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CO: Sitokrom C Oksidaz  

ND: NADH Dehidrogenaz 

RNA: Ribo Nükleik Asit 

tRNA: taşıyıcı RNA 

DEF-KY: Düşük Ejeksiyon Fraksiyonlu Kalp Yetmezliği 

ODEF-KY: Orta Düzey Ejeksiyon Fraksiyonlu Kalp Yetmezliği  

KEF-KY: Korunmuş Ejeksiyon Fraksiyonlu Kalp Yetmezliği  

SV: Sol Ventrikül 

MI: Miyokard İnfarktüsü 

KAH: Koroner Arter Hastalığı 

AF: Atriyal Fibrilasyon 

LBBB: Sol Dal Bloğu 

BNP: B tipi Natriüretik Peptit  

NT-proBNP: N-Terminal pro B tipi Natriüretik Peptit  

EKG: Elektrokardiyogram 

AV: Atriyoventiküler 

KMR: Kardiyak Manyetik Rezonans 

ADP: Adenozin Difosfat 

Pi: Fosfat 

bç: baz çifti 

H: ağır 

L: hafif 

rRNA: ribozomal RNA 
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D-loop: Displacement loop 

mRNA: Messenger RNA 

C: Sitozin 

CH3: Metil grubu 

5m-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: Gerçek zamanlı polimeraz zincir reaksiyonu 

MSP: Metilasyon-Spesifik PZR  

ml: mililitre 

ACD-B: Acid Citrate Dextrose 

d-NTP: deoksinükleotid  

EDTA: EtilenDiamin Tetraasetik Asit 

MgCl2: Magnezyum klorid 

mM: milimol 

HCL: Hidroklorik asit 

STE: Sodyum Klorür-Tris. HCl-EDTA 

nm:  nanometre 

µg: mikrogram   

O.Y.: Optik Yoğunluk       

TBE: Tris-Borat-EDTA   

MD: Mikro Dalga 

UV: UltraViyole 

µl: mikrolitre 

cm: santimetre 
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mm: milimetre 

ng: nanogram 

pmol: pikomol 

ark.: arkadaşları 

ALS: Amyotrofik Lateral Skleroz 

KVH: Kardiyovasküler Hastalıklar 

MELAS: Myoklonus Epilepsi Laktik Asidoz inme 

AKY: Akut Kalp Yetmezliği 
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ÖZET 

 

İSKEMİK VE NON-İSKEMİK KALP YETMEZLİĞİNDE PERİFERİK KAN 

PLATELET METİLASYON PROFİLİNİN  BELİRLENMESİ 

 

DR. VİLDAN ÖZÇAKIR ŞENDUR 

 

Kalp yetmezliği, sık başvuru gerektiren kronik bir hastalıktır ve mortalitesinin 

yüksek olması nedeniyle son yıllarda genetik araştırmalarına ağırlık verilmiştir. 

Bilindiği gibi trombositler, kardiyovasküler hastalıkların etyolojisinde önemli bir rol 

oynamaktadır. Mitokondri ise trombositlerin enerji kaynağı ve mtDNA da 

trombositlerin sahip olduğu tek genomik materyaldir. Kardiyovasküler hastalıkların 

etyolojisinde, epigenetik faktörlerle ilgili birçok çalışma yapılmıştır. MtDNA 

metilasyonu ise bu alanda daha yeni ve araştırılma aşamasında olan bir konudur. Bir 

çalışmada hipertansiyon, ateroskleroz gibi kardiyovasküler hastalıkları olan 

bireylerde, kontrol grubuna göre, mtDNA’nın bazı gen bölgelerinde anlamlı 

metilasyon artışı izlenmiştir. Biz ise çalışmamızda, trombositlerdeki mtDNA’nın 

artmış metilasyonunun, iskemik veya non-iskemik kalp yetmezliği etyolojisinde 

tanısal bir biyobelirteç olarak kullanılıp kullanılamayacağını araştırmayı amaçladık. 

Trombositlerdeki mtDNA metilasyon analizi, mtDNA’nın ATP sentezi ile 

ilişkisinden faydalanılarak yapılmıştır. Bu bağlamda analizi yapılan genler; sitokrom 

c oksidaz (CO), ATP sentaz, NADH dehidrogenaz (ND) ve taşıyıcı RNA (tRNA) 

lösin 1’dir. Çalışma, Mart 2017 – Mart 2018 tarihleri arasında Pamukkale 

Üniversitesi Hastanesi Kardiyoloji kliniğine başvuran, ekokardiyografide simpson 

metodu ile yapılan ölçümlerde ejeksiyon fraksiyonu (EF) % 40 ve altında olan 55 

kalp yetmezliği hastası ve 30 sağlıklı birey ile gerçekleştirilmiştir. 55 kalp yetmezliği 

hastası, yapılan koroner anjiografi sonrasında iskemik ve non-iskemik kalp 

yetmezliği olarak 2 gruba ayrılmıştır. 30 hasta iskemik kalp yetmezliği grubunda, 25 

hasta non-iskemik kalp yetmezliği grubunda yer almıştır. Çalışmamızda, Metilasyon 

Spesifik PCR DNA Dizi Analizinde, hem iskemik ve non-iskemik hasta gruplarında 

hem de kontrol grubunda, CO-1,2,3, tRNA lösin 1, ATP 6-8 ve ND5 gen 

bölgelerinde metilasyon saptanmamıştır. Çalışmamızın sonucuna göre kalp 
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yetmezliği ile trombosit mtDNA metilasyonu arasında bir ilişki yoktur. 

Trombositlerdeki mtDNA metilasyon profilinin, iskemik ve non-iskemik kalp 

yetmezliği etyolojisinde tanısal bir biyobelirteç olarak kullanılıp 

kullanılamayacağının anlaşılması için daha fazla çalışmaya ihtiyaç vardır.  

 

Anahtar Kelimeler: Kalp yetmezliği, trombosit, mitokondriyal DNA 
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SUMMARY 

 

THE DETERMINATION OF PERIPHERAL BLOOD PLATELET 

METHYLATION PROFİLE AT ISCHEMİC AND NON-ISCHEMIC HEART 

FAİLURE 

 

DR. VİLDAN ÖZÇAKIR ŞENDUR 

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.GİRİŞ-AMAÇ 

Kalp yetmezliği (KY), kalpteki yapısal veya işlevsel bozukluk sonucu, kalp 

debisinde azalma veya kalp basınçlarında yükselme oluşturan, hastalarda nefes 

darlığı, bacaklarda şişlik, halsizlik gibi tipik belirtilerin ve bazen de beraberinde 

artmış juguler ven basıncı, akciğerde krepitasyon, periferik ödem gibi bulguların 

görülebildiği klinik bir sendromdur. Kalp yetmezliği tanımı, sol ventrikül ejeksiyon 

fraksiyonu (EF) %40’ın altında olan düşük ejeksiyon fraksiyonlu kalp yetmezliği, 

%40-49 arasında olan orta düzey EF’lu kalp yetmezliği, %50 ve üzerinde olan 

korunmuş ejeksiyon fraksiyonlu kalp yetmezliği olarak 3 gruba ayrılır (1).  

Kalp yetmezliği, tanı ve tedavisinde gelişmeler olmasına karşın, akut koroner 

sendrom sonrası iyileşen hasta sayısının artması ve dolayısıyla yaşlı popülasyonun da 

artması sebebiyle gün geçtikçe artan önemli bir kardiyovasküler mortalite ve 

morbidite sebebidir (2). Kalp yetmezliğinin genel nüfusta prevalansı %0.3-2 arasında 

değişmekle birlikte, >65 yaş bu rakam %3-5’lere, >75 yaş ise %25’lere varmaktadır 

(3-7). On yılda kalp yetmezliğinden ölüm oranı % 40, 15 yılda % 56' dır. Ciddi kalp 

yetmezliği olan kişilerdeki ölüm oranı ise bir yılda % 40- 70 gibi oldukça yüksektir 

(8). Yaşı 65'den fazla olan hastaların üçte biri 3 ay içinde kalp yetmezliği nedeniyle 

hastaneye tekrar gelmekte ve neredeyse yarısı 6 ay içinde yeniden hastaneye giriş 

yapmaktadır (9-11).  

Kalp yetmezliği, sık başvuru gerektiren kronik ve mortalitesi yüksek bir 

hastalıktır. Bu nedenle son yıllarda genetik araştırmalarına ağırlık verilmiştir. 

Bilindiği gibi trombositler, kardiyovasküler hastalıkların etyolojisinde, ateroskleroz 

patogenezinde ve  akut trombotik olayların gelişiminde önemli rol oynamaktadır. 

Ayrıca mitokondri de kalbin fonksiyonlarını devam ettirebilmesinde kritik bir role 

sahiptir. Trombositler kendi nükleusundan yoksun olup genomik materyal olarak 

sadece mitokondriyal genoma sahiptirler. Bundan dolayı, trombositlerdeki 

mitokondriyal genlerin epigenetik regülasyonu araştırmaların ilgi odağı olmuştur.  

DNA (Deoksiribo Nükleik Asit) metilasyonu gen ifadesini değiştirerek hücre 

fonksiyonlarını değiştiren epigenetik bir olaydır. Epigenetik, genetik kodun 

fonksiyonel modifikasyonudur. Epigenetik değişiklikler, gen ifadesini değiştirerek, 
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hastalıkların gelişiminde etkin rol oynayabilir ve yeni tedavi seçenekleri için hedef 

belirlemede yol gösterebilir (12). 

Daha önce yapılan bazı çalışmalarda, nükleer DNA metilasyonu ile 

kardiyovasküler hastalıklar arasında net bir ilişki bulunamamıştır (13). MtDNA 

(mitokondriyal DNA) ile yapılan çalışmalarda ise mtDNA kopya sayısındaki 

azalmanın kalp yetmezliği için bağımsız bir risk faktörü olduğu ve kalp yetmezliği 

olan hastalarda kardiyovasküler mortaliteyi arttırdığı gösterilmiştir (12). Diğer bir 

çalışmada ise otofajiden kaçan mtDNA’ nın miyokardit ve dilate kardiyomiyopati ile 

ilişkili olduğu, ayrıca mtDNA varyantlarının inflamasyon, anjiogenez ve 

sinyalizasyon genlerinin metilasyonuna aracılık ettiği gösterilmiştir (14,15). Yapılan 

bazı araştırmalarda ise, trombosit mtDNA’sında epigenetik regülasyonların 

kardiyovasküler hastalıklarda rolü olduğu ve mtDNA metilasyonunun 

kardiyovasküler hastalıklar için tanısal bir biyomarker olabileceği belirtilmiştir. 

Ancak mtDNA metilasyon seviyesi nükleer DNA’nınkinden çok daha az olduğu için 

mtDNA metilasyonu ile ilgili birçok husus hala belirsizdir (16,17). 

Biz çalışmamızda, trombositlerdeki mtDNA’nın artmış metilasyonunun, 

iskemik veya non-iskemik kalp yetmezliği etyolojisinde tanısal bir biyobelirteç 

olarak kullanılıp kullanılamayacağını araştırmayı amaçladık. Trombositlerdeki 

mtDNA metilasyon analizi, mtDNA’nın ATP (adenozin trifosfat) sentezi ile 

ilişkisinden faydalanılarak yapılmıştır. Bu bağlamda analizi yapılan genler; sitokrom 

c oksidaz (CO), ATP sentaz, NADH dehidrogenaz (ND) ve tRNA (taşıyıcı Ribo 

Nükleik Asit)  lösin 1’dir. 
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2.GENEL BİLGİLER 

2.1. KALP YETMEZLİĞİ 

2.1.1 Tanımı 

Kalp yetmezliği (KY), kalpteki yapısal veya işlevsel bozukluk sonucu, kalp 

debisinde azalma veya kalp basınçlarında yükselme oluşturan, hastalarda nefes 

darlığı, bacaklarda şişlik, halsizlik gibi tipik belirtilerin ve bazen de beraberinde 

artmış juguler ven basıncı, akciğerde krepitasyon, periferik ödem gibi bulguların 

görülebildiği klinik bir sendromdur. Kalp yetmezliği tanımı, sol ventrikül ejeksiyon 

fraksiyonu (EF) %40’ın altında olan düşük ejeksiyon fraksiyonlu kalp yetmezliği 

(DEF-KY), %40-49 arasında olan orta düzey EF’lu kalp yetmezliği (ODEF-KY) 

%50 ve üzerinde olan korunmuş ejeksiyon fraksiyonlu kalp yetmezliği (KEF-KY) 

olarak 3 gruba ayrılır (1). 

Kalp yetmezliği için tek bir tanısal test yoktur, tanı büyük oranda kliniktir; 

dikkatli anamnez alımı ve fiziksel muayeneye dayanır. Kalp yetmezliği, kendini 

sıklıkla dispne ve yorgunluk olarak gösterir ki bu durum efor kapasitesini azaltır. Sıvı 

retansiyonu da sık görülen klinik tablolardan biridir, bu durum da pulmoner ve/veya 

periferal ödeme yol açabilir. Kalp yetmezliğine sebep olan kardiyak nedenin 

gösterilmesi önemlidir. En sık sebebi iskemik kalp yetmezliğidir. Miyokardit, kalp 

kapak hastalıkları, perikard patolojileri, kalp ritm ve ileti anormallikleri de KY’ ne 

neden olabilmektedir. Sebep olan kardiyak patolojinin belirlenmesi doğru tedavi 

açısından da büyük önem taşır (18). 

Kalp yetmezliği olan hastaların sınıflandırılmasında; hastaların komorbid 

durumlarının, prognozlarının ve tedavi yanıtlarının ayrımı için ve çoğu klinik 

çalışmada hasta seçimi EF’ye bağlı olduğu için, kalp yetmezliğinde EF önemli bir 

yer almaktadır (19). EF değerleri, görüntüleme tekniğine, analiz metoduna ve 

operatöre bağımlıdır. Diğer taraftan, daha hassas yöntemlerle sistolik işlev ölçümü, 

korunmuş ve normal EF değeri olan hastalarda anormallikler gösterebilir, bu yüzden 

korunmuş ya da azalmış sistolik işlev terimi yerine korunmuş ya da azalmış EF 

terimi tercih edilmektedir. Çoğu hastada, EF’den bağımsız olarak sistolik ve diastolik 

disfonksiyon beraber görülür (20,21). 
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2.1.2.Kalp Yetmezliği Sınıflandırması 

New York Kalp Cemiyeti işlevsel sınıflaması (Tablo 1) 

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

Kalp Cemiyeti işlevsel sınıflaması 

 

                Akut ve kronik kalp yetersizliği tanı ve tedavisine yönelik 2012 ESC kılavuzu 

 

 

 

 

SINIF I  Fiziksel aktivite kısıtlanması yoktur. 
Olağan fiziksel etkinlik, beklenenin 
üzerinde nefes darlığı, halsizlik ya da 
çarpıntıya yol açmaz. 
 

SINIF II  Hafif fiziksel etkinlik kısıtlanması 
mevcuttur. Dinlenme sırasında rahattır, 
ancak olağan fiziksel aktivite 
beklenenin üzerinde nefes darlığı, 
halsizlik ya da çarpıntıya yol açar. 

SINIF III  Belirgin fiziksel etkinlik kısıtlanması 
vardır. Dinlenme sırasında rahattır, 
ancak olağan düzeyin altında fiziksel 
aktivite nefes darlığı, halsizlik ya da 
çarpıntıya yol açar. 

SINIF IV 
 

 

 

 

Rahatsızlık duymadan herhangi bir 
fiziksel etkinlik sürdürülemez. 
Dinlenme sırasında belirtiler olabilir. 
Herhangi bir fiziksel aktivite yapılması 
durumunda rahatsızlık artar. 
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Amerikan Kardiyoloji Koleji / Amerikan Kalp Cemiyeti evreleme sistemi 

 Evre A: Yapısal kalp hastalığı olmayan, kalp yetersizliği gelişmesi açısından 

yüksek riskli hastalardır. Bu hastalarda kalp yetmezliğinin işaret ve semptomları 

yoktur. Örneğin; sistemik hipertansiyon, koroner arter hastalığı, diabetes mellitus.  

 Evre B: Yapısal kalp hastalığı olan ancak henüz kalp yetmezliği semptomları 

gelişmemiş hastalardır. Bu hastalarda kalp yetmezliği gelişme olasılığı yüksektir. 

Kalp yetmezliğinin işaret ve semptomları yoktur. Örneğin; sol ventrikül (SV) 

hipertrofisi, büyük dilate ventriküller, kapak hastalığı, geçirilmiş miyokard infarktüsü 

(Mİ).  

 Evre C: Altta yatan yapısal kalp hastalığı ile ilişkili şimdi veya geçmişte kalp 

yetmezliği semptomları olan hastalardır.  

 Evre D: Optimal tedaviye rağmen kalp yetmezliğinin belirgin semptomları 

olan hastalardır. Bu hastalar özel ileri tedavilere ihtiyaç duyarlar. Örneğin; 

Hastaneden güvenle taburcu edilemeyen, devamlı hastane bakımı gerektiren, 

hastanede kalp nakli bekleyen, semptomların rahatlaması için evde devamlı 

intravenöz ilaç tedavisi alan hastalar veya mekanik dolaşım desteği alan hastalardır 

(22). 

 

2.1.3.Etiyoloji 

Kalp yetmezliği; iskemik, infektif, inflamatuar, immün, endokrin, metabolik, 

genetik ve neoplastik nedenlere bağlı ya da kalbin yetersiz gelişiminden veya gebelik 

kaynaklı da olabilir. Kronik KY, miyokardiyal disfonksiyon, aritmi, kapak 

hastalıkları veya perikard hastalıklarına bağlı olabilir. Akut sol KY’nin en yaygın 

sebebi akut MI’dür. Hipertansiyon ve diyabet olasılıkla pek çok olguda katkıda 

bulunan etmenler olsa da, koroner arter hastalığı (KAH) sistolik KY olgularının 

yaklaşık üçte ikisinin nedenidir. Sistolik KY’nin geçirilmiş viral enfeksiyonlar 

(teşhis edilebilmiş veya edilememiş), alkolün kötüye kullanımı, kemoterapi (örn. 

doksorubisin veya trastuzumab) ve ‘idiyopatik’ dilate kardiyomiyopati gibi başka 

pek çok sebebi vardır (18).  
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2.1.4.Epidemiyoloji 

Nüfusun yaşlanması, koroner olay gelişen hastalarda sağkalımı uzatmada elde 

edilen başarılar ve yüksek risk grubundaki kişilerde ikincil koruma ile koroner 

olayları ertelemede kaydedilen başarılar nedeniyle KY prevalansı yükselmektedir 

(4). Gelişmiş ülkelerde erişkin toplumun yaklaşık %1-2’ sinde KY’ ne rastlanmakta, 

KY prevalansı 70 yaş ve üzerindeki bireylerde ≥ %10’e kadar yükselmektedir. KY’ 

nin pek çok nedeni vardır ve nedenler dünyanın farklı bölgelerinde değişiklikler 

gösterir. KY hastalarının en az yarısında EF düşüktür (23). On yılda kalp 

yetmezliğinden ölüm oranı % 40, 15 yılda % 56' dır. Ciddi kalp yetmezliği olan 

kişilerde ölüm oranı ise bir yılda % 40- 70 gibi oldukça yüksek bir orandadır (8). 

Yaşı 65'den fazla olan hastaların üçte biri üç ay içinde kalp yetmezliği nedeniyle 

hastaneye tekrar gelmekte ve hemen hemen yarısı 6 ay içinde yeniden hastaneye giriş 

yapmaktadır (9-11). 

Erkeklerde koroner arter hastalığı daha erken yaşlarda görülmesi sebebiyle 

genç yaş gruplarında KY erkeklerde daha sıktır ancak, yaşlılarda her iki cinsiyetteki 

prevalans eşitlenmektedir. Korunmuş ejeksiyon fraksiyonlu kalp yetmezliği, düşük 

ejeksiyon fraksiyonlu kalp yetmezliğine göre daha farklı epidemiyolojik görünüş 

sergilemektedir. KEF-KY’li hastalar, DEF-KY hastalarına göre daha yaşlı, sıklıkla 

kadın cinsiyette ve daha kilolu hastalardır. Bu grup hastada koroner kalp hastalığına 

daha az, hipertansiyon ve atriyal fibrilasyona ise daha sık rastlanmaktadır. KEF-KY 

hastalarının prognozu DEF-KY hastalalarına göre daha iyidir (24).  

Tedavide modern çağın başladığı 1990’lı yıllardan evvel, hastaların %60-70’i 

tanı konduktan sonra 5 yıl içinde ölmekte ve pek çok ülkede, kötüleşen belirtilerle 

hastane başvuruları, epidemiler halinde, sık ve tekrarlayıcı nitelikte seyretmekteydi. 

Etkili tedaviler bu iki sonucu da iyileştirmiş, son yıllarda hastaneye yatışlarda %30-

50 oranında, mortalitede ise daha küçük ancak anlamlı oranda göreceli bir azalma 

sağlanmıştır (25-27). 
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2.1.5.Patofizyoloji 

Kalp yetmezliği patogenezinin, basit ve tek bir model ile açıklanamayacağı, 

başlangıçtaki tetikleyici olayı takiben nörohormonal aktivasyon ve ventrikülün 

yeniden şekillenmesinin, kalp yetmezliğinin progresyonunu belirleyen başlıca olaylar 

olduğu bilinmektedir. KY, kalbin pompalama kapasitesinde azalmaya veya bu 

pompa fonksiyonunu korumak için diyastolik basıncını artırmak zorunda kalmasına 

sebep olan tetikleyici bir olay ile başlar. Başlıca tetikleyici üç faktör vardır. Bunlar 

intrensek miyokard hasarı, sol ventrikül üzerinde basınç ve volüm yüklenmesi, son 

olarak da perikardiyal restriktif hastalıklar, yüksek debili hastalıklar gibi ekstrensek 

sebeplerdir (28).  

SV sistolik işlev bozukluğu olan hastalarda, miyokart hasarı (örneğin miyokart 

enfarktüsü) sonrası geriye kalan miyositlerde ve ekstraselüler matrikste maladaptif 

değişiklikler gözlenir. Ventrikülde genişleme ile patolojik yeniden şekillenme 

(remodeling) ve kasılmanın azalması (düşük EF) bu değişikliklerin sonuçlarıdır 

(29,30).  

Tedavi edilmemiş sistolik işlev bozukluğunun karakteristik özelliği sol 

ventrikül genişlemesinde artış ve EF’de düşüştür. Bu olumsuz ilerlemeden iki farklı 

mekanizmanın sorumlu olduğu düşünülmektedir. Birincisi, ilave miyosit ölümüne 

yol açacak yeni olayların gelişmesidir (örneğin tekrarlayan miyokart enfarktüsü). 

Diğeri ise, sistolik işlevlerdeki azalmanın tetiklediği, özellikle nörohumoral 

aktivasyon gibi, sistemik yanıtlardır. KY’de aktive olan iki anahtar nörohumoral 

sistem, renin-anjiyotensin-aldosteron sistemi ve sempatik sinir sistemidir. Bu 

sistemik yanıtlar, yeni miyokart hasarına ek olarak, damarlara, böbreklere, kaslara, 

kemik iliğine, akciğerlere ve karaciğere de zarar verirler ve miyokardın elektriksel 

stabilitesinin bozulmasının da dahil olduğu KY ile ilişkili pek çok klinik durumdan 

sorumlu olan patofizyolojik kısır döngüyü oluştururlar. Bu iki anahtar sürecin 

engellenmesi, KY’nin etkili tedavilerinden çoğunun temelini oluşturur (29-30).  

Klinik olarak sözü edilen değişiklikler, işlevsel kapasiteyi ve yaşam kalitesini 

kötüleştirir, hastane başvurusu gerektiren dekompansasyon ataklarına yol açar ve 

genellikle pompa yetersizliği veya ventriküler aritmiler nedeniyle erken ölümlere 

sebep olur. KY hastalarının sınırlı kardiyak rezervi, aynı zamanda atriyumların 
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kasılmasına, sol ventrikülün eş zamanlı (senkron) olarak kasılmasına ve sağ ile sol 

ventrikül arasındaki ilişkiye bağlıdır. Bunlardan herhangi birini etkileyen olaylar, 

örneğin atriyal fibrilasyon (AF) gelişimi, sol dal bloğu (LBBB) gibi ileti bozuklukları 

veya anemi gibi kalbe ek hemodinamik yük bindiren durumlar akut dekompansasyon 

ataklarına neden olabilmektedir (31). 

 

2.1.6.Belirti ve bulgular 

KY klinik bulguları genellikle sodyum ve su tutulumuna bağlıdır, bu nedenle 

özgül değildir ve KY ile diğer sorunlar arasında ayırıcı tanı yapmak kolay 

olmayabilir. Örneğin periferik ödemin kardiyak sebepler dışında birçok nedeni 

vardır. KY için ortopne, paroksismal nokturnal dispne gibi daha özgül olan belirtiler 

KY’nin erken evrelerinde daha az sıklıkta görülür. Sodyum ve su tutulumundan 

kaynaklanan bulgular  diüretik tedavi ile hızla gerileyeceğinden bu tedaviyi almakta 

olan hastalarda KY tanısını koymak daha zor olabilir. Juguler ven basıncı artışı ve 

kalp tepe vurusunun sola kayması gibi daha özgül bulguları tespit etmek de daha 

zordur (32-36). Ayrıca obez bireylerde, yaşlılarda ve kronik akciğer hastalığı 

olanlarda, belirti ve bulguların saptanmasına yönelik ileri tetkikler gerekebilir (37-

39). 

 

2.1.7.Temel başlangıç incelemeleri 

Rutin laboratuvar testleri 

Glukoz, sodyum, potasyum, kreatinin/hesaplanmış glomerul filtrasyon hızı, 

karaciğer fonksiyon testleri, tiroid fonksiyon testleri, albümin gibi biyokimyasal 

parametreler ve tam kan sayımı ayırıcı tanı ve tedavi şekillenmesi açısından önem 

taşır.  Tedavi öncesi kontrolü kadar, tedavi sonrası izlemde de biyokimyasal tetkikler 

önemlidir. Renin-anjiyotensin-aldosteron sistemi blokerleri, diüretikler, steroid 

olmayan antiinflamatuar ilaç kullanımında, ishal, kusma gibi sıvı ve elektrolit 

kaybına yol açan hastalıklar olduğunda biyokimyasal izlem yine önem taşır (31). 
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Natriüretik peptitler 

KY belirti ve bulgularının özgül olmaması nedeniyle, KY şüphesi ile 

ekokardiyografiye yönlendirilen pek çok hastada önemli bir kardiyak bozukluk 

saptanmamaktadır. Ekokardiyografinin tanıda yeterli olmadığı veya 

ekokardiyografiye ulaşılabilirliğin kısıtlı olduğu durumlarda, tanıda bir alternatif 

yaklaşım, herhangi bir kalp boşluğundaki yük arttığında, yüksek miktarlarda 

salgılanan bir hormon ailesi olan natriüretik peptitlerin kan konsantrasyonunu 

ölçmektir. Fakat natriüretik peptitlerin, pulmoner emboli, böbrek yetersizliği gibi 

durumlarda da artabileceği akılda tutulmalıdır. Tedavi almamış hastalarda normal 

natriüretik peptit seviyeleri KY'ni hemen hemen dışlar ve ekokardiyografi 

yapılmasına gerek kalmayabilir (40-43). Ayrıca natriüretik peptit seviyeleri yaşla 

birlikte artar, obez kişilerde de düşük olabilir (39). Çok sayıda çalışma en sık 

kullanılan iki natriüretik peptit tipi (B tipi natriüretik peptit (BNP) ve N-terminal pro 

B tipi natriüretik peptit (NT-proBNP)) için, KY’yi dışlayan eşik değerleri 

araştırmıştır. Akut başlangıçlı veya durumu kötüleşen hastalarda, en uygun dışlama 

kestirim değeri, NT-proBNP için 300 pg/mL ve BNP için 100 pg/mL’dir.  Akut 

olmayan durumlarda uygun dışlayıcı kestirim değeri NT-proBNP için 125 pg/mL ve 

BNP için 35 pg/mL’dir. Akut olmayan hastalarda BNP ve NT-proBNP’nin KY 

tanısında duyarlılığı ve özgüllüğü daha düşüktür (44-51). 

Elektrokardiyogram (EKG) 

Sol ventrikül hipertrofisi, AV blok, geçirilmiş ön yüz MI, LBBB, AF sıklıkla 

kalp yetmezliğinde gözlenen anormal EKG bulgularıdır. EKG, KY hastalarında 

prognoz hakkında bilgi verebilir(52,53).  

Ekokardiyografi 

Kalbin anatomisi, sol ve sağ ventrikül fonksiyonları, kapak fonksiyonları, 

pulmoner arter basıncı, perikard hastalıkları gibi birçok kardiyak patoloji hakkında 

hızlı bilgiler verir. Bu bilgiler, uygun tedaviye karar vermede kritik öneme sahiptir, 

örneğin ciddi kapak hastalıklarında cerrahi tedavi gibi. Sol ventikül EF’u, hacimlere, 

ön yüke, art yüke, kalp hızına ve kapak işlevlerine bağlı olduğu için atım hacmi ile 

aynı anlama gelmez. Atım hacmi, KEF-KY hastalarında ve SV konsantrik 
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hipertrofisinde azalabilirken, DEF-KY hastalarında SV genişlemesine bağlı olarak 

korunabilir. Belirgin mitral yetersizliği olan hastalarda EF korunabilirken, atım 

hacmi azalabilir. Bu yüzden EF klinik olarak yorumlanmalıdır. EF’yi ölçmede 

önerilen ekokardiyografik yöntem apikal biplan diskler yöntemi yani modifiye 

Simpson yöntemidir (54-63). 

Transözofajiyal ekokardiyografi 

Obezite, kronik akciğer hastalığı, ventilatördeki hastalar gibi transtorasik 

ultrason penceresinin yetersiz olduğu durumlar dışında rutin tanısal değerlendirmede 

gerekli değildir. Özellikle mitral kapak hastalıkları ve protez kapaklar, şüpheli 

endokardit ve bazı doğumsal kalp hastalığı olan hastalarda önemlidir. Ayrıca, AF 

hastalarında sol atriyal apendikste trombüs varlığının kontrolü için de 

kullanılmaktadır (31). 

Göğüs radyografisi 

KY tanısında kullanımı sınırlıdır. Hastanın belirti ve bulgularını açıklayacak 

alternatif pulmoner nedenlerin veya KY ne bağlı oluşan pulmoner ödemin ortaya 

çıkarılması gibi durumlarda faydalıdır. Kardiyomegaliyi saptamada da faydası vardır 

ancak, göğüs radyografisinde kardiyomegali olmadan da belirgin SV sistolik işlev 

bozukluğunun olabileceği akılda tutulmalıdır (31). 

Kardiyak manyetik rezonans 

İskemi ve canlılık değerlendirmesi de dahil olmak üzere, ekokardiyografi ile 

elde edilen anatomik ve işlevsel bilgilerin çoğunu sağlayabilen invaziv olmayan bir 

tekniktir (64-66). Hacim, kütle ve duvar hareketlerinin değerlendirilmesinde altın 

standarttır. Ekokardiyografik çalışmalarda tanı konamayan hastalarda en iyi alternatif 

görüntüleme seçeneğidir. KMR, inflamatuar ve infiltratif durumların tanı ve 

prognozunun değerlendirilmesinde önemlidir (66).  
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Koroner anjiyografi 

Kardiyak arrest, angina pektoris gibi durumlarda, hasta koroner 

revaskülarizasyon için uygunsa koroner anjiyografi yapılmalıdır. Geri döndürülebilir 

miyokart iskemisinin kanıtı olan hastalarda, EF düşüşünde, anjiyografi 

düşünülmelidir. Akut KY, kardiyojenik şok, akut akciğer ödemi olan bazı hastalarda, 

özellikle bu durum akut koroner sendromla ilişkili ise, koroner anjiografi acil olarak 

gereklidir (67).  

 

2.2. MİTOKONDRİ 

Ökaryotik hücrelerde bulunan, bir dış membran ve girintili çıkıntılı yapısı 

bulunan iç membrana sahip bir organeldir (Şekil 1). Oksidatif fosforilasyon merkezi 

olduğu 1948 de Eugene Kennedy ve Albert Lehninger tarafından bulunmuştur. 

Organizmada oksidatif yıkım ürünlerinden alınan elektronların moleküler oksijene 

aktarılması sırasında açığa çıkan enerji ile ADP ve Pi den ATP sentezlenmesi olayı 

oksidatif fosforilasyon olarak adlandırılır (68). 

 

                          Şekil 1. Ökaryotik hücrelerde mitokondrinin yapısı 
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2.2.1. Mitokondriyal DNA’nın  yapı ve işlevi 

İnsan mitokondri DNA’sı 16569 baz çifti (bç) büyüklüğünde, kapalı, dairesel, 

çift zincirli bir moleküldür (Şekil 2). İnsan mitokondri DNA’sının tüm baz dizisi ve 

genom organizasyonu 1981 yılında Anderson ve arkadaşları tarafından ortaya 

çıkarılmıştır (69).  MtDNA zincirlerinden guanin içeriği fazla olan zincire ağır zincir 

(H zincir), sitozin içeriği fazla olana ise hafif zincir (L zincir) denir. Ağır zincirden 

12S ve 16S ribozomal RNA (rRNA), 13 polipeptit ve 14 taşıyıcı RNA (tRNA) 

sentezlenir. Hafif zincirden ise bir polipeptit ve 8 tRNA sentezlenir (70). Her iki 

zincirin birbirinden ayrı replikasyon orijini vardır. Ağır zincirin replikasyon orjini D-

loop (Displacement loop) isimli kontrol bölgede yer alır (71). İnsan mtDNA’sında 

genler çok sıkı paketlenmiştir (72). Genler arası bölge yoktur. Genler içinde 

intronlara rastlanmaz. Genetik kodda farklılıklar görülür. Şöyle ki; UGA dur kodonu 

değildir ve triptofan kodlamaktadır. AGA arjinin kodonu ise mtDNA’da dur kodonu 

olarak çalışmaktadır (73). 

 

   Şekil 2. İnsan mtDNA yapısı 
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Mitokondri DNA’sının çekirdek DNA’sından bağımsız replikasyon ve 

transkripsiyon sistemi vardır. Ancak mtDNA’nın replikasyonu ve transkripsiyonu 

için gerekli bütün enzimler çekirdek DNA tarafından kodlanır. D-loop olarak 

adlandırılan mekanizmaya göre replike olmaktadır. Ağır zincirin replikasyon 

orijininden sentez başlar ve 5’3’ saat yönünde ilerlerken H zincir açılır. Yeni 

sentezlenen zincir L zincirin replikasyon orijinine geldiği anda ters yönde yeni L 

zincir sentezlenmeye başlar. Böylece iki zincirin replikasyonu birbirine ters yönde 

ilerler ve 5’3’ yönünde devamlı sentez olduğu için Okazaki fragmentleri içermez 

(74). 

2.2.2. Mitokondriyal DNA genleri 

Mitokondriyal DNA da toplam 37 gen bulunur. Bunların 13’ ü m-RNA; 

komplex I (NADH Dehidrogenaz, ND1, 2, 3, 4, 4L, 5, 6), komplex III (ubiquinol, 

sitokrom c oksidoredüktaz), 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 taşıyıcı 

RNA (Şekil 3). 

Biz komplex IV (sitokrom c oksidaz- CO 1-3), komplex V (ATP sentaz; 

ATPase 6,8), NADH Dehidrogenaz (ND5), taşıyıcı RNA lösin 1 genleri üzerinde 

çalışma yaptık.  
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Şekil 3. Mitochondrial DNA 
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2.3. EPİGENETİK VE METİLASYON 

Epigenetik, biyolojide, DNA dizisindeki değişikliklerden kaynaklanmayan, 

ama aynı zamanda kalıtsal olan, gen ifadesi değişikliklerini inceleyen bilim dalıdır. 

Yaşam stili, beslenme alışkanlığı, spor gibi çevresel faktörlerin genlerin aktivitesini 

düşürmesi veya yükseltmesi ile ortaya çıkan rahatsızlıkları inceler. Başka bir ifade ile 

DNA dizisinde hiçbir değişiklik gerçekleşmeden genlerin fazla ya da yetersiz 

çalışmasından kaynaklanan durumlardır (75). Epigenetik, DNA metilasyon 

modifikasyonu ve kromatin yeniden düzenlemesini kapsayan, DNA sekansında bir 

değişiklik olmaksızın meydana gelen gen ekspresyonundaki kalıtsal değişiklikler 

olarak tanımlanmıştır (76).  

Ökaryotik hücreler gen ifadesi kontrolünü sağlayabilmek için çekirdekte 

yüksek derecede kontrol edilen, dinamik ve karmaşık bir yapı olan kromatini 

kullanırlar. Kromatin yapısı, yapısal ve kimyasal birtakım değişimlere uğrayarak gen 

ifadelerini etkilemektedir. DNA’nın çok sıkı paketlenmiş formu olan kromatin 

yapının DNA replikasyonu sırasında açılmasıyla, kalıp zincirde var olan yapısal ve 

kimyasal modifikasyonlar, diğer bir deyişle “epigenetik işaretler” yeni sentezlenen 

zincirlere aktarılır ve bu şekilde her bir replikasyon sırasında hücreden hücreye 

korunur (77). Kromatin yapı üzerinde meydana gelen epigenetik modifikasyonların 

genlerin ifadelerini etkilemesi, DNA metilasyonu ve histon modifikasyonları gibi 

temel epigenetik mekanizmalar tarafından kontrol edilmektedir (78). 

Son dönemde üzerinde çok çalışılan ve hakkında en çok bilgi sahibi olunan 

epigenetik mekanizma DNA metilasyonudur. DNA metilasyonu, embriyonik 

gelişim, transkripsiyon, kromatin yapısının düzenlenmesi, X kromozomu 

inaktivasyonu, genomik imprinting ve kromozom stabilitesinin sağlanması gibi 

birçok hücresel süreçte rol oynayan önemli bir epigenetik mekanizmadır. Kanser, 

inflamatuvar hastalıklar, bazı sendromlar ile ilişkili bulunmuştur (78). DNA 

metilasyonu kovalent bir modifikasyondur ve sitozin (C) bazının 5. karbonuna bir 

metil grubu (-CH3 ) eklenmesi ve 5-metil sitozin (5m-C) yapısının oluşmasıyla 

karakterize edilir (79). Bu kimyasal tepkime, DNA metil transferazlar (DNMT) 

tarafından katalizlenmektedir. Bu enzimler, metil grubu donörü 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) çiftlerinin art arda 

sıralanmasıyla oluşan CpG dizilerinin yoğunlaştığı bölgelerde gerçekleşmektedir 

(81,82).  

Bugüne kadar DNA metilasyonu ile ilgili yapılan çalışmaların büyük bir 

çoğunluğu, promotor bölgedeki metilasyona odaklanmıştır. Aslında, promotor bölge 

metilasyonu ile gen sessizleşmesi arasındaki ilişki 1970’lerde tanımlanmıştır. 

Promotor bölgedeki CpG adacıklarının metillenmesi ve bunun gen ifadesini 

baskıladığının keşfi, DNA metilasyonunun işlevi hakkında genel algının 

şekillenmesini sağlamıştır. Şimdilerde ise, DNA metilasyonu ve gen sessizleşmesi 

arasındaki ilişkinin belirsiz olduğu gündemdedir. DNA metilasyonu, gelişen genom 

boyu metilasyon haritalamaları sayesinde; transkripsiyon başlama bölgelerinde, 

ekzon ve intron bölgelerinde, düzenleyici bölgelerde ve tekrar dizilerinde de analiz 

edilebilmektedir (83). 

X kromozomu üzerinde yapılan çalışmalar sonucu, gen içinde gerçekleşen 

metilasyon ile aktif transkripsiyon arasında pozitif korelasyonlar bulunmuştur (84). 

Gen içindeki metilasyonun, transkripsiyonu engellemediği hatta transkripsiyonun 

uzamasını tetiklediği belirtilmiştir. Promotor bölgedeki metilasyon, gen ifadesi ile 

negatif korelasyona sahipken, gen içindeki metilasyonunun gen ifadesi ile pozitif 

korelasyona sahip olmasının açıkça bir paradoks olduğu da vurgulanmıştır. Yani 

DNA metilasyonunun gen ifadesi üzerine etkilerinin hem baskılama hem de ifadeyi 

artırma yönünde olabileceği belirtilmiştir (83). 

Bugüne kadar geliştirilen DNA metilasyonu analiz yöntemleri, DNA 

dizisindeki sitozinlerle, 5-metil sitozinlerin ayırt edilmesi esasına dayanmaktadır 

(85). Analiz yöntemleri iki genel başlık altında toplanabilir. Bunlar, global 

metilasyon analizleri ve gene özgül metilasyon analizleridir. Gene özgül metilasyon 

analizleri, genom boyu ve aday gen yaklaşımları olarak iki kategoride 

incelenebilmektedir (86). 

Aday gen yaklaşımları, daha özgül olarak tek bir gen bölgesinin metilasyon 

durumunu, basit moleküler teknikler ile incelenmesini mümkün kılan yöntemleri 

içermektedir. Aday gen yaklaşımlarında, bisülfit-bazlı yöntemler, yaygın olarak 
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kullanılmaktadır. DNA’ya bisülfit modifikasyonu ve ilgili gen bölgesine özgül 

polimeraz zincir reaksiyonu (PZR) uygulamalarının ardından jel elektroforezi, GZ-

PZR (gerçek zamanlı polimeraz zincir reaksiyonu), Sanger sekanslama ve 

pyrosekanslama gibi yöntemlerle devam edilir (86). DNA’nın bisülfit 

modifikasyonundan sonra, sadece metillenmiş CpG dizilerine özgü olarak tasarlanan 

metil-spesifik primerler kullanılarak DNA amplifiye edilir ve oluşan fragmentler jel 

elektroforezinde yürütülür. Bu şekilde metile olmuş ve olmamış bölgelerin ayırt 

edilebildiği yönteme Metilasyon-Spesifik PZR (MSP) denir (87).  
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3.GEREÇ VE YÖNTEM 

Pamukkale Üniversitesi Tıp Fakültesi Etik Kurulu tarafından onaylanan bu 

çalışma Pamukkale Üniversitesi Tıp Fakültesi Kardiyoloji Anabilim Dalı’nda 

yapılmıştır. 

Çalışma, Mart 2017 – Mart 2018 tarihleri arasında Pamukkale Üniversitesi 

Hastanesi Kardiyoloji kliniğine başvuran, ekokardiyografide modifiye Simpson 

metodu ile yapılan ölçümlerde ejeksiyon fraksiyonu (EF) % 40 ve altında olan, 

çalışmaya katılma ölçütlerini karşılayan, çalışma ile ilgili bilgilendirildikten sonra 

yazılı ve sözlü onam veren 55 kalp yetmezliği hastası ve 30 sağlıklı birey ile 

gerçekleştirilmiştir. 55 kalp yetmezliği hastası, yapılan koroner anjiografi sonrasında 

iskemik ve non-iskemik kalp yetmezliği olarak 2 gruba ayrılmıştır. 30 hasta iskemik 

kalp yetmezliği grubunda, 25 hasta non-iskemik kalp yetmezliği grubunda yer 

almıştır. Sağlıklı karşılaştırma grubu, çalışma için gerekli sağlıklı birey özelliklerinin 

hastanede duyurulması ardından yapılan başvurular ile oluşturulmuştur. 

Hasta ve sağlıklı kontrol vakaları çalışma hakkında ayrıntılı olarak 

bilgilendirilmiş, gönüllü olanlardan sözel ve yazılı onam alınarak çalışmaya dahil 

edilmiştir. Araştırma projesi Pamukkale Üniversitesi Tıp Fakültesi Etik Kurul 

onayına sunulmuş, 27.09.2016 tarih ve 2016/17 sayılı karar yazısıyla etik kurul onayı 

alınmıştır. Bilimsel Araştırma Projeleri Komisyonu’ndan platelet mitokondriyal 

DNA metilasyon analizi için ödenek alınmıştır (Proje no: 2017TIPF003). 

Hasta grubunun çalışmaya alınma ölçütleri; Çalışmaya katılmayı kabul 

etmiş, iskemik veya non-iskemik kalp yetmezliği tanısı almış, 18-80 yaş arası olgular 

çalışmaya dahil edilmiştir. 

Sağlıklı kontrol grubu için çalışmaya alınma ölçütleri; Çalışmaya katılmayı 

kabul etmiş,  18-80 yaş arası, kardiyak rahatsızlığı bulunmayan olgular çalışmaya 

dahil edilmiştir. 

Hasta grubunun çalışmadan dışlanma ölçütleri;  Kronik böbrek yetersizliği, 

kronik karaciğer hastalığı, bilinen inflamatuar hastalığı olanlar, ötiroid olmayan 

tiroid hastalığı olanlar dahil major metabolik ya da endokrin hastalığı olanlar çalışma 

dışında tutulmuştur. 
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Sağlıklı kontrol grubu için çalışmadan dışlanma ölçütleri; Çalışmaya 

katılmayı kabul etmeyen, 18 yaş altı ve 80 yaş üstü olan, kronik böbrek yetersizliği, 

kronik karaciğer hastalığı, bilinen inflamatuar hastalığı, ötiroid olmayan tiroid 

hastalığı olanlar dahil major metabolik ya da endokrin hastalığı olanlar çalışma 

dışında tutulmuştur. 

Çalışmada yer alan gönüllü bireylerden ortalama 3ml ACD-B (acid citrate 

dextrose) tüplerine kan alınarak, platelet izolasyonu gerçekleştirildi. 

Elde edilen plateletlerden mtDNA izolasyonu, standart fenol-kloroform 

yöntemine göre yapıldı. Elde edilen mtDNA’lar  analiz için -80ºC’de bekletildi. 

Bisülfit dönüşümü ve MSP: İzole edilen doku DNA’sının bisülfit dönüşümü 

standardize edilmiş ticari kit (EZ DNA Methylation-Gold™ Kit) ile gerçekleştirildi. 

Metilasyon analizleri için; PCR yöntemi ile mtDNA sitokrom c oksidaz (MT-CO1, 

MT-CO2, ve MT-CO3); tRNA lösin 1 (MT-TL1); ATP sentaz (MT-ATP6 and MT-

ATP8); and NADH dehidrogenaz (MT-ND5) gen bölgeleri hasta ve kontrol 

gruplarından elde edilerek DNA dizi analizi yöntemi ile incelendi. 

 

Kullanılan Cihazlar 

 Santrifüj (Beckman Coulter Allegra X-15R) 

 Mikropipet Seti (Finnpipette) 

 Etüv (Nüve EN 055) 

 Vorteks (Heidolph) 

 Mikrosantrifüj (Beckman Coulter Microfuge 16) 

 Buzdolabı (Beko 5034 NF) 

 Derin Dondurucu (Beko 7125) 

 Termal Cycler (Peqlab Primus 25) 

 Hassas Terazi (Ohaus) 

 Mikrodalga Fırın (Beko MD-1610) 

 Manyetik Karıştırıcı (Yellow Line MSH Basic) 

 Elektroforez Tankı (Cleaver) 
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 Elektroforez Güç Kaynağı (Wealtec Elite 300 Plus) 

 Jel Görüntüleyici (İntas Science İmaging) 

 

Kullanılan Enzim ve Kimyasal Maddeler 

 10×PCR Buffer 

 50-1000 bç DNA Ladder  

 Agaroz  

 Borik Asit 

 d-NTP Mix 

 Doymuş Fenol 

 EDTA  

 Etanol  

 Etidyum Bromid  

 İzoamil Alkol 

 Kloroform 

 MgCl2 

 Proteinaz K  

 Potasyum Klorür 

 Sodyum Dodesil Sülfat  

 Sodyum Klorür  

 Sodyum Asetat 

 Steril Saf Su 

 Taq DNA Polimeraz 

 Tris Base 

 Tris-Hidroklorid 
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 STE Çözeltisi 
 

        Sodyum Klorür               100 mM 

        Tris. HCl                         10 mM (pH:8.0) 

        Disodyum Edta               1 mM 

 

Tablo 2. Kullanılan primer çiftleri 

Gen Primer Dizisi Genomik Lokasyonu 

MT-CO1 

 
Forward 5’- TATTAATTGGTTTTTTAGGGTTTAT-3’ 
 

(GeneBank: J01415.2) 6736-6760 

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

MT-CO2 

 
Forward 5’- 
TTTATGAGTTGTTTTTATATTAGGTTTAAA-3’ 
 

(GeneBank: J01415.2) 8068-8097 

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

MT-CO3 

 
Forward 5’- TATATTATTTGTTTAAAAAGGTTTT -3’ 
 

(GeneBank: J01415.2) 9419-9443  

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

MT-ATP6 

 
Forward 5’- AAACTAAAACATTTTTAATCTTAAAAC-3’ 
 

(GeneBank: J01415.2) 8879-8905 

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

MT-ATP8 

 
Forward 5’- AAATTATAATAAATTTTGAGAATTAAAATG-
3’ 
 

(GeneBank: J01415.2) 8500-8529 

Reverse 5’ - AATAAACCTAAAATTATAAAAACAATAAAT-
3’ (GeneBank: J01415.2) 8550-8579 

MT-TL1 

 
Forward 5’- TAGGGTTTGTTAAGATGGTAGAGTT-3’ 
 

(GeneBank: J01415.2) 3222-3246 

Reverse 5’ - 
ACAATAAAAAATAAAAAATTAACCATAAAT-3’ (GeneBank: J01415.2) 3309-3338 

MT-ND5 

 
Forward 5’- GTGATATATAAATTTAGATTTAAATATTAA-
3’ 
 

(GeneBank: J01415.2) 12651-12680 

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

DNA numunelerinin konsantrasyonu ve saflığını belirlemek için 260 nm ve 

280 nm'deki absorbans değerleri Eppendorf® spektrofotometre yardımıyla ölçüldü. 

DNA molekülü 260 nm'de azami absorbsiyonu vermektedir. Bu dalga boyunda 

okunan değer, çift sarmallı DNA molekülünün yaklaşık 50 µg/ml konsantrasyonunda 

1.0 optik yoğunluğa (O.Y.) sahip olması temel bilgisine dayanılarak numunedeki 

nükleik asit konsantrasyonunun hesaplanması esasına dayanır.  

DNA Derişimi (µg/ml) = O.Y.260 nm x Seyreltme Faktörü  

260 nm ve 280 nm arasındaki O.Y. değerleri arasındaki oran (O.Y.260 nm    / 

O.Y.280 nm oranı) nükleik asit saflığını hesaplamak için kullanılır. Saf DNA 

preparatlarında bu oran 1.8'dir. Daha yüksek veya düşük değerler, genellikle sırasıyla 

RNA, protein veya fenol kontaminasyonlarını gösterir. Protein veya fenol bulaşısı 

olmadan saf olarak DNA izolasyonu, çalışmamızın kritik basamaklarından birini 

teşkil etmektedir. Spektrofotometrik yöntemlerle tayin edilen numunelerden O.Y 260 

nm    / O.Y 280 nm değeri 1,7’den aşağı ve 1,9’dan yukarı olan numuneler elendi ve 

yeniden izolasyon sürecine başlandı. 

DNA’nın Agaroz Jel Elekroforezi İle Saflık Kontrolü 

Saflık tayini için DNA numuneleri %2'lik agaroz jel elektroforezi ile de test 

edildi. Bu amaçla Wealtec®  Elite 300 Plus model güç kaynağına bağlı Cleaver®  

marka yatay jel tepsili elektroforez kabı kullanıldı.  

%2'lik agaroz jel hazırlamak için 0,6 gram toz agaroz hassas terazi ile tartıldı. 

Temiz bir erlene aktarıldı. Üzerine 30 ml 0,5X TBE (Tris-Borat-EDTA, pH8,3) 

tamponu eklendi. Erlen'in ağzı alüminyum folyo ile kapatıldı. Hafifçe karıştırıp 

Beko®  MD-1610 mikrodalga fırına koyuldu. Ara ara kontrol ederek erlen 

içerisindeki agaroz kristallerinin eridiğinden emin olana kadar ortalama iki dakika 

ısıtıldı. Kristaller tamamen eriyip sulu fazın altında jel oluştuğunu görünce soğumaya 

bırakıldı. Heterojen soğumayı engellemek için doğrudan banko üzerinde soğumaya 

bırakılmadı. Solüsyon yaklaşık 60 °C'ye kadar soğuduğunda üzerine UV ışık altında 

bantların görülmesini sağlayan etidyum bromür'den 3 µl ilave edildi ve karışım 

yavaşça çalkalandı. Bu işlemler devam ederken, diğer yandan elektroforez kabı, 
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tepsisi ve jel tarakları önce distile su ile ardından %70'lik etanol ile yıkanıp 

temizlendi. Tepsinin kenarlarına kauçuk bariyerler geçirildi ve üzerinde bulunan 

bölmelere jel tarakları yerleştirildi. Sıcak jel ve etidyum bromür karışımını içeren 

erlen, tepsinin 3-4 cm yukarısından tutularak kabın içerisine yavaşça döküldükten 

sonra jel üzerinde oluşan hava kabarcığı eğer var ise pipet ucu yardımıyla alınarak 

oda sıcaklığında 30-40 dakika boyunca soğumaya bırakıldı.  

Sürenin sonunda jelin iyice katılaştığını gözlemledikten sonra elektroforez 

tepsisinin kenarlarındaki kauçuk bariyerler çıkarıldı. Tepsi, yaklaşık 350 ml 

civarında 0.5X TBE tamponu ile doldurduğumuz yatay elektroforez tankına jelin 

üzerindeki kuyular negatif kutup olan katot’a bakacak şekilde yerleştirildi. Jelin 

üzerindeki tarak yavaşça ve dikkatli bir şekilde kaldırıldı. Jelin üzerini 1-1.5 mm 

kaplayacak şekilde bir miktar daha 0.5X TBE tamponu ilavesi yapıldı. Oluşan bir 

hava kabarcığı var ise pipet ucu yardımı ile alındı.  DNA numunesi [5 µl (0,25-0,5 

ng)] ve 1 µl yükleme tamponu (loading buffer), mikropipet ile birkaç defa çekip 

bırakmak suretiyle iyice karıştırıldı. Karışım (6 µl’lik), mikropipet yardımı ile jelin 

üzerindeki kuyulardan birine yüklendi. Her bir DNA numunesi için aynı işlem tekrar 

edilerek jelin üzerindeki kuyulara sıra ile yüklendi. En son sırada bulunan kuyuya 

elektroforez sonucu oluşan bantların yerinin net olarak gözlemlenmesini sağlayan 

50-1000 baz çiftleri arasında belli aralıklarla kuvvetli bantlar veren DNA merdiveni 

yüklendi. Elektroforez kabının kapağı kapatıldı. Güç kaynağının elektroforez kabına 

kablo bağlantıları yapıldı. Güç kaynağı 90 volt’a ayarlanarak numuneler 

elektroforezde 30 dakika boyunca yürütüldü. Sürenin sonunda jel UV ışığı altında 

bilgisayar destekli İntaş®  jel görüntüleme sistemi ile görüntülenip kayıt edildi. Jelin 

kuyularına yerleştirdiğimiz saf DNA, elektroforezde kuvvetli bir tek band şeklinde 

gözlenmektedir (Şekil 4). Elektroforez sonucunda jel üzerinde değişik bantlara ait 

leke ve izler bulunması DNA’nın bozunmaya uğradığını gösterir.   
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Şekil 4. Elekroforezde %2'lik agaroz jel’de 90 volt’ta 30 dakika yürütülen DNA örneklerinin 
görünümü. 

 

PCR İşlemi 

MtDNA sitokrom c oksidaz (MT-CO1, MT-CO2, ve MT-CO3); tRNA lösin 1 

(MT-TL1); ATP sentaz (MT-ATP6 and MT-ATP8); and NADH dehidrogenaz (MT-

ND5) gen bölgelerine ait tek bir bant elde edebilmek için PCR’de değişik 

parametreler test edildi. Bu parametreler arasında, MgCl2’ün 1,0 ile 3,0 mM 

arasındaki konsantrasyonları, primer çiftlerinin 20 ile 100 pmol arasındaki 

konsantrasyonları ve kalıp DNA’nın 100, 200, 300 ve 500 ng gibi değişik 

konsantrasyonları ile çalışmaların yapılması yer almaktadır. İzlenen genel protokol 

Tablo 3’de, PCR ile çoğaltma programında kullanılan bileşenlerin ideal hacim ve 

konsantrasyonları tablo 4’de sunulmuştur.  

 

Tablo 3. PCR işleminde kullanılan genel protokol. 

Denatürasyon 94 °C 1 dk 
 

35 siklus 

 

Primer eşleşmesi 55 °C 1 dk 

Zincir Uzaması 72 °C 1 dk 

Final Uzatması 72 °C 1 dk 
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Tablo 4. MtDNA sitokrom c oksidaz (MT-CO1, MT-CO2, ve MT-CO3); tRNA 

lösin 1 (MT-TL1); ATP sentaz (MT-ATP6 and MT-ATP8); and NADH 

dehidrogenaz (MT-ND5) gen bölgelerinde PCR için kullanılan bileşenlerin 

reaksiyondaki hacim ve konsantrasyonları 

İçerik 
Stok 
Konsantrasyon

Eklenecek Hacim 
50 µl Reaksiyon 
Karışımındaki 
Konsantrasyon 

Kalıp DNA 3 µl 3 µl ~4 ng/ µl 

Tampon 10x 5 µl 1x 

MgCl2 25 Mm 3 µl 1,5 mM 

dNTP Karışımı 10 Mm 1 µl 200 µM 

Forward Primer 10 pmol/ µl 2 µl 20 pmol 

Reverse Primer 10 pmol/ µl 2 µl 20 pmol 

Taq DNA Polimeraz 
Enzimi 

5 U/L 1 µl 5 U 

Steril Su  50 µl’ye tamamlanır.  
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4. BULGULAR 

4.1. Mitokondriyal DNA ATP-6 gen bölgesi  

 

Şekil 5. Metilasyon Spesifik PCR DNA Dizi Analizi sonucu. Hasta ve kontrol gruplarında 
metile olmamış nükleotid saptanmamıştır. 

 

4.2. Mitokondriyal DNA ATP-8 gen bölgesi  

 

Şekil 6. Metilasyon Spesifik PCR DNA Dizi Analizi sonucu. Hasta ve kontrol gruplarında 
metile olmamış nükleotid saptanmamıştır. 
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4.3. Mitokondriyal DNA tRNA lösin 1 (MT-TL1) gen bölgesi 

 

Şekil 7. Metilasyon Spesifik PCR DNA Dizi Analizi sonucu. Hasta ve kontrol gruplarında 
metile olmamış nükleotid saptanmamıştır. 

 

4.4. Mitokondriyal DNA NADH dehidrogenaz (MT-ND5)  gen bölgesi 

 

Şekil 8. Metilasyon Spesifik PCR DNA Dizi Analizi sonucu. Hasta ve kontrol gruplarında 
metile olmamış nükleotid saptanmamıştır. 

 

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

 

Şekil 9. Metilasyon Spesifik PCR DNA Dizi Analizi sonucu. Hasta ve kontrol gruplarında 
metile olmamış nükleotid saptanmamıştır. 
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4.6. Mitokondriyal DNA sitokrom c oksidaz (MT-CO2) gen bölgesi 

 

Şekil 10. Metilasyon Spesifik PCR DNA Dizi Analizi sonucu. Hasta ve kontrol gruplarında 
metile olmamış nükleotid saptanmamıştır. 

 

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

 

Şekil 11. Metilasyon Spesifik PCR DNA Dizi Analizi sonucu. Hasta ve kontrol gruplarında 
metile olmamış nükleotid saptanmamıştır. 

 

Metilasyon Spesifik PCR DNA Dizi Analizinde, hem iskemik ve non-iskemik 

hasta gruplarında hem de kontrol grubunda, mitokondriyal DNA ATP-6, 

mitokondriyal DNA ATP-8, mitokondriyal DNA tRNA lösin 1, mitokondriyal DNA 

NADH dehidrogenaz (MT-ND5), mitokondriyal DNA sitokrom c oksidaz (MT-

CO1), mitokondriyal DNA sitokrom c oksidaz (MT-CO2), mitokondriyal DNA 

sitokrom c oksidaz (MT-CO3) gen bölgelerinde metilasyon saptanmamıştır.  
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5. TARTIŞMA 

 

Dünyada kalp hastalıkları ile ilişkilendirilmiş olan ölümler, tüm nedenlere bağlı 

ölümler arasında ilk sırada yer almaktadır. Kardiyovasküler sistem kaynaklı mortalite 

ve morbiditede azalma sağlamak amaçlı bu konuda yapılan çok yönlü çalışmalar ile 

erken tanı ve etkin tedavi yöntemleri araştırılmıştır. Kalp yetmezliği, tanı ve 

tedavisinde gelişmeler olmasına karşın, yaşlı popülasyonun artması sebebiyle gün 

geçtikçe artan önemli bir kardiyovasküler mortalite ve morbidite sebebidir. Ayrıca 

sık başvuru gerektiren kronik bir hastalık olması ve mortalitesinin yüksek olması 

nedeniyle son yıllarda genetik araştırmalara da ağırlık verilmiştir. 

Lindgren ve ark.’nın 2018 yılında İsveç’te yaptığı, kalp yetmezliğinin kalıtım 

ile ilişkisini amaçlayan çalışmada, evlatlık edinilen kişiler, biyolojik ebeveynleri ve 

evlat edinen ebeveynler arasındaki kalp yetmezliği ilişkisi incelenmiştir. Biyolojik 

ebeveyninde kalp yetmezliği bulunması, o kişi için kalp yetmezliği açısından bir risk 

faktörü olarak gösterilmiştir (88). Bu çalışma, genetik araştırmaların kalp 

yetmezliğinde ki önemini göstermektedir. 

Epigenetik, DNA metilasyon modifikasyonu ve kromatin yeniden 

düzenlemesini kapsayan, DNA sekansında bir değişiklik olmaksızın meydana gelen 

gen ekspresyonundaki kalıtsal değişiklikler olarak tanımlanmıştır (76). Son dönemde 

üzerinde en çok çalışılan ve hakkında en çok bilgi sahibi olunan epigenetik 

mekanizma DNA metilasyonu olmuştur. DNA metilasyonu, kovalent bir 

modifikasyondur ve sitozin (C) bazının 5. karbonuna bir metil grubu (-CH3 ) 

takılması ve 5-metil sitozin (5m-C) yapısının oluşmasıyla karakterize edilir (79). 

Promotor bölgedeki metilasyon, gen ifadesi ile negatif korelasyona sahipken, gen 

içindeki metilasyonunun, gen ifadesi ile pozitif korelasyona sahip olmasının açıkça 

bir paradoks olduğu da vurgulanmıştır. Yani DNA metilasyonunun gen ifadesi 

üzerine etkilerinin hem baskılama hem de ifadeyi artırma yönünde olabileceği 

belirtilmiştir (83). 

Baccarelli ve ark.’nın 2010 yılında yapmış olduğu bir çalışmada, iskemik kalp 

hastalığı ve serebrovasküler hastalık gruplarında, nükleer DNA metilasyonunda bazal 
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ile anlamlı bir farklılık saptanmamıştır (13). Bu çalışmada, nükleer DNA 

metilasyonunun kalp hastalıklarını etkilemediği sonucuna varılmıştır. 

Movassagh M ve ark.’nın 2010 yılında yapmış olduğu çalışmada, dilate 

kardiyomiyopati hastalarının metile olmuş anjiyogenez ile ilişkili nükleer DNA gen 

ekspresyonunda normal hasta grubuna göre %2-5 oranında anlamlı faklılık 

saptanmıştır. Fakat bu DNA metilasyon değişikliklerinin kalp yetmezliğinin 

progresyonunda nedensel bir rol oynayıp oynamadığını belirlemek için daha fazla 

araştırma yapmak gerekmektedir (89).  

Pepin ve ark.’nın 2018 yılında yapmış olduğu bir çalışmada ise iskemik ve 

non-iskemik kalp yetmezliği hastaları karşılaştırıldığında, DNA KLF15 gen 

metilasyonunun iskemik kalp yetmezliği ile ilişkisi desteklenmiştir ve DNA KLF15 

geni, DNA hipermetilasyonu ile birlikte, koroner arter hastalığında kardiyak 

metabolizma ile ilişkili bir gen olarak tanımlanmıştır (90). Bu çalışma DNA 

metilasyonunun iskemik kalp hastalıklarıyla ilişkisi olabileceğini göstermiştir.  

Mitokondri kalbin normal fonksiyonlarını koruyabilmesi için kritik bir role 

sahiptir ve mitokondriyal hastalıklar çeşitli kalp hastalıklarının patogenezinde yer 

almaktadır (91). Mitokondri, hücresel enerji üretim kaynağıdır ve kalp yüksek enerji 

talebi olan bir organdır; bu sebeple, mitokondri fonksiyon bozuklukları, ateroskleroz, 

hipertansiyon, kalp yetmezliği, kardiyak hipertrofi gibi kardiyovasküler hastalıklarla 

birlikte seyredebilir (92). Kalp yetmezliği tedavi hedefleri arasında, mitokondri 

biyogenezi, oksidatif stresi ve mitokondride demir kullanımı da gösterilmiştir (93). 

Ayrıca yine ateroskleroz ve kardiyomiyopati gelişmesinde, mitokondrinin 

düzenlediği  apoptoz ve otofajideki sorunlarında rol oynadığı düşünülmektedir (94).  

Her hücre tipi farklı sayıda ve farklı aktivasyon düzeyinde mitokondri 

içermektedir ve buna göre mtDNA metilasyonunun her hücre tipinde farklı 

olabileceği düşünülmektedir. Bundan dolayı mtDNA metilasyonunun hastalıklar 

üzerindeki etkisi incelenirken çalışmaların tek tip hücrede yapılmasının önemi 

vurgulanmaktadır. 

Chen ve ark.’nın 2014 yılında, lökositlerdeki mtDNA miktarı ile 

kardiyovasküler hastalık riski arasındaki ilişkiyi inceleyen çalışmasında; 

lökositlerdeki mtDNA daha az olan hastalarda kardiyovasküler hastalık riski ve 
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aterosklerotik plak riskinin daha fazla olduğu gösterilmiştir (95). Bu çalışma mtDNA 

miktarı ile kardiyovasküler hastalık riski arasında bir ilişkiyi olabileceğini 

göstermiştir. 

Zhang ve ark.’nın 2017 yılında yapmış olduğu, mtDNA kopya sayısı ile ani 

kardiyak ölüm arasındaki ilişkiyi inceleyen bir çalışmada, ikisi arasında ters orantılı 

bir ilişki olduğu gösterilmiştir (96). Yani mtDNA kopya sayısındaki artışın ani 

kardiyak ölümü azalttığı sonucuna varılmıştır.  

Nükleer DNA metilasyonu yerleşmiş bir fikirdir ancak mtDNA metilasyonu 

son yıllarda kabul görmüş bir fikirdir. Metilazın omurgalıların mitokondrisine 

ulaşamaması ve mtDNA’nın histonlardan yoksun, mitokondriyal membran ile 

çevrelenmiş nükleoid kümelerinden oluşması nedeniyle, mtDNA’nın metilasyona 

uğrayamayacağı görüşü hakimdi. Son yıllarda memeli mitokondriyum fizyolojisinde 

metodolojik ve fonksiyonel yaklaşımlar mtDNA metilasyonunu kısmen 

tanımlamıştır, sonrasında kütle spektrometresi kullanılarak, insan mtDNA’sında 

metilatlı bazların varlığı kanıtlanmıştır ve mitokondride de metil transferaz (DNMT) 

olduğu gösterilmiştir. Ayrıca mtDNA daki epigenetik değişikliklerin nDNA’yı, 

nDNA’daki epigenetik değişikliklerin de mtDNA’yı etkileyebileceği düşünülmeye 

başlanmıştır. Bazı çalışmalar sadece nükleer DNA’nın değil aynı zamanda 

mtDNA’nın da yaş, çevresel faktörler, ilaçlarla ilişkili olarak metilasyon gibi 

epigenetik modifikasyonlara maruz kalabileceğini desteklemektedir (17). Artık 

mtDNA metilasyonunun yeni jenerasyon biyomarker ve tanı aracı olarak 

gösterilmesi araştırmaların hedefi olmuştur. Atilano ve ark.’nın 2015 yılında yapmış 

olduğu bir çalışmada, mtDNA metilasyonunun inflamasyon, anjiyogenez ve çeşitli 

sinyal yolakları ve dolayısıyla bazı yaygın hastalıklar ile ilişkili olabileceği 

gösterilmiştir (14). Biz bu çalışmada, platelet mtDNA metilasyonunun, 

kardiyovasküler hastalıklarda kullanabileceğimiz yeni bir tanı aracı olabileceğini 

göstermeyi amaçlamıştık. 

Stoccoro ve ark.’nın 2018 yılında ALS (Amyotrofik Lateral Skleroz) gen 

mutasyonu taşıyıcısı olan kişilerde, mtDNA kopya sayısı ve D-loop bölge 

metilasyonunu inceleyen çalışmasında, ALS gen mutasyonu taşıyıcısı olan kişilerde 
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D-loop bölge demetilasyonunun, mtDNA kopya sayısında artışla ilişkili olduğu 

gösterilmiştir (97). 

Budak ve ark.’nın 2015 yılında yaptığı, acil servise başvuran, akut kalp 

yetmezliği (AKY) olan ve olmayan hastalar arasında ortalama trombosit hacmi ile 

BNP düzeyi arasındaki ilişkiyi inceleyen çalışmada AKY olan hastalarda anlamlı 

olarak yüksek BNP düzeyi ve yüksek ortalama trombosit hacmi saptanmıştır (98). 

Yani bu çalışma KY ile ortalama trombosit hacmi arasında bir ilişki olabileceğini 

göstermiştir. 

Trombositler hem ateroskleroz patogenezinde hem de akut trombotik olay 

sürecinde KVH için önemli bir role sahiptir (99). Hızlı ve karmaşık bir sinyal 

kaskadından sonra adezyon, agregasyon ile birlikte trombüs oluşumunda rol 

almaktadırlar. Ayrıca çok fazla mitokondri içerirler ve trombositlerdeki 

mitokondrilerin rolü önemlidir; aktivasyon ve sekresyon sırasında enerji talepleri 

artar (100,101). Trombositlerin nükleusu olmadığı için mitokondriyal genom bu 

hücrelerde tek genetik materyaldir. Diğer taraftan nükleer mtDNA’nın kopya sayısı 

trombosit mtDNA’ından daha fazladır. Bundan dolayı, trombositlerdeki 

mitokondriyal genlerin epigenetik regülasyonu ve KVH üzerine olan etkisi 

araştırmaların ilgi odağı olmuştur ve trombositlerdeki mtDNA metilasyonu 

potansiyel bir biyomarker olarak dikkat çekmektedir.  

MtDNA metilasyonunun trombositlerdeki rolü henüz tam olarak 

açıklanamamıştır. Nükleer DNA metilasyonunda da olduğu gibi farklı doku ve hücre 

tiplerindeki, farklı metilasyon paternleri nedeniyle çalışmalarda çeşitli hücre tipleri 

kullanmak büyük bir sorundur (102-103). Periferik kandan yapılan DNA izolasyonu, 

trombositlerden yapılan mtDNA izolasyonundan daha kolay değildir. Ayrıca 

periferik kandan yapılan DNA izolasyonu çeşitli lökosit tiplerinden sağlandığı için 

metilasyon araştırılması bu çalışmalarda bir dezavantajdır. Yine lökositlerin 

kardiyovasküler hastalıklara spesifik olmaması da bu KVH (kardiyovasküler 

hastalıklar) ile ilgili yapılan çalışmalar için bir dezavantaj olacaktır (16). 

Trombositlerin tek tip hücre olması ve kolay izole edilebilmesi KVH ile ilgili yapılan 

çalışmalar için bir avantajdır. Dahası trombositlerdeki mtDNA metilasyonu ile DNA 
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metilasyonu karşılaştırıldığında trombositlerdeki metilasyonun daha homojen olduğu 

gösterilmiştir (104). 

Chou ve ark.’nın 2018 yılında, kalp yetmezliği olan hastalar ve sağlıklı iki grup 

arasında yaptığı bir çalışmada ise, kalp yetmezliği olan grupta trombositlerdeki 

mitokondride oksijen tüketim hızı kompleks 1 (ND) ve 2 de anlamlı olarak yüksek 

bulunmuştur (105). Bu çalışma, kalp yetmezliği hastalarında trombositlerdeki 

mtDNA’ da kompleks 1 ve 2 genlerinin daha aktif olduğunu, dolayısıyla kalp 

yetmezliği çalışmalarında trombositlerdeki bu genleri araştırmamızın anlamlı 

olabileceğini göstermiştir.  

Sitokrom C oksidaz genleri özellikle kalp gibi yüksek enerji talebi olan 

dokularda ölümcül metabolik hastalıklar ve mitokondriyal hastalıklarla 

ilişkilendirilmiştir (106). Ek olarak trombositlerdeki düşük sitokrom C oksidaz 

aktivitesi, genel olarak kardiyak disfonksiyonla ortaya çıkan mortal seyreden sepsisle 

ilişkili bulunmuştur (107). Diğer taraftan sitokrom C oksidaz genlerindeki yüksek 

aktivasyon ise kardiyovasküler hastalıklar ile ilişkili bulunmuştur (16). 

Qin ve ark.’nın 2016 yılında, kardiyopulmoner bypass ile yapılan kardiyak 

cerrahi sonrası plazmadaki mitokondriyal DNA artışının trombosit aktivasyonuyla 

olan ilişkisini incelemiştir. İnflamatuar süreçle ilişkilendirilen bu çalışmada 

trombosit sayısı ve aktivasyonundaki artışla, plazma mtDNA miktarındaki artış 

ilişkili ve anlamlı bulunmuştur. MtDNA’nın trombosit kaynaklı olduğu öne 

sürülmüştür (108). Bu çalışma, kardiyovasküler hastalıklarda mtDNA metilasyon 

araştırmalarının, trombositlerdeki mtDNA ile yapılmasının anlamlı olabileceğini 

göstermiştir. 

Biz çalışmamızda, trombositlerdeki mtDNA’nın artmış metilasyonunun, 

iskemik ve non-iskemik kalp yetmezliği etyolojisinde tanısal bir biyobelirteç olarak 

kullanılıp kullanılamayacağını araştırmayı amaçladık. Trombositlerdeki mtDNA 

metilasyon analizi, mtDNA’nın ATP sentezi (sitokrom c oksidaz, ATP sentaz, 

NADH dehidrogenaz ve tRNA lösin) ile ilişkisinden faydalanılarak yapılmıştır. 

Baccarelli ve ark.’nın 2015 yılında yaptığı, bizim çalışmamıza benzer bir 

çalışmada, sağlıklı kontrol grubuna göre kardiyovasküler hasta grubunda platelet 
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mtDNA da CO-1,2,3 ve taşıyıcı RNA (tRNA) lösin 1’de daha yüksek oranda 

metilasyon saptanmış, anlamlı bulunmuş ve hastalık grubundaki metilasyon 

paternleri benzerlik göstermiştir; fakat ATP 6-8 ve ND5 metilasyonunda anlamlı bir 

fark bulunamamıştır. 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 %0,58, hasta 

grubunda %1,5, MT-TL1 DNA metilasyonu kontrol grubunda %2,57, hasta 

grubunda %4,24 saptanmıştır. Ayrıca yaş, ırk, vücut kitle indexi ile plateletlerdeki 

mtDNA metilasyonu arasında anlamlı bir ilişki bulunamamıştır (16). 2015 yılında 

yapılan bu çalışma trombosit mtDNA metilasyonuyla KVH arasındaki ilişkiyi 

araştıran ilk ve tek çalışmadır. Bu çalışmanın bazı sınrlılıkları vardır. Örneklem 

büyüklüğü diğer çalışmalara kıyasla nispeten küçüktür; 17 kişi kontrol grubunda, 10 

kişi hasta grubunda yer almıştır. Ayrıca kalp yetmezliği gibi spesifik bir hasta 

popülasyonu seçilmemiştir; hipertansiyon, hiperlipidimi, ateroskleroz gibi daha geniş 

bir profilde kardiyovasküler hastalıkların bulunduğu hasta popülasyonu seçilmiştir.  

Bizim çalışmamızda, Metilasyon Spesifik PCR DNA Dizi Analizinde, hem 

iskemik ve non-iskemik hasta gruplarında hem de kontrol grubunda, CO-1,2,3, tRNA 

lösin 1, ATP 6-8 ve ND5 gen bölgelerinde metilasyon saptanmamıştır. Çalışmamızın 

sonucuna göre kalp yetmezliği ile trombosit mtDNA metilasyonu arasında bir ilişki 

yoktur. Baccarelli ve ark.’nın 2015 yılında yaptığı çalışmayla kıyasladığımızda, 

bizim çalışmamızda hasta sayısı nispeten daha fazladır. Diğer bir konu ise biz daha 

spesifik bir hasta grubu ile çalıştık, çalışmamıza sadece kalp yetmezliği bulunan 

hastaları aldık.  

Trombositlerdeki mtDNA metilasyon profilinin, iskemik ve non-iskemik kalp 

yetmezliği etyolojisinde tanısal bir biyobelirteç olarak kullanılıp 

kullanılamayacağının anlaşılabilmesi için daha fazla çalışmaya ihtiyaç vardır.  

Kalp yetmezliğinin multifaktöriyel bir hastalık olması, epidemiyolojik 

farklılıklar ve diğer çalışmalara kıyasla hasta sayımızın nispeten az olması 

çalışmamızın sonuçlarını etkilemiş olabilir. Çalışmamızın bazı teknik kısıtlılıkları da 

olmuştur. Santrifüj ile trombositlerin serbest nükleer DNA ve serbest 

mitokondrilerden izolasyonundaki zorluktan bahsedebiliriz. Ekstrakte edilen 
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trombosit mtDNA’larında serbest nükleer DNA ve nükleer mtDNA’ların az miktarda 

kontaminasyonunun olma olasılığını göz ardı edemeyiz. 

MtDNA metilasyonunun trombositlerdeki rolü henüz tam olarak 

açıklanamamıştır. Fakat trombositlerin tek tip hücre olması ve kolay izole 

edilebilmesi, KVH ile ilgili yapılacak olan diğer çalışmalara fikir vermesi açısından 

önemli olabilir. Çalışmamız henüz araştırılma aşamasında olan bir konu ile ilgili 

olduğu için ve bu konuyla ilgili çok az sayıda çalışma olduğu için, trombosit mtDNA 

metilasyon profilinin kardiyovasküler hastalıklarda tanı aracı olmasıyla ilgili netlik 

kazanması açısından daha fazla çalışmaya ve fikir birliğine gereksinim vardır.  
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6. SONUÇ 

 

Biz çalışmamızda, trombositlerdeki mtDNA’nın artmış metilasyonunun, 

iskemik ve non-iskemik kalp yetmezliği etyolojisinde tanısal bir biyobelirteç olarak 

kullanılıp kullanılamayacağını araştırmayı amaçladık. Trombositlerdeki mtDNA 

metilasyon analizi, mtDNA’nın ATP (adenozin trifosfat) sentezi ile ilişkisinden 

faydalanılarak yapılmıştır. Bu bağlamda analizi yapılan genler; sitokrom c oksidaz 

(CO), ATP sentaz, NADH dehidrogenaz (ND) ve taşıyıcı RNA (tRNA) lösin 1’dir. 

Çalışmamızda, Metilasyon Spesifik PCR DNA Dizi Analizinde, hem iskemik ve 

non-iskemik hasta gruplarında hem de kontrol grubunda, CO-1,2,3, tRNA lösin 1, 

ATP 6-8 ve ND5 gen bölgelerinde metilasyon saptanmamıştır. Çalışmamızın 

sonucuna göre kalp yetmezliği ile trombosit mtDNA metilasyonu arasında bir ilişki 

yoktur. MtDNA metilasyonunun trombositlerdeki rolü henüz tam olarak 

açıklanamamıştır. Fakat trombositlerin tek tip hücre olması ve kolay izole 

edilebilmesi, KVH ile ilgili yapılacak olan diğer çalışmalara fikir vermesi açısından 

önemli olabilir. Çalışmamız henüz araştırılma aşamasında olan bir konu ile ilgili 

olduğu için ve bu konuyla ilgili çok az sayıda çalışma olduğu için, trombositlerdeki 

mtDNA metilasyon profilinin, iskemik ve non-iskemik kalp yetmezliği etyolojisinde 

tanısal bir biyobelirteç olarak kullanılıp kullanılamayacağı ile ilgili daha fazla 

çalışmaya ve fikir birliğine gereksinim vardır. 
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