNA: tasiyic1 RNA

DEF-KY: Diisiik Ejeksiyon Fraksiyonlu Kalp Yetmezligi
ODEF-KY: Orta Diizey Ejeksiyon Fraksiyonlu Kalp Yetmezligi
KEF-KY: Korunmus Ejeksiyon Fraksiyonlu Kalp Yetmezligi
SV: Sol Ventrikiil

MI: Miyokard Infarktiisii

KAH: Koroner Arter Hastaligi

AF: Atriyal Fibrilasyon

LBBB: Sol Dal Blogu

BNP: B tipi Natritiretik Peptit

NT-proBNP: N-Terminal pro B tipi Natritiretik Peptit
EKG: Elektrokardiyogram

AV: Atriyoventikiiler

KMR: Kardiyak Manyetik Rezonans

ADP: Adenozin Difosfat

Pi: Fosfat

be¢: baz cifti

H: agir

L: hafif

rRNA: ribozomal RNA



D-loop: Displacement loop

mRNA: Messenger RNA

C: Sitozin

CH3: Metil grubu

Sm-C: 5-metil sitozin

DNMT: DNA Metil Transferazlar
SAM: S-Adenozil-L Metiyonin

G: Guanin

CpG: Sitozin-fosfat-Guanin

PZR: Polimeraz Zincir Reaksiyonu
PCR: Polimeraz Zincir Reaksiyonu
GZ-PZR: Gergek zamanli polimeraz zincir reaksiyonu
MSP: Metilasyon-Spesifik PZR

ml: mililitre

ACD-B: Acid Citrate Dextrose
d-NTP: deoksiniikleotid

EDTA: EtilenDiamin Tetraasetik Asit
MgCl2: Magnezyum klorid

mM: milimol

HCL: Hidroklorik asit

STE: Sodyum Kloriir-Tris. HCI-EDTA
nm: nanometre

png: mikrogram

0.Y.: Optik Yogunluk

TBE: Tris-Borat-EDTA

MD: Mikro Dalga

UV: UltraViyole

pl: mikrolitre

cm: santimetre
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mm: milimetre

ng: nanogram

pmol: pikomol

ark.: arkadaslari

ALS: Amyotrofik Lateral Skleroz

KVH: Kardiyovaskiiler Hastaliklar

MELAS: Myoklonus Epilepsi Laktik Asidoz inme
AKY: Akut Kalp Yetmezligi
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Sekil 7

Sekil 8

Sekil 9
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Sekil 11

SEKILLER DIiZiNi

Okaryotik hiicrelerde mitokondrinin yapisi

Insan mtDNA yapisi

Mitochondrial DNA

Elekroforezde %?2'lik agaroz jel’de 90 volt’ta 30 dakika yiiriitiilen
DNA o6rneklerinin goériiniimii.

MtDNA ATP-6: Metilasyon Spesifik PCR DNA Dizi Analizi
sonucu. Hasta ve kontrol gruplarinda metile olmamis niikleotid
saptanmamuistir.
MtDNA ATP-8: Metilasyon Spesifik PCR DNA Dizi Analizi
sonucu. Hasta ve kontrol gruplarinda metile olmamis niikleotid
saptanmamistir.
MT-TLI1: Metilasyon Spesifik PCR DNA Dizi Analizi sonucu.
Hasta ve kontrol gruplarinda metile olmamis niikleotid
saptanmamuistir.
MT-NDS5: Metilasyon Spesifik PCR DNA Dizi Analizi sonucu.
Hasta ve kontrol gruplarinda metile olmamis niikleotid
saptanmamistir.
MT-CO1: Metilasyon Spesifik PCR DNA Dizi Analizi sonucu.
Hasta ve kontrol gruplarinda metile olmamis niikleotid
saptanmamuistir.
MT-CO2: Metilasyon Spesifik PCR DNA Dizi Analizi sonucu.
Hasta ve kontrol gruplarinda metile olmamis niikleotid
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Hasta ve kontrol gruplarinda metile olmamis niikleotid
saptanmamustir.
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OZET

ISKEMIK VE NON-iSKEMIK KALP YETMEZLIGINDE PERIFERIK KAN
PLATELET METILASYON PROFILININ BELIRLENMESI

DR. VILDAN OZCAKIR SENDUR

Kalp yetmezligi, sik bagvuru gerektiren kronik bir hastaliktir ve mortalitesinin
yiiksek olmasi nedeniyle son yillarda genetik arastirmalarina agirlik verilmistir.
Bilindigi gibi trombositler, kardiyovaskiiler hastaliklarin etyolojisinde dnemli bir rol
oynamaktadir. Mitokondri ise trombositlerin enerji kaynagi ve mtDNA da
trombositlerin sahip oldugu tek genomik materyaldir. Kardiyovaskiiler hastaliklarin
etyolojisinde, epigenetik faktorlerle ilgili birgok c¢alisma yapilmistir. MtDNA
metilasyonu ise bu alanda daha yeni ve arastirilma asamasinda olan bir konudur. Bir
calismada hipertansiyon, ateroskleroz gibi kardiyovaskiiler hastaliklar1 olan
bireylerde, kontrol grubuna gore, mtDNA’nin bazi gen bdlgelerinde anlaml
metilasyon artis1 izlenmistir. Biz ise ¢alismamizda, trombositlerdeki mtDNA’nin
artmig metilasyonunun, iskemik veya non-iskemik kalp yetmezligi etyolojisinde
tanisal bir biyobelirte¢ olarak kullanilip kullanilamayacagini arastirmay1 amagladik.
Trombositlerdeki mtDNA metilasyon analizi, mtDNA’nin ATP sentezi ile
iliskisinden faydalanilarak yapilmistir. Bu baglamda analizi yapilan genler; sitokrom
¢ oksidaz (CO), ATP sentaz, NADH dehidrogenaz (ND) ve tasiyict RNA (tRNA)
l6sin 1’dir. Calisma, Mart 2017 — Mart 2018 tarihleri arasinda Pamukkale
Universitesi Hastanesi Kardiyoloji klinigine basvuran, ekokardiyografide simpson
metodu ile yapilan dl¢limlerde ejeksiyon fraksiyonu (EF) % 40 ve altinda olan 55
kalp yetmezligi hastas1 ve 30 saglikli birey ile gerceklestirilmistir. 55 kalp yetmezligi
hastasi, yapilan koroner anjiografi sonrasinda iskemik ve non-iskemik kalp
yetmezligi olarak 2 gruba ayrilmistir. 30 hasta iskemik kalp yetmezligi grubunda, 25
hasta non-iskemik kalp yetmezligi grubunda yer almistir. Calismamizda, Metilasyon
Spesifik PCR DNA Dizi Analizinde, hem iskemik ve non-iskemik hasta gruplarinda
hem de kontrol grubunda, CO-1,2,3, tRNA losin 1, ATP 6-8 ve ND5 gen

bolgelerinde metilasyon saptanmamustir. Calismamizin  sonucuna gore kalp



yetmezligi ile trombosit mtDNA metilasyonu arasinda bir iligki yoktur.
Trombositlerdeki mtDNA metilasyon profilinin, iskemik ve non-iskemik kalp
yetmezligi  etyolojisinde  tamisal ~ bir  biyobelirteg  olarak  kullanilip

kullanilamayacaginin anlasilmasi i¢in daha fazla ¢calismaya ihtiyag¢ vardir.

Anahtar Kelimeler: Kalp yetmezligi, trombosit, mitokondriyal DNA
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SUMMARY

THE DETERMINATION OF PERIPHERAL BLOOD PLATELET
METHYLATION PROFILE AT ISCHEMIC AND NON-ISCHEMIC HEART
FAILURE

DR. VILDAN OZCAKIR SENDUR

Heart failure is a chronic disease requiring frequent referral and genetic researches
have been emphasized in recent years due to its high mortality. As is known,
platelets play an important role in the etiology of cardiovascular diseases.
Mitochondria is the energy source of platelets and mtDNA is the only genomic
material that platelets have. In the etiology of cardiovascular diseases, numerous
studies have been conducted regarding the epigenetic factors. MtDNA methylation is
a more recent subject that is under investigation. In one study, significant increase in
methylation is observed in some gene regions of mtDNA in the individuals with
cardiovascular diseases such as hypertension, atherosclerosis, when compared to the
control group. In the present study, it is aimed to investigate whether increased
methylation of mtDNA in the platelets can be used as a diagnostic biomarker in the
etiology of ischemic or non-ischemic heart failure. mtDNA methylation analysis in
the platelets is conducted by benefiting from the correlation of mtDNA with the ATP
synthesis. Thus, the genes analysed are cytochrome c oxydase (CO), ATP synthase,
NADH dehydrogenase (ND) and carrier RNA (tRNA) leucine 1. The study is
conducted with 55 patients with heart failure having 40% or less ejection fraction
(EF) in the measurements performed by the simpson method in ecocardiography who
had applied to the Department of Cardiology of Pamukkale University between
March 2017 and March 2018, and with 30 healthy individuals. 55 patients with heart
failure are divided in 2 groups after the coronary angiography, as ischemic and non-
ischemic heart failure groups. 30 patients are present in the ischemic heart failure
group and 25 patients are in the non- ischemic heart failure group. In the present

study, in the methylation-specific PCR DNA Sequence Analysis, no methylation is
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observed in both ischemic and non-ischemic patient groups and in the control group
in the CO-1,2,3, tRNA leucine 1, ATP 6-8 and ND5 gene regions. According to the
results of the study, there is no correlation between heart failure and platelet mtDNA
methylation. Further studies are needed to understand whether the mtDNA
methylation profile in platelets can be used as a diagnostic biomarker in the etiology

of ischemic and non-ischemic heart failure.

Keywords: Heart failure, platelet, mitochondrial DNA
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1.GIRIS-AMAC

Kalp yetmezligi (KY), kalpteki yapisal veya islevsel bozukluk sonucu, kalp
debisinde azalma veya kalp basin¢larinda yiikselme olusturan, hastalarda nefes
darlig1, bacaklarda sislik, halsizlik gibi tipik belirtilerin ve bazen de beraberinde
artmis juguler ven basinci, akcigerde krepitasyon, periferik ddem gibi bulgularin
goriilebildigi klinik bir sendromdur. Kalp yetmezligi tanimi, sol ventrikiil ejeksiyon
fraksiyonu (EF) %40’1n altinda olan diisiik ejeksiyon fraksiyonlu kalp yetmezligi,
%40-49 arasinda olan orta diizey EF’lu kalp yetmezligi, %50 ve iizerinde olan

korunmus ejeksiyon fraksiyonlu kalp yetmezligi olarak 3 gruba ayrilir (1).

Kalp yetmezligi, tan1 ve tedavisinde gelismeler olmasina karsin, akut koroner
sendrom sonrasi iyilesen hasta sayisinin artmasi ve dolayisiyla yash popiilasyonun da
artmast sebebiyle gilin gectikce artan Onemli bir kardiyovaskiiler mortalite ve
morbidite sebebidir (2). Kalp yetmezliginin genel niifusta prevalansi %0.3-2 arasinda
degismekle birlikte, >65 yas bu rakam %3-5’lere, >75 yas ise %25’lere varmaktadir
(3-7). On yilda kalp yetmezliginden 6liim oran1 % 40, 15 yilda % 56' dir. Ciddi kalp
yetmezligi olan kisilerdeki 6liim orani ise bir yilda % 40- 70 gibi oldukc¢a yiiksektir
(8). Yas1 65'den fazla olan hastalarin tlicte biri 3 ay i¢inde kalp yetmezligi nedeniyle
hastaneye tekrar gelmekte ve neredeyse yarist 6 ay i¢inde yeniden hastaneye giris

yapmaktadir (9-11).

Kalp yetmezligi, sik bagvuru gerektiren kronik ve mortalitesi yiiksek bir
hastaliktir. Bu nedenle son yillarda genetik arastirmalarina agirlik verilmistir.
Bilindigi gibi trombositler, kardiyovaskiiler hastaliklarin etyolojisinde, ateroskleroz
patogenezinde ve akut trombotik olaylarin gelisiminde 6nemli rol oynamaktadir.
Ayrica mitokondri de kalbin fonksiyonlarini devam ettirebilmesinde kritik bir role
sahiptir. Trombositler kendi niikleusundan yoksun olup genomik materyal olarak
sadece mitokondriyal genoma sahiptirler. Bundan dolayi, trombositlerdeki

mitokondriyal genlerin epigenetik regiilasyonu arastirmalarin ilgi odagi olmustur.

DNA (Deoksiribo Niikleik Asit) metilasyonu gen ifadesini degistirerek hiicre
fonksiyonlarin1 degistiren epigenetik bir olaydir. Epigenetik, genetik kodun
fonksiyonel modifikasyonudur. Epigenetik degisiklikler, gen ifadesini degistirerek,



hastaliklarin gelisiminde etkin rol oynayabilir ve yeni tedavi segenekleri i¢cin hedef

belirlemede yol gosterebilir (12).

Daha oOnce yapilan bazi1 calismalarda, niikleer DNA metilasyonu ile
kardiyovaskiiler hastaliklar arasinda net bir iliski bulunamamigstir (13). MtDNA
(mitokondriyal DNA) ile yapilan ¢aligmalarda ise mtDNA kopya sayisindaki
azalmanin kalp yetmezligi i¢in bagimsiz bir risk faktorii oldugu ve kalp yetmezligi
olan hastalarda kardiyovaskiiler mortaliteyi arttirdigi gosterilmistir (12). Diger bir
calismada ise otofajiden kagan mtDNA’ nin miyokardit ve dilate kardiyomiyopati ile
iligkili oldugu, ayrica mtDNA varyantlarinin inflamasyon, anjiogenez ve
sinyalizasyon genlerinin metilasyonuna aracilik ettigi gosterilmistir (14,15). Yapilan
bazi arastirmalarda ise, trombosit mtDNA’sinda epigenetik regiilasyonlarin
kardiyovaskiiler hastaliklarda rolii oldugu ve mtDNA metilasyonunun
kardiyovaskiiler hastaliklar i¢in tanisal bir biyomarker olabilecegi belirtilmistir.
Ancak mtDNA metilasyon seviyesi niikleer DNA’ninkinden ¢ok daha az oldugu igin
mtDNA metilasyonu ile ilgili bir¢ok husus hala belirsizdir (16,17).

Biz c¢alismamizda, trombositlerdeki mtDNA’nin artmis metilasyonunun,
iskemik veya non-iskemik kalp yetmezligi etyolojisinde tanisal bir biyobelirteg
olarak kullanilip kullanilamayacagini arastirmayr amagladik. Trombositlerdeki
mtDNA metilasyon analizi, mtDNA’nin ATP (adenozin trifosfat) sentezi ile
iligkisinden faydalanilarak yapilmigtir. Bu baglamda analizi yapilan genler; sitokrom
¢ oksidaz (CO), ATP sentaz, NADH dehidrogenaz (ND) ve tRNA (tasiyic1 Ribo
Niikleik Asit) 16sin 1’dir.



2.GENEL BIiLGILER
2.1. KALP YETMEZLIiGi

2.1.1 Tanim

Kalp yetmezligi (KY), kalpteki yapisal veya islevsel bozukluk sonucu, kalp
debisinde azalma veya kalp basinglarinda yiikselme olusturan, hastalarda nefes
darlig1, bacaklarda sislik, halsizlik gibi tipik belirtilerin ve bazen de beraberinde
artmis juguler ven basinci, akcigerde krepitasyon, periferik 6dem gibi bulgularin
goriilebildigi klinik bir sendromdur. Kalp yetmezIligi tanimi, sol ventrikiil ejeksiyon
fraksiyonu (EF) %40’ altinda olan diisiik ejeksiyon fraksiyonlu kalp yetmezligi
(DEF-KY), %40-49 arasinda olan orta diizey EF’lu kalp yetmezligi (ODEF-KY)
%350 ve lizerinde olan korunmus ejeksiyon fraksiyonlu kalp yetmezligi (KEF-KY)
olarak 3 gruba ayrilir (1).

Kalp yetmezIligi i¢in tek bir tanisal test yoktur, tan1 biiyiikk oranda kliniktir;
dikkatli anamnez alimi ve fiziksel muayeneye dayanir. Kalp yetmezligi, kendini
siklikla dispne ve yorgunluk olarak gosterir ki bu durum efor kapasitesini azaltir. Sivi
retansiyonu da sik goriilen klinik tablolardan biridir, bu durum da pulmoner ve/veya
periferal 6deme yol acabilir. Kalp yetmezligine sebep olan kardiyak nedenin
gosterilmesi onemlidir. En sik sebebi iskemik kalp yetmezligidir. Miyokardit, kalp
kapak hastaliklari, perikard patolojileri, kalp ritm ve ileti anormallikleri de KY’ ne
neden olabilmektedir. Sebep olan kardiyak patolojinin belirlenmesi dogru tedavi

acisindan da biiyiik 6nem tasir (18).

Kalp yetmezligi olan hastalarin siniflandirilmasinda; hastalarin komorbid
durumlarinin, prognozlarinin ve tedavi yanitlariin ayrimi i¢in ve c¢ogu klinik
calismada hasta se¢imi EF’ye baglh oldugu i¢in, kalp yetmezliginde EF 6nemli bir
yer almaktadir (19). EF degerleri, goriintiileme teknigine, analiz metoduna ve
operatore bagimhdir. Diger taraftan, daha hassas yontemlerle sistolik islev dl¢iimii,
korunmus ve normal EF degeri olan hastalarda anormallikler gosterebilir, bu ylizden
korunmus ya da azalmis sistolik iglev terimi yerine korunmus ya da azalmig EF
terimi tercih edilmektedir. Cogu hastada, EF’den bagimsiz olarak sistolik ve diastolik

disfonksiyon beraber goriiliir (20,21).



2.1.2.Kalp Yetmezligi Siniflandirmasi
New York Kalp Cemiyeti islevsel siniflamasi (Tablo 1)

Tablo 1. Semptomlarin ciddiyetini ve fiziksel aktiviteyi temel alan New York

Kalp Cemiyeti islevsel siniflamasi

SINIF | Fiziksel aktivite kisitlanmasi yoktur.
Olagan fiziksel etkinlik, beklenenin
iizerinde nefes darligi, halsizlik ya da
carpintiya yol agmaz.

SINIF Il Hafif fiziksel etkinlik kisitlanmast
mevcuttur. Dinlenme sirasinda rahattir,
ancak olagan fiziksel aktivite
beklenenin lizerinde nefes darligi,
halsizlik ya da carpintiya yol acgar.

SINIF I Belirgin fiziksel etkinlik kisitlanmasi
vardir. Dinlenme sirasinda rahattir,
ancak olagan diizeyin altinda fiziksel
aktivite nefes darlig1, halsizlik ya da
carpintiya yol acar.

SINIF IV Rahatsizlik duymadan herhangi bir
fiziksel etkinlik siirdiiriilemez.
Dinlenme sirasinda belirtiler olabilir.
Herhangi bir fiziksel aktivite yapilmasi
durumunda rahatsizlik artar.

Akut ve kronik kalp yetersizligi tan1 ve tedavisine yonelik 2012 ESC kilavuzu



Amerikan Kardiyoloji Koleji / Amerikan Kalp Cemiyeti evreleme sistemi

Evre A: Yapisal kalp hastalig1 olmayan, kalp yetersizligi gelismesi a¢isindan
yuksek riskli hastalardir. Bu hastalarda kalp yetmezliginin isaret ve semptomlari
yoktur. Ornegin; sistemik hipertansiyon, koroner arter hastaligi, diabetes mellitus.

Evre B: Yapisal kalp hastalig1 olan ancak heniiz kalp yetmezligi semptomlari
gelismemis hastalardir. Bu hastalarda kalp yetmezligi gelisme olasilig1 yiiksektir.
Kalp yetmezliginin isaret ve semptomlar: yoktur. Ornegin; sol ventrikiil (SV)
hipertrofisi, biliyiik dilate ventrikiiller, kapak hastalig1, ge¢irilmis miyokard infarktiisii
(MI).

Evre C: Altta yatan yapisal kalp hastaligi ile iligkili simdi veya ge¢cmiste kalp
yetmezligi semptomlari olan hastalardir.

Evre D: Optimal tedaviye ragmen kalp yetmezliginin belirgin semptomlar1
olan hastalardir. Bu hastalar &zel ileri tedavilere ihtiyag duyarlar. Ornegin;
Hastaneden giivenle taburcu edilemeyen, devamli hastane bakimi gerektiren,
hastanede kalp nakli bekleyen, semptomlarin rahatlamasi i¢in evde devamli
intravenoz ila¢ tedavisi alan hastalar veya mekanik dolasim destegi alan hastalardir

(22).

2.1.3.Etiyoloji

Kalp yetmezligi; iskemik, infektif, inflamatuar, immiin, endokrin, metabolik,
genetik ve neoplastik nedenlere bagl ya da kalbin yetersiz gelisiminden veya gebelik
kaynakli da olabilir. Kronik KY, miyokardiyal disfonksiyon, aritmi, kapak
hastaliklar1 veya perikard hastaliklarina bagl olabilir. Akut sol KY’nin en yaygin
sebebi akut MI’diir. Hipertansiyon ve diyabet olasilikla pek c¢ok olguda katkida
bulunan etmenler olsa da, koroner arter hastaligi (KAH) sistolik KY olgularinin
yaklagik Tticte ikisinin nedenidir. Sistolik KY’nin gecirilmis viral enfeksiyonlar
(teshis edilebilmis veya edilememis), alkoliin kdotiiye kullanimi, kemoterapi (6rn.
doksorubisin veya trastuzumab) ve ‘idiyopatik’ dilate kardiyomiyopati gibi bagka

pek cok sebebi vardir (18).



2.1.4.Epidemiyoloji

Niifusun yaslanmasi, koroner olay gelisen hastalarda sagkalimi uzatmada elde
edilen basarilar ve yiiksek risk grubundaki kisilerde ikincil koruma ile koroner
olaylar1 ertelemede kaydedilen basarilar nedeniyle KY prevalansi yiikselmektedir
(4). Gelismis iilkelerde erigskin toplumun yaklasik %1-2’ sinde K'Y’ ne rastlanmakta,
KY prevalansi 70 yas ve iizerindeki bireylerde > %10’e kadar yiikselmektedir. KY”
nin pek cok nedeni vardir ve nedenler diinyanin farkli bolgelerinde degisiklikler
gosterir. KY hastalarinin en az yarisinda EF disiiktiir (23). On yilda kalp
yetmezliginden Olim orani % 40, 15 yilda % 56' dir. Ciddi kalp yetmezligi olan
kisilerde 6liim orani ise bir yilda % 40- 70 gibi olduke¢a yiiksek bir orandadir (8).
Yas1 65'den fazla olan hastalarin {i¢te biri {i¢ ay i¢inde kalp yetmezligi nedeniyle
hastaneye tekrar gelmekte ve hemen hemen yaris1 6 ay i¢inde yeniden hastaneye giris

yapmaktadir (9-11).

Erkeklerde koroner arter hastaligi daha erken yaslarda goriilmesi sebebiyle
geng yas gruplarinda KY erkeklerde daha siktir ancak, yaslilarda her iki cinsiyetteki
prevalans esitlenmektedir. Korunmus ejeksiyon fraksiyonlu kalp yetmezligi, diisiik
ejeksiyon fraksiyonlu kalp yetmezligine goére daha farkli epidemiyolojik goriiniis
sergilemektedir. KEF-KY’li hastalar, DEF-KY hastalarina gére daha yaslh, siklikla
kadin cinsiyette ve daha kilolu hastalardir. Bu grup hastada koroner kalp hastaligina
daha az, hipertansiyon ve atriyal fibrilasyona ise daha sik rastlanmaktadir. KEF-KY
hastalarinin prognozu DEF-KY hastalalarina gore daha iyidir (24).

Tedavide modern ¢agin basladigr 1990’11 yillardan evvel, hastalarin %60-70’1
tan1 konduktan sonra 5 yil i¢inde 6lmekte ve pek ¢ok iilkede, kotiilesen belirtilerle
hastane bagvurulari, epidemiler halinde, sik ve tekrarlayici nitelikte seyretmekteydi.
Etkili tedaviler bu iki sonucu da iyilestirmig, son yillarda hastaneye yatislarda %30-
50 oraninda, mortalitede ise daha kii¢iik ancak anlamli oranda goreceli bir azalma

saglanmistir (25-27).



2.1.5.Patofizyoloji

Kalp yetmezligi patogenezinin, basit ve tek bir model ile agiklanamayacagi,
baslangictaki tetikleyici olay1r takiben norohormonal aktivasyon ve ventrikiiliin
yeniden sekillenmesinin, kalp yetmezliginin progresyonunu belirleyen baslica olaylar
oldugu bilinmektedir. KY, kalbin pompalama kapasitesinde azalmaya veya bu
pompa fonksiyonunu korumak i¢in diyastolik basincini artirmak zorunda kalmasina
sebep olan tetikleyici bir olay ile baslar. Baslica tetikleyici ii¢ faktor vardir. Bunlar
intrensek miyokard hasari, sol ventrikiil lizerinde basing ve voliim yiiklenmesi, son
olarak da perikardiyal restriktif hastaliklar, yliksek debili hastaliklar gibi ekstrensek
sebeplerdir (28).

SV sistolik islev bozuklugu olan hastalarda, miyokart hasar1 (6rnegin miyokart
enfarktiisii) sonrast geriye kalan miyositlerde ve ekstraseliiler matrikste maladaptif
degisiklikler gozlenir. Ventrikiilde genisleme ile patolojik yeniden sekillenme

(remodeling) ve kasilmanin azalmasi (diisik EF) bu degisikliklerin sonuglaridir

(29,30).

Tedavi edilmemis sistolik islev bozuklugunun karakteristik 6zelligi sol
ventrikiil genislemesinde artis ve EF’de diislistlir. Bu olumsuz ilerlemeden iki farkli
mekanizmanin sorumlu oldugu diisiiniilmektedir. Birincisi, ilave miyosit Sliimiine
yol acacak yeni olaylarin gelismesidir (6rnegin tekrarlayan miyokart enfarktiisii).
Digeri ise, sistolik islevlerdeki azalmanin tetikledigi, ozellikle nérohumoral
aktivasyon gibi, sistemik yanitlardir. KY’de aktive olan iki anahtar nérohumoral
sistem, renin-anjiyotensin-aldosteron sistemi ve sempatik sinir sistemidir. Bu
sistemik yanitlar, yeni miyokart hasarina ek olarak, damarlara, bobreklere, kaslara,
kemik iligine, akcigerlere ve karacigere de zarar verirler ve miyokardin elektriksel
stabilitesinin bozulmasinin da dahil oldugu KY ile iligkili pek ¢ok klinik durumdan
sorumlu olan patofizyolojik kisir dongiiyli olustururlar. Bu iki anahtar siirecin
engellenmesi, KY’ nin etkili tedavilerinden c¢ogunun temelini olusturur (29-30).
Klinik olarak sozii edilen degisiklikler, islevsel kapasiteyi ve yasam kalitesini
kotiilestirir, hastane bagvurusu gerektiren dekompansasyon ataklarina yol agar ve
genellikle pompa yetersizligi veya ventrikiiler aritmiler nedeniyle erken Oliimlere

sebep olur. KY hastalarinin sinirh kardiyak rezervi, ayni zamanda atriyumlarin



kasilmasina, sol ventrikiiliin es zamanl (senkron) olarak kasilmasina ve sag ile sol
ventrikiil arasindaki iliskiye baglidir. Bunlardan herhangi birini etkileyen olaylar,
Ornegin atriyal fibrilasyon (AF) gelisimi, sol dal blogu (LBBB) gibi ileti bozukluklar
veya anemi gibi kalbe ek hemodinamik yiik bindiren durumlar akut dekompansasyon

ataklarina neden olabilmektedir (31).

2.1.6.Belirti ve bulgular

KY klinik bulgular1 genellikle sodyum ve su tutulumuna baghdir, bu nedenle
ozgiil degildir ve KY ile diger sorunlar arasinda ayirict tan1 yapmak kolay
olmayabilir. Ornegin periferik 6demin kardiyak sebepler disinda birgok nedeni
vardir. KY i¢in ortopne, paroksismal nokturnal dispne gibi daha 6zgiil olan belirtiler
KY’nin erken evrelerinde daha az siklikta goriiliir. Sodyum ve su tutulumundan
kaynaklanan bulgular diiiretik tedavi ile hizla gerileyeceginden bu tedaviyi almakta
olan hastalarda KY tanisim1 koymak daha zor olabilir. Juguler ven basinci artis1 ve
kalp tepe vurusunun sola kaymasi gibi daha 6zgiil bulgular1 tespit etmek de daha
zordur (32-36). Ayrica obez bireylerde, yaghilarda ve kronik akciger hastaligi
olanlarda, belirti ve bulgularin saptanmasina yonelik ileri tetkikler gerekebilir (37-

39).

2.1.7.Temel baslangic incelemeleri
Rutin laboratuvar testleri

Glukoz, sodyum, potasyum, kreatinin/hesaplanmis glomerul filtrasyon hizi,
karaciger fonksiyon testleri, tiroid fonksiyon testleri, albiimin gibi biyokimyasal
parametreler ve tam kan sayimi ayirici tan1 ve tedavi sekillenmesi agisindan onem
tagir. Tedavi Oncesi kontrolii kadar, tedavi sonrasi izlemde de biyokimyasal tetkikler
Oonemlidir. Renin-anjiyotensin-aldosteron sistemi blokerleri, diiiretikler, steroid
olmayan antiinflamatuar ila¢ kullaniminda, ishal, kusma gibi sivi ve elektrolit

kaybina yol agan hastaliklar oldugunda biyokimyasal izlem yine 6nem tasir (31).



Natriiiretik peptitler

KY belirti ve bulgularinin 6zgiil olmamasi nedeniyle, KY siiphesi ile
ekokardiyografiye yonlendirilen pek ¢ok hastada onemli bir kardiyak bozukluk
saptanmamaktadir. ~ Ekokardiyografinin  tamida  yeterli = olmadigi  veya
ekokardiyografiye ulasilabilirligin kisithh oldugu durumlarda, tanida bir alternatif
yaklagim, herhangi bir kalp boslugundaki yiik arttiginda, yliksek miktarlarda
salgilanan bir hormon ailesi olan natriliretik peptitlerin kan konsantrasyonunu
Olcmektir. Fakat natriliretik peptitlerin, pulmoner emboli, bobrek yetersizligi gibi
durumlarda da artabilecegi akilda tutulmalidir. Tedavi almamis hastalarda normal
natriliretik peptit seviyeleri KY'™i hemen hemen dislar ve ekokardiyografi
yapilmasia gerek kalmayabilir (40-43). Ayrica natriiiretik peptit seviyeleri yasla
birlikte artar, obez kisilerde de diisiikk olabilir (39). Cok sayida calisma en sik
kullanilan iki natriiiretik peptit tipi (B tipi natriiiretik peptit (BNP) ve N-terminal pro
B tipi natritiretik peptit (NT-proBNP)) icin, KY’yi dislayan esik degerleri
arastirmigtir. Akut baglangicli veya durumu kotiilesen hastalarda, en uygun dislama
kestirim degeri, NT-proBNP i¢cin 300 pg/mL ve BNP i¢in 100 pg/mL’dir. Akut
olmayan durumlarda uygun dislayici kestirim degeri NT-proBNP i¢in 125 pg/mL ve
BNP i¢in 35 pg/mL’dir. Akut olmayan hastalarda BNP ve NT-proBNP’nin KY
tanisinda duyarhilig1 ve 6zgiilliigii daha diisiiktiir (44-51).

Elektrokardiyogram (EKG)

Sol ventrikiil hipertrofisi, AV blok, gecirilmis 6n yiiz MI, LBBB, AF siklikla
kalp yetmezliginde gozlenen anormal EKG bulgularidir. EKG, KY hastalarinda
prognoz hakkinda bilgi verebilir(52,53).

Ekokardiyografi

Kalbin anatomisi, sol ve sag ventrikiil fonksiyonlari, kapak fonksiyonlari,
pulmoner arter basinci, perikard hastaliklar1 gibi birgok kardiyak patoloji hakkinda
hizli bilgiler verir. Bu bilgiler, uygun tedaviye karar vermede kritik 6neme sahiptir,
ornegin ciddi kapak hastaliklarinda cerrahi tedavi gibi. Sol ventikiil EF’u, hacimlere,
on yiike, art yiike, kalp hizina ve kapak islevlerine bagli oldugu icin atim hacmi ile

ayni anlama gelmez. Atim hacmi, KEF-KY hastalarinda ve SV konsantrik



hipertrofisinde azalabilirken, DEF-KY hastalarinda SV genislemesine bagli olarak
korunabilir. Belirgin mitral yetersizligi olan hastalarda EF korunabilirken, atim
hacmi azalabilir. Bu ylizden EF klinik olarak yorumlanmalidir. EF’yi 6lgmede
onerilen ekokardiyografik yontem apikal biplan diskler yontemi yani modifiye

Simpson yontemidir (54-63).
Transozofajiyal ekokardiyografi

Obezite, kronik akciger hastaligi, ventilatérdeki hastalar gibi transtorasik
ultrason penceresinin yetersiz oldugu durumlar diginda rutin tanisal degerlendirmede
gerekli degildir. Ozellikle mitral kapak hastaliklari ve protez kapaklar, siipheli
endokardit ve baz1 dogumsal kalp hastalig1 olan hastalarda 6nemlidir. Ayrica, AF
hastalarinda sol atriyal apendikste trombiis varliginin kontroli i¢in de

kullanilmaktadir (31).
Gogiis radyografisi

KY tanisinda kullanimi sinirlidir. Hastanin belirti ve bulgularini agiklayacak
alternatif pulmoner nedenlerin veya KY ne bagl olusan pulmoner édemin ortaya
c¢ikarilmasi gibi durumlarda faydalidir. Kardiyomegaliyi saptamada da faydasi vardir
ancak, gogiis radyografisinde kardiyomegali olmadan da belirgin SV sistolik islev

bozuklugunun olabilecegi akilda tutulmalidir (31).
Kardiyak manyetik rezonans

Iskemi ve canlilik degerlendirmesi de dahil olmak {izere, ekokardiyografi ile
elde edilen anatomik ve islevsel bilgilerin ¢ogunu saglayabilen invaziv olmayan bir
tekniktir (64-66). Hacim, kiitle ve duvar hareketlerinin degerlendirilmesinde altin
standarttir. Ekokardiyografik calismalarda tan1 konamayan hastalarda en iyi alternatif
goriintiileme secenegidir. KMR, inflamatuar ve infiltratif durumlarin tani ve

prognozunun degerlendirilmesinde dnemlidir (66).
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Koroner anjiyografi

Kardiyak arrest, angina pektoris gibi durumlarda, hasta koroner
revaskiilarizasyon i¢in uygunsa koroner anjiyografi yapilmalidir. Geri dondiiriilebilir
miyokart iskemisinin kanit1 olan hastalarda, EF disiisiinde, anjiyografi
diisiiniilmelidir. Akut KY, kardiyojenik sok, akut akciger 6demi olan bazi hastalarda,
ozellikle bu durum akut koroner sendromla iliskili ise, koroner anjiografi acil olarak

gereklidir (67).

2.2. MiTOKONDRI

Okaryotik hiicrelerde bulunan, bir dis membran ve girintili cikintili yapisi
bulunan i¢ membrana sahip bir organeldir (Sekil 1). Oksidatif fosforilasyon merkezi
oldugu 1948 de Eugene Kennedy ve Albert Lehninger tarafindan bulunmustur.
Organizmada oksidatif yikim triinlerinden alinan elektronlarin molekiiler oksijene
aktarilmasi sirasinda agiga c¢ikan enerji ile ADP ve Pi den ATP sentezlenmesi olay1

oksidatif fosforilasyon olarak adlandirilir (68).

ATP Sentar partiiien

Sekil 1. Okaryotik hiicrelerde mitokondrinin yapist
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2.2.1. Mitokondriyal DNA’nin yapi ve islevi

Insan mitokondri DNA’s1 16569 baz cifti (b¢) biiyiikliigiinde, kapali, dairesel,
¢ift zincirli bir molekiildiir (Sekil 2). Insan mitokondri DNA’sinin tiim baz dizisi ve
genom organizasyonu 1981 yilinda Anderson ve arkadaslari tarafindan ortaya
cikarilmistir (69). MtDNA zincirlerinden guanin igerigi fazla olan zincire agir zincir
(H zincir), sitozin igerigi fazla olana ise hafif zincir (L zincir) denir. Agir zincirden
12S ve 16S ribozomal RNA (rRNA), 13 polipeptit ve 14 tasiyict RNA (tRNA)
sentezlenir. Hafif zincirden ise bir polipeptit ve 8 tRNA sentezlenir (70). Her iki
zincirin birbirinden ayr1 replikasyon orijini vardir. Agir zincirin replikasyon orjini D-
loop (Displacement loop) isimli kontrol bélgede yer alir (71). Insan mtDNA’sinda
genler c¢ok siki paketlenmistir (72). Genler arasi bolge yoktur. Genler iginde
intronlara rastlanmaz. Genetik kodda farkliliklar goriiliir. Soyle ki; UGA dur kodonu
degildir ve triptofan kodlamaktadir. AGA arjinin kodonu ise mtDNA’da dur kodonu
olarak ¢alismaktadir (73).

D Loop

tRNA Pro

tRNA Thr H

tRNA Phe
2S rRNA

tRNA Val
I[]l”l 16S rRNA

ND5 tRNA
insan mtDNA genom ND1
tRNA
yapisi (16569 bp)
{RNA Ser tRNAlle
tRNA
tRNA His
ND4 tRNA Met
ND4L ND2
tRNA tRNA Trp

ND3

Q:’J tRNA

tRNA Gly ...,.__ y ‘
ATPG )'{ = i tRNA

cox3
tRNA
ATPS  COX2 Ser Vo
tRNA Asp L
tRNA tRNA Cys
tRNA Tyr

Sekil 2. insan mtDNA yapisi
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Mitokondri DNA’smin ¢ekirdek DNA’sindan bagimsiz replikasyon ve
transkripsiyon sistemi vardir. Ancak mtDNA’nin replikasyonu ve transkripsiyonu
icin gerekli biitiin enzimler ¢ekirdek DNA tarafindan kodlanir. D-loop olarak
adlandirilan mekanizmaya gore replike olmaktadir. Agir zincirin replikasyon
orijininden sentez baslar ve 5’3’ saat yoniinde ilerlerken H zincir agilir. Yeni
sentezlenen zincir L zincirin replikasyon orijinine geldigi anda ters yonde yeni L
zincir sentezlenmeye baslar. Boylece iki zincirin replikasyonu birbirine ters yonde
ilerler ve 5°—3’ yoniinde devamli sentez oldugu icin Okazaki fragmentleri igermez

(74).
2.2.2. Mitokondriyal DNA genleri

Mitokondriyal DNA da toplam 37 gen bulunur. Bunlarin 13’ i m-RNA;
komplex I (NADH Dehidrogenaz, NDI, 2, 3, 4, 4L, 5, 6), komplex III (ubiquinol,
sitokrom ¢ oksidorediiktaz), komplex IV (sitokrom c¢ oksidaz- CO 1-3), komplex V
(ATP sentaz; ATPase 6,8), 2’ si ribozomal RNA (12S ve 16S) ve 22’ si de tasiyici
RNA (Sekil 3).

Biz komplex IV (sitokrom c oksidaz- CO 1-3), komplex V (ATP sentaz;
ATPase 6,8), NADH Dehidrogenaz (NDS), tastyict RNA 16sin 1 genleri lizerinde
caligma yaptik.

13
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Sekil 3. Mitochondrial DNA
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2.3. EPIGENETIK VE METILASYON

Epigenetik, biyolojide, DNA dizisindeki degisikliklerden kaynaklanmayan,
ama ayni zamanda kalitsal olan, gen ifadesi degisikliklerini inceleyen bilim dalidir.
Yasam stili, beslenme aligkanlig1, spor gibi ¢evresel faktorlerin genlerin aktivitesini
diisiirmesi veya ylikseltmesi ile ortaya ¢ikan rahatsizliklari inceler. Baska bir ifade ile
DNA dizisinde hicbir degisiklik gergeklesmeden genlerin fazla ya da yetersiz
calismasindan kaynaklanan durumlardir (75). Epigenetik, DNA metilasyon
modifikasyonu ve kromatin yeniden diizenlemesini kapsayan, DNA sekansinda bir
degisiklik olmaksizin meydana gelen gen ekspresyonundaki kalitsal degisiklikler

olarak tanimlanmustir (76).

Okaryotik hiicreler gen ifadesi kontroliinii saglayabilmek icin gekirdekte
yiiksek derecede kontrol edilen, dinamik ve karmasik bir yapi olan kromatini
kullanirlar. Kromatin yapisi, yapisal ve kimyasal birtakim degisimlere ugrayarak gen
ifadelerini etkilemektedir. DNA’nin ¢ok siki paketlenmis formu olan kromatin
yapimin DNA replikasyonu sirasinda agilmasiyla, kalip zincirde var olan yapisal ve
kimyasal modifikasyonlar, diger bir deyisle “epigenetik isaretler” yeni sentezlenen
zincirlere aktarilir ve bu sekilde her bir replikasyon sirasinda hiicreden hiicreye
korunur (77). Kromatin yap1 iizerinde meydana gelen epigenetik modifikasyonlarin
genlerin ifadelerini etkilemesi, DNA metilasyonu ve histon modifikasyonlar1 gibi

temel epigenetik mekanizmalar tarafindan kontrol edilmektedir (78).

Son dénemde iizerinde ¢ok calisilan ve hakkinda en ¢ok bilgi sahibi olunan
epigenetik mekanizma DNA metilasyonudur. DNA metilasyonu, embriyonik
gelisim, transkripsiyon, kromatin yapisinin  diizenlenmesi, X kromozomu
inaktivasyonu, genomik imprinting ve kromozom stabilitesinin saglanmasi gibi
birgok hiicresel siirecte rol oynayan 6nemli bir epigenetik mekanizmadir. Kanser,
inflamatuvar hastaliklar, bazi sendromlar ile iliskili bulunmustur (78). DNA
metilasyonu kovalent bir modifikasyondur ve sitozin (C) bazinin 5. karbonuna bir
metil grubu (-CH3 ) eklenmesi ve 5-metil sitozin (5m-C) yapisinin olusmasiyla
karakterize edilir (79). Bu kimyasal tepkime, DNA metil transferazlar (DNMT)
tarafindan katalizlenmektedir. Bu enzimler, metil grubu donérii olan S-adenozil-

Lmetiyonin (SAM)’den metil grubu alarak sitozinin 5. karbonuna transfer ederler
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(80). DNA metilasyonu, genomdaki sitozin (C) ve guanin (G) ¢iftlerinin art arda
siralanmasiyla olusan CpG dizilerinin yogunlastigi bolgelerde gerceklesmektedir

(81,82).

Bugiine kadar DNA metilasyonu ile ilgili yapilan calismalarin biiyiik bir
cogunlugu, promotor bolgedeki metilasyona odaklanmistir. Aslinda, promotor bolge
metilasyonu ile gen sessizlesmesi arasindaki iliski 1970’lerde tanimlanmistir.
Promotor bolgedeki CpG adaciklarinin metillenmesi ve bunun gen ifadesini
baskiladiginin  kesfi, DNA metilasyonunun islevi hakkinda genel alginin
sekillenmesini saglamistir. Simdilerde ise, DNA metilasyonu ve gen sessizlesmesi
arasindaki iliskinin belirsiz oldugu giindemdedir. DNA metilasyonu, gelisen genom
boyu metilasyon haritalamalar1 sayesinde; transkripsiyon baslama bdlgelerinde,

ekzon ve intron bolgelerinde, diizenleyici bolgelerde ve tekrar dizilerinde de analiz

edilebilmektedir (83).

X kromozomu iizerinde yapilan calismalar sonucu, gen i¢inde gergeklesen
metilasyon ile aktif transkripsiyon arasinda pozitif korelasyonlar bulunmustur (84).
Gen icindeki metilasyonun, transkripsiyonu engellemedigi hatta transkripsiyonun
uzamasini tetikledigi belirtilmistir. Promotor bolgedeki metilasyon, gen ifadesi ile
negatif korelasyona sahipken, gen i¢indeki metilasyonunun gen ifadesi ile pozitif
korelasyona sahip olmasinin agik¢a bir paradoks oldugu da vurgulanmistir. Yani
DNA metilasyonunun gen ifadesi iizerine etkilerinin hem baskilama hem de ifadeyi

artirma yOniinde olabilecegi belirtilmistir (83).

Bugiline kadar gelistirilen DNA metilasyonu analiz yontemleri, DNA
dizisindeki sitozinlerle, 5-metil sitozinlerin ayirt edilmesi esasina dayanmaktadir
(85). Analiz yontemleri iki genel baslik altinda toplanabilir. Bunlar, global
metilasyon analizleri ve gene 6zgiil metilasyon analizleridir. Gene 6zgiil metilasyon
analizleri, genom boyu ve aday gen yaklasimlar1 olarak iki kategoride

incelenebilmektedir (86).

Aday gen yaklasimlari, daha 6zgiil olarak tek bir gen bolgesinin metilasyon
durumunu, basit molekiiler teknikler ile incelenmesini miimkiin kilan yontemleri

icermektedir. Aday gen yaklasimlarinda, bisiilfit-bazli yontemler, yaygin olarak
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kullanilmaktadir. DNA’ya bisiilfit modifikasyonu ve ilgili gen bdlgesine 06zgiil
polimeraz zincir reaksiyonu (PZR) uygulamalarinin ardindan jel elektroforezi, GZ-
PZR (gercek zamanli polimeraz zincir reaksiyonu), Sanger sekanslama ve
pyrosekanslama gibi yontemlerle devam edilir (86). DNA’nin bisiilfit
modifikasyonundan sonra, sadece metillenmis CpG dizilerine 6zgii olarak tasarlanan
metil-spesifik primerler kullanilarak DNA amplifiye edilir ve olusan fragmentler jel
elektroforezinde yiriitiiliir. Bu sekilde metile olmus ve olmamis bolgelerin ayirt

edilebildigi yonteme Metilasyon-Spesifik PZR (MSP) denir (87).
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3.GEREC VE YONTEM

Pamukkale Universitesi Tip Fakiiltesi Etik Kurulu tarafindan onaylanan bu
calisma Pamukkale Universitesi Tip Fakiiltesi Kardiyoloji Anabilim Dali’nda
yapilmistir.

Calisma, Mart 2017 — Mart 2018 tarihleri arasinda Pamukkale Universitesi
Hastanesi Kardiyoloji klinigine bagvuran, ekokardiyografide modifiye Simpson
metodu ile yapilan Slgiimlerde ejeksiyon fraksiyonu (EF) % 40 ve altinda olan,
caligmaya katilma oOlciitlerini karsilayan, calisma ile ilgili bilgilendirildikten sonra
yazili ve sozlii onam veren 55 kalp yetmezligi hastast ve 30 saglikli birey ile
gerceklestirilmistir. 55 kalp yetmezligi hastasi, yapilan koroner anjiografi sonrasinda
iskemik ve non-iskemik kalp yetmezligi olarak 2 gruba ayrilmistir. 30 hasta iskemik
kalp yetmezligi grubunda, 25 hasta non-iskemik kalp yetmezligi grubunda yer
almistir. Saglikli kargilastirma grubu, ¢alisma i¢in gerekli saglikli birey 6zelliklerinin

hastanede duyurulmasi ardindan yapilan basvurular ile olusturulmustur.

Hasta ve saglikli kontrol vakalari c¢alisma hakkinda ayrintili olarak
bilgilendirilmis, goniillii olanlardan s6zel ve yazili onam alinarak c¢aligmaya dahil
edilmistir. Arastirma projesi Pamukkale Universitesi Tip Fakiiltesi Etik Kurul
onayia sunulmus, 27.09.2016 tarih ve 2016/17 sayili karar yazistyla etik kurul onay1
almmustir. Bilimsel Arastirma Projeleri Komisyonu’ndan platelet mitokondriyal

DNA metilasyon analizi i¢in 6denek alinmistir (Proje no: 2017TIPF003).

Hasta grubunun c¢alismaya alinma olciitleri; Calismaya katilmayi1 kabul
etmis, iskemik veya non-iskemik kalp yetmezligi tanis1 almis, 18-80 yas aras1 olgular

calismaya dahil edilmistir.

Saghkh kontrol grubu icin ¢calismaya alinma oélciitleri; Calismaya katilmay1
kabul etmis, 18-80 yas arasi, kardiyak rahatsizligi bulunmayan olgular ¢alismaya

dahil edilmistir.

Hasta grubunun ¢calismadan dislanma olgiitleri; Kronik bobrek yetersizligi,
kronik karaciger hastaligi, bilinen inflamatuar hastaligi olanlar, 6tiroid olmayan
tiroid hastalig1 olanlar dahil major metabolik ya da endokrin hastalig1 olanlar ¢calisma

disinda tutulmustur.
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Saghkh kontrol grubu icin calismadan dislanma olgiitleri; Calismaya
katilmay1 kabul etmeyen, 18 yas alt1 ve 80 yas {istli olan, kronik bobrek yetersizligi,
kronik karaciger hastaligi, bilinen inflamatuar hastaligi, 6tiroid olmayan tiroid
hastalig1 olanlar dahil major metabolik ya da endokrin hastaligi olanlar ¢aligma

disinda tutulmustur.

Calismada yer alan goniillii bireylerden ortalama 3ml ACD-B (acid citrate

dextrose) tiiplerine kan alinarak, platelet izolasyonu gerceklestirildi.

Elde edilen plateletlerden mtDNA izolasyonu, standart fenol-kloroform
yontemine gore yapildi. Elde edilen mtDNA’lar analiz i¢in -80°C’de bekletildi.

Bisiilfit doniisiimii ve MSP: izole edilen doku DNA’sinin bisiilfit doniisiimii
standardize edilmis ticari kit (EZ DNA Methylation-Gold™ Kit) ile gerceklestirildi.
Metilasyon analizleri i¢in; PCR yontemi ile mtDNA sitokrom ¢ oksidaz (MT-COl,
MT-CO2, ve MT-CO3); tRNA 16sin 1 (MT-TL1); ATP sentaz (MT-ATP6 and MT-
ATP8); and NADH dehidrogenaz (MT-NDS5) gen bdlgeleri hasta ve kontrol

gruplarindan elde edilerek DNA dizi analizi yontemi ile incelendi.

Kullamlan Cihazlar
» Santrifiij (Beckman Coulter Allegra X-15R)
Mikropipet Seti (Finnpipette)
Etliv (Niive EN 055)
Vorteks (Heidolph)
Mikrosantrifiij (Beckman Coulter Microfuge 16)
Buzdolabi (Beko 5034 NF)
Derin Dondurucu (Beko 7125)
Termal Cycler (Peqlab Primus 25)
Hassas Terazi (Ohaus)
Mikrodalga Firin (Beko MD-1610)
Manyetik Karistirict (Yellow Line MSH Basic)

V V V V V VYV VYV VY V V

Elektroforez Tanki (Cleaver)
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» Elektroforez Gii¢ Kaynag1 (Wealtec Elite 300 Plus)

> Jel Goriintiileyici (Intas Science Imaging)

Kullanilan Enzim ve Kimyasal Maddeler
» 10xPCR Buffer

50-1000 b¢ DNA Ladder

Agaroz

Borik Asit

d-NTP Mix

Doymus Fenol

EDTA

Etanol

Etidyum Bromid

[zoamil Alkol

Kloroform

MgCl2

Proteinaz K

Potasyum Kloriir

Sodyum Dodesil Siilfat

Sodyum Kloriir

Sodyum Asetat

Steril Saf Su

Taq DNA Polimeraz

Tris Base

V V V V V V ¥V V V V V V V V V VYV VYV V V

Tris-Hidroklorid
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»  STE Cozeltisi

Sodyum Klortir 100 mM
Tris. HCI1 10 mM (pH:8.0)
Disodyum Edta 1 mM

Tablo 2. Kullanilan primer giftleri

Gen Primer Dizisi Genomik Lokasyonu

Forward 5°- TATTAATTGGTTTTTTAGGGTTTAT-3’ (GeneBank: J01415.2) 6736-6760
MT-CO1

Reverse 5’ - CAACAAATCATTTCATATTACTTCC-3’ (GeneBank: J01415.2) 6888-6912

Forward 5°-

TTTATGAGTTGTTTTTATATTAGGTTTAAA-3’ (GeneBank: JO1415.2) 8068-8097
MT-CO2

Reverse 5° - ACTCCACAAATTTCAAAACATTAAC -3° (GeneBank: J01415.2) 8166-8190

Forward 5°- TATATTATTTGTTTAAAAAGGTTTT -3’ (GeneBank: J01415.2) 9419-9443
MT-CO3

Reverse 5° - AATAAAAAACTCAAAAAAATCCTAC-3’ (GeneBank: J01415.2) 9489-9513

Forward 5°- AAACTAAAACATTTTTAATCTTAAAAC-3’ (GeneBank: J01415.2) 8879-8905
MT-ATP6

Reverse 5° - CAACAAATCATTTCATATTACTTCC-3’ (GeneBank: J01415.2) 6888-6912

Forward 5’- AAATTATAATAAATTTTGAGAATTAAAATG-

5 (GeneBank: J01415.2) 8500-8529

MT-ATPS8

Reverse 5° - AATAAACCTAAAATTATAAAAACAATAAAT-

3’ (GeneBank: J01415.2) 8550-8579

Forward 5°- TAGGGTTTGTTAAGATGGTAGAGTT-3’ (GeneBank: J01415.2) 3222-3246
MT-TL1

Reverse 5° -

ACAATAAAAAATAAAAAATTAACCATAAAT-3’ (GeneBank: J01415.2) 3309-3338

Forward 5’- GTGATATATAAATTTAGATTTAAATATTAA-

D (GeneBank: J01415.2) 12651-12680
MT-NDS5S

Reverse 5’ - TAAACAAAAAAAATATAATTCCTAC-3’ (GeneBank: J01415.2) 12775-12799
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DNA’nin Spektrofotometrik Analizi

DNA numunelerinin konsantrasyonu ve safligini belirlemek icin 260 nm ve
280 nm'deki absorbans degerleri Eppendorf® spektrofotometre yardimiyla 6lgiildii.
DNA molekiilii 260 nm'de azami absorbsiyonu vermektedir. Bu dalga boyunda
okunan deger, ¢ift sarmalli DNA molekiiliiniin yaklasik 50 pg/ml konsantrasyonunda
1.0 optik yogunluga (O.Y.) sahip olmasi temel bilgisine dayanilarak numunedeki

niikleik asit konsantrasyonunun hesaplanmasi esasina dayanir.
DNA Derisimi (ug/ml) = O.Y.260 um X Seyreltme Faktorii

260 nm ve 280 nm arasindaki O.Y. degerleri arasindaki oran (O.Y.260 nm /
0O.Y.280 nm orani) niikleik asit safligin1 hesaplamak icin kullanilir. Saf DNA
preparatlarinda bu oran 1.8'dir. Daha yiiksek veya diisiik degerler, genellikle sirasiyla
RNA, protein veya fenol kontaminasyonlarin1 gdsterir. Protein veya fenol bulasisi
olmadan saf olarak DNA izolasyonu, ¢alismamizin kritik basamaklarindan birini
teskil etmektedir. Spektrofotometrik yontemlerle tayin edilen numunelerden O.Y 260
nm  / O.Y 280 nm degeri 1,7°den asag1 ve 1,9°dan yukari olan numuneler elendi ve

yeniden izolasyon siirecine baslandi.
DNA’min Agaroz Jel Elekroforezi fle Saflik Kontrolii

Saflik tayini icin DNA numuneleri %?2'lik agaroz jel elektroforezi ile de test
edildi. Bu amagla Wealtec® Elite 300 Plus model gii¢ kaynagma bagh Cleaver®
marka yatay jel tepsili elektroforez kab1 kullanildu.

%2'lik agaroz jel hazirlamak icin 0,6 gram toz agaroz hassas terazi ile tartildi.
Temiz bir erlene aktarildi. Uzerine 30 ml 0,5X TBE (Tris-Borat-EDTA, pHS,3)
tamponu eklendi. Erlen'in agz1 aliiminyum folyo ile kapatildi. Hafifce karistirip
Beko® MD-1610 mikrodalga firma koyuldu. Ara ara kontrol ederek erlen
icerisindeki agaroz kristallerinin eridiginden emin olana kadar ortalama iki dakika
sitildi. Kristaller tamamen eriyip sulu fazin altinda jel olustugunu goriince sogumaya
birakildi. Heterojen sogumay1 engellemek i¢cin dogrudan banko {izerinde sogumaya
birakilmadi. Soliisyon yaklasik 60 °C'ye kadar sogudugunda iizerine UV 151k altinda
bantlarin goriilmesini saglayan etidyum bromiir'den 3 pl ilave edildi ve karigim

yavag¢a calkalandi. Bu islemler devam ederken, diger yandan elektroforez kabi,
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tepsisi ve jel taraklart once distile su ile ardindan %70'lik etanol ile yikanip
temizlendi. Tepsinin kenarlarmma kauguk bariyerler gecirildi ve iizerinde bulunan
bolmelere jel taraklari yerlestirildi. Sicak jel ve etidyum bromiir karigimini igeren
erlen, tepsinin 3-4 cm yukarisindan tutularak kabin igerisine yavasca dokiildiikten
sonra jel tizerinde olusan hava kabarcig1 eger var ise pipet ucu yardimiyla alinarak

oda sicakliginda 30-40 dakika boyunca sogumaya birakildi.

Siirenin sonunda jelin iyice katilastigini gozlemledikten sonra elektroforez
tepsisinin kenarlarindaki kauguk bariyerler ¢ikarildi. Tepsi, yaklasik 350 ml
civarinda 0.5X TBE tamponu ile doldurdugumuz yatay elektroforez tankina jelin
tizerindeki kuyular negatif kutup olan katot’a bakacak sekilde yerlestirildi. Jelin
tizerindeki tarak yavasca ve dikkatli bir sekilde kaldirildi. Jelin tlizerini 1-1.5 mm
kaplayacak sekilde bir miktar daha 0.5X TBE tamponu ilavesi yapildi. Olusan bir
hava kabarcig1 var ise pipet ucu yardimi ile alindi. DNA numunesi [5 pl (0,25-0,5
ng)] ve 1 pl yiikleme tamponu (loading buffer), mikropipet ile birka¢ defa cekip
birakmak suretiyle iyice karistirildi. Karisim (6 pl’lik), mikropipet yardimi ile jelin
tizerindeki kuyulardan birine yliklendi. Her bir DNA numunesi i¢in ayni igslem tekrar
edilerek jelin iizerindeki kuyulara sira ile yiiklendi. En son sirada bulunan kuyuya
elektroforez sonucu olusan bantlarin yerinin net olarak gdézlemlenmesini saglayan
50-1000 baz ¢iftleri arasinda belli araliklarla kuvvetli bantlar veren DNA merdiveni
yiiklendi. Elektroforez kabinin kapagi kapatildi. Gii¢ kaynaginin elektroforez kabina
kablo baglantilar1 yapildi. Giig kaynagi 90 volt’a ayarlanarak numuneler
elektroforezde 30 dakika boyunca yiiriitiildii. Siirenin sonunda jel UV 15181 altinda
bilgisayar destekli intas® jel goriintiileme sistemi ile goriintiilenip kayit edildi. Jelin
kuyularina yerlestirdigimiz saf DNA, elektroforezde kuvvetli bir tek band seklinde
gozlenmektedir (Sekil 4). Elektroforez sonucunda jel iizerinde degisik bantlara ait

leke ve izler bulunmas1t DNA’nin bozunmaya ugradigini gosterir.
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Sekil 4. Elekroforezde %2'lik agaroz jel’de 90 volt’ta 30 dakika yiiriitiilen DNA 6rneklerinin
gorinimii.

PCR islemi

MtDNA sitokrom ¢ oksidaz (MT-CO1, MT-CO2, ve MT-CO3); tRNA 16sin 1
(MT-TL1); ATP sentaz (MT-ATP6 and MT-ATPS); and NADH dehidrogenaz (MT-
NDS5) gen bolgelerine ait tek bir bant elde edebilmek i¢in PCR’de degisik
parametreler test edildi. Bu parametreler arasinda, MgClxiin 1,0 ile 3,0 mM
arasindaki konsantrasyonlari, primer ¢iftlerinin 20 ile 100 pmol arasindaki
konsantrasyonlart ve kalip DNA’nin 100, 200, 300 ve 500 ng gibi degisik
konsantrasyonlari ile caligmalarin yapilmasi yer almaktadir. Izlenen genel protokol
Tablo 3’de, PCR ile ¢ogaltma programinda kullanilan bilesenlerin ideal hacim ve

konsantrasyonlari tablo 4’de sunulmustur.

Tablo 3. PCR isleminde kullanilan genel protokol.

Denatiirasyon 94 °C 1dk
Primer eslesmesi 55°C 1 dk
35 siklus
Zincir Uzamasi 72 °C 1dk
Final Uzatmasi 72 °C 1dk
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Tablo 4. MtDNA sitokrom ¢ oksidaz (MT-CO1, MT-CO2, ve MT-CO3); tRNA

[6sin 1

(MT-TL1); ATP

sentaz (MT-ATP6 and MT-ATPS);

and NADH

dehidrogenaz (MT-NDS5) gen boélgelerinde PCR i¢in kullanilan bilesenlerin

reaksiyondaki hacim ve konsantrasyonlari

50 pl Reaksiyon

. Stok . .
Icerik Eklenecek Hacim Karisimindaki
Konsantrasyon

Konsantrasyon
Kalip DNA 3nl 3ul ~4 ng/ nl
Tampon 10x S5ul 1x
MgClL 25 Mm 3ul 1,5 mM
dNTP Karisim 10 Mm 1pl 200 pM
Forward Primer 10 pmol/ pl 2ul 20 pmol
Reverse Primer 10 pmol/ pl 2l 20 pmol
Taq.Dl.\IA Polimeraz 5U/L 1l 5U
Enzimi
Steril Su 50 pl’ye tamamlanir.
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4. BULGULAR

4.1. Mitokondriyal DNA ATP-6 gen bolgesi

30 40 50
GGTTTTT CTTTTA GATTAAAAAT GTTTTAGTTTA A

- N AN

Sekil 5. Metilasyon Spesifik PCR DNA Dizi Analizi sonucu. Hasta ve kontrol gruplarinda
metile olmamis niikleotid saptanmamastir.

4.2. Mitokondriyal DNA ATP-8 gen bolgesi

30 40 50
GGTTTTT CTTTTA GATTAAAAAT GTTTTA

Fa N

Sekil 6. Metilasyon Spesifik PCR DNA Dizi Analizi sonucu. Hasta ve kontrol gruplarinda
metile olmamis niikleotid saptanmamustir.
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4.3. Mitokondriyal DNA tRNA losin 1 (MT-TL1) gen bolgesi

30 40 50
TTT TATA GTTAGAGGTTTAATTTTTTTTTTTAATAATA

. “M“M R

Sekil 7. Metilasyon Spesifik PCR DNA Dizi Analizi sonucu. Hasta ve kontrol gruplarinda
metile olmamus niikleotid saptanmamustir.

4.4. Mitokondriyal DNA NADH dehidrogenaz (MT-NDS) gen bolgesi

40 50 60
TTAT TATAT TAATTTTAGTTATTGTTAATAAT TTAT

Il

Sekil 8. Metilasyon Spesifik PCR DNA Dizi Analizi sonucu. Hasta ve kontrol gruplarinda
metile olmamis niikleotid saptanmamustir.

(LI -

4.5. Mitokondriyal DNA sitokrom c oksidaz (MT-CO1) gen bolgesi

50 60 70 80
TATATTTTATTTTTGT TATTATAATTATTGTTATTT

) — . . .

Sekil 9. Metilasyon Spesifik PCR DNA Dizi Analizi sonucu. Hasta ve kontrol gruplarinda
metile olmamus niikleotid saptanmamustir.
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4.6. Mitokondriyal DNA sitokrom c oksidaz (MT-CQO2) gen bolgesi

40 50 60
TATTTTTATT GTTATAT GATTGGGGGTATATTAT GG

f"x A e o
e

Sekil 10. Metilasyon Spesifik PCR DNA Dizi Analizi sonucu. Hasta ve kontrol gruplarinda
metile olmamus niikleotid saptanmamustir.

4.7. Mitokondriyal DNA sitokrom c oksidaz (MT-CO3) gen bolgesi

40 50 60
GTTTTTTTTTTTGTAGGATTTTTTT GAGTTT

U( U\\Nﬁ VAN ,|'|Im A _
[y

Sekil 11. Metilasyon Spesifik PCR DNA Dizi Analizi sonucu. Hasta ve kontrol gruplarinda
metile olmamis niikleotid saptanmamustir.

Metilasyon Spesifik PCR DNA Dizi Analizinde, hem iskemik ve non-iskemik
hasta gruplarinda hem de kontrol grubunda, mitokondriyal DNA ATP-6,
mitokondriyal DNA ATP-8, mitokondriyal DNA tRNA [6sin 1, mitokondriyal DNA
NADH dehidrogenaz (MT-NDS5), mitokondriyal DNA sitokrom ¢ oksidaz (MT-
CO1), mitokondriyal DNA sitokrom c oksidaz (MT-CO2), mitokondriyal DNA

sitokrom c oksidaz (MT-CO3) gen bdlgelerinde metilasyon saptanmamugtir.
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5. TARTISMA

Diinyada kalp hastaliklar ile iligkilendirilmis olan 6liimler, tiim nedenlere bagh
Oliimler arasinda ilk sirada yer almaktadir. Kardiyovaskiiler sistem kaynakli mortalite
ve morbiditede azalma saglamak amacli bu konuda yapilan ¢ok yonlii ¢calismalar ile
erken tam1 ve etkin tedavi yontemleri arastirilmistir. Kalp yetmezligi, tan1 ve
tedavisinde gelismeler olmasina karsin, yasl popiilasyonun artmasi sebebiyle giin
gectikge artan Onemli bir kardiyovaskiiler mortalite ve morbidite sebebidir. Ayrica
sik basvuru gerektiren kronik bir hastalik olmasi ve mortalitesinin yiiksek olmasi

nedeniyle son yillarda genetik arastirmalara da agirlik verilmistir.

Lindgren ve ark.’nin 2018 yilinda Isveg’te yaptigi, kalp yetmezliginin kalitim
ile iligkisini amaglayan ¢aligmada, evlatlik edinilen kisiler, biyolojik ebeveynleri ve
evlat edinen ebeveynler arasindaki kalp yetmezligi iliskisi incelenmistir. Biyolojik
ebeveyninde kalp yetmezligi bulunmasi, o kisi i¢in kalp yetmezligi agisindan bir risk
faktorii olarak gosterilmistir (88). Bu c¢alisma, genetik arastirmalarin  kalp

yetmezliginde ki 6nemini gostermektedir.

Epigenetik, DNA metilasyon modifikasyonu ve kromatin yeniden
diizenlemesini kapsayan, DNA sekansinda bir degisiklik olmaksizin meydana gelen
gen ekspresyonundaki kalitsal degisiklikler olarak tanimlanmigstir (76). Son dénemde
tizerinde en cok calisilan ve hakkinda en ¢ok bilgi sahibi olunan epigenetik
mekanizma DNA metilasyonu olmustur. DNA metilasyonu, kovalent bir
modifikasyondur ve sitozin (C) bazinin 5. karbonuna bir metil grubu (-CH3 )
takilmasi ve 5-metil sitozin (5m-C) yapisinin olugmasiyla karakterize edilir (79).
Promotor bolgedeki metilasyon, gen ifadesi ile negatif korelasyona sahipken, gen
icindeki metilasyonunun, gen ifadesi ile pozitif korelasyona sahip olmasinin agikca
bir paradoks oldugu da vurgulanmistir. Yani DNA metilasyonunun gen ifadesi
tizerine etkilerinin hem baskilama hem de ifadeyi artirma yoniinde olabilecegi

belirtilmistir (83).

Baccarelli ve ark.’nin 2010 yilinda yapmis oldugu bir ¢calismada, iskemik kalp

hastalig1 ve serebrovaskiiler hastalik gruplarinda, niikleer DNA metilasyonunda bazal
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ile anlamhi bir farklilik saptanmamistir (13). Bu calismada, niikleer DNA

metilasyonunun kalp hastaliklarini etkilemedigi sonucuna varilmistir.

Movassagh M ve ark.’min 2010 yilinda yapmis oldugu calismada, dilate
kardiyomiyopati hastalarinin metile olmus anjiyogenez ile iliskili niikleer DNA gen
ekspresyonunda normal hasta grubuna gore %?2-5 oraninda anlamli faklilik
saptanmistir. Fakat bu DNA metilasyon degisikliklerinin kalp yetmezliginin
progresyonunda nedensel bir rol oynayip oynamadigini belirlemek i¢in daha fazla

aragtirma yapmak gerekmektedir (89).

Pepin ve ark.’nin 2018 yilinda yapmis oldugu bir calismada ise iskemik ve
non-iskemik kalp yetmezligi hastalar1 karsilastirildiginda, DNA KLF15 gen
metilasyonunun iskemik kalp yetmezligi ile iligkisi desteklenmistir ve DNA KLF15
geni, DNA hipermetilasyonu ile birlikte, koroner arter hastaliginda kardiyak
metabolizma ile iligkili bir gen olarak tanimlanmistir (90). Bu c¢alisma DNA

metilasyonunun iskemik kalp hastaliklariyla iligkisi olabilecegini géstermistir.

Mitokondri kalbin normal fonksiyonlarini koruyabilmesi i¢in kritik bir role
sahiptir ve mitokondriyal hastaliklar ¢esitli kalp hastaliklarinin patogenezinde yer
almaktadir (91). Mitokondri, hiicresel enerji iiretim kaynagidir ve kalp yiiksek enerji
talebi olan bir organdir; bu sebeple, mitokondri fonksiyon bozukluklari, ateroskleroz,
hipertansiyon, kalp yetmezligi, kardiyak hipertrofi gibi kardiyovaskiiler hastaliklarla
birlikte seyredebilir (92). Kalp yetmezligi tedavi hedefleri arasinda, mitokondri
biyogenezi, oksidatif stresi ve mitokondride demir kullanimi da gosterilmistir (93).
Ayrica yine ateroskleroz ve kardiyomiyopati gelismesinde, mitokondrinin
diizenledigi apoptoz ve otofajideki sorunlarinda rol oynadig: diisiiniilmektedir (94).

Her hiicre tipi farkli sayida ve farkli aktivasyon diizeyinde mitokondri
icermektedir ve buna gore mtDNA metilasyonunun her hiicre tipinde farkli
olabilecegi diisliniilmektedir. Bundan dolayr mtDNA metilasyonunun hastaliklar
tizerindeki etkisi incelenirken c¢alismalarin tek tip hiicrede yapilmasinin 6nemi

vurgulanmaktadir.

Chen ve ark.’nmin 2014 yilinda, I6kositlerdeki mtDNA miktar1 ile
kardiyovaskiiler hastalik riski arasindaki iliskiyi inceleyen ¢alismasinda;

16kositlerdeki mtDNA daha az olan hastalarda kardiyovaskiiler hastalik riski ve
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aterosklerotik plak riskinin daha fazla oldugu gosterilmistir (95). Bu ¢alisma mtDNA
miktar1 ile kardiyovaskiiler hastalik riski arasinda bir iligkiyi olabilecegini

gostermistir.

Zhang ve ark.’nin 2017 yilinda yapmis oldugu, mtDNA kopya sayist ile ani
kardiyak oliim arasindaki iliskiyi inceleyen bir ¢calismada, ikisi arasinda ters orantili
bir iligki oldugu gosterilmistir (96). Yani mtDNA kopya sayisindaki artisin ani

kardiyak 6liimii azalttig1 sonucuna varilmstir.

Niikleer DNA metilasyonu yerlesmis bir fikirdir ancak mtDNA metilasyonu
son yillarda kabul goérmiis bir fikirdir. Metilazin omurgalilarin mitokondrisine
ulagamamasi ve mtDNA’nin histonlardan yoksun, mitokondriyal membran ile
cevrelenmis niikleoid kiimelerinden olusmasi nedeniyle, mtDNA’nin metilasyona
ugrayamayacagi goriisii hakimdi. Son yillarda memeli mitokondriyum fizyolojisinde
metodolojik ve fonksiyonel yaklasimlar mtDNA metilasyonunu kismen
tanimlamistir, sonrasinda kiitle spektrometresi kullanilarak, insan mtDNA’sinda
metilatli bazlarin varligi kanitlanmistir ve mitokondride de metil transferaz (DNMT)
oldugu gosterilmistir. Ayrica mtDNA daki epigenetik degisikliklerin nDNA’y1,
nDNA’daki epigenetik degisikliklerin de mtDNA’y1 etkileyebilecegi diislinlilmeye
baslanmistir. Bazi ¢alismalar sadece niikleer DNA’nin degil aym1 zamanda
mtDNA’nin da yas, c¢evresel faktorler, ilaclarla iliskili olarak metilasyon gibi
epigenetik modifikasyonlara maruz kalabilecegini desteklemektedir (17). Artik
mtDNA metilasyonunun yeni jenerasyon biyomarker ve tanit aracit olarak
gosterilmesi arastirmalarin hedefi olmustur. Atilano ve ark.’nin 2015 yilinda yapmis
oldugu bir calismada, mtDNA metilasyonunun inflamasyon, anjiyogenez ve cesitli
sinyal yolaklar1 ve dolayisiyla bazi yaygin hastaliklar ile iliskili olabilecegi
gosterilmistir  (14). Biz bu c¢alismada, platelet mtDNA metilasyonunun,
kardiyovaskiiler hastaliklarda kullanabilecegimiz yeni bir tan1 araci olabilecegini

gostermeyi amaclamistik.

Stoccoro ve ark.’nin 2018 yilinda ALS (Amyotrofik Lateral Skleroz) gen
mutasyonu tastyicist olan kisilerde, mtDNA kopya sayisi ve D-loop bdlge

metilasyonunu inceleyen caligmasinda, ALS gen mutasyonu tasiyicisi olan kisilerde
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D-loop bélge demetilasyonunun, mtDNA kopya sayisinda artigla iliskili oldugu
gosterilmistir (97).

Budak ve ark.’nin 2015 yilinda yaptigi, acil servise basvuran, akut kalp
yetmezligi (AKY) olan ve olmayan hastalar arasinda ortalama trombosit hacmi ile
BNP diizeyi arasindaki iligkiyi inceleyen calismada AKY olan hastalarda anlaml
olarak yiiksek BNP diizeyi ve yiiksek ortalama trombosit hacmi saptanmistir (98).
Yani bu calisma KY ile ortalama trombosit hacmi arasinda bir iliski olabilecegini

gostermistir.

Trombositler hem ateroskleroz patogenezinde hem de akut trombotik olay
siirecinde KVH i¢in 6nemli bir role sahiptir (99). Hizli ve karmasik bir sinyal
kaskadindan sonra adezyon, agregasyon ile birlikte trombiis olusumunda rol
almaktadirlar. Ayrica ¢ok fazla mitokondri igerirler ve trombositlerdeki
mitokondrilerin rolii dnemlidir; aktivasyon ve sekresyon sirasinda enerji talepleri
artar (100,101). Trombositlerin niikleusu olmadigi i¢in mitokondriyal genom bu
hiicrelerde tek genetik materyaldir. Diger taraftan niikleer mtDNA’nin kopya sayisi
trombosit mtDNA’indan daha fazladir. Bundan dolayi, trombositlerdeki
mitokondriyal genlerin epigenetik regiilasyonu ve KVH {izerine olan etkisi
aragtirmalarin ilgi odagi olmustur ve trombositlerdeki mtDNA metilasyonu

potansiyel bir biyomarker olarak dikkat cekmektedir.

MtDNA  metilasyonunun trombositlerdeki rolii heniiz tam olarak
aciklanamamusgtir. Niikleer DNA metilasyonunda da oldugu gibi farkli doku ve hiicre
tiplerindeki, farklt metilasyon paternleri nedeniyle ¢alismalarda gesitli hiicre tipleri
kullanmak biiyiik bir sorundur (102-103). Periferik kandan yapilan DNA izolasyonu,
trombositlerden yapilan mtDNA izolasyonundan daha kolay degildir. Ayrica
periferik kandan yapilan DNA izolasyonu ¢esitli 16kosit tiplerinden saglandig1 igin
metilasyon arastirilmast bu c¢alismalarda bir dezavantajdir. Yine 16kositlerin
kardiyovaskiiler hastaliklara spesifik olmamasi da bu KVH (kardiyovaskiiler
hastaliklar) ile ilgili yapilan caligmalar i¢in bir dezavantaj olacaktir (16).
Trombositlerin tek tip hiicre olmasi ve kolay izole edilebilmesi KVH ile ilgili yapilan

caligmalar i¢in bir avantajdir. Dahasi trombositlerdeki mtDNA metilasyonu ile DNA
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metilasyonu karsilastirildiginda trombositlerdeki metilasyonun daha homojen oldugu

gosterilmistir (104).

Chou ve ark.’nin 2018 yilinda, kalp yetmezligi olan hastalar ve saglikli iki grup
arasinda yaptig1 bir caligmada ise, kalp yetmezligi olan grupta trombositlerdeki
mitokondride oksijen tiiketim hizi kompleks 1 (ND) ve 2 de anlamli olarak yiiksek
bulunmustur (105). Bu c¢alisma, kalp yetmezligi hastalarinda trombositlerdeki
mtDNA’ da kompleks 1 ve 2 genlerinin daha aktif oldugunu, dolayisiyla kalp
yetmezligi calismalarinda trombositlerdeki bu genleri arastirmamizin anlaml

olabilecegini gostermistir.

Sitokrom C oksidaz genleri ozellikle kalp gibi yliksek enerji talebi olan
dokularda  oliimciil metabolik hastaliklar ve mitokondriyal hastaliklarla
iliskilendirilmistir (106). Ek olarak trombositlerdeki diisiik sitokrom C oksidaz
aktivitesi, genel olarak kardiyak disfonksiyonla ortaya ¢ikan mortal seyreden sepsisle
iligkili bulunmustur (107). Diger taraftan sitokrom C oksidaz genlerindeki yiiksek

aktivasyon ise kardiyovaskiiler hastaliklar ile iliskili bulunmustur (16).

Qin ve ark.’nin 2016 yilinda, kardiyopulmoner bypass ile yapilan kardiyak
cerrahi sonrasi plazmadaki mitokondriyal DNA artisinin trombosit aktivasyonuyla
olan iliskisini incelemistir. Inflamatuar siirecle iliskilendirilen bu calismada
trombosit sayist ve aktivasyonundaki artigla, plazma mtDNA miktarindaki artis
iligkili ve anlamli bulunmustur. MtDNA’nin trombosit kaynakli oldugu One
stiriilmiistiir (108). Bu calisma, kardiyovaskiiler hastaliklarda mtDNA metilasyon
arastirmalarinin, trombositlerdeki mtDNA ile yapilmasinin anlamli olabilecegini

gostermistir.

Biz c¢alismamizda, trombositlerdeki mtDNA’nin artmis metilasyonunun,
iskemik ve non-iskemik kalp yetmezligi etyolojisinde tanisal bir biyobelirte¢ olarak
kullanilip kullanilamayacagini arastirmayr amagladik. Trombositlerdeki mtDNA
metilasyon analizi, mtDNA’nin ATP sentezi (sitokrom c¢ oksidaz, ATP sentaz,

NADH dehidrogenaz ve tRNA 16sin) ile iliskisinden faydalanilarak yapilmistir.

Baccarelli ve ark.’nin 2015 yilinda yaptigi, bizim calismamiza benzer bir

calismada, saglikli kontrol grubuna gore kardiyovaskiiler hasta grubunda platelet
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mtDNA da CO-1,2,3 ve tasiyict RNA (tRNA) 16sin 1’de daha yiiksek oranda
metilasyon saptanmis, anlamli bulunmus ve hastalik grubundaki metilasyon
paternleri benzerlik gostermistir; fakat ATP 6-8 ve ND5 metilasyonunda anlamli bir
fark bulunamamistir. MT-CO1 DNA metilasyonu kontrol grubunda %4,45, hasta
grubunda %22,9, MT-CO2 DNA metilasyonu kontrol grubunda %1,22, hasta
grubunda %4,55, MT-CO3 DNA metilasyonu kontrol grubunda 90,58, hasta
grubunda %1,5, MT-TL1 DNA metilasyonu kontrol grubunda %:2,57, hasta
grubunda %4,24 saptanmistir. Ayrica yas, irk, viicut kitle indexi ile plateletlerdeki
mtDNA metilasyonu arasinda anlamli bir iligki bulunamamistir (16). 2015 yilinda
yapilan bu calisma trombosit mtDNA metilasyonuyla KVH arasindaki iliskiyi
arastiran ilk ve tek calismadir. Bu calismanin bazi sinrliliklart vardir. Orneklem
biiylikliigii diger calismalara kiyasla nispeten kiigiiktiir; 17 kisi kontrol grubunda, 10
kisi hasta grubunda yer almistir. Ayrica kalp yetmezligi gibi spesifik bir hasta
popiilasyonu secilmemistir; hipertansiyon, hiperlipidimi, ateroskleroz gibi daha genis

bir profilde kardiyovaskiiler hastaliklarin bulundugu hasta popiilasyonu se¢ilmistir.

Bizim calismamizda, Metilasyon Spesifik PCR DNA Dizi Analizinde, hem
iskemik ve non-iskemik hasta gruplarinda hem de kontrol grubunda, CO-1,2,3, tRNA
16sin 1, ATP 6-8 ve ND5 gen bolgelerinde metilasyon saptanmamuistir. Calismamizin
sonucuna gore kalp yetmezligi ile trombosit mtDNA metilasyonu arasinda bir iliski
yoktur. Baccarelli ve ark.’nin 2015 yilinda yaptigi calismayla kiyasladigimizda,
bizim c¢aligmamizda hasta sayisi nispeten daha fazladir. Diger bir konu ise biz daha
spesifik bir hasta grubu ile calistik, calismamiza sadece kalp yetmezligi bulunan

hastalar aldik.

Trombositlerdeki mtDNA metilasyon profilinin, iskemik ve non-iskemik kalp
yetmezligi  etyolojisinde  tamisal ~ bir  biyobelirteg  olarak  kullanilip

kullanilamayacaginin anlasilabilmesi i¢in daha fazla ¢alismaya ihtiyag vardir.

Kalp yetmezliginin multifaktoriyel bir hastalik olmasi, epidemiyolojik
farkliliklar ve diger caligmalara kiyasla hasta saymmizin nispeten az olmasi
calismamizin sonuglarini etkilemis olabilir. Calismamizin bazi teknik kisitliliklar1 da
olmustur. Santrifiijj ile trombositlerin serbest niikleer DNA ve serbest

mitokondrilerden izolasyonundaki zorluktan bahsedebiliriz. Ekstrakte edilen
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trombosit mtDNA’larinda serbest nikleer DNA ve niikleer mtDNA ’larin az miktarda

kontaminasyonunun olma olasiligini1 goz ardi edemeyiz.

MtDNA  metilasyonunun trombositlerdeki rolii heniiz tam olarak
aciklanamamustir. Fakat trombositlerin tek tip hiicre olmasi ve kolay izole
edilebilmesi, KVH ile ilgili yapilacak olan diger ¢alismalara fikir vermesi acisindan
Oonemli olabilir. Calismamiz henliz arastirilma asamasinda olan bir konu ile ilgili
oldugu icin ve bu konuyla ilgili ¢ok az sayida ¢aligma oldugu icin, trombosit mtDNA
metilasyon profilinin kardiyovaskiiler hastaliklarda tan1 araci olmasiyla ilgili netlik

kazanmas1 acisindan daha fazla ¢calismaya ve fikir birligine gereksinim vardir.

35



6. SONUC

Biz c¢alismamizda, trombositlerdeki mtDNA’nin artmis metilasyonunun,
iskemik ve non-iskemik kalp yetmezligi etyolojisinde tanisal bir biyobelirte¢ olarak
kullanilip kullanilamayacagini arastirmayr amagcladik. Trombositlerdeki mtDNA
metilasyon analizi, mtDNA’nin ATP (adenozin trifosfat) sentezi ile iligkisinden
faydalanilarak yapilmistir. Bu baglamda analizi yapilan genler; sitokrom ¢ oksidaz
(CO), ATP sentaz, NADH dehidrogenaz (ND) ve tastyict RNA (tRNA) 16sin 1°dir.
Calismamizda, Metilasyon Spesifik PCR DNA Dizi Analizinde, hem iskemik ve
non-iskemik hasta gruplarinda hem de kontrol grubunda, CO-1,2,3, tRNA 16sin 1,
ATP 6-8 ve NDS5 gen bolgelerinde metilasyon saptanmamistir. Caligmamizin
sonucuna gore kalp yetmezligi ile trombosit mtDNA metilasyonu arasinda bir iliski
yoktur. MtDNA metilasyonunun trombositlerdeki rolii heniiz tam olarak
aciklanamamigtir. Fakat trombositlerin tek tip hiicre olmast ve kolay izole
edilebilmesi, KVH ile ilgili yapilacak olan diger ¢aligmalara fikir vermesi agisindan
onemli olabilir. Calismamiz heniiz arastirllma asamasinda olan bir konu ile ilgili
oldugu i¢in ve bu konuyla ilgili ¢cok az sayida ¢alisma oldugu i¢in, trombositlerdeki
mtDNA metilasyon profilinin, iskemik ve non-iskemik kalp yetmezligi etyolojisinde
tanisal bir biyobelirte¢ olarak kullanilip kullanilamayacag: ile ilgili daha fazla

caligmaya ve fikir birligine gereksinim vardir.
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