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1.GIRIS VE AMAC

Kalp kasinda olusan patolojik durumlara genel olarak kardiyomiyopati denir.
Kardiyomiyopati kapak hastaligi (aort darligi, mitral yetersizlik) ve hipertansiyon gibi
sistemik hastaliklardan kaynaklanabilir. Kalp kasmin kendisinden kaynaklanan
kardiyomiyopatiler primer kardiyomiyopati olarak kabul edilir. Hipertrofik kardiyomyopati,
dilate kardiyomyopati ve restriktif kardiyomiyopati primer kardiyomiyopatilere 6rnek olarak
verilebilir (1).

Hipertrofik Kardiyomiyopati (HKM), hipertrofiye neden olacak baska bir kardiyak
ya da sistemik hastalik olmaksizin ortaya ¢ikan, siklikla artmis kasilma fonksiyonu gosteren,
dilate olmamis sol ventrikiilin daha ¢ok interventrikiiler septumunu tutarak myokardiyal
hipertrofiye neden olan primer kalp kas1 hastaligidir (2). HKM her yasta goriilmekle birlikte
en sik 40-50 yaslarinda ortaya ¢ikar. Hastalik kadin ve erkekleri esit oranda etkilemektedir.
Genel prevelans1 % 0,2 olup en sik genetik gecisli kardiyak bozukluktur. Geng yas grubunda
mortalitesi yiiksektir. HKM hastalarin ¢ogu asemptomatik olup siklikla HKM‘li
akrabalarinin rutin taramasi sirasinda tani alirlar. Hastalarin ilk semptomu myokard
enfarktiisii ya da ani kardiyak 6liim olabilir. Oliim siklikla ani ve beklenmedik sekilde
gerceklesir (3). HKM’ ye bagli yillik mortalite % 1 olup 14 yasin altinda tani1 konan
olgularda mortalite % 2-4’ dir (4).

Transtorasik ekokardiyografi HKM hastalarinin tanisinda  6nemli yere sahiptir.
Siklikla interventrikiiler septum ve sol ventrikiil anterolateral duvar tutulsa da bazi
vakalarda apeks ve serbest duvar tutulumu da goriilebilir. Septumun posterior duvara gore
1,3 1,5 kat daha kalin olmasi anlamhidir. Septum siklikla 15 mm’nin {izerindedir (normali
12mm’ den az). HKM‘li hastalarin septumu genellikle 20 mm {izerinde olsa da daha hafif
(13 -15mm)-veya daha ciddi (60 mm) olabilir (5,6).

Farmakolojik tedavi (beta blokorler, kalsiyum antogonistleri), ablasyon, miyektomi,
kalp pili gibi ¢ok degisik tedavi yontemleri kullanilmasinda ragmen  kesin bir tedavi
yontemi yoktur (7).

Sol wventrikiil hipertrofisine neden olan bir  diger hastalik hipertansiyondur.
Hipertansiyonun yasla orantili olarak tiim diinyada insidansi artmaya devam etmektedir.
(ABD’ de yapilan NHANES III ¢aligmasinda 60 yasindan sonra hipertansiyonun her iki cins
arasinda %50’nin lizerinde oldugu ve bunun yas ilerledik¢e daha da artigi gosterilmistir.

Hipertansiyon sol ventrikiil miyokard1 {izerine basing yiikii artisina neden olarak hipertrofi



olusturur. Hipertansiyonda artan hemodinamik yiik sistolik veya diyastolik disfonksiyon
gelistirebilir ve farkli kalp yetmezligi formlarina (sistolik kalp yetmezligi veya diyastolik
kalp yetmezligi) neden olabilir (8,9).

MikroRNA’lar (miRNA) tiim tiirlerde her zaman sik bir sekilde eksprese edilebilen
kiiglik 18-25 niikleotid uzunlugunda, yiiksek derecede korunmus, kodlanmayan RNA’lardir
(10,11). Bu RNA’lar genellikle hedef genlerin endojen represorii olarak gorev alirlar.
Boylece translasyonu inhibe etmek ve/veya mesajct RNA’larin (MRNA) yikimini arttirmak
yoluyla veya alternatif olarak translasyonu arttirarak islev goriirler (12,13). Tek bir
MIRNA’nin gen ifadesini kompleks programini yonetmek igin yiizlerce gen kopyasini
etkileyebildigi ve bdylece hiicrelerin fizyolojisinde genel degisikliklere neden oldugu
gosterilmistir (14,15). miRNA’larin kardiyovaskiiler gelisim ve patofizyolojisi de dahil
olmak tizere tiim hiicresel siireclerde anahtar molekiiler oyuncu oldugu diisiiniilmektedir
(16,17). Cesitli calismalarda intraselliler miRNA’larin  dagilimindaki degisikliklerin
miyokardiyal enfarktiis, hipertrofi, kardiyomiyopati ve aritmi gibi ¢esitli kardiyovaskiiler
durumlar ile korelasyon i¢inde oldugu gosterilmistir (18-28).

Bu calismada klinik ve ekokardiyografik olarak HKM tanis1 konulmus hastalarda,
daha onceden literatiirde hipertrofi ile iliskili olabilecegi gosterilmis olan miR-133, miR-1,
miR-21 miR-22, miR-23a, miR-29, miR- 30, miR- 34, miR- 1993, miR- 208 ve miR-
290‘tn periferik kanda diizeylerine bakilarak HKM’ye 6zgii miRNA gruplarmin olup
olmadiginin aragtirilmasi amaglanmistir. Ayrica ¢alismaya, hipertansiyona bagli sol ventrikiil
hipertrofisi tanist konulmus hastalar1 da katarak miRNA iligkisinin hipertrofiden bagimsiz
olup olmadig1 incelendi. Ikincil amag olarak da 6zel miRNA gruplar ile mortalite arasindaki

iliski irdelendi.



2.GENEL BIiLGILER

2.1 Hipertrofik Kardiyomiyopati
2.1.1. Tanim ve Goriilme Sitkligi

Hipertrofik kardiyomiyopati; ventrikiilde kas kitlesini uyaran bagka bir kardiyak veya
sistemik hastalik olmadig1 halde sol ventrikiilde simetrik (konsantrik) veya asimetrik bir
hipertrofi olmasidir (5). ilk hipertrofik kardiyomiyopati (HKM) tanimi, 1958 yilinda Donald
Teare tarafindan kullanilmistir (29). Hastalik; klinik, morfolojik ve genetik agidan heterojen
olup en sik goriilen kalitimsal kardiyovaskiiler hastaliktir (5).

Hipertrofik kardiyomiyopati prevelans: daha ¢ok Amerika, Japonya ve Cin’de eriskin
popiilasyonda yapilan epidemiyelojik c¢alismalar sonucu yaklasik %0.2 (1/500) olarak belir-
lenmistir (30-32).
2.1.2.Patogenez

HKM’ nin kardiyak sarkomer proteinlerini kodlayan genlerdeki mutasyon sonucu
gelistigi  gosterilmistir (33,34). Bu durum HKM’nin hiicrenin kontraktil elemani olan
sarkomer ile ilgili bir hastalik oldugu goriisiine neden olmustur. Bu hastalikta kontraktilitenin
artmis oldugu yoniinde fikir olsa da; Marian AJ tarafindan yapilan g¢alismalarda gesitli
sarkomer mutasyonlarinin, kardiyak miyozitlerde kontraktilitenin azalmasina yol agtigi ve
azalmis miyokardiyal kontraksiyonun kompanzatuvar hipertrofiye yol actig1 ileri siiriilmiistiir
(35). Bu hipoteze gore kontraktilitedeki azalma hiicre stresine yol agar ve dolayisiyla
miyokartta strese duyarli trofik ve mitotik faktorlerin (6rnegin insulin-benzeri bitytiime faktori
(IGF-1), doniistiiriicti biyiime faktorii-B (TGF- B), anjiyotensin II, kalsinérin ve endotelin-1)
ekspresyonu wuyarilir. Bu faktorlerin ekspresyonu miyozit hipertrofisine ve dizilim
bozukluguna, insterstisiyel kollajen sentezinin artmasina ve intramural koroner arterlerin
medial tabakasinda kalinlasmaya yol agar. Hipertrofik kardiyomiyopati’ deki azalmis
miyokart kontraktilitesine ragmen korunmus veya artmis sol ventrikiil (LV) ejeksiyon
fraksiyonu (EF) daha disiik sistol sonu sol ventrikiill hacmine yol agan konsantrik tipte
hipertrofiye baglanmistir (36). Bu hipoteze destekleyici bulgular, in vitro ¢aligmalarda B-
miyozin agir zinciri ve troponin T mutasyonlart bulunan hiicrelerde kontraktilitenin
azaldiginin gosterilmesi ile elde edilmistir (37,38). Ancak farkli arastirmalarda mutant
miyozinlerde artmis enzimatik ve mekanik 6zelliklerin gézlenmesi ile azalmig kontraksiyon

hipotezi tam olarak destek bulamamustir (39).



Bir diger hipotez olarak da enerji kaybi hipotezi ileri siiriilmiistiir. Bu hipotezde
mutant sarkomerlerde yetersiz adenozin-tri-fosfat (ATP) yararlaniminin enerji gereksinimini
arttirdigi ve hiicresel enerji bozuklugunun sarkoplazmik retikulumun kalsiyum geri alim
pompasinin islevini bozdugu ve boylece hiicre i¢i kalsiyumun artisina sebep olarak kalsiyum
bagimli sinyal yolaklarini harekete gegirerek hipertrofiyi indiikledigi one siiriilmiistiir (40).
Asimetrik septal hipertrofinin HKM hastalarinda daha sik goriilmesinin sebebi olarak da
septumda daha fazla artmis hiicresel enerji bozuklugunun varhig seklinde aciklanmigtir
(40,41). Hicresel enerji yoksunlugunun iyon pompalarini etkiledigi ve enerji ihtiyacinin
arttig1 egzersiz gibi durumlarda, daha sik goriilen aritmilere ve ani kardiyak oliime sebep
oldugu diistinilmektedir. Bu hipotez, kardiyak fosfokreatininin ATP’ye oranmin farkli gen
mutasyonlarina sahip HKM olgularinda saglikli gruba gore yaklasik %30 azaldiginin
gosterildigi bir calisma ile de desteklenmistir (42). Sarkomer proteinlerindeki mutasyonun
miyofilaman aktivitesini arttirdigi, miyozitlerde hiperkontraktiliteye ve asir1 enerji
kullanimia yol actigi, miyokart enerji diizeylerindeki degisikliklerle birlikte hiicresel
kalsiyum diizeylerindeki degisikliklerin sinyal yolaklarini (6rnegin Janus-iliskili kinaz sinyal
ceviricileri ve transkripsiyon aktivatorleri (JAK-STAT) sinyal yolu) uyardigi ve boylelikle
miyozit gevsemesinin azaldig1, miyozit bitylimesi ile birlikte aberan ( kusurlu ) doku yapisinin
gelisiminin (dizilim bozuklugu ve miyokardiyal fibrozis) uyarildigi mekanizma giiniimiiz i¢in
onerilen patofizyolojik mekanizmadir (43).

2.1.3. Patofizyoloji

HKM nin patofizyolojisi $dyle siralanabilir.
2.1.3.1.Diyastol Disfonksiyon

HKM’li olgularin biiyiik bir kisminda sol ventrikiil gevseme ve dolus anormallikleri
saptanir (44). Diyastolik disfonksiyon, efor dispnesi ve nefes darligi gibi kalp yetersizligi ile
iliskili semptomlardan sorumludur (45,46). Diyastolik disfonksiyonun derecesi sol ventrikiil
hipertrofisinin ciddiyetinden bagimsizdir (44). HKM’de diyastoliin hem aktif hem de pasif
fazi bozulmustur. Erken diyastolde goriilen izovoliimetrik gevseme, sarkoplazmik
retikulumda enerjiye bagimli kalsiyum alimini gerektirir ve bu durum HKM’de uzamistir.
Miyozit diizensizligi, hiicresel enerji bozuklugu ve mutant sarkomer proteinlerinin kalsiyuma
kars1 degismis 1ilgisi olast faktorlerdir. Basinglardaki artis, aktif gevsemenin
tamamlanmasindan once gergeklesen ventrikiil dolumunun bir sonucudur. Subendokardiyal

iskemi; hem diyastolik disfonksiyon olusumunda etkilidir, hem de basing diisiisiindeki



gecikmenin koroner kan akiminin azalmasina yol acabilmesi nedeniyle diyastolik
disfonksiyonun bir sonucudur (47). HKM’de egzersiz sirasinda kalp hizinin artmasi ile
diyastoldeki dolum siiresi azalir. Bu durum bozulmus kompliyans ile birlikte diyastol sonu
hacminde diislise neden olarak sol ventrikiiliin atim hacmini arttirma kapasitesini sinirlar ve
boylece HKM’de goriilen egzersiz intoleransi olusumuna katkida bulunur (47).

2.1.3.2. Miyokardiyal iskemi

Hipertrofik kardiyomiyopatide epikardiyal koroner arterlerde darlik olmadan da
miyokardiyal iskemi goriilebilir (48). Intramural arterlerin media tabakalarmin kalilasmast,
anormal miyoselliiler yapi, ciddi hipertrofi, intramural mikrodolasimin bozulmasi yetersiz
miyokardiyal kanlanmaya neden olur ve Ozellikle egzersiz esnasinda miyokardin oksijen
ihtiyaci arttiginda bu durum daha da belirgin hale gelir (49-51). Diyastolik basincin artmis
olmasi koroner mikrodolagimda basiya neden olur ve koroner kan akimin daha da azaltarak
iskemiyi artirir (52). Epikardiyal koronerler arterlerin normal oldugu halde goriilen
miyokardiyal iskemi de 6liimciil aritmilere, sol ventrikiil yeniden yapilanmasina (remodeling )
ve sistolik disfonksiyona neden olur (53).
2.1.3.3. Sol Ventrikiil Cikis Yolu Obstriiksiyonu

HKM’li olgularinin %70’inde istirahat veya fizyolojik uyarilarla (egzersiz vb.) degisen
sol ventrikiil ¢ikis yolunda (LVOT) tikaniklik mevcuttur (54). Tikaniklik, midventrikiiler veya
apikal diizeyde goriilebilse de en sik rastlanan formu mitral kapagin sistolik 6ne hareketine
(SAM) baglh olarak ortaya ¢ikan tikanikliktir (55). Mitral kapagin sistolde 6ne hareketi
hakkinda ti¢ goriis ileri siiriilmiistir:

1) Mitral kapak, anormal diizenlenmis papiller kaslarin ve uzamis yapraklarin kontraksiyonu
ile LVOT’ adogru ¢ekilir (56)

2) Mitral kapak disa akim yolundaki anormal pozisyonu nedeniyle septuma itilir

3) Daralmis olan sol ventrikiil ¢ikis yolundan yiiksek bir hizla atilan kanin olusturdugu emme
kuvveti nedeniyle mitral kapak septuma dogru gekilir (Venturi etkisi) (57).

SAM septuma ne kadar yakinsa ve temas siiresi ne kadar uzunsa obstriikksiyonun
derecesi o kadar fazladir (57). Bu etki genellikle mitral 6n kapagin septuma degmesiyle olugsa
da olgularin %5 inde arka kapagin 6ne hareketi gozlenir (58,59). Mitral kapaktaki SAM
eszamanli olarak gerceklesen ve yaprakeiklarin yetersiz eslesmesi sonucunda ortaya c¢ikan
mitral yetersizliginden de sorumludur. Olusan mitral yetersizligi tipik olarak sol atriyumda

arka duvara dogru yonlenir ve hafif veya orta derecededir (60).



Gradiyentin ve ¢ikis yolundaki engelin nadir (%5 gibi) bir nedeni de (genellikle
mitral-septal temasin olmamasi halinde) kavitenin orta bolgesindeki, anterolateral papiller
kasin anormal bir sekilde dogrudan 6n mitral kiispise yapigsmasi, mid-ventrikiiler miyokard
veya papiller kasdaki asir1 hipertrofi ve yanls dizilimdir (55,60). Istirahatte LVOT
gradiyentin > 30 mmHg olmas1t HKM ile iliskili ilerleyici kalp hastaliginin ve kardiyovaskiiler
Olimiin belirleyicisi olarak saptanmistir. LVOT’daki tikanikligin ani kardiyak olimii
ongordiriicii 6zelligi belirgin kalp yetmezligi olmayan olgularda zayiftir (61). HKM LOVT
gradiyentine gore hemodinamik alt gruplara ayirilabilir. Bu siniflama, devamli Doppler akimi
(“continuous wave Doppler”) ile belirlenen anlik zirve gradiyentine dayanilarak yapilabilir
(62).

1. Obstriiktif HKM: Istirahat halinde gradiyentin >30 mmHg olmasi
2. Latent HKM: Istirahat halinde gradiyentin< 30 mmHg, uyarilma ile > 30 mmHg olmas1
3. Non-obstriiktif HKM: Gradiyentin istirahatte ve uyarilabilir sartlarda <30 mmHg olmas1
HKM iligkili semptomlarin tipik olarak egzersizle ortaya c¢iktigi disiiniliirse latent
gradiyentlerin ortaya ¢ikarilmasinda egzersiz testinin kullanilmasi muhtemelen en fizyolojik
ve tercih edilen provokatif manevradir (63).
2.1.3.4.Anormal Vaskiiler Yanit

Normal olgularda kardiyak debi, egzersiz sirasinda artar. Yiiksek kalp hizinda dolum
stiresi azalir ve sol ventrikiil diyastol sonu hacim artis1 olmasi igin yiiksek bir vendz doniis
ihtiyac1 dogar. Bu ihtiyag, egzersize katilmayan kapasitans yataklarindaki vazokonstriksiyonla
karsilanir. Bu mekanizma 06zellikle yiliksek kalp debisi gerektiren durumlarda ventrikiiliin
yeterli dolumuna engel olan HKM ve diyastolik disfonksiyon varliginda daha da 6nemlidir
(64,65). HKM’de bu mekanizma bozulmustur. HKM’de uygunsuz vazodilator yanitin sebebi;
miyozit diizensizligi ve fibrozis, arteriyel baroreseptorlerin artmig duyarliligi ve artmig
natriliretik peptide bagli gelisen anormal duvar geriliminin ortaya ¢ikardigi asiri uyarima
baglanmistir (65).
2.1.3.5. Aritmi

Supraventrikiiler tasiaritmiler HKM’de yaygindir (66). Atriyal fibrilasyon (AF) en sik
karsilagilan uzamis aritmidir, goriilme sikligi yasla birlikte artar ve sol atriyum (LA)
bliytimesi ile iligkilidir (67). HKM’li hastalarin biiyiik ¢ogunlugunda sik erken ventrikiiler

vurular ve yaklasik tigte birinde ise siireksiz ventrikiiler tasikardi ataklari holter EKG



tetkiklerinde saptanabilir (68). Uzamis monomorfik ventrikiiler tasikardi nadirdir (66).
Ventrikiiler tasikardi ileride gelisebilecek ani 6liimiin habercisidir (69).
2.1.4. Semptomlar

Hipertrofik kardiyomiyopatili hastalarin ¢ogu asemptomatiktir (36). Korunmus Sol
Ventrikiil fonksiyonlar1 varliginda dispne, ortopne, paroksismal dispne gibi kalp yetersizligi
(KY) semptomlar1 herhangi bir yasta ortaya ¢ikabilir (1). En sik rastlanan semptom dispnedir
ve genelde yiikselmis sol ventrikiil diyastolik basinci sonucunda olusur (38). Sol ventrikiiliin
mikrovaskiiler dolagim anormalligine, oksijen gereksinimi ve sunumu arasindaki dengesizlige
ve bozulmus diyastolik gevseme nedeniyle gelisen subendokardiyal iskemiye bagli gogiis
agris1 gortlebilir (39). Hastalarin bir kisminda aritmilere bagli senkop, sersemlik ve ¢arpinti
gibi semptomlar olabilir (40). Senkobun paroksismal aritmilere, ileti sistemi defektlerine ve
egzersiz sirasinda anormal vaskiiler cevaba bagli oldugu diisiiniilmektedir (41,42). Ani 6lim
ilk belirti olarak ortaya c¢ikabilir (43). Egzersiz genellikle semptomlarin siddetinde artiga
neden olur (44).
2.1.5.Genetik

Ailesel HKM, otozomal dominant gecis gosterir. Hastalik kardiyak sarkomerlerin
protein parcaciklarint kodlayan 10 genin herhangi birinde olusan mutasyon sonucu ortaya
cikar. Mutasyonlar sarkomerlerin yapisal, kontraktil ve diizenleyici fonksiyonlarindan
sorumlu herhangi bir bdlgesinde ortaya ¢ikabilir (77-79). HKM’ye yol acan mutant genlerin
en sik rastlanilanlar1 beta-miyozin agir zincir, miyozin baglayan protein C ve kardiyak
troponin T’dir. Daha az siklikla izlenenlerse; kardiyak troponin I, diizenleyici ve esansiyel
miyozin hafif zincirleri, titin, a-tropomyozin, a-aktin ve a-miyozin agir zinciridir (38,80,81).
Bu mutasyonlarin biiyiik kismi tek bir aminoasit degisimi ile olugsmaktadir (82-90). Sarkomer
proteinleri tiim kas tiplerinde vardir. HKM’ye 06zgli mutasyonlarin kardiyak o6zgilligi,
mutasyonlarin kalbe 6zgiin izoformlarda goriiliip bu izoformlarin iskelet ve diiz kaslardaki
sarkomerlerden farkli genlerde yer almasindan kaynaklanmaktadir (91).

Gen mutasyonlarinin fenotipik yansimalar1 sonucu klinik olarak hipertrofinin
yayginlik derecesi, gelisim siiresi ve semptomatik 6zellikleri farklilik gosterebilir. f miyozin
agir zincir defekti en sik rastlanilan genetik mutasyon olup 14. kromozomda yer alir. Bu
mutasyona sahip bireylerde hastalik fenotip olarak sik ifade edilir ve genelde erken tani alirlar
(92,93). Ikinci en sik rastlanilan mutasyon 1. kromozomda bulunan kardiyak troponin T

mutasyonudur ve daha yiiksek ani kardiyak 6liim riski ile iliskilendirilmistir (94,95). Ugiincii



en sik rastlanilan mutasyon 11. kromozomda yer alan miyozin baglayan protein C mutasyonu
olup fenotipik yansimasi daha azdir, daha ileri yaslarda goriiliir ve prognoz diger
mutasyonlara gore daha iyidir (81,96). Sporadik formlarin spontan mutasyonlara bagl oldugu
diisiiniilmektedir. Hastaligin %50’sinden fazlasinin genetik geg¢isli oldugu diistiniilmektedir
(97).
2.1.6. Klinik Gidig

Klinik seyir degiskendir. Toplum kokenli galismalarda yillik mortalite % 1°dir. 14
yasin altinda tan1 alan ve HKM ile ilgilenen merkezlerde mortalite daha yiiksektir (98).
Hastalarin biiyiik ¢ogunlugu uzun siire asemptomatik kalir (99,100). Ani 6liim, efor dispnesi,
son donem kalp yetersizligi, AF’ ye bagli komplikasyonlar hastaligin takibinde goriilen
komplikasyonlardir (67,98-101). Hastaligin prognozunda genetik bozukluk da onemlidir.
Ornegin miyozin baglayici protein C mutasyonlar: olanlarda hastalik genelde ileri yasta
cikar ve prognoz selim seyreder (81).
2.1.7. Tam

Hastaligin tanisi, myokart hipertrofisine yol agacak belirgin bir sebep olmaksizin (aort
darligi, hipertansiyon, atlet kalbi..) ortaya ¢ikan asimetrik hipertrofinin varligi ile konulur
(62).
2.1.7.1. Fizik muayene

Ozellikle LVOT’da tikanikligin goriilmedigi asemptomatik hastalarda, hafif
hipertrofili veya apikal HKM’li olgularda fizik muayene normal olabilir ancak obstriiksiyon
mevcutsa bulgular genellikle belirgindir (5). Apikal prekordiyal vuru gii¢lidiir ve siklikla
laterale kaymistir. Azalmis LV kompliyansina bagli giiglii atriyal sistolden kaynaklanan bir
presistolik apikal vuru alnabilir. Cift apikal impuls alinmasi hastaligin karakteristik
ozelliklerindendir (102). Daha Kkarakteristik olan fakat daha seyrek gozlenen bir anormallik
ticli apikal vurumdur. Ugiincii impulsu, kalp hemen hemen tiimiiyle bosaldiginda ve
1izometrik benzeri bir kontraksiyon gerceklestirdiginde ortaya ¢ikan ge¢ sistolik vuru olusturur
(102). S1 normaldir ve 6ncesinde S4 duyulur. S2 genelde normal giftlesir ancak siddetli
LVOT obstriiksiyonu olanlarda paradoksal ¢iftlesme goriilebilir 102). Sol ventrikiil ¢ikis yolu
obstriiksiyonu olanlarda tipik olarak giiriltiili ve kresendo-dekresendo tarzinda sistolik
ifiirim duyulur. Bu ses genellikle S1’den hemen sonra ve en iyi apeks ile sol sternum sinir1
arasinda duyulur (102). Yiiksek gradiyenti olan hastalarda iifiiriim genellikle hem LVOT
tiirbiilansin1 hem de eslik eden mitral yetersizligini (MY) yansitir (103).



2.1.7.2. Elektrokardiyogram

HKM hastalarinda %75-85 EKG normal degildir (104). Sol ventrikiil hipertrofisi
(LVH) smirl bir bolgede olan hastalarda EKG normaldir. En sik karsilasilan bulgular, ST
segmenti ve T dalgas1 anormallikleridir. Midprekordiyal derivasyonlarda en uzun boyuta
ulasan QRS kompleksleri ile birlikte LVH bulgular1 goriilebilir ancak HKM 06zgiil degildir
(104). Uzak dogu iilkelerinde daha sik goriilen apikal HKM’de prekordiyal derivasyonlarda
dev negatif T dalgalan tipiktir, fakat ayni1 bulgular apikal bolge disindaki tutulumlarda da
goriilebilir (105). Patolojik Q dalgalar1 hastalarin %20-50’sinde, 6zellikle inferior (II, III,
aVF) ve prekordiyal (V2-V6) derivasyonlarda izlenebilir (106).
2.1.7.3. Ekokardiyografi

Hipertrofik kardiyomiyopatinin klinik tanis1 giinlik pratikte en sik transtorasik
ekokardiyografi (EKO) ile konulmaktadir. Tani i¢in kullanilan ekokardiyografik kriter
genellikle maksimum duvar kalinligimin >15 mm olmasidir (5). Ekokardiyografi ile LV
hacimleri ve hipertrofinin tipi rahatlikla belirlenebilir. Ventrikiiler hacimler HKM’de siklikla
normal veya hafif azalmis olarak saptanir (108). Hipertrofiye olmus duvarlarin siklikla diger
duvarlara gore biraz daha parlak oldugu, hipertrofinin ise siklikla asimetrik bazen de
konsantrik tipte oldugu goriilir (108). Hipertrofi septumda daha sik goriilse de LV’nin
herhangi bir duvarinda da olabilir. Hipertrofinin ciddiyetinin ve yerinin lokalizasyonunda
zorluk sol ventrikiil igine kontrast ajanlar verilerek degerlendirebilir (109). Apikal HKM
kontrast ajanlar kullanilmadig1 zamanlarda gézden kagirilabilir (110). Ug boyutlu (3B) EKO,
LV kitlesinin degerlendirilmesinde en iyi ekokardiyografik yontemdir (108).

Hipertrofik kardiyomiyopatide ejeksiyon fraksiyonu (EF) genelde normal veya
artmistir (108). Hastaligin ilerleyen donemlerinde LV sistolik disfonksiyonu saptanir. Iki
boyutlu (2B) ve 3B goriintiillemeye ek olarak Doppler EKO metodu ile de subklinik LV
sistolik disfonksiyonunun varlig1 belirlenebilir. Doku Doppler goriintiileme (DDG) ile sistol
ve diyastol esnasindaki miyokardiyal hareketin hizlar 6lgiilebilir (44). Miyokardiyal "strain
ve strain rate" sistolik fonksiyonlarinin degerlendirilmesinde ve non-obstriiktif HKM ile
hipertansif LVH nin ayriminda kullanilabilir (111).

HKM hastalarinda  ekokardiyografi sirasinda  diyastolik  anormallikler de
degerlendirilmelidir. Mitral ige akim ve pulmoner vendz akim dalgalar1 ile LV diyastolik
fonksiyonu invaziv parametreleri arasinda zayif iligki saptanmis olsa da, pulmoner venoz

akimin tersine atriyal hizinin ve mitral ice akimin erken diyastolik dalga hizinin (E hiz1) doku



Doppler ile elde edilen erken miyokardiyal hiza (E') oraninin LV diyastol sonu basinci ile
anlamli iligki gosterdigi saptanmistir (107,112). Sol atriyum boyutlar1 genelde artmistir fakat
LA boyutlar1 konusunda daha iyi bir bilgi yansittigindan LA hacim indeksini degerlendirmek
daha dogru bir yaklasimdir (113). Mitral kapagin yapisal anormallikleri HKM’li olgularin
yaklagik 2/3’linde izlenmistir. Mitral yaprakeiklarin uzamasina veya 6n yaprakcigin ya da
arka yaprakcigin orta bolimiiniin segmental genigslemesine bagl mitral kapak boyutlarinda 2
kat kadar artig goriilebilir (114). Mitral yetersizliginin derecesi 6n ve arka kapak arasindaki
uzunluk farki ve arka kapagin 6ne dogru hareket etme kabiliyetiyle iliskilidir (115). Dinamik
obstriikksiyon da MY’nin ciddiyetini etkiler. Bu nedenle HKM’de MY dinamiktir ve
obstriiksiyonun siddetini etkileyen faktdrlerden etkilenir (103). Ancak HKM ile iligkili tim
MY akimlart SAM nedeniyle olusmaz. Bu hastalarda mitral kapak prolapsusu, tekrarlayan
septal temas veya tiirbiilans jet nedeniyle olusan hasara bagli kapak kalinlagmasi, korda
rliptiirii, korda uzamasi ve kalinlagmasi gibi intrinsik kapak patolojileri de goriiliir (103).
Mitral yetersizlik akimmin merkezi oldugu veya oOne dogru yoneldiginin gorildigi
durumlarda mitral kapagin kendisinden kaynaklanan patolojilerinin saptanmasi amaciyla
transozefajiyal ekokardiyografi (TOE) yapilmalidir (108).

HKM hastalarinda tikaniklik sadece LVOT’de degil ozellikle papiller kaslarin
hipertrofisine bagli olarak midventrikiiler bolgede de goriilebilir. Midkaviter tikanikligin
varligi ve lokalizayonu noktasal Doppler ile taranmalidir (108). Sabit LVOT’ta tikaniklik
yapabilecek subvalviiler membran da ayirict tanida diisiiniilmeli ve LVOT anatomisi dikkatli
degerlendirilmelidir (108).
2.1.7.4. Niikleer goriintiileme

Radyoniiklid anjiyografi veya '"single photon-emission computed tomography
(SPECT)" ile LV hacimleri ve EF olciilebilir. Kalinlasmis miyokart bu tekniklerle
gorlintiilenebilir. Manyetik Rezonans Goriintilleme (MRG) ve EKO’ ya gore daha diisiik
¢cozlinirliige sahiptir. Miyokardiyal iskeminin varligi ve yaygmligi bolgesel talyum alimi
SPECT teknigi ile degerlendirilebilir ancak iskemi olmayan hipertrofinin belirgin oldugu
bolgelerdeki artmis radyoaktif izotop alimi nedeniyle diger bdlgelere gore diisiik alim
saptanmasina bagli yanlis pozitif sonuglar goriilebilir (116,117). Gogiis agrist olup koroner
arter hastaligi (KAH) olasilig1 diisiik olan hastalarda stres SPECT goriintiileme diisiiniilebilir
(108).
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Pozitron emisyon tomografi (PET), SPECT ten farkli olarak doku grami basina diisen
miyokardiyal kan akimini mililitre olarak gdsterir. Pahali bir yontem olmasi dezavantajidir.
Ozellikle vazodilatasyon sirasinda HKM hastalarinda miyokardiyal kan akimindaki artista
bozulma oldugu ve bunun prognostik 6neme sahip oldugu gosterilmistir (118). KY veya
anjinast olan secilmis hastalarda EF degerinden bagimsiz olarak PET ile degerlendirme
yapilabilir (108). SPECT ve PET tetkikleri HKM hastalarin rutin olarak onerilmemektedir
(108).
2.1.7.5. Manyetik Rezonans Goriintiileme

MRG ile duvar kalinliklari, LV hacimleri, hipertrofinin lokalizasyonu ve ciddiyeti
hakkinda degerlendirme yapilabilir (119). HKM hastalarin %10’unda hipertrofi LV
segmentlerinden sadece bir veya iki segmentte goriiliir ki bunlarda hipertrofinin lokalizasyonu
ve ciddiyetini degerlendirmede MRG kullanilabilir (119). Genelde maksimum duvar
kalinliklar1 EKO ile dlgiilen degerlere benzer fakat lokal bolgelerdeki artmis duvar kalinliklar
2 boyutlu ekokardiyografi ile goriintiilenemeyebilir, bunlar ancak MRG ile saptanabilir.
LV’nin bazal anterolateral serbest duvari ve apeks kardiyak MRG ile EKO’ya gore daha iyi
goriintlilenir (120). Hipertrofik kardiyomiyopatili olgularin iigte birinde sag ventrikiil duvar
kalinliginin ve kitlesinin artmis oldugu kardiyak MRG ile goriintiilenmistir (121). Yine
HKM'’li hastalarda artmis papiller kas sayisi ve Kitlesi MRG ile saptanabilir (122). Mitral
kapak ve MY’nin mekanizmasi, ciddiyeti ve papiller kaslarin lokalizasyonu MRG ile
degerlendirilebilir ve bu durum o6zellikle cerrahi tedavi planlanan hastalarda onemlidir.
Gadolinyumlu kardiyak MRG ile istirahat ve stres sirasindaki miyokardiyal kan akimi
degerlendirilir (123). Vazodilatér ajanlarla yapilan farmakolojik stres MRG ile iskemi
arastirilmasinin su an i¢in rutin olarak her hastada yapilmasi 6nerilmemektedir (108). Fibrotik
miyokardiyal sahalar da kardiyak MRG ile goriintiilenebilir (124).
2.1.7.6. Bilgisayarli Tomografi

Kardiyak anatomi, mitral kapak, papiller kaslar, koroner arterler, miyokardiyal kas
yapisint ventrikiil hacimlerini ve bdlgesel duvar fonksiyonlarinin degerlendirilmesinde
kullanilabilir (125,126).
2.1.7.7. Genetik Test

Ailesel HKM otozomal dominant gegis gosterir. HKM nin kesin tanis1 mutant genlerin
DNA analizi ile taninmasi ile konulur. Miyokardiyal duvar kalinliklar: normal sinirlarda olsa

da genetik testin pozitif olmast HKM tanisi koydurur (33,78).
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2.1.7.8. Kardiyak Kateterizasyon ve Biyopsi

Ekokardiyografik teknikler ve diger non-invaziv yontemler tani igin yeterli
oldugundan genellikle kardiyak kateterizasyona gerek duyulmaz. Eslik eden KAH varliginda
ya da perkiitan septal ablasyon gibi invazif tedavi yontemleri secilecekse kardiyak
kateterizasyon yapilabilir. Sol ventrikiil ¢ikis yolu obstriiksiyonu olan hastalarda LVOT’ dan
aort kapaga dogru basing dlgiimleriyle basing gradiyenti saptanabilir. Basing gradiyentinin
degisken ve kararsiz olmasi hastaligin karakteristik Ozelligidir. Pulmoner kapiller kama
basinc1 (PCWP) ve LV diyastol sonu basinci, LVOT da gradiyent olsun olmasin yiiksektir.
Sag ventrikiil ¢ikis yolu gradiyenti olmadig1 ve restriktif patern izlenmedigi siirece sag
ventrikiill ve sag atriyum basinglart normaldir. Apikal HKM’de ventrikiilografide 'maga’
goriintiisii tipiktir (127). Hipertrofik kardiyomiyopatide koroner anjiyografi de nadir olarak
epikardial damarlarin sistolik obliterasyonuna neden olan 'miyokardiyal kas kopriisii' izlenir.

Kardiyak biyopsi daha ¢ok HKM’yi taklit eden amiloidoz gibi infiltratif hastaliklarin
ekarte edilmesi i¢in yapilabilir ancak rutin olarak Onerilmemektedir. Mikroskobik olarak
miyozit hipertrofisine ait degisiklikler izlenir, fakat en tipik bulgu hipertrofik miyofibrillerin
paralel demetler yerine gelisi glizel dagilim gostermeleridir. Hipertrofik kardiyomiyopatiden
Olen hastalarin neredeyse tamaminda >%35 miyofibriler dizilim bozuklugu, yaklasik
%50’sinde intramural koroner arter duvarinda kalinlasma ve liimeninde daralma bulunmustur
(128).
2.1.8. Tedavi

HKM tedavisinde amag¢ semptomlar1 azaltmak, komplikasyonlar1 6nlemek ve 6lim
riskini azaltmaktir. Obstriiksiyonu olmayan hastalarda, kalsiyum antagonistleri (verapamil) ve
beta blokerler (metoprolol, atenolol) kullanilmaktadir (129,130). Sadece egzersiz sirasinda
cikis yolu gradiyenti olan semptomatik hastalarin tedavi yaklagiminda beta blokerler tercih
edilen ilaglardir (62). Istirahatte obstriiksiyonu bulunan, fonksiyonel kapasitesi belirgin olarak
kisitli hastalarda disopiramid (grup IA antiaritmi) semptomatik fayda saglar (131), ancak yan
etki profili ve proaritmik etkisi nedeniyle daha ¢ok beta blokerlere veya verapamile cevapsiz
¢ikis yolu obstriiksiyonlu hastalarda kullanilmaktadir (62). Obstriiksiyonu azalmak igin
medikal tedaviye direngli hastalarda DDD pacemaker uygulamasi yapilmistir (132), ancak
suan i¢in sinirli bir grup hastada uygulanmaktadir. Losartan, statinler, spirinolakton gibi
ilaglar HKM’li hastalarda denenmis olan medikal tedavi segeneklerindendir (133,134).

Obstriiksiyonu mekanik olarak azalmak i¢in perkiitan septal alkol ablasyonu ve cerrahi
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miyektomi tedavi segenekleri arasindadir (135,136). Obstriikktif HKM’li hastalarda son
zamanlarda LVOT gradiyentinin azaltilmast amaciyla biventrikiiler pacing uygulamasi
giindeme gelmistir (137). Ani kardiyak Oliimiin 6nlenmesi amaciyla primer ve sekonder
koruma amactyla implante edilebilen kardiyoverter defibrilatorler kullanilmaktadir (138).
2.2.Mikro-RNA

MikroRNA'lar 18-25 niikleotid uzunlugunda, gen iizerinde protein kodlayan intron
veya ekzon bolgelerinin yanisira protein kodlamayan bolgelerdeki RNA genlerinden
kopyalanan ancak proteine sentezi gergeklesmeyen (kodlanmayan) RNA molekiilleridir
(139,140).

Ilk olarak mikroRNA, 1993’te Lee ve arkadaslari tarafindan Victor Ambors
laboratuvarinda kesfedilmistir. 2001 yilindan mikroRNA ismi kullanilmaya baslanmistir
(141,142). 1993 yilinda Lee ve arkadaglari bir nematod (solucan) olan Caenorhabditis
elegans'in gen igerigini incelemis ve lin-4 adi verdikleri bir genin, protein kodlamamasina
ragmen 22 niikleotid uzunlugunda kii¢iik bir RNA transkribe ettigini tespit etmislerdir (139-
142). Reinhart ve arkadaglar1 2000 yilinda C.elegans'da let-7 adin1 verdikleri, canlida geligimi
diizenleyen baska bir mikroRNA kesfettiler (143). Daha sonra Let-7'nin insanlar iginde
onemli bir biyolojik fonksiyona sahip oldugunu gésterilmistir (144). ilerleyen yillarda let-4 ve
let-7'ye benzeyen ¢ok sayida kiiciik RNA tespit edilmis ve mikroRNA olarak adlandiriimaya
baglanmistir (145).

2.2.1. MikroRNA’larin Olusumu

MikroRNA sentezi iic asamada gerceklesir. Ik olarak miRNA genlerinden primer
MIRNA (pri-miRNA) transkripsiyonu meydana gelir. Daha sonra hiicre niikleusu iginde
primiRNA, prekiirsor miRNA (pre-miRNA)’ ya doniisiir. Son olarak pre-miRNA’nin
stoplazmaya tasinmasi ile olgun miRNA olusumu tamamlanir (140-146).

MikroRNA genomik DNA’dan RNA Polimerz II enzim aracilifiyla primer transkript
(pri-miRNA) olarak sentezlenir. Pri-miRNA sap-ilmik yapisinda cap ve poli A kuyruguna
sahip olup 500-3000 baz uzunlugundadir. Hiicre ¢ekirdeginde bir endokniikleaz olan Drosha
ve Pasha kofaktorii (DGCRS) tarafindan pri-miRNA, pre-miRNA’ ya doniisiir. Pre-miRNA
70 niikleotid uzunlugundadir (147). Drosha ve Pasha (cift iplikli RNA baglayict protein)
birlikte mikroislemci kompleks (Microprocessor complex) olusturur (148) .

Pre-miRNA molekiilii Exportin 5 ve niiklear bir protein olan RAN-GTP’ye bagimlh
sekilde sitoplazmaya taginir. Stoplazmada bulunan Dicer (RNAaz III) adli endokniikleaz pre-
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miRNA’y1 keserek ¢ift zincirli 18-25 niikleotid uzunlugundaki miRNA dubleks olusturur
(149,150). Bir endoniikleaz olan Dicer ayrica RNA indiikleyici susturma kompleksi (RNA-
induced silencing complex; RISC) olusumunu baslatir. Dicer, pre-miRNA’1 kestikten sonra,
mMIiRNA dubleksinden birisi RISC kompleksine katilir. Argonaute adli bir RNAaz (RISC
kompleksinin iginde) miRNA dubleksinden 5 ucu daha kararli olan ipligi segerek komplekse
dahil eder. RISC kompleksine dahil olan kilavuz iplik (guide strand), dahil olmayan iplik ise
anti-kilavuz iplik admi alir ve RISC kompleksi tarafindan subsrat olarak kullanilir. Boylece
RISC yapisina katilan miRNA’lar mRNA yikimina sebep olur ya da protein translasyonunu
engeller (149-152). (Sekil 1) (139).
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Sekil 1: miRNA Sentezi

2.2.2.MikroRNA'larin Fonksiyonu

ORF

MikroRNA'lar genlerin ekspresyonunu azaltarak protein sentezini diizenler. Bir nevi

genin iglevlerinin engellenmesine sebep olurlar. MikroRNA'lar kendi niikleotid dizilerinde

tamamlayict hedef genleri tanima oOzelligine sahiptir. MikroRNA RISC kompleksine

baglandiginda, baz ciftlesme 6zelligi sayesinde messenger RNA (MRNA) baglanir boylece

mRNA'nin yikimina ya da protein sentezinin inhibisyonuna yol agar (139,140).

15



MIRNA ya mRNA'in 3' ucundaki translasyona ugramayan bolgeye (untranslated
region-UTR) ya da mRNA'nin ORF (open reading frame) adi verilen bolgesine baglanir
(152). Baglanma pozisyonu mikroRNA kompleksinin mRNA'ya nasil komplementer
olduguna baghidir. 3' UTR boélgesine baglanma tam olmayan, eksik baglanmay1 igerir ve
translasyonun baskilanmasi ile sonuglanir. ORF bolgesi i¢ine baglanma ise eksiksiz, tam
komplementerlik gosterir ve Argonaute2(Ago2) tarafindan mRNA'nin yikimina yol acar.
mikroRNA'lar birden fazla mMRNA'nin ekspresyonunu diizenleyebildigi gibi mRNA'lar da
birden fazla mikroRNA tarafindan hedef segilebilirler (153,154). miRNA’larin hiicre
tizerindeki etkileri sekil 2°de gosterilmistir (152).

insersiyonlar delesyonlar [ translokasyonlar J[ampliﬁkasyonlar

i 41 7

MiR-polimorfizimler/miRSNP’ler

' R .

Hiicre Hiicre Stres Yag
olimii proliferasyonu direnci metabolizmasi

" Hastaliklari ve ilag yanitini
} etkileyebilir.

Sekil 2: miRNA’nin Etkiledigi Basamaklar

2.2.3.Mikro-RNA ve Kalp

Kalbin gelisiminde ve patolojisinde birgok karmasik genetik mekanizmalar rol oynar.
MikroRNA’lar kardiyak gen ifadesini protein sentez asamasinda etkilemektedir. Farelerde
yapilan c¢alismalar kalbin gelisiminde mikroRNA’larin ¢ok oOnemli rolleri oldugunu
gostermistir. Chen ve arkadaslar farelerde kalp dokusunda biitlin mikroRNA’larin iiretimi

icin gerekli olan bir endoniikleazi (dicer) yikima ugratmislar ve farelerde ciddi DKMP’li ve
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kalp yetmezligine bagli 6lim gozlemislerdir (156). Liu ve arkadaslar1 farelerde yaptiklari
caligmada miR-133a eksikliginin DKMP’ye yol actigini gostermislerdir (157).Zhao ve
arkadaslarinin farelerde yaptiklar1 diger bir ¢alisma ise kas spesifik miRNA’larin (mir-1-2)
kalpte sinyal iletimi, kardiyak morfogenez ve hiicre siklusunda 6nemli rolleri oldugunu
gostermistir (158). Insanlarda yapilan miRNA profilleme calismalarinda hastalikli kalplerde
kardiyomyopatilerle iligkili olan belirli miRNA ekspresyonlarinda degisiklikler tespit
edilmistir (159). Bir diger ¢alismada miRNA’larin kalbin gelisiminde ve patolojik durumlarda
onemli rol oynadigi gosterilmistir (160). Yapilan baska bir hayvan g¢alismasinda da miR-
208’in kardiyak hipertrofiyle ilgili oldugu gosterilmistir (161). Kalbin anatomik gelisimiyle
ilgili olarak da miR-138’in 6nemli oldugu tespit edilmistir (162).Akut myokard enfaktiisii
geciren hastalarda yapilan bir ¢alismada miR-208 ve miR-499’un kontrol grubuna gore
belirgin sekilde yliksek oldugu tespit edilmistir (163,164). Yine benzer sekilde akut miyokard
enfarktiisii gegiren hastalarda yapilan baska bir ¢alismada miR-1 anlamli olarak yiiksek
bulunmustur (165). Duisters ve ¢alisma arkadaslari; patolojik sol ventrikiil hipertrofisinde
CTGF ekspresyonu ve fibrozisin regiilasyonunda miRNA larin temel bir fonksiyonu oldugunu
belirtmislerdir. Aragtirmacilar iki major kardiyak miRNA olan miR-30 ve miR-133’iin kalp
hastalig1 siiresince down-regiile oldugunu ve bu iki miRNA nin baskilanmasinin CTGF’nin
ekspresyon artisi, kollajen tiretimi ve fibrozis ile ters iliskili oldugunu gostermislerdir (166).
Bagka bir ¢alismada; fibroblastlarda yiiksek oranda bulunan miR-29 ailesinin fibroziste
bulunan ¢ok sayida ektraseliiler matrix ile iligkili proteinleri (multiple kollajen, fibrilin ve
elastini igceren) kodlayan mRNA’lar1 hedef aldigi gosterilmistir. Miyokard enfarktiisiine
cevapta, miR-29 ailesi iiyeleri infarkta komsu olan bdlgelerde down-regiile olmaktadir. miR-
29’un down regiilasyonu ile baskilanan bu mRNA’larin ekspresyonu tekrar aktive olmaktadir
ve bu yolla fibrotik cevap artmaktadir (18). Cesitli kardiyak stres formalarina cevapta miR-21,
miRNA’lar arasinda en giiclii up-regiile olan miRNA’dir (18,159). Yakin zamanda, Thum ve
arkadaglar1 kalp yetmezliginde kardiyak fibroblastlarda miR-21’in up-regiile oldugunu ve
burada miR-21’in, ERK-MAP kinaz sinyal yolaginin negatif bir diizenleyicisi olan Sprouty
homolog 1’in (Spry 1) baskiladigini gostermislerdir. Kardiyak hasara cevap olarak miR-21’in
upregiilasyonu ile ERK-MAP kinaz sinyalizasyonunda artis goriilmektedir ve bu da fibroblast
proliferasyonuna ve fibrozise yol agmaktadir (167). Fareler {izerinde yapilan baska bir diger
aragtirmada aortik bantlama yontemi ile farelerde kalp hipertrofiye hale getirilerek kontrol

grubu ile karsilastirilmis, daha sonra Microarray analizinden elde edilen sonuglarda miR-21, -
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27a, -27b, -146, -214, -341, ve -424 yiiksek oranda up-regiile oldugu, buna karsin miR-29a, -
29b, -29c, -30e, -126-5p, -133a, -133b, -149, -150, -185, -451, ve -486° nin ise dnemli olgiide
down-regiile oldugu tespit edilmistir. Dikkat ¢ekici bir sekilde hipertrofik kalpte miR-21
kontroller ile karsilastirildiginda 4 kattan fazla artis géstermistir (22). Ratlarda yapilan baska
bir ¢aligmada miR-23a, 27, 125b ve 195’nin Kkardiyak hipertrofi ile iliskili oldugu
(upregiilasyon) saptanmistir (168). Olson ve arkadaslarinin yaptiklari bir ¢alismada miR-21,
23a, 23b, 24, 27a, 27b, 125b, 195, 199a, 214 ve 217’nin transgenetik kalsindrin ve aortik
daraltma yontemi ile kardiyak hipertrofi yapilmis ratlarda upregule oldugu, buna karsin miR-
29¢,93,133a,150,181b’nin down regule oldugu gozlenmistir. (159). Sayed ve arkadaslari
kardiyak hipertrofisi gelisimi sirasinda ekspresyonda degisiklik gosteren 50°den fazla mi-
RNA saptamis ve hipertrofi esnasinda down regiile olan ilk mikroRNA arasinda miR-1’ i
tespit etmislerdir (21). Hem miR1 hem de miR133’tin biiylime ile iliskili genlerin
ekspresyonunu regiile ettigi one siiriilmektedir. Sucharov ve arkadaslarmin yaptigi bir
calismada miR1 ve miR133i{in kardiyomiyozit apoptozisinde ayri bir rolii oldugu one
stirilmiistir. miR1 proapopitotik iken miR133 antiapopitotik gibi goriinmektedir (169).
Baska bir ¢alisma miR133b down regiilasyonunun hipertrofik gen ekspresyonunu uyarmak
icin yeterli oldugunu, miR133b’nin asiriekspresyonunun gen ekspresyonunda b-AR aracili
degisiklikleri hafiflettigini gostermistir. Bu ¢aligmalar miR133 ve miR1’in Kkardiyak
hipertrofinin diizenlenmesinde anahtar rolii oldugunu gostermistir.
2.2.4.Serum ve mikro RNA

Son ¢aligsmalarda dolasimda kodlama yapan ve yapmayan plasental mikroRNA gibi
RNA parcaciklart tespit edilmistir (170). 2008 yilinda Lawrie ve arkadaslari (171) tarafindan
yapilan bir ¢calismada mikroRNA’lar B hiicreli bir lenfoma i¢in yeni bir biyomarker olarak
tanmitilmistir. Chen ve arkadaslar1 (172) kiiciik hiicre dis1 akciger kanseri, kolorektal kanser ve
tip 2 diyabetli hastalarin serum mikroRNA profillerinin saglikli insanlarinkilerden anlaml
farkliliklar gosterdigini tespit etmislerdir. Sepsis ile ilgili olarak Wang JF ve arkadaslari
(173), c¢alismalarinda inflamasyonla ilgili oldugu tespit edilen yedi miRNA’y1 serumda
caligmis ve miR-146a ve miR-223 diizeylerinin sepsiste anlamli olarak diisik oldugunu
saptamiglardir. Baska bir calisma da D’ Alessandra ve arkadaslar1 (174) tarafindan yapilmstir.
Bu ¢alismada da kas dokusunda ¢ok bulundugu tespit edilen miR-1, miR-133a, miR-133b ve
miR-499-5p gibi mikroRNA’larin plazma seviyelerinin akut miyokard enfarktiisii olan

insanlarda ve deneysel fare modellerinde arttigin1 tespit etmislerdir. Fukushima ve arkadaslar
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(175) iskemik kalp hastaligina bagli kalp yetmezligi bulunan hastalarda yaptiklar1 bir
calismada plazma miR-126 seviyesiyle kalp yetmezligi sinifi arasinda negatif korelasyon
oldugunu gozlemlemislerdir. MikroRNA’larin dolasima nasil salindiklar1 bilinmemektedir.
Bununla beraber fiziksel kosullara ¢ok dayanikli olduklar1 ve RNaz aktivitesinden
etkilenmedikleri saptanmistir (176,177). Bu 6zelliklerin nasil saglandigi yoniindeki ¢alismalar
ise mikroRNA’larin dolasima mikrovezikiiller iginde veya ekzozomlar seklinde salindigi
yoniinde fikirler vermistir (178,179). Ayrica dolagimdaki mikroRNA’larin birer sitokin gibi
tasinip biyolojik fonksiyonlar1 olabilecegine dair hipotezler de mevcuttur (180). Bununla
birlikte yakin zamanda yapilan bir calismada dolasimdaki mikroRNA’larin kiigiik bir
kisminin vezikiiller i¢inde tasindigi, biiylik bir kisminin ise Argonaute 2’iyle iligkili olarak
tasindig1 bulunmustur. Argounate 2 ise RNA-induced silencing complex (RISC)’in etkin
bileseni olup miRNA’lar1 direkt olarak baglar ve hiicrelerde messenger RNA baskilanmasini

gerceklestirir (181).
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3. MATERYAL VE METOD

3.1.Calisma Gruplari

Bu calismamizda Aydin Adnan Menderes Universitesi Tip fakiiltesi Kardiyoloji Ana
Bilim Dali poliklinigine mart 2012 ve mart 2013 tarihleri arasinda basvuran klinik ve
ekokardiyografik olarak Hipertrofik Kardiyomiyopati ve hipertansif sol ventrikiil hipertrofisi
tanisi alan hastalarin alinmasi planlandi. Vakalar toplam 3 gruba ayrildi. 1.grupta hipertrofik
kardiyomiyopatili hastalar, 2.grupta hipertansiyona bagli sol ventrikiil hipertrofisi bulunan
hastalar, 3. grupta ise kontrol hastalar1 alindi. HKM grubunda 26, hipertansif grubunda 25 ve
kontrol grubunda 24 olmak iizere toplam 76 hasta ¢alismaya dahil edildi. HKM tani kriteri
olarak 2 boyutlu ekokardiyografi ile sol ventrikiil hipertrofisi yapabilecek hipertansiyon, aort
darligi, subvalviiler membran ve sistemik hastalik gibi bir patoloji dislandiktan sonra
hipertrofik (duvar kalinligt >15 mm) olan ancak dilate olmayan sol ventrikiil varliginin
saptanmas1 kistas alindi. Interventrikiiler septumun duvar kalmligmin posterior duvar
kalinligina oram1 > 1,3 olmasi1 asimetrik septal hipertrofi olarak degerlendirildi
(5,62,182,183,184). Iistirahatte devamli (CW) Doppler ekokardiyografi ile LVOT
gradiyentinin > 30 mmHg olmasi obstriiktif HKM olarak kabul edildi (62,183). Yine
hipertansiyona bagli sol ventrikiil tanisi i¢in hastanin Gykiisiinde hipertansiyon olmast,
septum ve/veya arka duvar kalinligimin > 1,1cm olmasi seklinde belirlendi (184). Kalp
yetmezligi, ileri kapak hastalig1 kalbin biiyiiten nedenler ile kardiyovaskiiler cerrahi (CABG,
kapak cerrahi..), timor Oykiisii, kronik romatolojik hastaligi olanlar ve ileri yas hastalar
caligmaya alinmadi. Vakalarin yas araligi 20-65 olarak belirlendi. Calismaya alinan biitiin
vakalarda yazili bilgilendirilmis onam formu imzalatildi. Adnan Menderes Universitesi Tip
Fakiiltesi Girisimsel Olmayan Klinik Arastirmalar Etik Kuruldan 17/04/2012 tarihinde

2012/51 protokol ve 11 nolu karar ile ¢alisma i¢in onay alindi.

3.2. Ekokardiyografik Calisma

Ekokardiyografik degerlendirme, Hewlett Packard Sonos 5500 cihaziyla (2.5 mHz
prob) Amerikan Kardiyoloji Dernegi ve Avrupa Kardiyoloji Dernegi Kalp Bosluklar1 Olgiim
Kilavuzu’na uygun olarak yapild: (113). Olgiimler, sol yan pozisyonda parasternal uzun ve
kisa eksen ile apikal iki ve dort bosluk goriintiilerden elde edildi. Sol ventrikiil sistolik

fonksiyonlar1: Sol ventrikiil sistolik fonksiyonlari, fraksiyonel kisalma ve ejeksiyon fraksiyon
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modifiye “Simpson” metodu ve ile degerlendirildi (185). Modifiye simpson yontemi ile
apikal 4 ve 2 bosluk goriintiide sistol ve diyastolde sonu endokardiyal simir tespit edilirek
sistol ve diyastol sonu hacimlerden ejeksiyon fraksiyon hesaplandi.Kapak fonksiyonlari
ekokardiyografik inceleme sirasinda tiim kapaklar yetersizlik veya darlik varligi agisindan
devamli Doppler ve renkli Doppler inceleme ile degerlendirildi. Sol ventrikiil hipertrofisi
tanis1 interventrikiiler septum, arka duvar kalinliklar1 ve sol ventrikiil kitle indeksi
hesaplanarak ~ konuldu. Sol  wventrikiil  kitlesi  Devereux  formiiline  gore
(0.8X1.04X((LVed+pw+ivs)s-(LVed)3)+0.6) hesaplandi ve bu deger viicut yiizey alanina
boliinerek sol ventrikiil kitle indeksi hesaplandi. Sol ventrikiil kitle indeksi kadinlarda >100
gr/m?, erkeklerde > 125 gr/m? olmasi sol ventrikiil hipertrofisi olarak kabul edildi (186).
Sistolik 6ne hareketin varligi; 2 boyutlu ekokardiyografi ile transtorasik parasternal
uzun aks ve apikal 4 bosluk kesitlerinde degerlendirildi. SAM M-mod ekokardiyografi ile
mitral kapagin interventrikiiler septuma dogru hareketi degerlendirilerek dogrulandi (57,187).
LVOT gradiyenti, sol ventrikiil ¢ikis yoluna devamli Doppler konularak degerlendirildi. Zirve
ve ortalama basing gradiyentleri kaydedildi.
3.3. Kan Orneklerinin Alinmasi ve Saklanmasi
Calismaya alinan her hastanin periferik veninden elde edilen 3 cc kan miRNA’ya 6zel
EDTA’le stabilize tiiplere alindi. Hem kontrol hem de ¢aligma gruplarindaki hastalarin
calisma igin alinan kan orneklerinden elde edilen plazma c¢alisma yapilincaya kadar —80 C
derecede saklandi.
3.4.0rneklerin Cahsilmasi
3.4.1.RNA izolasyonu
Kiiciik RNA’lar1 (6rn.miRNA) da iceren total RNA izolasyonu i¢in, 18 niikleotidin
tizerindeki biitlin RNA’lar1 saflagtirabilen miRNeasy Kiti (Qiagen) kullanildi. Bu Kit fenol/
guanidinin tiyosiyanat’dan olusan monofazik bir soliisyon (QIAzol Lysis Reagent) ile
hiicrelerin parcalanmasina ve total RNA’nin silikamembran kolonla saflastirilmasi temeline
dayanmaktadir.
e Kan o6rnekleri 14000 RPM’de 10 dakika santrifiij edildi.
e Siipernatant atilir ve 10ml su ile pellet siispanse edildi.
e Siispansiyon 14000 rpm’de 5 dakika santrifiij edildi.
e Siipernatan atilir ve 700 pl QIAzol Lysis Reagent eklendi.
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e Pellet mikrosantrifiij(ependorf) tiip icerisine alinarak vorteksle veya pipetaj ile goriiniir
higbir pelet y1gim1 kalmayincaya kadar karistirildi.

e Mikrosantrifiij tiip igersindeki homojenatlar 5 dk. oda sicakliginda (15-25°C) inkiibe
edildi. Ustlerine 140 pl kloroform eklenerek bir sonraki asamadaki faz ayrimi icin 15
sn. kuvvetlice ¢alkalandi.

e Homojenatlarin bulundugu tiipler oda sicakliginda (15-25°C) tezgah {istiinde 2-3
dakika tekrar inkiibe edildi. Daha sonra 4°C’de 15 dakika 12,000 x g hizda santrifiij
edilerek Orneklerin 3 faza ayrigsmasi saglandi: iistte RNA igeren renksiz sulu faz
(hacmi yaklasik 350 ul); ortada beyaz ara katman (interfaz), ve altta kirmizi organik
faz.

e Sulu faz yeni bir toplama tiipiine aktarildiktan sonra tizerine hacminin 1,5 kat1 kadar
%100’1iik etanol (7525 pl) eklendi ve pipetaj ile tamamen karistirildu.

e Ornek karisim (yaklasik 700 pl), olusabilecek herhangi bir ¢okelti de dahil olacak
sekilde kit icerigindeki 2ml’lik toplama tiipline yerlestirilmis RNeasy Mini spin
kolonlara aktarildi ve oda sicakliginda (15-25°C) >8000 x g 15 sn. santrifiijlendi.
Eliisyon dokiildiikten sonra filtre ayn1 toplama tiipiline yerlestirilerek ve kalan karisim
tekrar filtrelerin lizerine eklenip tekrar oda sicakliginda , >8000 x g (>10,000 rpm) ‘de
15 sn. santrifiijlendi.

e Eliisyon atilarak ayni toplama tiipline yerlestirilen kolon tizerine 700ul Buffer RWT
tamponu eklendikten sonra 15 sn >8000 x g ‘de (=10,000 rpm) santrifiij edildi.

e Kolon tizerine 500 pl Buffer RPE yikama tampon eklendikten sonra 15 sn >8000 x g
‘de (>10,000 rpm) santrifiij edilerek yikandi. Eliisyon atilirken kolon ayni toplama
tiipline yerlestirildikten sonra yikama islemi ayni sekilde 500 pl Buffer RPE yikama
tampon ile ayn1 hizda 2 dk. santrifiij edilerek tekrarlandi.

e Eliisyon atilirken kolon eliisyonla temas etmeyecek sekilde yeni bir toplama tiipiine
aktarildi. Herhangi bir yikama tampon veya eliisyon artigini elimine etmek i¢in yeni

toplama tiipii igine yerlesik kolon, en yiiksek hizda 1 dk. santrifiij edildi.

Total RNA’nin (kiigiik RNA’lar1 da igeren) eliisyonu icin kolon 1.5 ml’lik yenibir
toplama tiipline yerlestirildikten sonra 40 pul RNase-free su direkt olarak membran {izerine
eklenerek 1 dk. >8000 x g’de (=10,000 rpm) santrifiij edildi. Eliisyon miRNA gibi kiiciik
RNA’larin da yer aldig1 total RNA’y1 igermekteydi. Daha yiiksek RNA konsantrasyonu elde
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edilmek istenirse ilk eliisyonu kullanarak tekrar ikinci bir eliisyon gergeklestirilebilir
durumdaydi.
3.4.2.RNA miktarlarinin élciimii ve kalite kontrolii

Elde edilen RNA oOrneklerinin konsantrasyonu ve safliklart 260/280 nm dalga
boylarinda absorbanslarmin dl¢iilmesiyle belirlendi. Olgiimler her bir 6rnekten 1,5pl
kullanilarak Nanodrop, Thermo Scientific aletinde gergeklestirildi. izole edilen RNA’larin
safligt 260 nm ve 280 nm’deki absorbanslarinin orani ile kontrol edilerek, ideal saflikta
kaliteli RNA’nin A260/ A280 ve A260 /A230 absorbans oraninin >1,8 olmasi1 beklendi.
Nanodrop’la spektrofotometrik 6l¢iimiin yani sira RNA’ nin yeterli molekiiler agirliga sahip
oldugunun dogrulanmasi ve degredasyonunun kontrolii igin Agilent 2100 Bioanalyzer sistemi
kullanildi. Analizler 250ng total RNA 6rnegi ile Agilent Bioanalyzer ve RNA 6000 Nano
Assay Reagent Kit kullanilarak gerceklestirildi. Jel goriintiisinde 28S ve 18S ribozomal
bantlariin keskin bir sekilde goriinmesi amaglandi. Yeterli agirlikta olmayan ve degradasyon
goriilen Ornekler ¢alisma dis1 birakilarak isaretleme ve hibridizasyon asamalarina dahil
edilmedi.
3.4.3.miRNA Ekspresyon Analizi

miRNA’larin ifadeleri Real Time PCR ile arastirildi. Bunun i¢in microRNA’ya 6zgiil
LNA temelli, Exiqon firmasina ait “miRCURY LNATM Universal RT microRNA system”
calisma kiti kullanildi.

Adim 1:Birinci-iplik sentezi (RT)

Olgun microRMNA |

M AN AN A AN AW AW AW AW AT L VLYo Y. YL YLV L. Y.LV Y.L.L

R &
_-I FAWAY LAWY WAL WAL LY AAALAA

3’ dejenere |" TTTTTTT TTT TT T \_\

| S5’genel kuyruk

Adim 2: Real-Time PCR amplifikasyonu

miR-spesifik ileri primer |
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| miR-spesifik geri primer

Sekil 3: miRNA PCR Analizi
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Bu kit ile total RNA’dan tek sarmal cDNA sentezlemek (1), sentezlenen cDNA’y1
kalip olarak kullanip, 6zel LNA primerler ve SYBR green boya esliginde secilen
miRNA’larin ger¢ek zamanli (real-time gPCR) Kkantitatif/nicel PCR (2) analizinin
gergeklestirilmesi amaglandi.
3.4.4.Tek sarmal cDNA sentezi

Tek sarmal cDNa sentezi i¢in “miRCURY LNA™ Universal RT microRNA system”
Kitinin 6zelligi dogrultusunda ‘“Universal cDNA synthesis kit” seti kullanildi. Kit protokolii
20-25ng RNA baslangic materyali ve kontrol amagli RNA spike-in (109/u1) kullanimin1
Oonermekteydi.

Kit protokoliiniin Onerisi dogrultusunda, 96’lik plakada gerceklestirilecek gergek
zamanli PCR i¢in, 20ul’lik cDNA sentez reaksiyonunda 22ng total RNA kullanildiginda, elde
edilen cDNA’ nin x110 kat seyreltilmesiyle ger¢ek zamanli PCR’de kullanima hazir 2200
ul’lik yaklagik 200 reaksiyonluk cDNA elde edildi.

Her 20ng RNA o6rneginin, icine eklenecek 1 pl RNA spike-in (sentetik RNA) ile
cDNA sentezlenmesi saglandi. Sentezlenen spike-in CDNA, Universal RT kit icerigindeki
kontrol primer setleri yardimiyla amplifiye edilerek, kullanilan 6rneklerin amplifikasyonu ile
karsilastirildi. Boylece kullanilan RNA 6rneklerindeki  inhibitdrlerin ve degredasyonun
varlig1 kontrol edildi.

96’11k bir plaka’da ger¢ek zamanli PCR ¢alismasi i¢in cDNA sentezinde:

I. Kit igerigindeki biitiin reaktifler buz istiinde ¢oziinmeye birakdi, ¢6ziinme sonrasi biitiin
reaktifler belirtilen uygun kosullarda karistirilarak kisa siire santrifiijlendi

ii. Kullanilan total RNA toplamda 22 ng (son konsantrasyon 1,57ng/ ul) olacak sekilde 14 ul
niikleaz-free su igine dilue edildi.

Reverse transkriptaz reaksiyonu, kit igerigindeki reaktifler kullanilarak, reaksiyon

basina olacak sekilde asagidaki gibi hazirlandi.
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Reaktif Hacim (ul)/reaksiyon Son konsantrasyon/miktar

basina
5X reaction buffer 4 1x
Enzyme Mix 2 1x
Kalip total RNA 14 20-25 ng

Toplam Hacim 20

iii. Reaksiyon karistirilarak, 42°C’de 60 dakika inkiibasyona, sonrasinda da 95°C’de 5 dakika
reverse transkriptaz enziminin inaktivasyonuna birakildi.

iv. Gergek zamanli PCR asamasina gecildi.

3.4.5.Ger¢cek Zamanlh PCR

Bu agamada degraniilasyonu saptanan miRNA’larin bir grubunun (6rnegin en az 10
tanesinin) o miRNA’lara 6zgii LNA™ primerler ve nicel miktar tayini igin
karsilastirilabilecekleri, verilerin normalizasyonu i¢in gerekli olan 2 veya 3 referans gene
Ozgl primerler ve SYBR Green kullanilarak gercek zamanli PCR ile ifadeleri ve ifade
seviyeleri saptandi.

Normalizasyon ile incelenen konunun digindaki biyolojik varyasyonlarin sonuglar
tizerindeki etkisini ortadan kaldirmak amaclanir. Bu husus gercek zamanli PCR’nin dogru
analizi ve yorumu i¢in oldukca oOnemlidir. Genellikle normalizasyon i¢in ifadesi sabit,
istikrarli referans genler secilir. Benzer sekilde birden fazla endojen kontrol geni (referans)
olmasi tavsiye edilir ve 6nemli olan secgilecek genin incelenen biitiin 6rnek araliginda istikrarl
olarak ifade edildigi bilinen bir gen(ler) olmasidir. Bu amagla, kiigiik kodlamayan RNA’lar
(sRNAS veya sncRNAs) (6rn. 5S, U6, SNOR’lar) veya literatiirde istikrarli olarak ifadesi
goriildiigi bildirilmis miRNA (miR-191, miR-103, let-7a, ve miR-16) genleri referans olarak
secilebilir.

Segilen miRNA’larin ifadelerinin arastirilmasi amaciyla belirlenen miRNA ve referans
genlere 06zgiil primerleri iceren Exiqon, “MicroRNA Pick&Mix PCR panels” panelleri
kullanilarak reaksiyon karigimi asagidaki sekilde hazirlandi. Calismalarda her reaksiyon ig¢in
3’er replika kullanildi.

i. Oncelikle 2xSYBR Green master karisimi 1:1 oraninda x110 kere dilue edilen cDNA 6rne

gi ile karistirildu.

25



Reaktifler Hacim (ul), 96-kuyucuklu plaka igin

SYBR green master mix 10

Diliie edilmis cDNA kalib1 10

Her bir kuyucuga eklenecek toplam

hacim Y

ii. Panel kullanim Oncesi santrifiij edilerek her bir kuyucuga 20ul olacak sekilde reaksiyon
karigimi konularak tekrar santrifiij edilerek asagidaki kosularda, termal dongii programinda

RT-PZR cihazina (Light Cycler® 480, ROCHE) konuldu.

Denatiirasyon 95°C, 10dak.

40 dongii amplifikasyon 95°C, 10 sn

60°C 1 dak. ramp-rate 1.6°C/s*

Optik okuma

Melting curve analizi( erime egrisi)

3.4.6.Data Analiz

Verilerin analizi AACT metodu kullanilarak “Light Cycler® 480 Quantification
Software” adi verilen bir bilgisayar programi yardimiyla yapildi. Daha ileri data
analizlerinde, c¢alistlan kitin  firmasmma ait GenEx qPCR analysis software
(www.exigon.com/mirna-pcranalysis) kullanildi.
3.4.7.0rneklerin Calisilmasi ve Veri Analizi

Eksi 80 C derecede bekletilen plazma orneklerinden mi-RNA ornekleri revers
transkriptaz enzimi kullanilarak ¢cDNA’ya doniistiiriildii ve daha sonra real-time PCR
reaksiyonuna sokularak Tablo 1’de belirtilen miRNA ifadeleri arastirildi. Calismada kardiyak
hipertrofi ile iliskili oldugu daha 6nceki ¢alismalarinda tespit edilen 11 adet mikro RNA’larin
diizeylerine bakildi. Ct (cycle of threshold) degeri 40°dan biiyiik olanlar ¢alismaya alinmadi.
Caligmada mikroRNA referans gen (housekeeping gen) SNOR48 kullanildi.
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Calismada hastalar {i¢ grubu ayrildi. Bu ¢alismada arastirilan mi-RNA’larin kardiyak
hipertrofi tlizerinde etkilerini arastirmak amaciyla HKM ve kontrol grubundaki ekspresyon
diizeylerine bakildi, buna ek olarak hipertansiyon grubu da dahil edilerek mevcut mi-RNA
degerlerindeki degisimin HKM’ ye mi 6zgii oldugu yoksa kardiyak hipertrofi ile mi iligkili
olduguna bakildi.

Tablo 1: Mikro-RNA Listesi

mikro-RNA
miR-1
miR-21
miR-22
miR-23a
miR-29
miR-30
miR-34
miR-133
miR-199a
miR-208
miR-290

>
o

O©| O N| o o1 | W N B

=
o

-
-

3.4.8.Istatistiksel Yontem

Nicel verilerin normal dagilima uygunlugu Kolmogorov-Smirnov testi ile incelendi.
Normal dagilan nicel verilerin gruplar arasi karsilastirmasi tek yonlii varyans analizi ile
incelendi ve tanimlayici istatistikler ortalamatstandart sapma bigiminde gosterildi. Normal
dagilmayan nicel verilerin gruplar arasi karsilagtirmasi1 Kruskal Wallis varyans analizi ile
incelendi ve tanimlayici istatistikler medyan (25-75 persantil) biciminde gosterildi. LV MASS
ve LVMASS index degerler ile iliskisini incelemek icin degiskenlerin normal dagilima
uygunluguna gore Spearman Korelasyon testi ya da Pearson korelasyon testi kullanildi. Nitel
verilerin karsilastirilmasinda Ki-kare analizi kullanildi ve tanmimlayici istatistikler frekans
(ylizde) biciminde gosterildi.

Istatistiksel analizler i¢in SPSS for Windows version 15 paket programi kullamild: ve

p<0.05 istatistiksel olarak anlamli kabul edildi.
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4. BULGULAR

Calismaya alinan 26 HKM, 25 hipertansif ve 24 kontrol grubu hastasi1 arasinda cinsiyet
dagilimi agisindan kadin/erken oranmi sirasiyla (%42,3/%57,7), (%60/%40) ve (%54,2/%45)
olarak hesaplandi ve cinsiyet dagilimlar1 agisindan gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamli
fark tespit edilmedi (p=0,435) (Tablo 2). Calismaya alinan gruplar arasinda yas (p=0,093 ), boy
(p=0,441) ve kilo (p=0,128) agisindan istatistiksel olarak anlamli fark saptanmadi. Yas, boy ve
kilo dagilimlar1 daha detayl1 bi¢imde Tablo 2’de gdsterilmistir.

Tablo 2:Cinsiyet-Yas-Boy-Kilo Dagilimlari

Kontrol (n=24) | Hipertansiyon(n=25) HKM (n=26) p
Cinsiyet 13/11 15/10 11/15 *0,435
Kadin /Erkek (%54,2/%45,8) (9%60/%40) (%42,3/%57,7)
Yas 46,88+7,708 53,48+10,304 52,23+12,539 0,093
Boy 165,63 +7,649 167,0+£5,508 167,92+5,713 0,441
Kilo 78,9+15,966 82,716,108 83,2+14,877 0,128

*kikare degeri:1,665

Gruplarin 6zge¢mislerine bakildiginda sigara, alkol, koroner arter hastaligi ve
diyabetis mellitus acisindan fark yoktu. Gruplar arasinda ila¢ kullanim siklig1 yoniinden
bakildiginda HKM grubu daha fazla oranda beta bloker (BB) kullanmaktayd: (p:0,00012).
Hipertansiyon grubu hastalarinda diger gruplara oranla anjiotensin konverting enzim
inhibitori (ACEi) kullanma sikligi daha fazlaydi (p:0,046). Benzer sekilde hipertansiyon
grubu hastalart diger gruplara oranla daha sik anjiotensin reseptor blokeri (ARB) (p.0,01),
kalsiyum kanal blokorleri (KKB) (p:0,0001) ve diiiretik (p:0,001) kullanmaktaydi. HKM
grubu hastalarinda diger gruplara oranla antitrombosit kullanim sikligi daha fazlaydi
(p:0,035). Hipertansiyon grubu hastalar1 diger gruplardaki olgulardan daha sik statin
kullanmaktaydi (p:0,013) (Tablo 3).
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Tablo 3:Risk faktorleri ve ilag kullanimi1

Kontrol (n=24) | Hipertansiyon(n=25) | HKM (n=26) p
Sigara 8 (%33,3) 9 (%36) 12 (%46,2) 0,613
Alkol 5 (9%20,8) 5 (%20) 3 (%11,5) 0,342
DM 5 (%20,8) 7 (%28) 3 (%11,5) 0,337
KAH 2 (%8,3) 3 (%12) 1 (%3,8) 0,561
BB 0 13 (%52) 19 (%73,1) 0,00012
ACE 1 (%4,2) 8 (%32) 6 (%23,1) 0,046
ARB 1 (%4,2) 12(%48) 4 (%15,4) 0,01
KKB 0 13 (%52) 6 (23,1) 0,0001
Diiiretik 0 11(%44) 7 (%26,9) 0,001
Antitrombosit 3 (%12,5) 8 (%32) 12 (%46,2) 0,035
Statin 1 (%4,2) 7 (%28) 1 (%3,8) 0,013

Calismaya alinan HKM hasta sayis1 toplam 26 olup bunlardan 19°u septal tip HKM,
3’1 apikal tip HKM VE 4’ ise konsantrik tip HKM hastast idi. HKM hastalarinin 11’inde
(%42,3) SAM, 14’tinde(%53,8) LVOT’ta gradient saptandi. Yine ¢alismaya alinan HKM
hastalarinin  22’sinde siniis ritmi, 4’tinde AF mevcuttu. HKM hastalarinin % 50’sinde ailesel
gecis Oykiisii vardi. HKM vakalarinin 4’tinde  (%15,4) senkop/VT /Arrest  Oykiisi
bulunmaktaydi.

Calismaya alinan miRNA-1, miRNA-21, miRNA-22, miRNA-23a, miRNAZ29,
miRNA30, miRNA-34, miRNA133, miRNA199a, miRNA 208, miRNA 290 igerisinden
mIiRNA 208 ve miRNA290’nin ekspresyonu gruplar arasinda yetersiz oldugu igin istatistiksel
olarak degerlendirilmeye alinmadi. Gruplar arasinda miRNA’larin ekspresyonu agisindan

istatistiksel anlamli fark bulunamadi.
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Tablo 4: miRNA Ekspresyon Degerleri

miRNA Grup Ortalama + SS Min-Max p
kontrol 0,00469 + 0,0083 0,00005 - 0,0318
miRNA-1 hipertansiyon | 0,00251 +0,00185 0,00015 - 0,00754 0,594

HKM 0,00318 +£0,00514 0,00031 - 0,0178
kontrol 3,676 + 7,645 0,0384 - 38,06

miRNA-21 hipertansiyon 2,636 + 3,928 0,00003 - 14,68 0,858
HKM 2,886+ 7,812 0,00103 - 40,48
kontrol 0,482 + 0,993 0,00561 - 4,924

miRNA-22 hipertansiyon 0,447 £ 0,629 0,00025 - 2,764 0,989
HKM 0,456 = 0,885 0,0219 - 3,977
kontrol 0,605+ 1,618 0,00139 - 7,792

miRNA-23 hipertansiyon 0,542 £ 1,175 0,0215 - 5,84 0,617
HKM 0,293 + 0,449 0,00375 - 1,681
kontrol 0,069 £ 0,176 0,00233 - 0,8763

miRNA-29 hipertansiyon 0,0927 £ 0,184 0,00143 - 0,9063 0,741
HKM 0,0558 £0,13 0,00372 - 0,6474
kontrol 0,0117 £ 0,037 0,00018 - 0,1697

miRNA-30 hipertansiyon 0,019 £ 0,049 0,00038 - 0,2124 0,618
HKM 0,007+ 0,00932 0,00036 - 0,0296
kontrol 0,0205 £ 0,068 0,00057 - 0,3

miRNA-34 hipertansiyon 0,00403+ 0,00275 0,00037 - 0,00962 0,319
HKM 0,00544 + 0,00378 0,00151 - 0,0154
kontrol 0,00209 £ 0,00235 0,00023 - 0,00725

miRNA-133 hipertansiyon 0,00692 £ 0,026 0,00033 - 0,121 0,596
HKM 0,00299 + 0,00396 0,00025 - 0,0144
kontrol 0,072 £0,25 0,00148 - 1,167

miRNA-199 hipertansiyon 0,0179 £ 0,027 0,00011 -0,1278 0,341

HKM

0,0168 + 0,0322

0,00101 - 0,1618
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Calismaya alinan HKM, HT ve kontrol gruplar sol ventrikiil kitle indeksi (LV MASS
indeks) ve miRNA iliskisi agisindan degerlendirildi. Gruplar arasinda miRNA ekspresyonu ile
LV MASS indeksi arasinda iliski tespit edilemedi (Tablo 5).

Tablo 5: LV MASS ve miRNA Tliskisi

miRNA’LAR | LV MASS INDEKSI
P degeri
miRNA-1 0,904

miRNA-21 0,444

miRNA-22 0,973

miRNA-23a 0,189

miRNA-29 0,736

miRNA-30 0,525

miRNA-34 0,451

miRNA-133 0,138

miRNA-199a | 0,096
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5.TARTISMA

MikroRNA (miRNA)’lar yiiksek seviyede korunan DNA bolgelerinden kodlanan fakat
proteine translasyonu gergeklesmeyen, yaklasik 18-25 niikleotid uzunlugunda kiigiik RNA
molekiilleridi. Hem HKM ve HT’nun baslangicinda ve ilerlemesinde, miRNA’lar
hedefledikleri genin karakterine gore hiperplazi veya hipoplazi gelismesine sebep olmaktadir.

Cok sayida canlida miRNA’lar tespit edilmis ve bunlarin 1500 tanesi kadari
insanlarda  bulunmaktadir (188). Insanlarda protein sentezinin %60’dan fazlasinin
miRNA’larla regiile edildigi diisiinilmektedir, bu nedenle hastaliklarin gelisiminde
mikroRNA’larin rol oynayabilecegi ihtimali kuvvet kazanmaktadir (189). MikroRNA’larin
periferik kan ve diger viicut sivilarinda bulundugunun gosterilmesi bunlarin hastaliklarin tanm
ve izleminde belirte¢ olarak kullanilabilecegini  diistindiirmiistiir (176,177,190-192). Bu
alanda ¢ok sayida c¢aligmalar yapilmaktadir.

Yapilan bir ¢alismada miR-27a, miR-199a-5p, miR-26a, miR-145, miR-133a, miR-
143, miR-199a-3p, miR-126-3p, miR-29a, miR-155, miR-30a ve miR-21’in kardiyak
hipertrofi ile anlamli derecede iligkili oldugu ve HKM’li hastalarin plazmasinda arttig1 ortaya
konmustur. Bununla beraber miR-199a-5p, miR-27a ve miR-29a hipertrofi ile ilgili oldugu ve
sadece miR-29a’ nin fibrosis ile iliskili oldugu gézlenmistir (193).

miRNA-1 kalpte en bol bulunan ve kas dokusuna spesifik olup kardiyak gelisim ve
farklilasmasinda onemli rol oynayan bir mikro-RNA’ dir (194,195,196). Ayrica miRNA-1
kardiyak hipertrofiyi, kalsiyum baglimli sinyal yoluyla kontrol eder (197-199).Yakin
zamanda Li ve arkadaslarmin yaptigi bir ¢alismada rat kardiyomyositlerinde twinfilin
denilen bir proteinin MIRNA-1 hedefi oldugu gosterilmistir (194). Bu protein hiicre
iskeletinde bulunan, hiicre biiyiimesini uyaran ve aktinin yapisina katilarak hiicre hareketini
saglayan bir hiicre iskelet proteinidir. Li ve arkadaglarinin yaptigi ¢alismada miRNA-1’in
TWEF-1 proteinini inhibe ederek hiicre yiizey alanini kiigiilttiigii ayrica miRNA-1 etkisinin
engellenmesinin hipertrofiye neden oldugu gosterilmistir (194). Sayed ve arkadaslarmin
ratlarda yaptig1 baska bir ¢alismada kardiyak hipertrofi esnasinda mikro-RNA ekspresyonu
incelenmistir. Aortik bantlama islemi ile ratlarin sol ventrikiilii hipertrofiye ugratilmis,
kontrol grubu ratlarla yapilan karsilastirmalarda sol ventrikiilii hipertrofik olan ratlarin
MIRNA-1 ekspresyonunda azalma tespit edilmistir (21). Zhang ve arkadaglarinin yapmis

oldugu bir ¢alismada miRNA-1’in artmis ekspresyonunun atriyoventrikiiler bloklara neden
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oldugu ortaya konmustur (200). Care ve arkadaslarinin ¢alismasinda ise hipertrofik kalp
miyozitlerinde mi-RNA-1’in  expresyonunun azaldigr gosterilmistir (197). Bizim
calismamizda her ne kadar anlamlilik olmasa da (p: 0,594) mi-RNA-1’in kontrol
diizeylerinin HT ve HKM grubundan biiyiik olmasi bu c¢aligmalar1 desteklemektedir. Bu
calismada miRNA-1 ekspresyonu bakildiginda gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamli
bir fark tespit edilememistir.

miR-21 veya miR-18b’nin endojen inhibisyonu hipertrofik biiyiimeyi arttirmaktadir
(201). Kardiyak remodeling siirecinde miR-21’in yiiksek upregiilasyonunun bazi
hastaliklarda rol aldig1 gosterilmistir. Fakat kardiyak strese cevap olarak miR-21 fonksiyonu
net degildir. Miyozit kiiltiirlerinde miR-21 hem prohipertrofik hem de antihipertrofik oldugu
gosterilmistir (167,201). Thum ve arkadaslar1 ratlarda aortik baglama islemi yaparak kalpte
kardiyak hipertrofi ve fibrozisi indiikklemis ve bu sirada miR-21 artisin1 gézlemlemislerdir.
Daha sonra bir oligonukleotid (antagomir) araciligiyla miR-21’in inhibe edildimesi ile bu
fibrozis ve hipertrofinin engellendigini rapor etmislerdir. Bu yararli etkiler miR-21’in hedef
transkript olan SRY -1 (Sprouty-1) depresyonuna baglanmistir ve bu sonug kardiyak
fibroblasta spesifik MAP kinaz sinyal yolunun inhibisyonu ile gerg¢eklesmektedir (167).
Patrick ve arkadaslarinin yaptig1 baska bir ¢alismada mutasyon ile miR-21’i delesyona
ugratilarak inhibe edilmis farelerle normal fareler karsilastirilmistir. Bu ¢alismada aortik
ligasyon, kalsindrin, anjiotensin ve MI modeli iizerinden bu dort uyar1 ile kalpte stres
olusturulmus ve bdylece miR-21’in patolojik kardiyak remodeling iizerindeki etkisi
arastirtlmistir. Mutant olmayan fare grubunda tiim stres faktorlerine yanit olarak miR-21"in
belirgin sekilde upregiile oldugu izlenirken iki grup arasindan hipertrofi, kardiyak
remodeling, MI ile olusturulan skar dokusu agisindan bir fark tespit edilmemistir. Hatta
mutant farelerde kalp dokusunun toplam viicut agirligina oraninda artis bulunmustur (202).
Patrick ve arkadaslar1 daha sonra antimiR-21 verilen farelerle verilmeyenleri
karsilagtirmistir. Gerek aortik bantlama operasyonu ile indiikklenen miR-21 artisi, gerekse
anjiotensin Il ile uyarilan miR-21 artis1 antimiR-21 tarafindan etkili bir sekilde inhibe
edilmis fakat kontrol grubunda inhibisyon olmamustir. Bu gruplara bakildiginda fenotip,
kardiyak fonksiyon, miyozin agir zincir, Kardiyak remodeling agisindan fark tespit
edilmemistir. Bizim ¢alismamizda gruplar arasinda miR-21 ekspresyonu agisindan gruplar
arasinda belirgin bir fark izlenmemis olsa da kontrol grubunun degerleri HT ve HKM

grubunun degerlerinden yiiksektir (p:0,858). Bu bilgi Patrick ve arkadaslarinin miR-21’in

33



kardiyak hipertrofi ve remodelingde etkili olmadigi ve kars1 kompanzatuvar mekanizmalarin
etkili oldugu bilgisiyle kismen ortiismekle beraber yine de bu g¢alismaya ters diisiiyor gibi
goriinmektedir. Calismanin farelerde gerceklestirildigi disiiniildiigiinde miRNA-21’in farkli
tirlerde farkli davranis gosterebilecegini diisiinmekteyiz.

Iskelet ve kas dokularmda miR-22 ekspresyonu miR-1 ve miR-133 gibi oldukca
spesifiktir ve dokularda bulunan miyoblastlarin biiyiimesinde ve farklilasmasinda 6nemli rol
oynar (203). Daha oOnceki yapilan ¢alismalarda miR-22’nin bir tiimor supresoér oldugu ve
kanserli hiicrelerde yaslanmayi indiikleyerek apoptozisi arttirdiklar1 gosterilmistir (204,205).
Gurha ve arkadaslarmin yaptig1 bir calismada kalp tizerinde stres olusturularak indiiklenen
kardiyak hipertrofide miR-22’nin gerekli oldugu sonucuna varilmigtir (206). Ratlarla yapilan
basgka bir ¢alismada miR-22’nin miyoblast farklilasmasini indiikledigi goésterilmistir (203).
Huang ve arkadaglar1 yaptigi bir calismada degisik mutant fareler olusturarak stres
faktorlerine bagli olarak kardiyak hipertrofi ve remodeling iizerinde miR-22 etkinligini
arastirmiglardir (207). Bu ¢aligmada fenilefrin gibi kardiyak hipertrofiyi uyaran ajanlarin miR-
22 inhibisyonu sonrasi bu etkisinin azaldigi gésterilmistir. Daha sonra miR-22 etkisini taklit
eden ajanlar kardiyomiyozitlere enjekte edildiginde hiicre yiizey alanin arttig1 saptanmis ve bu
ratlarda, ANP, BNP, a-akttin, ve p-MHC gibi normalde fetal yasamda aktive olan genlerin
yeniden aktive oldugu goézlenmistir. Isoprotenol (ISO) gibi beta agonistler kardiyak
hipertrofiyi ve fibrozisi arttirmaktadir (208). miR-22’si inhibe edilmis mutant farelerle kontrol
grubu fareler karsilagtirildiginda mutant farelerde ISO’nun, uyarilan kardiyak hipertrofiyi
belirgin sekilde azalttigi saptanmugtir (207). Ayrica miR-22’nin fonksiyonel kaybi mutant
farelerde fibrozisi hizlandirmis boylece hem sistolik fonksiyonda azalma hem de dilate
kardiyomiyopatiye gidisi hizlandirmistir. Bizim ¢alismamizda miR-22 ekspresyon diizeyinde
gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark bulunamamistir ve degerler birbirine ¢cok
yakindir. LV kitle indeksi agisindan gruplar analiz edildiginde yine istatistiksel olarak anlamli
bir fark saptanmamistir (p:0,989). Bunun nedeninin miRNA-22’nin insanlarda hedef ve etki
mekanizmasimin farkli olmasindan kaynaklandigini diisiiniiyoruz. Insanda miR-22 igin sirtuin
1 (sirt-1), human histone deacetylase (HDACA4) gibi ¢ok sayida hedef gen tanimlanmis olmasi
bu diistincemizi desteklemektedir (205,207).

Yapilan bir ¢ok c¢alismada miR-23a kardiyak hipertrofi ile iliskili bulunmustur
(21,159,209). Lin ve arkadaglarinin yaptig1 bir ¢alismada miR-23a’nin kardiyak hipertrofide

etki mekanizmasi arastirilmistir (210). Bu calismada hiicre ¢ekirdeginde bulunan, bir
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transkripsiyon faktorii olan ve kardiyak hipertrofi sinyal yolu olan NFATc3 (Nuclear Factor
of activated T Cells) (211,212) ile antihipertrofik faktor sinyal yolu olan MuRF1’nin (muscle
specific ring finger protein-1) (213) kardiyak hipertrofideki etkilerinin devam etmesi i¢in
miR-23a’nin gerekli oldugu sonucuna varilmistir. miR-23a’nin hipertrofi {izerine etkilerini
Foxo3a proteini ile gergeklestirdigi bagka bir ¢alismada ortaya konmustur (214). Ayrica miR-
23a, kardiyak hipertrofide etkili protein kinaz A (215), Egr-1 (early growth response 1) (216 ),
Pttgl (Pituitary tumor-transforming gene-1) (217) gibi bir ¢ok hedef geni regiile eder. Bizim
calismamizda gruplar arasinda miR-23a ekspresyonu a¢isindan gruplar arasinda istatistiksel
olarak anlamli bir fark bulunamamistir (p:0,617). Ayrica kontrol grubunun degerleri diger iki
gruptan biiyiiktii ve en kiigiik degerler HKM grubuna aitti. Bu bilgi, miR-23a’nin insanlarda
aktivitesini aydinlatmakta, ek olarak miR-23a’nin etki mekanizmasiin ve hedef genlerinin
insanlarda farkli olabilecegini de diigiindiirmektedir.

miR-29 kardiyak remodeling ve fibrozisle iliskili bir miRNA’dir (218). Boon ve
arkadaglarinin yaptig1 bir ¢alismada kollejen ve elastin gibi ekstraseliiler matrix proteinlerinin
regiilasyonunda miR-29’nin 6nemli rol aldig1 gosterilmistir (219). Yine bu ¢alismada miR-
29’un etkisinin inhibe edilmesi aortada dilatasyona neden olmustur. Van Rooij ve arkadaslari
MI sonrasi olusan kardiyak fibroziste miR-29’un down regiile oldugunu gostermislerdir (18).
Hipertrofik kardiyomiyopatide de ektraselliiler matrix proteinlerinden &zellikle de kollojen
sentezinde bir artis mevcuttur. Bizim yaptigimiz c¢alismada gruplar arasinda miR-29
ekspresyonu agisindan istatistiksel olarak anlamli bir fark bulunmamis olsa da; HT grubunun
ekspresyonlari diger gruplardan biyiikti ve HKM grubunun degerleri de kontrol grubundan
bityiiktii (p:0,741). Insanlarda miR-29’un kardiyak hipertrofi etkisi fibrozis kadar agik
olmayabilir. Literatlire bakildigt zaman miR-29’un kardiyak hipertrofide etkisi heniiz
gosterilmemistir. miR-29 {lizerine daha ¢ok ¢aligmaya ihtiya¢ duyuldugu ortadadir.

Yin ve arkadaslar1 kardiyak hipertrofide miR-30 etkisini arastirmislardir (220). Bu
calismada fare modellerinde aortik daraltma yoluyla kardiyak hipertrofi olusturulmus ve daha
sonra miR-30 ekspresyon diizeylerine bakilmis ve bu fare modellerinde miR-30 ekspresyonun
azaldig1 gosterilmis. Yine bu ¢alismada miR-30’un downregiile olmasi ile otolizi aktive ettigi
gosterilmistir (220). Zho ve arkadaslarinin yaptig1 bir ¢alismada kalp yetersizligi ile iligkili 40
cesit mikroRNA taranmistir. Bu amagla 22 kalp yetersizlikli hasta, 18 kontrol grubu ve 9 adet
fetal kan 6rneginde MiRNA’lar karsilastirilmis ve miR-30’un hem fetal kanda hem de kalp

yetersizlikli hastalarda yiiksek oldugu bulunmustur (221). Bunun sonucunda kalp yetersizligi
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gibi kardiyak patolojilerde mikroRNA’larin fetal donemdeki seviyelerine donme egiliminde
oldugu gosterilmistir. Baska bir calismada 18 akut MI hastasi ve 30 kontrol grubu
karsilastirilmistir (222). Real time PCR yontemi ile yapilan bu ¢alismada miR-30’un periferik
kanda MI sonrasinda belirgin sekilde eksprese oldugu gosterilmis ve bu artis 4-8-12’inci
saatlerde devam etmistir. Bizim yaptigimiz ¢alismada miR-30 diizeyi agisindan gruplar
arasinda istatistiksel fark saptanmamistir (p:0,618). Yin ve arkadaslarinin yaptigi ¢alisma da
farelerde olup hiicre kiiltiirleri kullanilmistir. Bu agidan bakildigi zaman insanlarda miR-
30’un kardiyak hipertrofi ile iligkisi net olmayabilir ya da Long ve arkadaslarin ¢alismasinda
(222) oldugu gibi kardiyak injuri yaratan durumlarla ile ekspresyonu degisiyor olabilir.
mIR -34a yasla iliskili olarak kalpte ekspresyonu artan yaslanmayla iliskili baska bir

mikroRNA’dir (223). Boon ve arkadaglarinin yaptigi bir calismada kardiyak yaslanma ile
iligkili olarak ortaya ¢ikan, artmis apoptozis, fibrin birikimi, hipertrofi {izerinde miR-34a
etkisi arastirilmistir. Bu ¢alismada miR-34a’nin yasla iliskili ortaya ¢iktigi, kalpte upregiile
oldugu ve miR-34a’nin inhibe edilmesi halinde MI sonrasi kardiyak fonksiyonlarin yeniden
kazanilmasinda yarar sagladigi, anjiyogenezi arttirdigi ve yaslanma ile ortaya ¢ikan olumsuz
sonuglar1 azalttigi gosterilmistir (224). Bernardo ve arkadaslarinin yaptigi baska bir
calismada aortik daraltma operasyonu yapilarak arttirilan basing yiikiin, hipertrofi ve
kardiak remodelingi indiikledigi gosterilmis, ayrica MI modeliyle kardiyak stres ve
remodeling uyarilmig farelerde miR-34a’nin inhibisyon etkisi aragtirillmistir (225). Bu
caligmada farelerde miR-34a’nin inhibe edilmesinin MI sonrasi kardiyak remodelingi
azalttigi, aortik daralma sonucu olusturulan sistolik fonksiyon bozuklugunu diizelttigi, KC
konjesyonunu ve kardiyak fibrozisi azalttigi, ayrica anjiyogenezi arttirdigi gosterilmistir.
Bizim yaptigimiz ¢alismada gruplar arasinda miR-34a ekpresyonu agisindan gruplar arasinda
istatistiksel olarak anlamli bir fark goériilmemis olmasma ragmen kontrol grubunun
degerlerinin HT ve HKM grubunun degerlerinden biiyiik olmasi yapilan ¢alismalar
desteklemektedir (p:0,319). Boon ve ark. ile Bernardo ve ark.’nin ¢alismalarinda miR-34a
gen ekspresyonunun p53 ile diizenlendigi ifade edilmektedir. Kardiyak hipertrofide p53
fonksiyonu ve miR-34a etkisi i¢in daha fazla arastirmaya ihtiyag vardir.

miR-133a kardiyak hipertrofi ile ekspresyonu degisen bir diger mikroRNA dir (22).
Ozelikle kalp ve iskelet dokusunda en fazla bulunan mikroRNA’dir (203). Care ve
arkadaglarinin yaptigi bir c¢alismada hipertrofik miyokartta miR-133a ekspresyonunun

azaldig1 gosterilmistir. Yine aymi c¢aligmada miR-133a’nin bir antimiRNA ile inhibe
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edilmesinin ratlarda hipertrofik kardiyomiyopatiye neden oldugu saptanmistir (197). Baska
bir ¢alismada kardiyak hipertrofi indiiklenmis farelerden miR-133a’nin ekspresyonunun
artisinin  hipertrofiyi azaltmadigi gosterilmistir (226). Li ve arkadaslarmin yaptigi bir
calismada ratlarda kardiyak hipertrofi indiikleyen herhangi bir durumda ekspresyonu artan
ve kardiyomiyozitlerde hipertrofi olusturan NFATc4 sinyal yolunun miR-133a tarafindan
regiile edildigi gosterilmistir (227). Ayrica miR-133a’nin inhibe edilmesini hem NFATc4
diizeyini hem de kardiyak hipertrofiyi arttirdigi goézlenmistir. Liu ve arkadaslarinin yaptigi
baska bir ¢alismada kardiyak hipertrofi olusturulmus ratlarda hidrojen siilfiir (H2S)’iin
kardiyovaskiiler patoloji ve hastaliklarda 6nemli rol oynadigi goézlenmistir (228).Bu
caligmada hidrojen siilfiir sonrasi miR-133a’nin arttig1 gosterilmis ve kardiyak hipertrofide
belirgin azalma go6zlenmistir. Ayrica yakin zamanda miR-133a’nin  akut myokard
enfarktiisiiniin ve altta yatan bir koroner arter hastaliginin gostergesi olabilecegini gosteren
bir ¢alisma yayinlanmistir (229). Bizim ¢alismamizda gruplar arasinda miR-133 expresyonu
acisindan istatistiksel olarak anlamli bir fark bulunmamistir(p:0,596). Bununla birlikte
buldugumuz sonuglarda HT ve HKM grubunun degerleri kontrol grubuna gore yiiksektir ve
HT grubunun degerleri de HKM grubunun degerlerinden yiiksektir. Bulmus oldugumuz
sonuglar literatiirle kismen ters diismektedir. Ayrica literatiire bakildigr zaman miR-133a’nin
kardiyak hipertrofi ile iligskisine dair g¢eliskili sonuglar vardir. miR-133a’nin kalp ile ilgili
patolojilerde daha ¢ok ¢alismaya ihtiyag oldugu asikardir.

mikro-RNA199a kardiyak gelisim ve hipertrofi ile iligkili oldugu gosterilmis baska
bir mikro-RNA’dir (21). Song ve arkadaslarinin ratlarda yaptigi ¢alismada aort daraltma
islemi yapilarak hipertrofi olusturulmustur. 1, 4, 8 ve 12°nci haftalarda mikroRNA degisim
diizeylerine bakilmigtir. 12 haftanin sonunda miR-199a’nin 10 kat arttigi gosterilmistir
(230). Ayrica miR-199a’nin inhibe edilmesinin kardiyomiyozitlerde hipertrofiyi azalttig
gosterilmistir. Baska bir calismada HIF-1a (Hipoksia inducible Factor 1-alfa) ve sirtulin 1
(Sirt-1) molekdllerinin kardiyak kontraksiyon ve hipertrofi ile ilgili oldugu saptanmustir.
Ayrica bu proteinleri salgilatan genlerin miR-199a’nin hedef genleri oldugu gosterilmistir
(231). Son donem dilate kardiyomiyopatili hastalarda yapilan baska bir ¢alismada miR-
199a’nin ekspresyonunun downregiile oldugu gosterilmistir ve bunun da hiicre i¢i proteazlari
aktive ederek kardiyak dilatasyon sirasinda kardiyak kitlede azalmaya neden oldugu tespit
edilmistir  (232). Bizim ¢alismamizda gruplar arasinda kardiyak hipertrofi agisindan

istatistiksel fark olmasina ragmen miR-199a ekspresyonu agisindan istatistiksel olarak
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anlamli fark bulunmamistir (p:0,341). Bununla beraber kontrol grubunun degerleri HT
grubunun degerlerinden, HT grubunun degerleri HKM grubunun degerlerinden biiyiiktiir.
Bu bulgu literatiirle tezat teskil etmektedir.

MiRNA’larin birgogunun kalpte gelismekte olan hipertrofiyi 6nlemeye calistigi géze
carpmaktadir. Insanlarda kalpten doku almanin giigliigii, periferik kandan mMiRNA
izolasyonundaki zorluklar nedeniyle miRNA ilgili birgok calisma ancak hayvanlarda ve
hayvan dokularinda yapilabilmektedir.

Bizler bu c¢alismamizda HKM’nin patogenezinde miRNA’nin roliiniin olup
olmadigini arastirdik. Caligmamizdaki kisitlayici faktorler arasinda hastalarin sadece tek bir
merkezden toplanmasi, ¢alisma igin az sayida HT ve HKM hastasi ve kontrol grubu alinmasi
sayilabilir. Ayrica calismanin periferik kanda yapilmis olmasi, diger calismalarin hayvan
modellerinde gerceklestirilmis olmasi, insanlarda yapilmis olan calismanin az olmasi,
yontem olarak mikroarray, northern blot western blot ya da hiicre kiltiirii gibi molekiiler
aragtirma teknikleri haricinde real time PCR ydnteminin kullanilmasi ve birgok miRNA
degerlerine bakilmasi ¢aligmanin kisitlayict noktalaridir. Hasta gruplart ve kontrol grubu gen
polimorfizmi agisindan karsilastirildiginda her ne kadar anlamlilik bulunmasa da her grubun
miRNA degerlerinin ortalama ve standart sapma degerlerinin birbirinden farkli olmasi
sebebiyle daha fazla hasta katiliminin saglandig1 ¢aligmalarda anlamliligin saglanabilecegi
distiniilmektedir.

Kardiyak patolojilerin gelisiminde miRNA’nin aktif gérev aldig: ortadadir. Daha genis
hasta gruplarimin katilimi ve/veya daha fazla hayvan ¢alismalariin yapilmasi bu konuda bilgi
birikimini arttiracaktir. Ayrica kardiyak patolojilerin patogenezinde miRNA’nin gérevlerinin
anlasilmasinda insanlardan alinan kardiyak doku Orneklerinin aydinlatict olabilecegi

disiiniilmektedir.
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6.SONUC VE ONERILER

Bu calismada HKM ve HT’lu hastalarda miRNA’larin diizeyleri incelenerek
hastaliklarla iliskisi ortaya konmaya ¢alisildi. Bunun sonucunda; miRNA gen polimorfizmi
ile hastaliklar arasinda anlamli fark bulunmadigi, gen polimorfizmi ile erkek ve kadin cinsiyet
arasinda anlamli fark bulunmadigi, MiRNA ile LV Indeksi arasinda anlamli bir korelasyon
olmadigi sonucuna varilmistir. mMiRNA gen polimorfizmi ile kardiyak patolojilerin iliskisini

ortaya koyabilecek daha fazla sayida hasta ile ¢alisma yapilmasi gerekmektedir.
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OZET
Hipertrofik Kardiyomiyopati ile mikro-RNA’lar Arasindaki iliskinin Arastirilmasi
Dr.Mehmet Akdeniz
Uzmanhk Tezi, Kardiyoloji Anabilim Dal

Tez Damismani: Yrd. Do¢.Dr. Ufuk Eryilmaz

Ocak-2014
Amag: Hipertrofik Kardiyomiyopati (HKM) miyokardiyal hipertrofiye neden olan birincil
kalp kasi hastaligidir. MikroRNA’lar (miRNA) proteinlerin sentezinin diizenlenmesinde rol
alan hem hiicre icinde hem de dolasimda bulununabilen kiiciik RNA’lardir. Bu calisma
literatiirde kardiyak hipertrofi ile iligkili oldugu gosterilmis 11 adet mikro-RNA’nin periferik
kanda ekspresyon diizeylerine bakilarak HKM’ye 06zgli miRNA’lar olup olmadigim
arastirmak amaciyla yapildu.
Yontem: Calismaya mart 2012 ve mart 2013 tarihleri arasinda klinigimize basvuran
Hipertrofik Kardiyomiyopati tanist alan 26 hasta, hipertansif sol ventrikiil hipertrofisi tanisi
alan 25 hasta ile 24 kontrol hastasi alindi. Kan oOrnekleri almip 11 tane miRNA’nin
ekspresyon seviyeleri RT-PCR yontemiyle arastirildi. miRNA ekspresyon seviyeleri 3 grup
arasinda karsilagtirildu.
Bulgular: Calismaya alinan gruplara arasinda miR-1, miR-21, miR-22, miR-23a miR-29,
miR-30, miR-34, miR-133 ve miR-199a ekspresyonu seviyeleri agisindan gruplar arasinda
istatistiksel olarak anlamli bir fark saptanmadi (p>0,05). Her {i¢ grupta da miR-208 ve miR-
290 ise ekspresyonu yetersiz oldugu icin istatistiksel degerlendirmeye alinmadi.
Sonug: Caligmaya alinan gruplara arasinda miR-1, miR-21, miR-22, miR-23a miR-29, miR-
30, miR-34, miR-133 ve miR-199a ekspresyonu seviyeleri agisindan fark saptanmadi.

Anahtar kelimeler: Hipertrofik Kardiyomyopati, mikroRNA, Real time PCR
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ABSTRACT
Investigation of the relationship between hypertrophic cardiomyopathy and micro
RNAs
Dr. Mehmet AKDENIZ
Speacility Project, Cardiology Department

Project consultant: Yrd. Dog¢. Dr. Ufuk ERYILMAZ

January 2014
Aim: Hypertrophic cardiomyopathy (HCM) is a heart muscle disease which primary causes
myocardial hypertrophy. MicroRNAs (MiRNA) are small RNAs which involved in the
regulation of protein synthesis in the cell and circulation. In this study, 11 micro-RNAs shown
in the literature to be associated with cardiac hypertrophy were invastigated in peripheral
blood by looking at the expression of miRNA. level whether it is specific to hypertrophic
cardiomyopathy or not.
Methods: 26 patients with HCM, 25 patients with hypertension and 24 patients of control
group referred to our department between March 2012 and March 2013 were enrolled into
this study. Blood samples were taken and 11 miRNAs’ expression levels were analyzed by
RT-PCR method. miRNA expression levels were compared between three groups.
Results: miR-1, miR-21, miR-22, miR-23a miR-29, miR-30, miR-34, miR-133 and miR-199a
expression levels were not difference between groups (p>0,05). miR-208 and miR-290 levels
have not been evaluated because of inadequate expression.
Conclusion: miR-1, miR-21, miR-22, miR-23a, miR-29, miR-30, miR-34, miR-133 and miR-

199a expression levels did not show any difference in HCM, HT and control group.

Key words: Hypertrophic cardiomyopathy, Micro RNA, real time PCR
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