T.C.
MERSIN UNIVERSITESI TIP FAKULTESI
GOCUK SAGLIGI VE HASTALIKLARI ANABILIM DALI

ROMATIZMAL KARDITLIi COCUKLARDA MiIiKRORNA
PROFILINiIN ARASTIRILMASI

Dr. Gékhan GUMUS
UZMANLIK TEZI

DANISMAN
Prof. Dr. Olgu HALLIOGLU KILING

MERSIN - 2016



T.C.
MERSIN UNIVERSITESI TIP FAKULTESI
GOCUK SAGLIGI VE HASTALIKLARI ANABILIM DALI

ROMATIZMAL KARDITLIi COCUKLARDA MIKRORNA
PROFILINiIN ARASTIRILMASI

Dr. Gokhan GUMUS
UZMANLIK TEZI

DANISMAN
Prof. Dr. Olgu HALLIOGLU KILING

Bu tez, Mersin Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri Yénetim
Birimi tarafindan 2015-1TP31251 proje numarasi ile desteklenmisgtir.

MERSIN - 2016



TESEKKUR

Tezimin planlanmasindan tamamlanmasina kadar tum asamalarinda buyuk
destegdini ve yardimini gérdidum, ayni zamanda tez danismanim olan Prof. Dr. Olgu
HALLIOGLU KILING' a,

Egitimim suresince bana emegi gecen Cocuk Saghg! ve Hastaliklari Anabilim
Dalinin tUm o6gretim dyelerine,

Tezimde yardimlari olan Prof. Dr. Lulufer TAMER ve Aras. Gor. Dr. Onur
BOBUSOGLU'na,

Asistanligim boyunca birlikte ¢alisma olanagi buldugum tim uzman, asistan

ve intdrn arkadaslarima,

Tezimde emegi gecen herkese,

Her zaman yanimda olan aileme ¢ok tesekklr ederim.

Dr. Gékhan GUMUS



ICINDEKILER

OZET

INGILIZCE OZET

GIRIS ve AMAG

GENEL BILGILER
Akut Romatizmal Ates
Tarihge
Epidemiyoloji
Patogenez
Etiyoloji
Duyarh konak
Doku/ organ hasarlanmasi
Patoloji
Klinik belirti ve bulgular
Major kriterler
Artrit
Kardit
Kronik romatizmal kalp hastahgi
Sag kalp tutulumu
Sydenham koresi
Eritema marginatum
Subkutan noddl
Mindor kriterler
Ates
Artralji
PR uzamasi
Artmis akut faz reaktanlari
Destekleyici bulgular

Gegirilmis streptokok enfeksiyonunun gosterilmesi

Q0 0 00 ~N o O

10
12
14
15
16
17
18
18
19
21
23
23
24
24
25
25
25
26
26
27
27



Ekokardiyografi

Ayirici tani

Klinik seyir ve prognoz
Komplikasyonlar

Tedavi

Antimikrobiyal tedavi

Anti-inflamatuar tedavi

Destekleyici tedavi

Fizik aktivitenin diizenlenmesi

Kalp yetersizligi tedavisi

Kore tedavisi

Cerrahi ve kateter tedavisi

Endokardit profilaksisi

MikroRNA'’ lar

MiRNA'’ larin Yapisi ve Kesfi

MiRNA’larin Olusumu

MiRNA’larin Fonksiyonu

Kardiyak fibrozis ve miRNA
Anjiogenez-Vaskiiler Hastaliklar ve miRNA
Konjenital Kalp Hastaligi ve miRNA
Kardiyometabolik kimeler ve miRNA
Kalp Yetmezligi ve miRNA

Miyokardit ve Kardiyomiyopatide miRNA
Hipertrofik-Dilate kardiyomiyopatide miRNA
Aritmi ve miRNA

Romatizmal hastaliklar ve miRNA

Akut Miyokard infarktiisii ve miRNA
Koroner Arter Hastaligi ve miRNA

Esansiyel Hipertansiyon ve miRNA

28
28
29
30
30
31
33
34
34
35
36
36
37
37
38
39
41
43
45
46
48
50
52
53
54
55
56
57
58



GEREC ve YONTEM

BULGULAR

TARTISMA

SONUG ve ONERILER

KAYNAKLAR

SIMGELER ve KISALTMALAR DiZziNi
SEKILLER DiziNi

TABLOLAR DiziNi

59
70
78
84
85
118
119

120



OZET

Cocuklarda kardiyovaskuler hastaliklar 6énemli bir halk saghgi problemini
olusturmaktadir. Ciddi morbidite ve mortalite nedeni olan kardit ilerleyici ve kalici
kapak lezyonlari ile karakterize kronik Romatizmal kalp hastaligi (RKH)'na yol acar
ve hayat kalitesini dusurar. Cocukluk ¢agl kazaniimig kalp hastaliklarinin en sik ve en
onemli nedenini olusturan Akut romatizmal ates (ARA) hastalarinda kalp tutulumu
yaklasik olarak olgularin yarisinda izlenmektedir. Arastirmacilarin  temel
hedeflerinden biri, bu hastaliklarin nedenlerini belirleyerek tedavi ve 6nleyici
protokoller gelistirme yolunda adim atmaktir.

Son yillarda vyapilan c¢alismalarda; kalp gelisimi, fonksiyonlari ve
hastaliklarinda rolu oldugu saptanan birgok farkh mikroRNA
(miRNA)'lar oldugu bildirilmigtir. Kardiyovaskuler hastaliklarda da miRNA bazlh
arastirmalar daha c¢ok hastaliga yatkinlik ve altta yatan patogenezini anlamaya
yoneliktir. ileri dénemlerde bu tiir arastirmalar sayesinde belki de normal kardiyak
gelisim saglanarak cgesitli hastaliklar 6nlenebilecektir. Bugliine kadar romatizmal kardit
hastalarinda miRNA dulzeylerini inceleyen bir ¢alisma bulunmamaktadir.
Calismamizda romatizmal karditli cocuklarda miRNA profili arastiriimistir.

Mersin Universitesi Tip Fakiltesi Cocuk Kardiyoloji polikliniginde izlenen
romatizmal kardit tanili 36 hasta ¢ocuk (hasta grubu;17 erkek ve 19 kiz) ve saglkh 35
gocuk (kontrol grubu;19 erkek ve 16 kiz) olmak Uzere toplam 71 birey ¢alismaya dahil
edilmigtir. Hasta ve kontrol grubunda bazi miRNA’larin (hsa-miR-16-5p, hsa-miR-
221-3p, hsa-miR-223-3p, hsa-miR-10a-5p, hsa-miR-24-3p, hsa-miR-92a-3p, hsa-
miR-320a, hsa-miR-21-5p, hsa-miR-155-5p, hsa-miR-132-3p, hsa-miR-146a-5p, hsa-
miR-499a-5p, hsa-miR-1, hsa-miR-125b, hsa-miR-196a-5p, hsa-miR-130b-3p, hsa-
miR-133b, hsa-miR150-5p, hsa-miR-204-5p ve hsa-miR-203a) ekspresyon
duzeylerine bakilmistir.

Hasta grubunda kontrol grubuna gore hsa-miR-16-5p, hsa-mir-223-3p ve hsa-
mir-92a-3p’nin ekspresyon duzeylerinde azalma meydana gelmistir (p<0.05). Sonuc
olarak, bu g¢alismada U¢ mIRNA romatizmal karditte koruyucu olarak saptansa da

daha ileri ve genis populasyonlu galismalara ihtiyag vardir.

Anahtar kelimeler: mikroRNA, romatizmal kardit, kapak tutulumu



ABSTRACT

investigation of microrna profile in children with rheumatic carditis

The cardiovascular diseases in children is an important public health problem.
The carditis causes significant morbidity and mortality, it leads to chronic rheumatic
heart disease characterized by progressive and permanent valvular lesions and
reduces quality of life. Cardiac involvement is observed in approximately half in
patients with acute rheumatic fever that constitute the most common and most
important cause of acquired heart disease in childhood. One of the main objectives of
researchers is identifying the causes of this disease and is taking a step toward
developing treatments and preventive protocols.

In studies conducted in recent years; many different microRNAs has been
reported to be involved in the development, functions and diseases of the heart.
miRNA-based researchs in cardiovascular diseases were focused to understand the
underlying pathogenesis and susceptibility to disease. Various diseases may be
prevent by providing normal cardiac development with this kind of research in future .
So far, there are no studies examining the miRNA levels in patients with rheumatic
carditis. In our study, miRNA profiles were investigated in children.with rheumatic
carditis.

A total of 71 subjects were included in the study: 36 patients with a diagnosis
of rheumatic carditis (patient group, 17 males and 19 females) who were followed in
pediatric cardiology clinic in Mersin University School of Medicine, and 35 healthy
children (control group, 19 boys and 16 girls). The expression levels of certain
mMiRNAs were analyzed in both of patient and control groups: hsa-miR-16-5p, hsa-
miR-221-3p, hsa-miR-223-3p, hsa-miR-10a-5p, hsa-miR-24-3p, hsa-miR-92a-3p, hsa
-m-320, hsa-miR-21-5p, hsa-miR-155-5p, hsa-miR-132-3p, hsa-miR-146a-5p, hsa-
miR-499-5p, hsa-miR-1 , hsa-miR-125b, hsa-miR-196 in-5p, hsa-miR-130b-3p, hsa-
miR-133b, hsa-mirl50-5p, hsa-miR-204-5p and hsa-miR-203.

A significant decrease detected in the expression of hsa-miR-16-5p, hsa-miR-
223-3p, and hsa-miR-92a-3p levels in the patients group compared to control group
(p <0.05). In conclusion, this study found that these three miRNA are protective.

However, further and larger studies are needed.

Keywords: microRNA, rheumatic carditis, valve involvement



GIRIS ve AMAG

Amerika Birlegik Devletleri (ABD)'nde kardiyovaskuler hastaliklar her gun
2.300 can almaktadir. Ortalama 39 saniyede bir 6lum anlamina gelen bu tabloda;
saglik sistemleri Gzerindeki yUkin %17’sini yine kardiyovaskiler hastaliklar
olusturmaktadir. Bu kalp hastaliklarinin birgogu cocukluk c¢aginda meydana
gelmektedir. Bu nedenle erken tani ve zamaninda tedavi, son derece dnemlidir. Hem
gen¢ hem vyasli toplumlarda, konjenital kalp defektlerinin prevelansini 6nleme
yonundeki cabalar son derece kritiktir. Butlin bunlarin gergeklestirilebilmesi igin,
hastaligin altta yatan mekanizmalarinin anlasilmasi ve bu sayede yeni tedavi
modalitelerinin gelistirilebilmesi gerekmektedir. ARA ve sonucunda olusan RKH
gelismis ulkelerde ender goérulen bir hastalik olmasina ragmen, gelismekte olan
ulkelerde gocuklar ve erigkinler icin dnemli bir morbidite ve mortalite nedeni olmaya
devam etmektedir.

MikroRNA'’larin kesfedilmesi ile birlikte, hastalik mekanizmalarinin anlagiimasi
konusunda yeni gelismeler saglanmistir. Bu kiguk, kodlanmayan RNA molekulleri;
hedef messenger RNA (mRNA)larin stabilitesini ve/veya translasyonel etkinligini
duzenleyebilmektedir.? MiRNA’lar ilk olarak 1993 yilinda kesfedilmis, o giinden bu
yana memelilerde 1400°’den fazla miRNA tespit edilmistir ve bu sayede gen
regilasyonunun anlasilimasi konusunda devrim niteliginde gelismeler saglanmistir.3
MiRNA’lar post-transkripsiyonel duzenleme konusunda tamamen yeni bir asama
getirmekte ve memelilerde protein kodlayan tum genlerin yarisindan fazlasinin
aktivitesini etkiledigi distnliimektedir.*#> MiRNA'larin sadece kalp ve damar gelisimi
icin degil, normal kardiyak fonksiyonlarin saglanmasi icin de ¢ok 6nemli olduklari
dusundlmektedir. Bu molekdller, kardiyak patofizyolojide hipertrofi, aritmi, iskemi gibi
slreclerde o6nemli roller oynamaktadir.® Birgok kardiyovaskiler hastalikta
miRNA’larin disregule oldugu gosterilmistir ve bu baglamda pediatrik kardiyovaskuler
hastaliklarin patogenezinde miRNA ekspresyonunun o©Onemli rol dstlendigi
gosterilmisgtir.

Bircok kalp hastaligi ve romatizmal hastalikta miRNA duzeyleri arastiriimig
olmakla birlikte romatizmal kardit hastalarinda miRNA duzeylerini inceleyen bir
¢alisma bulunmamaktadir. Bu ¢alismanin amaci romatizmal karditi olan hastalarda

MIiRNA ekspresyon degisiminin belirlenmesidir.



GENEL BILGILER

Akut Romatizmal Ates

Akut romatizmal ates (ARA), grup A beta-hemolitik streptokoklar (GABHS)
tarafindan olusturulan farenijit, tonsillofarenijit veya kizil sonrasi 1-5 haftalik bir latent
donemin ardindan streptokok antijenlerine karsi olusan antikorlarin antijenik benzerlik
nedeniyle farkl dokulara baglanarak hasar vermesi ile karakterize morbiditesi
ylUksek, multisistemik bir bag dokusu hastaligidir.” Genellikle subakut veya kronik
seyir gosteren bu hastalik; daha ¢ok eklemleri ve kalbi tutarken; merkezi sinir sistemi,
deri, deri alti dokusu, seroz yuzeylerde de tutulum yapabilmektedir. Merkezi sinir
sistemi, deri ve eklem tutulumunda kendini sinirlayan bir seyir gozlenirken kalp
tutulumu kalici hasara neden olabilmektedir.? Kalp digindaki diger organ tutulumlari
sekelsiz olarak iyilesmesine kargin hastalig ileri derecede 6nemli kilan nokta akut
kalp yetersizligi ve kronik kapak hastaligina neden olabilen karditin olaya eslik
etmesidir.® Ciddi morbidite veya mortalite nedeni olan kardit ilerleyici ve kalici kapak
lezyonlari ile karakterize kronik romatizmal kalp hastaligi (RKH)'na yol acar ve hayat
kalitesini disdrar.>1° Cocukluk cagi kazaniimis kalp hastaliklarinin en sik ve en
onemli nedenini olugturan ARA’da kalp tutulumu yaklagik olarak olgularin yarisinda
izlenen bir durumdur.”® ARA ve sonucunda olusan RKH gelismis Ulkelerde ender
goérulen bir hastalik olmasina ragmen, gelismekte olan Ulkelerde c¢ocuklar ve

erigkinler icin énemli bir morbidite ve mortalite nedeni olmaya devam etmektedir.1?

Tarihge

Hastalik yuzyillardir bilinmektedir. Tarihte romatizma artriti terimini 1500’IU
yillarda ilk kez kullanan kisi Guillaume de Baillou'dur. Thomas Sydenham 1686
yilinda Sydenham koresini tanimlarken, bodaz enfeksiyonu ve ARA arasindaki iligki
ise ilk kez Cheadle tarafindan 1889 yilinda bildirilmistir. Streptokoklarin hastaliktaki
roline ve ARA'nin proliferatif ve non-supuratif karakterine 1900°’lU yillarin baslarinda
dikkat gekilmistir.1%1? Lancini valvuler vejetasyonlari kesfederek 1707 yilinda otopsi
bulgulari halinde yayinlamigtir.%'? See tarafindan korenin romatizma ve kalp

hastaligi ile iligkisi 19. Ylizyl ortalarina dogru belirtilmigtir.t%:12



Subkutan nodullerin tarifi 1812'de ilk olarak Wellin tebliginde rapor edilmistir ve
1875 yilinda Mavret tarafindan etrafli olarak degerlendirilmistir.® Cheadle endokardit,
plorezi, kore, perikardit, eksudatif eritem, subkutan nodudl ve tonsillit gibi
romatizmanin degisik ve farklh belirtilerini ele alarak, bunlari bir semptom olarak
toplamigtir. Cheadle’in bu anlayisi, daha sonra T.Ducket Jones tarafindan ARA tanisi
icin kabul edilen major ve minor kriterlerden farkli degildir.

West ve Goodhart ¢alismalarinda romatizmanin seyrinde miyokard tutulumu
oldugunu ilk kez 1879 yilinda ortaya koymuslardir. Ludwig Ascoff kendi adini verdigi
nodulleri 1904'de tarif etmis, daha sonra da Kehl ve Romberg gibi Alman patologlar
kalp yetmezliginin valvuler lezyonlardan ziyade miyokarddan kaynaklandigini
desteklemiglerdir. Thelhimer ve Rothschild ise Aschof nodullerinin ARA tanisi igin
karakteristik oldugunu belirtmislerdir.'3

Lancefield'in  galismalari ile 1930 vyilinda streptokoklarin subgruplari
belirlenmistir. Penisilinin 1940 yilinda bulunmasi ile ARA'dan etkili olarak korunma
bagslamigtir. Daha sonralari ABD' de donemsel epidemik artislarda ve Fransa'daki
sporadik olgularda streptokoklara ait spesifik romatojenik tipler belirlenmigstir.1?

ikinci diinya savasindan sonra Hindistan ve diger gelismekte olan Ulkelerde
ARA prevelansi giderek artmigtir. ABD' de antibiyotiklerin zor elde edilebildigi 1950’li
yillarda 15.000 insanin ARA sebebiyle 6ldigu bilinmektedir.1416 ABD ve ingiltere'de
ACTH, kortizon ve salisilatlarin ARA'nin tedavisinde kullaniimasi ile bu hastaliktan
6lim oraninda goreceli bir diizelme saglanmigtir.t®

Akut romatizmal ates tanisinda kullanilan kriterler ilk kez 1944 yilinda T.
Duckett Jones tarafindan ortaya konulmustur. Bu kriterler 1955 yilinda degisiklige
ugramis ve son olarak 1992 yilinda Amerikan Kalp Dernegi tarafindan, 2002-2003
yillarinda da Diinya Saglik Orgiitii (DSO) tarafindan son sekli verilmistir.” Son 60 yil
icerisinde ABD ve Bati Avrupa'da ARA insidansinda belirgin bir azalma gorulmas ise

de gelismekte olan Ulkelerde halen 6nemli bir sorundur.®



Epidemiyoloji

Akut romatizmal ates atagindan once, bu atagi tetikleyen iyi tedavi edilmemisg
AGBHS farenjit enfeksiyonu vardir. Akut farenjitin etkin bir sekilde tedavi edilmesi bu
riski ortadan kaldirir. Epidemiyolojik c¢alismalarda, tedavi edilmemis streptekok
farenjitinin ardindan ARA (ilk atak) insidansi %2-3 olarak bulunmustur. ik ataktan
sonra yeni atak gecirme olasiligl %50'dir. ARA olgularinin Ugte biri asemptomatik
farenjiti izleyerek olusabilmektedir.'® Farenjit disindaki AGBHS enfeksiyonlarinda
ARA gelismez. Bunun nedeni tam olarak bilinmemektedir ancak bélgesel tutulumdaki
sus farkliliklari ile agiklanmaya caligiimaktadir.1°-21

Diinya Saglhk Orgiti’'niin 2005 verilerine gére diinyada 15.6 milyon RKH’nin
bulundugu, her yil 500.000 yeni ARA hastasinin 300.000’'inde RKH gelistigi, yillik
223.000 kisinin de ARA veya RKH nedeniyle 6ldugi bildiriimektedir.22 Ulkemizde
imamoglu ve ark. tarafindan yapilan bir ¢alismada diisiik sosyoekonomik gruptaki
okul cocuklarinda RKH sikhgi 10.7/1000 iken yuksek sosyoekonomik grupta bu oran
2.2/1000 olarak bulunmustur.?* Birgok gelismis Ulkede sosyoekonomik diizeyin
iyilesmesi ve penisilin kullaniminin artmasi ile RKH sikligi 0.2-0.5/100.000’e kadar
gerilemigtir.?3

Hastalik genellikle 5-15 yas arasindaki gocuklarda sik gortulmekle birlikte ilk
atagin olgularin %5’inde 5 yas altinda,?* cok nadiren 2 yas altinda®® ve bazen de 35
yas Ustunde olabilecegi bildiriimektedir. Kalabalik ortamda yasayanlar, askeri okul
ogrencileri, ogrenci yurtlarinda kalanlar ve ¢ocuklu aileler yuksek risk grubunda yer
almaktadirlar. Kiz/erkek tutulum orani esittir.'® ARA, streptokok enfeksiyonlarinin
daha cok oldugu kis ve ilkbahar aylarinda sik gorulur yani mevsimsel insidans

streptokoksik farenijitin sikligi ile direkt olarak iligkilidir.26

Patogenez

A Grubu B-Hemolitik streptokolar insanlar icin patojen olup, hayvanlarda
nadiren enfeksiyon yaparlar. Bu nedenle hayvan deneylerinin yapilmasi sikintilidir ve
ARA patogenezini arastirmada sorun olmaktadir. Ancak cgesitli tekniklerle hayvanlara
digaridan verilen streptokok antijenleriyle ARA’dakine benzer lezyonlarin



olusturuldugu calismalar mevcuttur.?’ Hastaliin patogenezi bugiine kadar tam
olarak aydinlatilamamistir. Ancak asagidaki faktorlerin rol oynadigi digunulmektedir:

Etyolojik etken: AGBHS romatojenik suslarinin (M 1, 3, 5, 6, 18, 19, 24)
olusturdugu Ust solunum yolu enfeksiyonundan sonra bildiriimektedir.

Duyarl konak: Bazi HLA antijenine sahip bireylerde (HLA DR-2, 4, 3, 7, 10,
HLA DR-W 53) ARA daha yuksek oranlarda gorulmektedir.

Doku/organ hasari: En ¢ok uzerinde durulan teori, otoimmunite yani ¢apraz
reaksiyon kuramidir. Bazi streptokok antijenlerinin doku antijenleri ile benzerlik
goOstermesi (antigenic mimicry) sonucu hucresel ve humoral bagisiklik sisteminin
uyariimasiyla klinik bulgularin ortaya c¢iktigi disiniimektedir.?82° Bu immunolojik
gorusu destekleyen kanitlar sunlardir:

-A grubu beta hemolitik streptokok enfeksiyonu ile ARA’nin klinik bulgularinin
ortaya cikigi arasinda latent bir donem olmasi,

-Akut romatizmal ategli hastalarin serumlarinda sitokin, nitrit ve
adrenomediillin diizeylerinde artis olmasi,*°

-Kalp dokusunda lenfosit birikimi, adezyon molekiillerinin asiri ekspresyonu ve
kompleman birikimi gorilmesi,3!

-Antikor yapimi zayif olan infantlarda ARA’nin gérulmemesidir.

Akut romatizmal atesli bazi hastalarin serumlarinda, kalp dokusuna karsi
olugsan otoantikorlar oldugu bilinmektedir. Bu otoantikorlarin kalp dokusuna
baglanmasi buylk miktarlarda C3 birikimi ile birlikte olmaktadir. Ancak immudn
kompleks hastaliklarinda gorilen otoantikorlarin (RF, anti-DNA) yUksekligi ARA’da
gorulmez. Serum Ig A ve Ig G dlzeyleri artmistir, bu da humoral immunitenin aktive
oldugunu gostermektedir.3? Kalp dokusu disinda, streptokoklarin hiicre membranlari
ile subtalamik ve kaudat nukleuslar arasinda da molekuler benzerlik vardir. ARA’nIn

sistemik organ tutulumu, bu immiinolojik benzerlikler ile agiklanmaktadir.33



G6rup A Streptokok Duyarh kisi
Romato jenik ajanlar HLADR4.2.1.3.7
SerotipM3, M18 DRRB1*|6 allel
Mukoid koloniler Allotip D 8/17

Doku /Organ Immiin Reaksiyon
Inflamasyonu Capraz reaksiyon veren
Eklemler Kalp antikor
Beyin Damar ve/veya
Bag dokusu Hiicresel immiinite

Sekil 1:ARA patogenezi®

Akut romatizmal ates patogenezinde viruslerin de rol oynadigi, zaman zaman
ileri surllmustir. Li ve ark.lar® ameliyat edilen hastalarin miyokard dokularinda
PCR ile Herpes simplex viris DNA’sini elde etmiglerdir. Ancak bunun &nemi

bilinmemektedir.
Etiyoloji

Akut romatizmal atesin, AGBHS'un romatojenik suslarinin olusturdugu Ust
solunum yolu enfeksiyonundan sonra gelistigi bilinmektedir.26:33 Her ne kadar grup C
ve G streptokoklar da farenjite neden olsalar da, sadece grup A streptokoklarin
sebep oldugu ust solunum yolu enfeksiyonlarindan sonra gelisen immin cevap
ARA'ya yol agar. AGBHS’larin M 1,3,5,6,18,19,24 serotipleri sorumlu tutulmustur.3®
Bunlardan en yaygin goruleni de M 5'tir.

Streptokok hlcre zarinda bulunan ve lipoteikoik asit iceren M proteini,
streptokoklarin antifagositik 6zelliginden sorumlu olup, en énemli virtlans faktoértdur.
Grup A beta hemolitik streptokoklarin tipini belirler. Grup A streptokoklarin M
antijenlerine gore 80’den fazla serotipi belirlenmistir.26:3” M antijenlerinin fazlaligindan

dolayi, gunimuze kadar streptokoklara yonelik etkili bir asi gelistirilememigstir. Ayrica



M  proteini memelilerdeki tropomyozine fizikokimyasal olarak benzerlik
gostermektedir.®® Bununla ilgili bir calismada, rekombinant olarak dretilen
streptokokal M proteini, farelere verildiginde, yarisinin valvulit ve miyokardit
gelistirdikleri gorulmuasgtar. Bu bulgular da M proteininin kalp kapakg¢iklari ile ¢apraz
reaksiyon vererek hasara sebep olduguna delil olarak gosterilmistir.?7-3°
Streptokoklarin lipoprotein yapisindaki sitoplazmik membrani, birgok memeli
turinUn bazi dokulari ile ¢gapraz reaksiyon gosterir (6rnegin glomerul bazal membrani
ve sarkolemmal antijen). Hlcre duvarinin yapisinda bulunan peptidoglikanin artrit
gelisiminde rol oynadigi disinilmektedir.®®> ARA’lI hastalarin serumlarinda kalp kasi,
iskelet kasl ve duz kaslara, bazal gangliondaki noronlara, fibroblastlara, timus ve
lenfositlere karsi otoantikorlar saptanmistir.4® Streptokoklar, inflamasyona neden
olarak, ekzotoksin lreterek veya immunolojik mekanizma ile hastalik yapabilirler.3’
inflamasyona sebep olan enzimler; streptokinaz (fibrinolizin), DNAase
(streptodornaz) ve hyallronidazdir. Streptokinaz, plazminojeni plazmine aktive eder
ve fibrini yikar. DNAase, eksuda veya nekrotik dokudaki DNA’ylI depolimerize eder.
DNAase’a karsi olusan antikorlar tani amach kullanilabilir. HiyallGronidaz, bag
dokusunun temel yapi maddelerinden olan hiyaltronik asidi parcalar. S. pyojenes’in
selldlit gibi deri infeksiyonlarinda hizla yayillmasini saglayan enzimi hiyallronidazdir.
Streptokoklarin Urettigi ekzotoksin ve hemolizinler ise sunlardir: eritrojenik toksin,
streptolizin O, streptolizin S, pirojenik ekzotoksin A ve B. Eritrojenik toksin, S.
Aureus’un toksik sok sendrom toksinine benzer, superantijen gibi hareket eder ve
kizilin dékintusunden sorumlu toksindir. Streptolizin O, oksidasyon ile inaktive olan
(oxygen-labile) bir hemolizindir ve kanli agar besiyerindeki beta hemolizden
sorumludur. Antijenik 6zelligi vardir. Streptolizin O’ya karsi gelisen antikor (ASO)
titresi ARA tanisinda onemlidir. Streptolizin S, oksijen ile inaktive olmayan (oxygen-
stable) bir hemolizindir ve kanl agarda beta hemolizden sorumlu olup, antijenik
Ozelligi yoktur. Pirojenik ekzotoksin A, stafilokokal toksik sok sendrom toksinine
benzeyen bir siiperantijen olup fazla miktarda sitokin salimina neden olur. Ekzotoksin
B, hizl hdcre yikimina sebep olan bir proteazdir ve nekrotizan fasiit yapan S.

pyogenes suslari tarafindan salgilanir.



Tablo 1: Streptokoklarin Urettigi enzim, toksin ve hemolizinler.3’

Toksin ve hemolizinler Enflamasyon ile iligkili enzimler
Eritrojenik toksin Streptokinaz (fibrinolizin)
Streptolizin O DNaz (streptodornaz)

Streptolizin S HiyalUronidaz

Pirojenik ekzotoksin A
Ekzotoksin B

Duyarli Konak

Klinik ¢calismalar, bu hastaligin ailesel yatkinlik gésterdigini ve ARA’ya duyarli
genetik faktorlerin var oldugunu disundirmektedir. Bu yatkinhdin tek cekinik gen
araciligiyla olustugu dusundlmektedir. Son yillarda, ARA’daki genetik temel
duyarlanma ile ilgili deliller toplanmaya baslanmistir ve bu konuda bir fikir birligi
olusturulmustur. insan lenfositlerinin incelenerek ©6zgiin B hiicre alloantijenlerinin
varligi gosterilmistir. ARA’l hastalarin %99’unda, kontrol grubunun ise sadece
%14’inde 0zgin monoklonal antikorlar tanimlanmistir.# Bu 6zgin monoklonal
antikorlar ve 6zgun lenfosit yuzey antijenleri, duyarli konakglyi gosteren bir belirte¢
olarak kabul gormektedir (6zellikle kalp tutulumu olanlarda %75-90 oraninda
saptanmistir). Ayrica ARA’dan slUphe edilen durumlarda ayirici tanidaki 6nemi son
dénem calismalarda vurgulanmaktadir.*®4243 Monoklonal antikorlarin (D8/17 ve
PG1/MNII gibi) etnik gruplardaki farkli ARA/RKH insidanslarinin tanimlanmasinda
yararh oldugu gosterilmistir.#> D8/17 B hticre alloantijen ylzdesi ABD’de ¢ok yliksek
iken, Hindistanda ARA’li hastalar Uzerinde yapilan c¢alismalarda bu oran yuksek
dizeyde bulunmamistir.

Streptokok antijenleri ile HLA antijenleri arasindaki iliski, bu hastaliktaki
genetik duyarlanmay! desteklemektedir. Bazi c¢aligmalarda, ARA’da streptokok
antijenine kars! immun hiperreaktivite olduguda 6ne surtlmektedir. Bu asiri yanit
verme ile ilgili bulgular tam olarak acgik dedildir. Sadece Dudding ve Ayoubin’in
calismasinda; romatizmal valvuler hastalikli kisilerde grup A streptokokal

karbonhidrata karsi asiri yanit ile ilgili bulgular elde edilmistir.*> Ayoubin ve ark. HLA



DR2 ile siyah irk ve HLA DR4 ile beyaz irk arasindaki iligkiyi gostermislerdir. Turkiye
ve Utah’da da benzer HLA tipleri ile iligkili calismalar vardir. Brezilya’da DR7 ve
DW53, Ozbeklerde HLA-B17 ve HLA-B21 arasinda kombine iliski de saptanmistir.
Hayvan deneyleri ile de ispatlanmigtir ki, bu antijene karsi verilen immun yanitin
yonetimi genetik kontrol altinda olmaktadir. immiin yanitin modiilasyonunda HLA

molekulintn rolt oldukga 6nemlidir. 1844

Doku/Organ Hasarlanmasi

Akut romatizmal ates hastalarinda lc¢ hafta kadar siren latent periyodun
varligi, doku zedelenmesinin immiin aracili olabilecegini destekler. ilk kez Kaplan ve
ark.'® tarafindan miyokard dokusu ile grup A streptokok komponentleri arasinda ortak
bir antijenik determinant tanimlanmistir. Streptokok enfeksiyonu esnasinda olusan
antikorlar, konakgi doku ile capraz reaksiyona girer. Bu ¢arpraz rekasiyonlar Sekil

2’de gosterilmigtir.
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Birka¢g calismada da M-proteini ile miyokardiyal sarkolemma ve kardiyak
miyozin proteini arasinda immunolojik reaksiyon tanimlanmigtir. Ayrica benzer
capraz reaksiyon, protoplast membran antijeni ile miyokardiyal sarkolemmal
membran arasinda da gdsterilmistir. Saptanan diger reaksiyonlar; streptokok
karbonhidrat ve valvuler glikoprotein arasinda, streptokok protoplast membran ile
subtalamik néronal doku ve kaudat nukleus arasinda, kapsuldeki hiyallronat ile
eklem kartilaji arasindaki gapraz reaksiyonlardir.

Coklu immunolojik capraz reaksiyon ile birden fazla organ tutulumu izah
edilebilir. Doku zedelenmesinde diger bir alternatif mekanizma ise hicre aracil
sitotoksisitedir. insan miyokardiyal hicre kiltiirinde ARA’l hastalardaki periferik kan
lenfositleri sitotoksiktir. ARA’nin patogenezinde hem humoral hem de hucresel
immiin reaksiyonlar rol alir. Akut atak sirasinda hiimoral faz daha baskindir. ilk
haftada kendini gosterir ve birka¢ ay icinde normale doner. Akut atakta kalbin tim
katlari tutulur. Akut atagin hemen basinda ve kronik faza gegiste ise hicresel faz 6n
plandadir. Hucresel yanit erken donemde gorulir ve miyokardiyal Aschoff nodulinin
yapiminda goérev alir. Ayrica ARA’nin patogenezinde ¢ok sayida inflamatuar sitokinin
yer aldigi bilinmektedir. En fazla yer alan sitokinler; interlokin-1a (IL-1a), interldkin-13
(IL1B), interlokin-6 (IL-6), interlokin-8 (IL-8) ve tumor nekrotizan faktordur. ARA’ll
hastalarda tedavi oncesinde bu sitokinlerin yluksek oldugu ve tedavi sonrasinda
normal dizeylerde oldugu gosterilmistir. Ayrica karditli olgularda interlokin-8 diizeyleri
diger sitokinlerden anlamli diizeyde yiksek bulunmustur.#®* CD4/CD8 oraninda artis

saptanmigtir.1118

Patoloji

Butun immunolojik olaylar dizisi, etkilenen organlardaki bag dokusu igerisinde
eksudatif ve proliferatif enflamatuvar reaksiyonlara yol acarak ARA ile
sonucglanmaktadir. ARA da lezyonlar basta kalp olmak Uzere eklemler, cilt, cilt alti
dokusu, beyin ve akciger damarlarinda izlenir. Bu lezyonlar, temelde ortada fibrinoid
nekroz ve onu cevreleyen mononukleer enflamatuvar hicrelerden olusmaktadir.
ARA'da kardit pankardit seklinde olup, kalbin tum tabakalarini tutmaktadir.
Enflamatuvar bir hastalik olan ARA’nin seyri sirasinda goérilen bu eksudatif ve
proliferatif enflamasyonlardan akut donemde gorilen enflamasyon eksudatif

enflamasyon olup, genelde nonspesifiktir. Kronik donemde miyokard dokusunda



gorulen proliferatif enflamasyon ise ARA igin tani koydurucu en énemli patognomonik
bulgu olan Aschoff nodullerini icermektedir. Aschoff nodulleri hastalik tablosu
diizeldikten sonra bile yillar boyunca miyokard dokusu icinde saptanabilmektedir.46
ARA'nin histolojik tanisi, Aschoff cisimlerinin varligina dayanir. Ancak yapilan bir
calismada bu cisimlerin ARA’lI hastalarin Ugte birinden daha az kisminda tekrarlayan
ARA atagi geciren hastalarin ise yalnizca beste ikisinde izlenmistir. Bu nedenle
endomiyokardiyal biyopsi tani igin ¢ok yararl bir ydontem degildir.4°

Akut romatizmal atesteki ~miyokard tutulumu  miyokardit olarak
isimlendiriimesine ragmen viral miyokarditlerde izlenen belirgin miyosit hasari
izlenmez. ARA’'da patolojik olarak izlenen diger yapi Anitckow veya Caterpillar
hiicreleri olarak isimlendirilen hucrelerdir. Aschoff cisimcikleri, ARA’nin ortaya
cikisindan ortalama 4 hafta sonra miyokard igerisinde izlenir ve 3-6 ay kadar uzun
sure burada kalmaya devam eder. ARA miyokarditinde miyositlerde hasar
g6zlenmediginden troponin | duzeyleri normal sinirlarda olup, ARA’da gelisen kalp
yetmezliginde miyokarditin rolii son yillarda sorgulanmaya baglanmistir.4748

Akut romatizmal atesde izlenen perikardit serofibrin6z bir eksuda birikimi ile
karakterizedir. ARA’'nin kapak lezyonlari atrioventrikller kapaklarin kapanma ¢izgileri
boyunca genellikle atrial yizde 1-2 mm’lik kiguk vejetasyonlar seklinde izlenirken
arteriyel kapaklarda ise ventrikiler ylzeyde kuglik vejetasyonlar seklinde

izlenmektedir.

Klinik belirti ve bulgular

Bugun icin ARA tanisi koymamizi saglayacak tek bir klinik bulgu ya da 6zgul
bir laborotuar testi yoktur. Hastaligin tanisinin kolay konulmasini saglamak ve yanlhsg
tani olasiligini en aza indirmek igin ilk kez 1944’te gelistiriimis olan “ Jones olgutleri”
adiyla bilinen tani Odlgutleri kullaniimaktadir. Bu olgutler temel ilkelerine sadik
kalinarak 4 kez dlzenlenmis ve 1992 vyilinda son seklini almistir.>? Gegirilmis
streptokok enfeksiyonu bulgulari ile desteklenen 2 major veya 1 major 2 mindr kriter

ile ARA tanisi konulmaktadir.



Tablo 2: Modifiye Jones Kriterleri (Akut romatizmal atesin ilk atagi igin guncellenmis
Jones Kiriterleri, 1992 )51

Major Kkriterler Minor kriterler Gegirilmis AGBHS
enfeksiyon kaniti

Kardit Ates Artmis ASO ve diger
streptokok antikor
dizeyleri

Poliartrit Artralji Bogaz kualtirinde AGBHS
varligi

Sydenham koresi Uzamig PR araligi veya hizlh  streptokok

antijen testlerinde pozitiflik

Eritema marginatum Artmis akut faz reaktanlari
Subkutan noddiller -Sedimentasyon hizi
-CRP

Bazi 6zel durumlarda tani icin modifiye Jones kriterleri aranmaz.

1- Kore: Diger nedenlere bagl olmamasi gerekir.

2- Sinsi veya geg¢ baslangich kardit (sessiz kardit)

3- Tekrarlayan ARA atagi: RKH oldugu bilinen hastalarda tek kriter olarak
ates, artralji veya yuksek akut faz reaktanlarinin varhgi ile geciriimis AGBHS delili

yeterlidir.53

Major Kriterler

Artrit

Poliartrit en sik gorulen, prognozu en iyi olan ve ayirici tanida en fazla zorluk
¢ikaran major bulgudur. Artrit ARA’lI hastalarin %75’'inde goérular, tipik olarak diz,
dirsek, ayak ve el bilegi gibi buyuk eklemleri tutar. Siklikla iki veya daha fazla eklemi
tutar. Asimetrik, gezici, non-supuratif tarzdadir. Bir eklemdeki tutulum birka¢ gin-bir
hafta kadar surer. Klasik olarak, birka¢ eklemde arka arkaya artrit bulgulari belirir. Bir

eklem veya eklem grubundaki inflamasyon duzeldikten sonra, diger bir eklem veya



eklem grubu tutulur. Yani gezici bir poliartrit tablosu vardir. Tedavi edilmese bile
yaklagik dort hafta icinde sekel birakmadan iyilesme gosterir. Nadiren effizyon
gelisebilir. Cocuklarda erigkinlere gore daha kisa ve hafif seyreder. Artritin siddeti ile
kardiak tutulum arasinda genellikle ters oranti vardir. Monoartrit veya oligoartrit
gelismesi veya el ve ayaktaki gibi kuguk eklemlerinin tutulmasi olagan degildir.
Antienflamatuar ilaglar ile tedaviye cevap tamdir. Disuk dozda salisilat tedavisine bile
hizla cevap alinir. Salisilat tedavisine ragmen 48 saat iginde eklem bulgularinin
duzelmemesi durumunda ARA tanisi suphelidir. Klasik bilgilerimiz diginda, aksiyel
iskelet, 6zellikle de servikal omurga tutulabilir. Atlantoaksiyel subluksasyon olabilir.
Bes yas altinda sik gorulmez, 3 yas altinda son derece nadirdir. BiyUk gocuklarda ilk
belirti genellikle ates ve artrittir. Artrit sikligi yasla artar.3354

Poststreptekoksal reaktif artrit tablosu ile karisabilir. Poststreptekoksal reaktif
artrit daha kucuk eklemleri de tutabilir ve siklikla gezici olmayan ve iyilesme suresi

uzun olan artrit tablosu olusturur.53

Kardit

Kardit %50-60 oraninda gorilir ve hastaligin en énemli majér bulgusudur.2®
Endokard, miyokard ve perikard degisik derecelerde tutulabilir. Klinikte kardit varhgi;
ufirim duyulmasi, kardiyomegali, konjestif kalp yetersizligi, perikardiyal effuzyon
veya frotman saptanmasi ile anlasilir. Endokard tutulumu, kapak yetersizlikleri ile
kendini goOsterir. Akut hastalik sirasinda yetersizlik gorullirken, ilerleyen yillarda
fibrozis nedeniyle stenozlar ortaya ¢ikar. En sik mitral kapak tutulur. Fizik muayenede
mitral kapagin tutulmasina bagli olarak apekste aksillaya yayilan, pansistolik mitral
yetersizlik GfGrim0 ve mitral kapak yaprakgiklarinin 6demli olmasina bagli olarak ve
mitral kapak agzini daraltmasi nedeniyle mid-diyastolik “Carey Coombs ufurimu”
duyulabilir.

Mitral kapaktan sonra en sik tutulan kapak, aort kapagidir. Siklikla mitral
kapak tutulumuyla beraberdir. ikinci kalp sesiyle baslayan, aort odagindan sternumun
sol yanina yayilan diyastolik dekresando tarzinda yetmezlik GfirimuU duyulur. Aortik
yetmezlik akiminin etkisiyle mitral kapak on yaprakgik agiliminin kisittanmasina bagl
olarak, gec¢ diyastolik ufurum de duyulabilir (Austin Flint Gftramu). Triklspit ve

pulmoner kapaklar ise nadiren etkilenirler.2



Miyokardit varligini gosteren esas bulgu; atesten bagimsiz, dinlenme
sirasinda gozlenen sinus tasikardisidir. Bunun disinda kardiyomegali, kalp
yetersizligi, ritim ve iletim bozukluklari goérulebilir. Romatizmal karditte sol ventrikil
sistolik islevlerinin korunmasi ve kreatin fosfokinaz ve MB fraksiyonu gibi enzimler ve
Troponin T gibi proteinlerde artis olmamasi nedeniyle bunun gergek bir miyokardit
olmadigi 6ne siriimistir.196197 Ancak biyopsi 6rneklerinde inflamasyon varliginin
gosterilmis olmasi ve bir calismada da QT dispersiyonunun arttiginin gosterilmesi,
miyokard tutulumunun kanitlari olarak dislindlebilir.l®® Romatizmal karditte viral
miyokarditteki gibi hiicre nekrozu ve kalici islev bozuklugu gdzlenmez.196:107 jletim
sistemi tutuldugunda AV bloklar ve ventrikuler aritmiler gorulur. En sik 1. derece AV
blok gériliir, kardit olmayan vakalarda minor kriter kabul edilir. ikinci ve Uguncl
derece AV bloklar nadirdir.109.110

Perikardin tutulmasina bagli olarak klinikte gogus agrisi, kalp seslerinin
derinden gelmesi, frotman duyulmasi, telekardiyogramda kardiyomegali ve ¢adir kalp
gorulmesi s6z konusudur. Genel olarak perikard tutulumu sekel birakmaz, konstriktif
perikardit ve tamponada yol agmaz, ancak nadir de olsa tamponad gelisen olgular
bildirilmistir.}'* EKG'de tipik perikardit bulgusu diislik voltaj ve ST degisiklikleridir.

Kardit; ates, kilo kaybi, halsizlik gibi bulgular gostererek uzun slre sinsi
seyredebilir. Bu sirada hastada akut faz reaktanlarinda ve ASO duzeylerinde artis
gibi bulgular saptanmayabilir. Hastaya tani kondugunda genellikle hastalik ilerlemis
ve ciddi kapak tutulumu ortaya ¢ikmigtir. Bu tabloya “sinsi kardit” adi verilir, tek
basina tani koydurucudur.!'>!13 Sinsi baslangigh karditte, hastalarin Gykisiinde
genellikle haftalarca devam etmis subfebril ates ve tekrarlayan eklem agrilari
vardir.!* Bazi hastalarda, klinik olarak kardit distindiren bulgu olmamasina ve
ufirim duyulmamasina ragmen EKO yapildiginda kapak yetersizlikleri saptanabilir.
Bu durum “sessiz kardit” olarak adlandirilir. Yapilan g¢alismalarda sikligi %12-21
olarak bildirilmigtir.11718 Artrit veya koreli olgularda ekokardiyografi (EKO) ile
subklinik valviler yetersizliklerin saptanmasi 6nemlidir.11>116  Sessiz  kapak
yetersizliklerinin uzun dénem izlem sonuglari bilinmemektedir. 117118

Akut romatizmal ates seyri sirasinda kalp tutulumu hafif, orta ve agir olarak
derecelendiriimektedir.119

Hafif kardit: Teleradyografi, EKG, ekokardiyografi ve fizik muayenede
kardiyomegali ve kalp yetersizligi bulgusu olmaksizin hafif mitral yetmezlik (MY) ve
aort yetmezIigi (AY) varligi hafif kardit olarak degerlendirilir.



Orta kardit: Klinik olarak orta derecede kapak lezyonu (érnegin orta derecede
kardiyomegaliye sebep olmus) veya EKO’da kardiyak bosluklarda genisleme olmasi
ya da orta derecede kapak lezyonu bulgusu (orta derecede MY; ylksek yogunlukta
proksimal jet akiminin sol atriyumun yarisini veya daha azini doldurdugunda so6z
konusudur. Orta derecede AY’nin EKO bulgusu ise; regurjitan akim g¢apinin, sol
ventrikdl ¢ikis gapinin % 15-30’u olmasidir).

Agir kardit: Daha dnce ARA nedeniyle kalp ameliyati gegirilmis olmasi veya
klinik olarak agir kapak yetmezligi bulgulari (agir kardiyomegali ve/veya kalp
yetersizligi) veya EKO’da agir kapak lezyonu bulgulari (MY icin pulmoner venlerde
anormal regurjitan akim bulgusu, AY icin inen aortada Doppler akimi bulgularr)

Romatizmal karditte erken donemde kapak yetersizlikleri gorulirken, uzun
dénemde fibrozis nedeniyle kapak darliklari gorilir. En sik mitral darlik(MD)
goriulmektedir. MD teshisinde; birinci kalp sesinin siddetlenmesi, mitral agilma sesi,
middiastolik ve presistolik Gfariam belirmesi, sol atrial ve sag ventrikul hipertrofisi
bulgularinin saptanmasi degerlidir.812°

ilk ARA atadi sirasinda kalp tutulumu varsa, tekrarlayan ataklar sirasinda
kardit gecirme olasiligi daha yuksektir. Tekrarlayan ataklar en sik ilk bes yil iginde
ortaya cikar. Tedavi edilmedigi takdirde akut kardit suresi 6 haftadan 6 aya kadar
degisir. Cocugun yasi ne kadar kugukse kardit gegirme olasihgl da o kadar fazladir.
Tekrarlamalari etkileyen faktorlerden en 6nemlisi korunma ve ilk atagin seklidir.
Karditli hastalarda rekurrens, daha sik ve dnemli olmaya egilimlidir.

Karditin varligi ARA'nin prognozunu belirlemede 6nemlidir. Baglangigta hafif
olan kapak lezyonlari zaman iginde gerileyip ortadan kalkabilmektedir.”>®¢ Meira ve
ark.’® hafif ve orta dereceli kapak lezyonlarinda 6 ay-7 yillik izlem siiresi icinde %61

oraninda gerileme saptamiglardir.

Kronik Romatizmal Kalp Hastaligi

Mitral Yetmezligi

Kronik MY cocuklarda ve geng erigkinlerde gorilen en sik kronik RKH
formudur. Lezyonun agirhg hastadan hastaya degisir. Akut romatizmal MY’de



genelde kordada uzama ve anller genigsleme olurken kronik romatizmal MY’de
lifletlerin kalsifiye olmasiyla kapakgiklarda kisalma, sertlik, birlesme ve deformasyon
olusmaktadir. Ayrica LV geniglemesi de kordalarin anormal yonlenmesine neden
olarak koaptasyonu bozar, bdylece daha fazla yetmezlik orifisi olusur, sol atrium
genisler ve bundan dolay! yetmezlik daha da artar. Kronik MY’de sol ventrikil ve sol
atrium genisleyerek basing yukunun dengelenmesine calisilir. Hastalar yillarca
asemptomatik kalabilmelerine karsin MY zamanla ilerleyebilir. Ciddi MY ileride
ventrikll fonksiyon bozukluguna neden olabilir. Semptom olarak egzersiz dispnesi
veya azalmis egzersiz toleransi daha ventrikll fonksiyon bozuklugu gérilmeden veya

beraberinde ortaya ¢ikabilir.121.122

Aort Yetmezligi

Kronik romatizmal AY’de kapakgiklarin kalinlagsmasi, fibrozis ve kontraktir
olmasi sonucunda anormal koaptasyon olmakta ve yetmezlik olugmaktadir. Bu
yetmezlik sol ventrikile hem basing hem de hacim yukld getirmektedir.
Kompansatuvar donemde dakika atim hacmini saglamak icin sol ventrikul genisler,
kalbin ejeksiyon fraksiyonu korunmus olur. Kronik MY’de oldugu gibi kronik AY’de de
hastalar yillarca asemptomatik kalabilir. Ancak zamanla dekompansasyon geligir, sol

ventrikll fonksiyonlari bozulur ve semptomlar ortaya gikar. 121122

Mitral Darlik

Akut romatizmal ates, kronik RKH olan mitral darligin en sik nedenidir. MD
akut karditte gorilmez. Gelismis ulkelerde semptomlar 15-40 yil sonra gorullrken,
gelismekte olan Ulkelerde 2. dekattaki gocuklarda bile gorulebilmektedir.

Kronik RKH olan erigkinlerin %25’inde MD, %40’inda ise MD ve MY birlikteligi
vardir. Kadinlarda erkeklere gore daha sik gorulur. Kapakgiklarin kalinlagmasi,
komisur, yaprakcik ve kordalarin birlesmesi, kordalarin kisalmasi sonucunda huni
seklinde orifis ve darlik olugsmaktadir. Zamanla kapak kalsifiye olabilmekte ve yapisi

iyice bozulmaktadir.121.122



Aort Stenozu

Aort stenozuda ataktan 20-40 yil sonra aort kapakgiklarinin kalinlagmasi,
yapismasi, fibrotik olmasi, komisurlerde birlesme ve kalsifiye nodullerin olusmasiyla
olusmaktadir. Darlik siklikla yetmezlik ile birlikte bulunur ve genelde bunlara
romatizmal mitral kapak hastaligi da eslik eder. Darlik yavas gelistiginden ventrikuler

kompansasyon olur ve semptomlar ge¢ (5-6. dekatta) ortaya gikar.121.122

Sag Kalp Tutulumu

Trikuspid kapak pulmonere gore daha sik tutulur, ancak bu kapaklarin ciddi
tutulumu ¢ok nadirdir. Romatizmal triklispid kapak stenozu ve/veya yetmezligi hemen
daima ciddi mitral veya aort tutulumu ile beraberdir. Romatizmal trikiispid kapak
tutulumu klinik olarak %3-5, EKO ile %7-9, histolojik olarak ise %?15-40'inda

gorulmektedir.121.122

Sydenham Koresi

Ik olarak 1686’da Thomas Sydenham tarafindan tanimlanmistir. Kesin etyoloji
hala belli olmamakla birlikte, GABHS’ye karsi olusan anormal bir immun cevap
sonucu gelistigi dusunldlmektedir. Santral sinir sisteminde kollajen dokunun
inflamasyonu, dejenerasyonu ve fibrozisi ile karakterizedir. ARA’lI hastalarin %10-
30’'unda Sydenham koresi gorilmektedir. Genellikle 5-15 yas arasi ¢ocuklarda, en
fazla da 8-9 yaslarinda gorulur. Kizlarda erkeklerden iki kat fazla goriimektedir.
Koreik hareketler baslangicta parmaklari ve elleri tutan, sonra tedricen kol, bacak ve
govdeye yayilan, yuz ve dili de etkileyen hizl, dizensiz, amagsiz, istemsiz, 6nceden
tahmin edilemeyen, vicudun bir yarisindan diger yarisina dogru yonelen, non-
stereotipik kisa amplitidlt hareketlerdir. YUrume, kalem kullanma, kasik tutma gibi
beceriler bozulur. Koreik hareketler stres durumunda ve dis uyarilarda artar.
Uyuyunca istemsiz hareketler kaybolur. Cogu vakada beraberinde obsesif kompulsif

yapl, iritabilite, emosyonel dengesizlik gibi psikolojik bozukluklar gérulebilir.



Streptekok enfeksiyonundan yaklasik 1-6 ay sonra ortaya c¢ikar. Bu ylzden
diger major bulgular olmadan da gorulebilir ve tek basina tani i¢in yeterlidir. Vakalarin
%23-84’Unde kardiyak tutulum bildirilmis olup Ozellikle endokardit tarzindadir. Artrit
ve diger bulgular ile birlikteligi daha nadirdir. Latent periodun uzun olmasi nedeniyle
eritrosit sedimentasyon hizi (ESH) ve C-reaktif protein (CRP) normal bulunabilir. ASO
ve antideoksiribontkleaz (Anti-DNase B) yuksek bulunabilir.

Korede elektroensefalografi ve goruntileme yontemleri tanida faydal
olmadigindan Kklinik tani kullanilir. Hafif vakalar tedavisiz 1-2 haftada duzelebilir.
Siddetli vakalarda ise tedaviye ragmen semptomlar 3-4 ay surebilir. Hastalarin Ggte

birinde ise iyilesme sonrasi reklrrens gozlenir.>456:58.61

Eritema Marginatum

Akut romatizmal atesli hastalarda karakteristik olarak izlenen ve seyrek
rastlanan major bulgudur (<%3). ARA disinda nadiren goralur. Hizla ¢evreye dogru
genisleyen, halka-harita seklinde (ortasi beyaz, etrafi pembe) lezyonlar ile
karakterizedir. Bu belirtiler makuler tarzda olabilecekleri gibi deriden kabarik da
olabilir. Hastaligin inaktif doénemlerinde de ortaya cikabilir. Lezyonlar genellikle
eritematdz makul seklinde baglar, daha sonra ¢evreye dogru genisleyerek tam veya
yarim halka seklinde belirtiler ortaya c¢ikar. Belirtiler genellikle govde ve
ekstremitelerde lokalizedir ve ekstremitelerin proksimalinde nadiren goralur. Yuzde
gorulmezler. Lezyonlar saat ya da gunler i¢cinde de ¢evreye dogru genigler. Agrisiz ve
kasintisizdir. Uzerine basilinca solmaz. Sicak uygulama yapilirsa lezyonlar daha

belirgin hale gelirler.53.5456

Subkutan Nodiil

Akut romatizmal atesli hastalarda en nadir gortlen major bulgudur. Bu sert,
agrisiz noduller 6zellikle el bileklerinin, dizlerin, dirseklerin ekstansor ylzinde, oksipit
kemigi orten sacli deride, torakal ve lumbar vertebra spin6z c¢ikintilarinin Gzerinde
bulunurlar. Deri altinda kolayca hareket ettirilebilen, sert, agrisiz, yaklagsik 1 cm
capinda ve iltihabi olmayan nodullerdir. Birden fazla nodiil bir arada olabilir. Uzerinde
renk degisikligi olmaz. Ug yasin altinda ve erigkinlerde ¢ok nadir gorulirler. Hemen



kaybolabildikleri gibi haftalarca da surebilirler. Sistemik lupus eritematozu ve juvenil
idiyopatik artritte de gorulebildiginden ARA igin patognomonik degildir. Subkutan
noduller, nadiren tek baglarina major kriter olarak ¢ikabilmektedirler; saptandiklarinda

codunlukla beraberinde kardit de vardir.53:54.57,58.213

Mindr kriterler

Klinik ve laboratuvar kaynakli bu bulgularin ttmd ARA icin major kriterlere
gOre daha az spesifiktirler. Ates, artralji, akut faz reaktanlarinda yukselme, EKG’de

PR araliginda uzama mindr bulgulardir.>®

Ates

Ates, hastaligin baslangi¢ doneminde ve ARA’lI hastalarin yaridan fazlasinda
gozlenir. Genellikle 37.8-39.5°C arasinda seyreder ve tedavi edilmez ise 1-2 hafta
icinde gerileme gdosterir. Ancak, perikardit ve miyokarditli adir olgularda ates 39-
40°C’ye kadar yukselebilir. Atesle birlikte kirikhik, asteni, kilo kaybi ve istahsizlik
bulunabilir.6? Poliartritli ve karditli hastalarda ates ok sik gordlir hatta ates yoksa
taniyl gdzden gegirmek gereklidir. Ates yoklugu ARA tanisini ekarte ettirmedigi gibi,
atesin kaybolmasi romatizmal aktivitenin devam etmedigi anlamina gelmez. izole

Sydenham koresi ile bagvuran hastalarda ates beklenmez.54.56.58

Artralji

Artralji, enflamasyona isaret eden objektif bulgular (sislik, hareket kisitlihgi,
kizariklik, sicakhk) olmaksizin bir veya daha fazla eklemde agr olarak
tanimlanmaktadir. Artralji, artritli hastalarin tanisinda minér kriter olarak kabul
edilmez. Bazen agrn eklem hareketlerini kisitlayacak kadar fazla olabilir. Artrit ile

karistinlmamaya 6zen gosterilmelidir.5#56-58



PR Uzamasi

Elektrokardiyografide PR araliginda uzama olmasi nonspesifik bir bulgudur.
Cocuk hastalarda yasa ve kalp hizina gore degerlendirilir. Elektrokardiyografide PR
intervalinde uzama olmasi ne kardit hakkinda bilgi verir, ne de uzun donemli kardiyak

sekelle ilgili fikir verir.>4.56-58

Artmis Akut Faz Reaktanlari

Akut romatizmal ates tanisinda minor kriterlerdir. Akut faz reaktanlarinin
yuksekligi inflamasyonun nonspesifik bir gostergesidir. En sik artan ve kullanilan akut
faz reaktanlari ESH ve CRP dir. Her iki test de izole koreli ve eritema marginatumlu
hastalarda normal olabilir. Birden fazla akut faz reaktani pozitif olsa bile tek minor
kriter kabul edilir,5456:57.58

Eritrosit sedimentasyon hizi, kardit ve/veya poliartriti hastalarda, akut
donemde daima yuksektir. ESH tedavisiz hastalarda 6-12 hafta ylksek kalir. Romatik
aktivite yatistiginda genellikle normale doner. ESH akut donemde prognoz hakkinda
bilgi verebilir. ESH hastaligin seyrini izlemede en vyararli testtir ve ARA’da kalp
yetersizligi disinda yliksek olarak saptanir,54:56.57.58

C-reaktif protein, ESHden daha hassastir. Koreli hastalar disinda butin
hastalarda pozitif olabilir ve hastaligin aktif olup olmadidi hakkinda bilgi verir.
Romatizmal atagin erken iyilesme doneminde ESH normale dénmeden Once
CRP’nin kanda kayboldugu go6zlenmigtir. CRP, ESHdan farkli olarak kalp
yetersizliginden ve anemiden etkilenmez. Bu nedenle CRP romatizmal aktivitenin
derecesini ve doku enflamasyonunun varligini saptamada daha dogru bir

6lgtimdr. 54565758

Jones Kriterleri Disindaki Klinik ve Laboratuvar Bulgular:

Akut romatizmal ates ataginin erken doneminde, henuz diger bulgular
gelismeden sgiddetli karin agrisi ve burun kanamasi olabilir. Karin agrisi

mikrovaskuler mezenterik inflamasyona baghdir. Karin agrisi salisilat kullanimi ile



kaybolur. Diger non-spesifik klinik bulgular arasinda anoreksi, halsizlik, romatik
pndémoni ve hematiri sayilabilir.5456:57.58

Lokositoz, notrofili, normositik normokromik anemi ARA’nin baslangic
déneminde gériilebilir. iltihabin akut déneminde hipoalbuminemi, hiperglobulinemi ile

globulin fraksiyonlarinda ve fibrinojen seviyesinde ylikselme gozlenebilir.>’

Destekleyici bulgular

Onceden gegirilmis streptokok enfeksiyonu bulgularinin saptanmasi ilk atak
ARA tanisi ve daha o©nceden kardiyak tutulum olmayan ARA reklrensinin

dogrulanmasi igin gereklidir. Bu delillerden en az biri tani igin olmahdir.

Gegirilmis streptokok enfeksiyonunun gosterilmesi:

Akut romatizmal ates, GABHS’lerin neden oldugu tonsillofarenjit sonrasi nadir
olarak meydana gelir. Kore ve kronik kardit vakalari haric ARA tanisi i¢in gegirilmis
GABHS enfeksiyonunun kanitlanmasi gereklidir. Bu amagla altin standart bogaz
kaltaradar. Uygun sartlarda alinacak bogaz kulturi gecirilmis  streptekok
enfeksiyonunu gostermede standart bir 6l¢t olsa da kronik kolonizasyonda da pozitif
olabilir ve akut hastalik etkeni bagka patojen olabilir. Bu nedenle streptokoklarin
ekstraselller enzimlerine karsi olusan notralizan antikorlarin 6lgimune dayali testler
kullaniimaktadir. Bu testlerin spesifiteleri ylksek ancak sensitiviteleri dusuktir. Bu
testlerde en sik degerlendirilen antikorlar ASO ve Anti-DNase B testleridir.
Antikarbohidrat A, antistreptodornaz, antifosfopuridin ntkleotidaz, antistreptokinaz,
antihyalUronidaz ve antistreptokokal esteraz oOlgumleri gecirilmis streptokok
enfeksiyonunu gostermede daha ender kullanilan testlerdir. Bu antikor testlerinde
elde edilen titreler koreli ve kronik karditli hastalarda normal veya normale yakin
olabilirler. Ayrica antikor titreleri antibiyotik veya steroid tedavisi nedeniyle
baskilanmis olabilir. Bu testler streptokok enfeksiyonu igin spesifiktir. Ancak ARA igin
spesifik degildir. Klinik bulgular esliginde ARA tanisi igin kullanilabilirler.
Antistreptolizin O titresi yas, cografi alan ve streptokoksik enfeksiyonlarin sikligina
etki eden faktorlere bagl olarak degisir. ARA’nin erken doéneminde hastalarin
%80’inde ASO vyuksektir. Normal bireylerin %20’sinde de ASO yuksektir. Yiksek



streptokok antikor titresi 6nceden GABHS enfeksiyonunun gegirildiginin acgik delili
olmasina ragmen, erken infeksiyonu gostermenin daha guvenilir yolu akut ve iyilesen
hasta serumlari arasindaki titre artiginin gosterilmesidir.>* ASO enfeksiyon sonrasi bir
haftada ylUkselmeye baslar, 3-6 haftada pik yapar ve 6-8 haftada dismeye baslar.
Antideoksiriboniikleaz B biraz daha gec olarak 1-2 haftada ylkselmeye baslar, 6-8
haftada pik yapar ve 3 aya kadar yiksek kalabilir.5>6364 ASQ titresi daha erken
yukselirken, Anti-DNase B daha uzun sure yuksek kalir ve ASO’nun normal oldugu

durumlarda yiikselmis bulunabilir,54-58.65.66

Ekokardiyografi

iki boyutlu ve Doppler EKO kalp tutulumunu gdstermede en degerli tani
aracidir. Kalp kapaklarinin fonksiyon ve yapisinin degerlendirimesinde, kalp
bosluklarinin 6lgiminde, perikard eflizyonunun varliginin arastirimasinda ve
pulmoner arter basincinin dlgilmesinde kullanilir. Doppler ile kapaklardaki yetmezlik
ve darligin siddeti degerlendirilir. 1ki boyutlu EKO-Doppler ve renkli akim Doppler
yardimiyla sessiz fakat onemli kapak yetmezlikleri teshis edilebilir. Ayrica EKO ile
klinik olarak bulgu vermeyen subklinik veya sessiz karditin saptanmasi da

mumkundur.12t

Ayirici tani

Akut romatizmal ates, birden fazla organ ve dokuyu tutabilmesi nedeniyle
bircok hastalikla karigabilmektedir. Ayirici tanida su hastaliklar 6nemlidir:

Akut romatizmal ates tanisinda daha sik karsilasilan major kriterlerden artrit,
kore ve kardit varliginda ayirici tanida dusunulmesi gereken hastaliklar Tablo 3’de

kisaca 6zetlenmistir.58



Tablo 3: ARA ayirici tanisindaki hastaliklar®®

Artrit Kardit Kore

Romatoid artrit Viral miyokardit Huntington koresi
Reaktif artrit Viral perikardit Wilson hastaligi
Serum hastaligi infektif endokardit SLE

Orak hicreli anemi Kawasaki hastaligi Serebral palsi
Maligniteler Dogustan kalp hastaligi  Tikler

SLE Mitral kapak prolapsusu  Hiperaktivite
Lyme hastaligi Masum afarimler

Gonokok infeksiyonu

Klinik seyir ve prognoz

Hastalik her bireyde farkli klinik tablo olugsturur ve bu klinik tablo hafif bir eklem
tutulumundan agir bir kardite kadar degiskenlik gosterebilir. 2003 DSO kriterleri
romatizmal kalp hastaligi olanlarda tekrarlayan ARA ataklarinin tanisi igin gerekli
sartlari su sekilde belirlemistir;

ilk Atak:

-Jones kriterleri

Tekrarlayan Atak:

-Romatizmal kalp hastaligi tanisi daha 6nce koyulmamis ise ilk atak kriterleri
kullanilir.

-Romatizmal kalp hastaligi bilinen hastada: iki minor bulgu ile birlikte gecirilmis
streptokok infeksiyonu bulgusu olmali (Jones kriterlerindeki gecirilmis streptokok

infeksiyonu bulgulari veya kizil)’

ARA'nin rekiirrensi

Epidemik streptokokal farenijiti izleyerek genel populasyonda ARA'nin ilk atak
orani %2-3'dir. Onceden romatizmal ates dykisi olan hastalarda ikinci atak orani

%50-65'e kadar yukselir. Rekurrensler en fazla ilk 5 yilda olmaktadir. Romatizmal



atak gegirme orani, son ataktan 10 yil veya daha fazla bir sire sonra %48'lere kadar
azalir. Ikinci enfeksiyonu takiben romatizmal atak ve valvuler kalp hastaligi olasihgi
artar. RKH olan bir kiside ates varsa, ayrica streptokok enfeksiyonu mevcut ise

hastaligin rekurrensinden stiphelenilmelidir.”®

Komplikasyonlar

Romatizmal kalp hastaligi, ARA’nin en o6nemli komplikasyonudur. Agir
olgularda konjestif kalp yetersizligi gelisebilir, 6lum ile sonuclanabilir. Aritmiler,
perikardit, romatik pnoémoni, pulmoner emboli, pulmoner enfarkt diger
komplikasyonlardir. Ayrica kapak degisimine gitmis hastalarda, antikoagulan
kullanimiyla ilgili problemler, tromboembolik olaylar, endokardit riski, gebelikte
karsilagilan sorunlar ileri yaglarda ortaya ¢ikabilmektedir. Batin bu komplikasyonlarin

onlenmesi icin elimizdeki en 6nemli silah sekonder profilaksidir.”®

Tedavi

Akut romatizmal ates tedavisi baglanmadan 6nce taninin dogru konulmasi
onemlidir. Taninin gereksiz konulmasi (overdiagnosis), ¢ocuklara gereksiz yere 3
haftada bir penisilin G yapilmasina neden olacaktir. Taninin yetersiz konulmasi da
(underdiagnosis), ataklarin artmasina ve giderek kardiyak hasarin ve o6limlerin

artmasina neden olacaktir. Tanidan emin olmadan tedaviye baglanmamalidir.?:80

ARA tanisi alan hastalarin tedavileri;

1.Streptokokal enfeksiyonun eradikasyonu,

2.Klinik bulgularin tedavi edilmesi,

3.Tekrarlayan streptokok enfeksiyonlarinin engellenmesi igin profilaksi
uygulamasi

4.Hasta ve ailesinin tekrarlayan streptokok enfeksiyonlarinin dnemi ile ilgili
olarak bilgilendiriimesi,

5.Kardiyak tutulumu olan hastalarda bakteriyal endokardite yonelik profilaksi
uygulanmasi ve bu konunun onemi ile ilgili hasta ve ailesinin aydinlatiimasi, seklinde

planlanir.”®:80



Akut romatizmal atesin kendine 6zgu bir tedavisi yoktur. Tedavinin amaci;
streptokok enfeksiyonu ile mucadele etmek, yakinmalari dizeltmek ve kalp hasarini
azaltmaktir. Tedavi t¢ bolimden olusur.>®

1- Antimikrobiyal tedavi

2- Antienflamatuar tedavi

3- Destekleyici tedaviler

Antimikrobiyal Tedavi

Antibiyotik tedavisi iki amagla uygulanir:

a)Primer profilaksi: Amag; streptokoklara bagh Ust solunum vyolu
enfeksiyonunun tedavisi ve bogazda halen var olabilecek streptokoklarin
temizlenmesidir. Bogaz kulturu negatif saptansa da bu tedavinin uygulanmasi
gerekir. Hatta bogaz kulturd alindiktan hemen sonra tedavi baslanmaldir.
Semptomlarin baslamasindan sonraki dokuz gun iginde, uygun antistreptokokal
tedavinin baslanmasi, romatizmal ates gelisme riskini belirgin olarak azaltir. Bunun
icin asagidaki tedavi semalarindan biri kullanilir,5581-84

1-Benzatin penisilin (En etkilisi): 600.000 U. (27 kg'in altinda) 1.200.000 U. (27
kg'in Ustiinde) tek doz IM

2-Prokain penisilin: 800.000 U/giin, IM, on giin slreyle

3-PenisilinV (Fenoksimetilpenisilin): 2-3x250mg (<27 kg), 2-3x500 mg (>27 kQ)
p.o. on gun sureyle

4-Amoksisilin: 50mg/kg ginde tek doz, max 1g, 10 gin sireyle, penisilin
allerjisi olanlarda ise;

5- Sefaleksin: 2x20 mg/kg (max:500 mg/doz), on gin

6- Sefadroksil: 1x30 mg/kg (max:1g), on gin

7- Klindamisin: 20 mg/kg/gun (max:1.8g/gun), oral, ti¢ dozda, on gin

8- Azitromisin: 12 mg/kg, gtinde tek doz, on giin

9- Klaritromisin: 15 mg/kg/gun, iki dozda, on gin

Streptokoklara bagh Ust solunum yolu enfeksiyonlarinin daha kisa sureli
tedaviler ile dizelebilecegi fakat ARA ve glomerulonefrit gibi nonsupuratif
komplikasyonlarin kisa sureli penisilin tedavisi ile 6nlenemeyecegi belirtiimektedir.

Fakat toplam 60 mg/kg azitromisin ile U¢ veya bes gunlik tedavi ya da sefaklor,



sefdinir, sefiksim veya sefpodoksim gibi genis spektrumlu bir sefalosporin ile bes
gunlik tedavinin standart tedavi ile karsilastirildiginda etkinlik agisindan énemli bir
fark olmadidi, nonsiplratif komplikasyonlari da 6nledigi gésterilmigtir.8>86

b) Sekonder profilaksi: Amac streptokoklarin yeniden kolonize olmasini
engelleyerek ARA’nin tekrarlamasini énlemektir. Bu amagla su protokollerden biri
kullanilir.81.82.84.87

1. Benzatin penisilin: 600.000 U (27 kg'in altinda) 1.200.000 U (27 kg'in
Usttiinde) tek doz im. 3 haftada bir

2. Penisilin V: 2x250mg, oral

3. Sulfadiazin: 500mg tek doz oral (27 kg'in altinda) 1g (27 kg'in Uzerinde)

4. Makrolid veya Azalid (penisilin ve sulfadiazin allerjisi varsa): Doz yasa ve
kiloya gore degisir. Benzatin penisilin ile profilaksi en etkin korumayi saglar. Oral
uygulamalarin etkinligi dusuk ve hasta uyumu da kotudar.

Amerikan Kalp Birligi'nin sekonder profilaksinin suresi ile ilgili en son
diizenlemesi su sekildedir.1%°

1. Karditsiz ARA: 5 yil veya 21 yasina kadar (hangisi daha uzunsa)

2.Kardit var ama kalici kapak hasari yok: 10 yil veya 21 yasina kadar (hangisi
daha uzunsa)

3.Kardit var, kalici kapak hasari var: Son ataktan sonra en az 10 yil ve en az
40 yasina kadar; bazen hayat boyu. Hastaya prostetik kapak takildigi durumlarda,
profilaksiden vazgecilmesi s6z konusu degildir.

Romatizmal kapak hastalari ayni zamanda infektif endokardit profilaksisi de
almalidir. Boyle durumlarda penisilin grubu digindaki antibiyotikler tercih edilir.

c)Primordial Profilaksi: Sosyoekonomik kosullarin dizeltiimesi, kalabalik
yasam kosullarinin, hijyenin, saglik hizmetlerinin iyilestiriimesi korunmada etkilidir.8*
Korunmada daha etkili bir yontem; streptokok asisi olabilir. Grup A streptokok igin
multivalan, yan etkisi olmayan, tercihen oral veya mukozal asi gelistiriimelidir.
insanlarda uygulanabilecek bdyle bir streptokok asisi heniiz yoktur. Farelerde yapilan
bir calismada, streptokok ytizey protein C5a peptidazi verilmesi ile grup A streptokok
kolonizasyonunun oniine gegcildigi gosterilmistir.88 Ancak streptokoklarin 80 den fazla
serotipi oldugu ve her bir susun farkh immudnolojik yanita yol actigi dusinulecek

olursa, bu kadar ¢ok antijenik epitopun bir agida toplanmasi riskli olabilir.8



AGBHS Tasiyicilarinin Tedavi Endikasyonlari

Akut romatizmal ateg, akut glomerulonefrit salginlar veya invazif GABHS
enfeksiyonlari varsa, ailede veya kendisinde ARA 0Oykusu varsa, uygun antibiyotik
tedavisine ragmen aile icinde gdsterilen ¢ok sayida GABHS farenijiti varsa, GABHS
enfeksiyonu aile icinde endise yaratiyorsa, GABHS tasiyiciligi nedeni ile tonsillektomi

dustniliyorsa tedavi edilir. En uygun ilag klindamisindir.1%°

Tablo 4: AGBHS tasiyiciligi tedavisi'®®

Antibiyotik Doz Yol Sire

Klindamisin 20-30 mg/kg/g,3x Po 10 giin
(max 300 mg/doz)

PenisilinV/Rifampin PenV 50 mg/kg/g,4x Po 10 glin
(max 2000 mg/qg)
Rifampin 20 mg/kg/g,tek doz

Amoksisilin- 40 mg amok/kg/g,3x Po 10 gun

klavulanik asit (max 2000mgQ)

PenisilinG/Rifampin Benzatin pen G IM, po Pen G tez doz
27kg alti 6000000 Rifampin 4 gin

27kg Ustii 1200000U
Rifampin 20 mg/kg/g,2x
(max 600mg/doz)

Anti-inflamatuar Tedavi

Tani kesinlesinceye kadar anti-inflamatuar tedavi kullanimi geciktirilebilir.
Cunku artrit bulgularini maskeleyebildiginden, bu ilaglarin erken baslanmasi tanida
karisikliga yol acabilmektedir. Cok adrisi olan hastalarda, hastaligin seyrini
degistirmeyen parasetamol kullanilabilir.2% En sik kullanilan anti-inflamatuar ilaclar;
salisilatlar ve kortikosteroidlerdir. Semptomlarin kontrol edilmesi ve destek igin

kullanilir. Tedavi edici degildir.



Salisilat; poliartritte kullanilir. Kan seviyesi 20-25 mg/dl olacak sekilde
verilmelidir. 12-24 saat iginde artrit bulgularinda dramatik duzelme saglanir. Salisilat
75-100 mg/kg/giin (en fazla 4 gr/giin) dort esit dozda bagslanir.1% iki-tic hafta sonra
doz 60-70 mg/kg/gtin dozuna inilir ve tedavi 3-6 haftada kesilir. Serum salisilat diizeyi
25 mg/dI'de tutulmali, 30 mg/dl'yi asmamalidir.8’

Kalp yetersizligi bulgulari olmayan hafif karditli olgularda da salisilat kullanilir.
Konjestif kalp yetersizligi bulgulari olan orta ve agir karditli hastalarda ise
kortikosteroid kullanimi gerekir. Akut donemde bu ilaglarin kullanimi mortalite ve
morbiditeyi azaltir, ancak sonraki kapak hastaliginin gelismesini o6nledigi
gosterilememigtir.®® Prednizolon 2 mg/kg/glin 4 dozda baslanir (maksimum doz: 60
mg/gun), 2-3 hafta kullanilir, 2-3 haftada azaltilarak kesilir. Steroid dozu azaltilirken
tedavinin son haftasinda, steroid kesilmesine bagl rebound gelismemesi icin salisilat
eklenir. Salisilat 75 mg/kg/giin 4 dozda baslanir ve 6 hafta devam edilir.10°

Salisilat kullanilamayan artritli olgularda naproxen 10-20 mg/kg iki dozda (KC
toksisitesi yok), Tolmetin 20 mg/kg (ic-dért dozda, Ibuprofen 30-40mg/kg/gin dort
dozda verilebilir. Yuksek doz iv metil prednizolon (Hindistan), intraventz
immunglobulin ve anti-TNF ilaclarin kullanimi gibi tedavide yeni arayislar devam

etmektedir.190

Destekleyici tedavi:

Fizik Aktivitenin Diizenlenmesi

Akut romatizmal atesli her hastada yatak istirahati zorunludur. Sadece artriti
olan hastalarda artrit bulgulari ve akut faz reaktanlari normale dénene kadar istirahat
yeterlidir. Hastalar bu dénemde kardit acgisindan da yakindan izlenmelidir. Mitral
yetersizliginin ilerlemesinde sol ventrikil basinci ve hacminin rol oynadigi
disundldigunden kardit bulgusu olan her hastada en az doért hafta yatak istirahati
gerekir.62101 Eger kalp yetersizligi bulgulari varsa bu bulgular diizelene kadar istirahat

zorunludur, sonraki dort hafta da asiri aktivite kisittanmalidir.



Tablo 5: ARA'lI Hastalarda Aktivite Diizenlenmesi®2:101

Artrit Hafif kardit Orta kardit Agir kardit
Yatak 1-2 hafta 2-3 hafta 4-6 hafta 2-4 ay
istirahati
Evde istirahat 1-2 hafta 2-3 hafta 4-6 hafta 2-3 ay
Tam aktivite 6 hafta sonra 3 ay sonra 6 ay sonra Degisken
Beden raporu 2 ay 1 yil Lise boyunca Degisken

Kalp Yetersizligi Tedavisi

Kalp yetersizligi var ise tedaviye tuzsuz diyet ve kalp yetersizliginde kullanilan
digoksin, didretikler, anjiotensin dénustlricli enzim inhibitérleri de eklenebilir.
Digoksin kullaniminda dikkatli olunmalidir, c¢unku aktif miyokarditte toksisite
gelisebilecedi icin digoksin dozunun dusurulmesi gerekir, ayrica digoksin kalp
bloklarina sebep olabilmektedir.®®

Semptomatik mitral ve/veya aort yetersizlikli semptomatik hastalarin uzun
donem medikal tedavisi icin bir etmen yoktur. Diger sebeplerden dolayi cerrahi
kontrendike olmadikga bu hastalara cerrahi 6nerilmektedir.1%4

Romatizmal MD ve hafif semptomu olan hastalar beta-blokdr ve kalsiyum
kanal blokor gibi negatif kronotropik ajanlardan fayda goérebilirler. Pulmoner venéz
konjesyonlu vakalarda makul seviyede ditretik kullanimi ve/veya sodyum kisitimasi
faydali olabilir. Belirgin stenoz ve semptomlularda perkitan balon valvuloplasti veya
cerrahi etkili olabilir.

Semptomatik romatizmal AS icin etkili bir ila¢ tedavisi yoktur. Cocuklardaki
konjenital AS tersine semptomatik kalsifik AS’'un tedavisinde balon valvuloplastinin
kullanimi sinirhdir. Hasta cerrahi igin kabul edilebilir degilse 6nerilmelidir. Ditretikler
semptomatik hastada sinirli bir onlem olarak kullanilabilir ama en uygun tedavi

cerrahi komissurotomidir ve genellikle mitral kapak cerrahisi ile eszamanli yapilir.1%4



Kore Tedavisi

Kore bulgusuyla gelen hastada, oOncelikle streptokok enfeksiyonu varsa,
eradikasyon icin penisilin tedavisi verilmelidir. Korenin gegici bir durum oldugu
cocugun kendisine ve ailesine anlatimaldir. Cocuklar stresten uzak tutulmalidir.
Hafif olgularda diazepam veya fenobarbital, agir olgularda klorpromazin veya
haloperidol kullanilabilir. Bunlarin iginde en etkili ilag haloperidoldur. Ancak
ekstrapiramidal yan etkiler agisindan dikkatli olunmahdir. Haloperidol tedavisine 0,5
mg/gln dozunda basglanir, klinik yanita goére doz ayarlanir. Agir vakalarda 5 mg/gin
dozuna cikilabilir. En ¢ok tercih edilen diger ila¢ olan fenobarbital ise 15-30 mg, her
6-8 saatte bir uygulanir.®® Kore tedavisinde, 15-30 mg/kg/giin dozunda valproik asitin
de etkili oldugu gosterilmistir.192193 Tedaviyle genelde 2-3 hafta icinde iyilesme
gorulur fakat tedavi aylarca surebilir. Sonug olarak; tedavi segenegi ve ilag dozlari

hastaya gore farklilik gosterebilmektedir.

Cerrahi ve Kateter Tedavisi

Akut Kardit

Akut mitral yada aort yetersizlikli hastalarin bazilarinda enflamasyon zamanla
gerileyerek duzelirken digerlerinde medikal tedaviye cevap vermeyen inatgi yada
ilerleyici kalp yetersizligi olusur. Miyokardiyal disfonksiyondan degilde valvuler
yetersizligin asil altta yatan problem olmasindan dolayi valvuloplasti ya da kapak
degisimi gibi cerrahi mudahaleler hayat kurtaricidir ve sonucgta kapak yapisinin
yenilenmesi ile belirgin klinik iyilesme saglanir. Akut romatizmal MY’nin altinda yatan
asil neden zayif kapakg¢ik koaptasyonu ile sonuglanan annular dilatasyon ve kordal
uzamadir. Cerrahi annuloplasti ve/veya kordal kisaltma uygulamalari iyi sonugclar
vermektedir.194

Kronik romatizmal kapak hastaligi genellikle ilerleyicidir, cerrahi mudahale
gerektiren kronik hemodinamik yiike sebep olur. RKH cocuklarda cerrahi midahale
igin en uygun zamanin belirlenmesi genellikle zordur. Belirgin semptomlarin olmasi
makul ve kabul edilebilir endikasyondur ama asemptomatik cocuklarda cerrahi

mudahalenin  zamanlamasi kesin degildir. RKH’lh ¢ocuklarda mudahalenin



zamanlamasina rehberlik edecek kucuk bir veri ile valvuler kalp hastalikh

yetiskinlerde miidahale igin rehberlerden bir gok tahmin yapilabilir.194

Endokardit Profilaksisi

Endokarditler RKH’nin 6nemli bir komplikasyonudur. Amerikan Saghk Kurumu
Rehberleri 2007 de revize edilmigtir, kardiyak tutulumu olanlarin duzenli dis
kontrollerine gitmesi gereklidir. Protez kalp kapagi kullanan ya da kapak tamirinde
protez materyal kullanilan ve daha ©onceden endokardit olanlarda antibiyotik
profilaksisi 6nerilmektedir. Ancak, bu belirtiler olmayan hastalarda profilaksi
gerekmemektedir. Hastalar kronik penisilin profilaksisi aldiklari i¢cin amoksisilin
direngli organizmalarin gelismesi olasi oldugundan profilakside klindamisin,

klaritromisin ya da azitromisin 6nerilmektedir.1%4

MikroRNA’lar

Insanlarda sayilari bini gecen, protein kodlamayan miRNA lar yaklagik 20-23
nikleotid uzunlugunda, tek iplikgikli RNA molekiludur.DNA’dan transkripsiyonu
yapilan; ancak protein cevirisi yapilmayan genler tarafindan kodlanan miRNA'lar
hedef genin mRNA lara dusik 6zgullukte baglanmasina, mRNA yikimina ve
translasyonel inhibisyona neden olabilecegi igcin gen ifade edilmesinin kontroliinde

onemli rollere sahiptir.123.124

Genomun kodlanan genlerinin  major dizenleyicilerinden biri  olarak
tanimlanan miRNA’lar molekuler tipta yeni tanisal, izlemsel ve hedefe yonelik tedavi
edici biyobelirteclerin belirlenmesinde umut verici unsurlar olarak karsimiza
cikmaktadir.’?®> MiRNA’lar hedef genleri baskilar ve gelisim, farklilagsma, gogalma,
hiicre 6limii, apoptozis gibi siireclerde rol oynar. Okaryotik hiicrelerin normal birgcok
islevlerinde yer aldiklar igcin miRNA’lardaki kusurlar basta kanser olmak Uzere gesitli

hastaliklara neden olabilmektedir (Sekil 3)123.124.126,127
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Sekil 3: miRNA'nin rol aldigi hicresel islevler'?3

MiRNA’larin Yapisi ve Kesfi

MiRNA’lar genom Uuzerinde protein kodlayan intron ve ekzon bdlgeleri ve
protein kodlamayan bdolgelerdeki RNA genlerinden transkripsiyonu saglanan; ancak
proteine translasyonu gerceklesmeyen fonksiyonel RNA molekulleridir.t3? 18-24
nikleotid uzunlugunda tek iplikgikli RNA molekil cesididir ve gen ekspresyonunun
dizenlenmesinde rol oynar. Pri-miRNA isimli primer transkriptler iglenerek dnce pre-
mMiRNA isimli kisa sap-ilmik yapilara, daha sonra da fonksiyonel miRNA’ya
dénusirler. insan genomunda miRNA’lari kodlayan yiiksek seviyede korunmus
ylzlerce gen bolgesi kesfedilmistir.

ilk miRNA, Lee ve arkadaslari tarafindan 1993 yilinda kesfedilmistir. MiRNA
terimi 2001 yilinda kullaniimaya baslanmistir.133 Lee ve arkadaslari C.elegans’in gen
igerigini incelemis ve larva gelisiminin zamanlamasini kontrol eden linage-4 genini
tanimlamiglardir. Linage-4 geninin; higbir protein kodlamamasina kargin, 22 nukleotid
uzunlugunda bir cift kiigtik RNA'yi transkribe ettigini rapor etmisler.*34135 Reinhart ve
arkadaslar 2000 yilinda C. elegans’ta lethal-7 olarak adlandirilan ve canlinin gelisim
basamaklarinin dizenlenmesinde rol oynayan farkh bir miRNA kesfetmiglerdir.

Lethal-7 insan turinde de korunmustur ve onemli bir biyolojik fonksiyona sahip



oldugu duasiniimastir.*3® Sonraki yillarda ¢ok hicreli organizmalarda lethal-4 ve
lethal-7’ye benzer birgok kiguk RNA molekuli kesfedilmis ve miRNA’lar olarak

isimlendirilmigtir.37

MiRNA’larin Olugsumu

1. Adim: MiRNA genlerinden primer miRNA (pri-miRNA)’larin transkripsiyonu

2.Adim: Pri-miRNA’larin nukleus iginde prekirsér miRNA (pre-miRNA)’lara
donusimu

3. Adim: Sitoplazma iginde olgun miRNA olusumu.138

MiRNA'lar, pri-miRNA olarak RNA polimeraz enzimi aracihigiyla DNA’dan
sentezlenir. Pri-miRNA "cap" ve "poli A" kuyruguna sahip sap-ilmik yapisindadir.
Cekirdekte RNAaz Il enzim ailesinin bir endonukleazi olan Drosha (nukleaz) ve
kofaktorii Pasha (DGCRS, cift iplikli RNA baglayici protein) aracihgiyla pre-miRNA’ya
donustarilir. Drosha ve Pasha’nin olusturdugu komplekse mikroiglemci kompleks

adi verilir.13°

Pre-miRNA molekull, exportin 5 (niklear tasima reseptori) ve RAN-GTP
(niiklear protein)ye bagimli sekilde sitoplazmaya tasinir.}4? Sitoplazmada pre-
miRNA’lar RNAaz Ill enzim ailesinden dicer adli endonukleaz ile kesilerek cift zincirli,
18-24 nuikleotid uzunlugunda miRNA dubleksine cevrilir.14! Dicer ayni zamanda RNA
ile tetiklenmis susturma kompleksi (RNA induced silencing complex; RISC)
olusumunu baslatir.24? Dicer, pre-miRNA’nin sap-ilmigini kestikten sonra miRNA
dubleksinden sadece biri RISC kompleksine dahil olur. RISC kompleksinin icinde yer
alan bir RNAaz olan Argonaute’un etkisiyle bu iki iplikten 5’ ucu daha kararh olani
secilip komplekse dahil edilir. Bu iplik, kilavuz iplik (guide iplik) olarak adlandirilir.
Diger iplik anti-kilavuz veya yolcu iplik olarak RISC kompleksi tarafindan sindirilir.
MiRNA'lar aktif RISC kompleksine entegre olduktan sonra argonaute proteinleri
yardimiyla mRNA’nin yikimina veya protein translasyonunun baskilanmasina neden
olurlar (Sekil 4).143
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MiRNA’larin Fonksiyonu

Olgun MiRNA’lar hedef genlerin ekspresyonunu azaltarak, protein sentezinin
dizenlenmesine katilirlar. MiRNA'lar kendi nukleotid dizilerini tamamlayici hedef
genleri tanima o6zelligindedir. MiRNA, RISC ile kompleks olusturur, baz ciftlesme
Ozelligi ile mRNA’ya baglanir, sonrasinda protein translasyonunun inhibisyonuna

ve/veya mRNA yikimina neden olur. (Sekil 5)*2
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Sekil 5: MiRNA olusumu ve fonksiyonu?3?

MIiRNA, hedef mRNA’nin 3’ ucundaki translasyona ugramayan bolgeye
(Untranslate Region-UTR) veya hedef mRNA‘nin ORF (Open Reading Frame)
bdlgesine baglanir. Baglanma pozisyonu miRNA kompleksinin mRNA’ya nasil
tamamlayici olduguna baglidir. 3'UTR bodlgesine baglandiginda; kusurlu, eksik
tamamlayicilikla ve translasyonun baskilanmasiyla sonuglanir. ORF bdlgesine
baglanma ise kusursuz, eksiksiz tamamlayiciligi gosterir ve Argonaute2 (Ago2)

tarafindan mRNA'nin yikimi ile sonuglanir.?> miRNA’lar birden fazla mRNA



ekspresyonunu dizenleyebilir ve mRNA’larin her biri birden fazla miRNA tarafindan
hedeflenebilir (Sekil 6)144
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Sekil 6: miRNA biyogenezi42

MiRNA’larin ¢gogu doku, hucre vel/veya hastaliga spesifik tarzda eksprese
oldugundan onlarin ekspresyon paternleri altta yatan patofizyolojik olaylari
yansitmaktadir. MiRNA'lar kalpte bulunan miyokard hucrelerinde hasar olusumu
sonras! dolasima salinir ve serum veya plazmada stabil formda saptanir. Dolasan
miRNA’larin tekrarlayan dondurma ve ¢o6zdurme olaylarina olan dayanikliidi onlari
cesitli insan hastaliklari igin gliclii potansiyel biyomarker adayi yapmaktadir.14°146
ideal bir biyomarker ilgilenilen hastalik ve klinik sonug igin yiiksek duyarlihik ve

Ozgullukle birlikte kanda veya vucut sivilarinda surekli odlgulebilir olmalidir.



MiRNA’larin akut miyokard infarktisl, kalp yetersizligi, koroner arter hastaligi,
diabetes mellitus, inme, esansiyel hipertansiyon ve akut pulmoner emboliyi iceren
kardiyovaskuler hastaliklar igin ideal biyomarker oldugu son yillarda yapilan
calismalarda gosterilmigtir.147.148

Kardiyovaskuler hastalik, gelismis Ulkelerde 6nde gelen morbidite ve mortalite
nedenidir. Kalpte ortaya ¢ikan patolojik sureg, kardiyak fonksiyonlar agisindan énemli
gen profillerinin  degisen ekspresyonlari ile iligkilendirilmigtir. Kardiyak gen
ekspresyonu ile ilgili mevcut bilgilerimizin ¢ogu, bu ekspresyonun transkripsiyon
faktorlerinin  gen ekspresyonunu aktive eden dlzenleyici enhancer/promoter
sekanslari ile baglanti kurdugu transkripsiyonel dizenleme seviyesinde kontrol
edildigine isaret etmektedir.*® Kardiyak gen ekspresyonunun dizenlenmesi,
bagimsiz bir genin kalpte ¢ok spesifik ekspresyon paternlerine yol agan birden fazla
enhancer ile kontrol edildigi karmasik bir slrectir. MiRNAlar, posttranskripsiyonel
seviyede bagka bir katman daha ilave ederek kardiyak gen ekspresyonunun nasil
dizenlendigine iliskin anlayisimizi degistirmistir. Kardiyovaskuler sistemdeki patolojik
sureclerde miRNA hakkinda yakin zamanda bir takim c¢ikarimlar yapilmistir ve
kardiyovaskuler hastalikda miRNA’larin roll ile iliskili arastirmalar hizla gelisen bir

alan haline gelmigtir.14°

Kardiyak fibrozis ve miRNA

Kardiyak fibrozis; miyokard infarktist, dilate-hipertrofik kardiyomiyopati ve
kalp yetmezligi gibi ¢esitli patolojik durumlardaki kardiyak disfonksiyonun gelismesine
onemli dlcude katki yapar ve kalpte hucre disi matriks proteinlerinin uygunsuz birikimi
olarak tanimlanabilir. 180181

Fibroblasttan zengin olan miR-29 ailesinin ¢ok sayida kollajenler, fibrillinler ve
elastinler dahil olmak Uzere fibrozis olusumunda rol oynayan bircok hucre disi
matriks iligkili proteini kodlayan mRNAlari hedef aldi§i gosteriimistir.’* MiR-29,
miyokard infarktliisi geciren fare modellerinde enfarkt bolgesini ¢evreleyen sinir
bolgesinde c¢ok ciddi dlgude baskilanmaktadir. miR-29’un downregulasyonunun bu
RNA larin baskilanmasina kargi olustugu ve fibrotik yanitlan artirdigi tahmin



edilmektedir. Bu ytzden, miR-29’un upregulasyonunun miyokard infarktiist icin bir
tedavi segcenegi olabilecegi yonunde spekulasyonlar yapilabilir.

MiR-21, bir dizi kardiyak stres durumunda en guglu sekilde upregule olan
miRNAlar arasinda yer almaktadir.184186 Son zamanlarda, Thum ve ark. miR-21’in
yetmezlik bulunan kalpteki kardiyak fibroblastlarda upreguile edildigini ve
ekstraselller sinyal ile diuzenlenen kinaz/mitojen ile aktive edilen protein (ERK-MAP)
kinaz sinyal yolaginin negatif bir duzenleyicisi olan Sprouty homolog 1 (SPRY1)
ekspresyonunu baskiladigini gostermistir.18” Kardiyak hasara yanit olarak miR-21’in
upregilasyonunun ERK-MAP kinaz sinyalini artirdigi ve bodylece fibroblast
proliferasyonuna ve fibrozise yol acgtigi gosterilmistir. Fosfataz ve tensin
homologunun (PTEN) da kardiyak fibroblastlardaki miR-21’in dogrudan hedefi oldugu
gosterilmistir.18 Daha o6nceki raporlar PTEN’i matriks metalloproteinaz-2 (MMP-2)
ekspresyonunun bir baskilayicisi olarak karakterize etmektedir.18%1%0 Kalpteki I/R,
enfarkte alandaki kardiyak fibroblastlarda miR-21’i induklemektedir. Bu yuzden, I/R ile
induklenen miR-21 PTEN fonksiyonunu sinirlandirmakta ve kardiyak fibroblastlarda
Akt yolaginin aktivasyonuna ve MMP-2 ekspresyonunun artmasina neden
olmaktadir.

Fibroziste anahtar rol oynayan bir molekul olan bag doku buyime faktorinin
(CTGF), her ikisi de cgesitli patolojik hipertrofi ve kalp yetmezligi modellerinde tutarli
bir sekilde downregule olan iki miRNA tarafindan diizenlendigi gosterilmistir; miR-133
ve mMiR-30.1°! Yazarlar miR-133 ve miR-30’un kardiyak hastalik sirasinda CTGF’nin
upregulasyonu ile ters korelasyon goOsterecek sekilde downregule oldugunu
yazmaktadir. Bu miRNA larin asin ekspresyonu veya inhibisyonuna olanak
saglayacak in vitro deneyler dogrudan CTGF mRNA’'nin 3’'UTR bdlgesi ile etkileserek
CTGF ekspresyonunu etkin bir sekilde baskilamaktadir. Bu veriler miRNA larin
kardiyak fibroziste 6dnemli dizenleyiciler olduguna ve yapisal kalp hastaliklari ile

iligkili olduguna isaret etmektedir.



Anjiogenez-Vaskiler Hastaliklar ve miRNA

Yakin zamanda, endotelyal hiicre fonksiyonlari ve anjiyogenezisi regule eden
birkag spesifik miRNA tanimlanmistir. Pro-anjiyogenik miRNA’lar let7f ve miR-27b1%,
miR-17-92 kimesi,'*® miR-126%41%  miR-130a'%, miR-210 ve miR-378%7:198
icermektedir. MiR-15/16, 199200 miR-20a/b1%°, miR-92a°! ve miR-221/2222%02.293 jceren
miRNA’lar anti-anjiogenik etkiler gbstermektedir.

Aktive endotelyal hucrelerden salinan adezyon molekulleri inflamasyon
bdlgesinde I6kosit trafigini reglile etmede énemli bir role sahiptir. Dinlenme halindeki
endotelyal hiicreler normalde adezyon molekili eksprese etmezler; ancak, sitokinler
endotelyal hicreleri aktive ederek vaskuler hicre adezyon moldekilu 1 (VCAM-1)
gibi molekuller sentezine ve endotelyal hucrelere I6kosit yapismasina aracilik ederler.
Harris ve ark. endotelyal hiicrelerin predominant olarak miR-126 eksprese ettigini ve
bunlarin da VCAM-1 ekspresyonunu inhibe ettigini gostermistir.?® Endotelyal
hiicrelerin miR-126 azaltan bir oligonukleotid ile transfeksiyonu TNF- a’nin stimule
ettigi VCAM-1 ekspresyonunu arttirdigi ve endotele I6kosit yapismasini sagladigi
soylenebilir.

Yakin zamanda, Ji ve ark. balon hasarindan sonra miRNA’larin dizensiz bir
bicimde vaskiller duvarda eksprese edildigini belirlemislerdir.?%” Antisens iligkili
deplesyonla duzensiz eksprese edilen miR-21’in modulasyonu yeni intimal lezyon
formasyonunda anlamli negatif etki yaratmistir. Ayrica miR-21 iligkili selltler etkilerde
Bcl-2 ve PTEN’in de bulundugunu gdésterdiler. Ayni grup sigan karotid arterlerinde
anjiyoplastiden sonra miR-222 ve miR-221 ekspresyon seviyelerinin yukseldigini
belirlemistir.?2°® Bunlardan baska, miR-221 ve miR-222 iligkili vaskiiler diiz kas
blyumesinde (VSMC) p27 (Kipl) ve p57 (Kip2) hedef genler oldugu bulunmustur.
MiR-221 ve miR-222 ile ilgili son bulgu da hem in vitro hem de in vivo olarak VSMC
proliferasyonunun azalmasi olarak gorulmustir. Baska bir ¢calisma ise anjiyotensin |
tip 1 reseptdor (AT1R) ve miR-155'in endotelyal hicrelerde ve VSMC’lerde
koeksprese edildigini ve bu miR-155’in AT1R’Iin ekspresyonunu translasyonel olarak
azalattigini gostermistir.?®® AT1R gen yiksek derecede polimorfik bulunmustur.
Ozellikle tek niikleotid polimorfizmi (SNP), genin pozisyon 1166’da 3’-UTR kisminda
A/C transversiyonunun oldugu gosterilmigtir. +1166 allelinin yUkselmis frekansi
esansiyel hipertansiyon, kardiyak hipertrofi ve miyokard infarktisi ile

iligskilendirilmistir.1%211 Bu durumun da muhtemelen AT1R artis aktivitesi ile iligkili



oldugu dustnilmistir. ilging olarak, +1166 C-allelinin mevcudiyeti AT1R’nin 3’-UTR
kismiyla baz-cgiftlesmeli tamamlanmayi sekteye ugratmaktadir ve sonug olarak insan
AT1R’sinin miR-155 ile translasyonel represyonunu azaltmaktadir.?2®® MiR-21, miR-
155, miR126, miR-221 ve miR-222 vaskuler hastallk ve damar remodelinginde

onemli moditlatorler olabilecegi dustnulmektedir.

Konjenital Kalp Hastaligi ve miRNA

Kardiyovaskuler gelisim sureclerindeki gen ekspresyonlarinda miRNA’larin ¢ok
onemli roller Ustlendikleri bilinmektedir. Coklu hiicre serilerinden ¢ boyutlu
organlarin gelisimine ve vaskuler sistemle baglantilarinin geligsimine kadar birgok
slregte miRNA’lar ¢ok 6nemlidir.?’> Kardiyogenez ve erken embriyolojik patern
gelisim surecglerinde miRNA’larin rolleri, her U¢ germ tabakasindan alinan doku
orneklerinde miRNA’larin gosterilmesi ile kanitlanmistir.?2®6 MiRNA’larin bu rolleri
ayrica, bazi miRNA Uretim defekti olan farelerde ilgili gen ekspresyonlarinin
degistiginin gosterilmesi ile de dogrulanmistir.2*’

Kalp gelisiminde hayati rol Ustlendigi bildirilen ilk miRNA; miR-1'dir.?18
Embriyonik kalpte miR-1’in asiri tretimi, kardiyomiyosit proliferasyonunu inhibe eder
ve ventrikiler miyokardin genislemesini onler, bdylece kardiyomiyositler yeterince
uretilemedigi, kas kitlesi yeterince gelisemedigi icin 6lume kadar giden sonuclar
ortaya ¢ikar.2*® Bununla baglantili olarak, miR-1 iceren embriyolar enjekte edildiginde
bir Afrika kurbagasi tiiri olan “Xenopus” kalbinin de durdugu saptanmistir.2® Yapilan
calismalarda miR-1-2’nin hedeflenmis delesyonu ile embriyolarin yarisinda (%50)
O0lim meydana gelmistir. Bu oOlumuan sebebi olarak ventrikiler septal defekt
suglanmigtir. Hayatina devam eden mutant farelerin bayuk bolumunin de ilerleyen
donemlerde gelisen iletim sistemi defektlerinden 6tirl oldikleri bildiriimistir.220

MiRNA iglenmesi ig¢in gerekli olan enzim Dicerdir. Bu Dicer enziminin
delesyonu ile ventrikiler miyokard dokusu yeterince gelisemez ve 12.5 embriyonik
gunde kardiyak yetmezlik geliserek 6lim meydana gelir.??* Noral krest hticrelerinin
faringeal ark ve poslara dogru géclinde meydana gelen degisimler, bircok gelisimsel
defektin meydana gelmesine sebep olmaktadir. Ayrica, kardiyovaskuler ve néronal-
kraniyofasiyal defektlerin yani Di-George sendromu, Noonan sendromu, LEOPARD

sendromu, kardiyo-fasiyo-kutantz sendrom ve Costello sendromu gibi sendromlarin



arasinda fenotipik Ustliste binme (overlap) gozlendigi de bildirilmistir.?22222 Noral
krest hucrelerinde Dicer'in hedeflenmis delesyonu sonucunda, birgok siddetli
kraniyofasiyal ve kardiyovaskuler defekt meydana gelmektedir. Bu defektler, insanin
konjenital noro-kraniyofasiyal-kardiyak defektlerinin 6zelliklerini tagimaktadir.??4

MiR-133a-1/miR-1-2 ve miR-133a-2/miR-1-1 genleri, embriyonik hayattaki 8.5
gunden erigkin ¢caga kadar ventrikiler miyokard ve interventrikiler septumdan
eksprese edilir.?822> MiR-133a-1 ya da miR-133a-2 eksikligi olan farelerde belirgin
kardiyak anomaliler gbzlenmez ancak ge¢c embriyonik ya da neonatal dénemde her
iki gende delesyon meydana gelen farelerde, ventrikiler septal defekt ve odacik
dilatasyonlarina bagh olarak o6lim meydana gelmektedir.??6 MiR-17~92 kiume
genlerinin hedefli delesyonu yapilan farelerde de benzer kardiyak anomalilerin
meydana geldigi gosterilmistir.??” Gestasyonel 12-14.haftalarda fetal insan kalp
orneklerinde MiR-196a bulunmustur.??® Bu miRNA, kardiyak septalanma, akim
yolunun olugsumu ve kalp kapakgiklarinin gelisimi gibi streglerde gerekli olan HOXBS-
Shh sinyallerinin diizenlenmesinde 6nemli roller tstlenmektedir.?2°

Yakin zamanda yapilan ¢aligmalarda, konjenital siyanotik kalp hastaliklarinin
bir tanesinde de miRNA'larin salindigi saptanmistir.??® Non-sendromik Fallot
tetralojisi olan bebeklerin sag ventrikiler miyokardinda miRNA’larin ekspresyonu ile
ilgili calismalar, bu hastalarda toplam 61 miRNA’nin ekspresyonunda 6nemli
degisimler gelistigini ortaya koymustur. Degisen miRNA’larin potansiyel hedefleri olan
gen aglar, kardiyak gelisim agisindan énemlidir.23° insan fetal tek-ventrikiil kardiyak
dokularindan yapilan miRNA profillemesinde, kontrol grubuna kiyasla toplam 48
miRNA ekspresyonunda degisim meydana geldigi; 38 miRNA azalirken 10 miRNA'da
ise artma meydana geldigi gosterilmistir.23X MiRNA’larin, sendromik konjenital kalp
hastaliklarinda, érneg@in en sik konjenital kalp defektine yol acan Down sendromiu
hastalarda da degistigi belirlenmistir.232 insanlarin  21.kromozomunda 5 ayri
miRNA’da degisim oldugu gosterilmigtir. Bunlar miR-99a, let-7c, miR-125b-2, miR-
155 ve miR-802'dir. Bu miRNA’lar 21.kromozom Uzerinde eksprese olduklarindan
dolayi, ekstra 21.kromozom tasiyan Down hastalarinda bu miRNA’larin fazla
salindi§i belirlenmistir.?3® DiGeorge sendromu, konjenital kalp hastaliginin sik
goruldigu bir bagka sendromdur. DiGeorge sendromuna neden olan gen defekti,
22 .kromozom uzerindeki 8.bdlgenin delesyonu (22g11.2) olup, bu bélgenin normal
hastalarda RNA-iligkili sessizlesme kompleksini kodladigi bilinmektedir. MIRNA

ekspresyonunun pertiibasyonu, farkli miRNA hedeflerini etkileyerek bu hastaliktaki



gen dozaj duyarliigina katki saglayabilir. Bu lokUsun yetersizligi, boyle bir olasiligi
daha da yukseltmektedir.?** Sonu¢ olarak Down ve Di George sendromu gibi iki
onemli sendromda gorulen konjenital kalp defektleri ve iligkili letal kardiyovaskuler
hastaliklarin, bazi spesifik miRNA’larde goértlen degisimle iligkili olabilecegi
dusunulmektedir. Bu miRNA’lar: miR-99a, let-7c, miR-125b-2, miR-155, miR-802 ve

RNA-iligkili sessizlesme kompleksidir.

Kardiyometabolik kimeler ve miRNA

Gunumuzde vyapilan c¢alismalardan elde edilen veriler, obezite ve tip 2
diyabete yatkinlik yaratan durumlarin basinda miRNA’larin da dahil oldugu genetik
komponentlerin ¢ok ©Onemli oldugunu ve tedavi stratejilerinin bunlara gore
gelistiriimesi gerektigini gostermektedir. miRNA’larin glikoz ve lipid metabolizmasinda
duzenleyici rolleri oldugu ve obeziteye yol agan surecglerden adiposit geligimi,
proliferasyonu, farklilagsmasi, insulin etkisi ve yag metabolizmasi gibi nerdeyse btin
slreglerde aktif sekilde rol oynadigi distinilmektedir.235237

Invitro hlcre galismalarinda; adiposit gelisiminin farkli asamalarinda farkl
miR’lerin anahtar roller Ustlendigi ve adipogenez’in evreye 6zgu dizenlenmesinde
cok dnemli gorevler Ustlendikleri gdsterilmistir. insanlarda multi-potent mezenkim kok
hlcrelerinde adipojenik farkhlasmanin erken evrelerinde, miR-21’in gegici olarak
arttig,2®® buna karsihk matir adipositlerde ise miR-20 duzeylerinin arttig
bildirilmistir.?>® MiR-20'nin fazla salinmasi, lipid damla formasyonunun olusumunu
hizlandirir ve 3T3-L1 hicrelerinde adiposit hipertrofisinin gelisimine katki saglar.?¢
Adiposit farkhlagsmasinda benzer etkiler, miR-27b’nin azalmasi ile de ortaya
cikmaktadir.?*© MiR-15, adiposit farklilasmasina katki saglayan bir diger faktor olup;
miR15-a inhibisyonu ise, pre-adiposit hiicre gapini azaltmaktadir.?4

MiR-103 ve onunla yakin iligkili olan miR-107, obez farelerin karacigerlerinde
artmigtir. Farelerin miR-103/107 antagomiR’leri ile tedavi sonucunda obezite
oranlarinin azaldigi saptanmistir.?4> MiR-103 de, insan pre-adiposit farklilagsmasi
sureglerinde artis gostermektedir ve artmis trigliserid duzeyi gibi adipogenik
uyaranlara yanitta miR-103 duzeyinin artabildigi bildirilmigtir. MiR-103/107’nin
hedeflerinden biri de caveolin-1'dir. Kaveolin-1 ekspresyonunun miR-103/107

tarafindan azaltilmasi sonucunda, insulin reseptorleri inhibe olur, AKT aktivitesi



azalir, glikoz alimi da azalir. Tum bunlarin sonucunda kaveolin-1’in azalmasi, insulin
duyarhligini azaltmaktadir. MiR-103/107 sisteminin diger hedef yolaklari ise, asetil-
koA ve lipid metabolizmasi enzimleridir.?4> Bu miR’ler, hiperlipidemi ve obezite
tedavisi agisindan iyi adaylardir ¢inkl direkt bu miR’lere yonelik karaciger-iligkili
antagomiR’ler kullanilabilmektedir. Butin bu yaklagsimlara benzer sekilde, bu tur
tedavilerin hedef disi sonuglari da goézlenebilir ve bu sonuglar gesitli yan etkilere
neden olabilir. Bu nedenle bu hastalarda gozlenebilecek yan etkilerin guvenilirligi
acgisindan, uygun preklinik modeller Gzerinde testlerin yapiimasi onerilmektedir.

MiR’ler, adipoz dokunun buyumesi ve farklilagsmasinin hem arttinimasinda
hem de inhibe ediimesinde rol oynayabilmektedir. Ornegin, pre-adipositlerde miR-
27a’nin asiri salinimi, adiposit farklilasmasini baskilar,?** bunun olasi sebebi PPARy
represyonudur. Bilindigi Uzere PPARYy, adipojenik genler icin bir transkripsiyon
faktoridur.227245 Obez farelerin matur adipositlerinde miR-27a ekspresyonu, zayif
farelere kiyasla azalmistir. Bu bulgu, adiposit hipertrofisi icin miR-27a’nin azalmasi
gerektigine isaret ediyor olabilir.?3® Adipogenez igin bir diger potansiyel inhibitor ise
miR-448’dir. miR-448, bir transkripsiyon faktéri olan Krueppel-benzeri faktor 5-i
represe eder?*® ve bu faktor de epidermal blylime faktoriine yanit elementini
baglayan bir ntikleer proteindir.?*’

Obeziteye ek olarak metabolik sendromun bir diger 6nemli komponenti
hiperglisemidir. Hipergliseminin de miRNA’lar tarafindan énemli élglide dizenlendigi
bilinmektedir.?® MiRNA’lar, insdlin salinim ve sekresyonunu ©nemli Olclide
duzenlerler, boylece hedef dokularin duyarlihd: etkilenmis olur.?*® Spesifik olarak
pankreatik adacik hucrelerine 6zgu olan miR-375, miR-124a ve let-7b ile birlikte,
beta-hicre fonksiyonlarini dizenleyerek, Ozellikle de insulin-iceren vezikillerin
eksositoz'u ile kanda glikoz dengesinin duzenlenmesinde ¢ok onemli roller Ustlenirler.
Pankreas adacik beta-hicrelerinde hem MiR-124a hem de let-7b asirn artan
oranlarda eksprese edilmektedir. MiR-30d, insilin transkripsiyonunu etkiler ve
mitojen-aktive protein-4 kinaz Uzerinden, proinflamatuar sitokinlerin verecegdi olasi
hasara karsi beta-hicre fonksiyonlarini korur.?°® Sonug olarak hiperinsilinemi, artmis
yag deposuna ve doku ile organlarda yag depolanmasinin artigsina sebep olur. MiR-
33a ve MiR-33b, metabolik sendrom riskinde goérevli U¢ ana metabolik yolagi
dizenlemektedir. Kendi konak genleri ile uyum igerisinde, sterol diizenleyici eleman
baglayici protein transkripsiyon faktorlerinin, miR-33a ve b, denge kolesterol
metabolizmasi, yag asidi oksidasyonu ve insulin sinyali ile etkileserek



calismaktadir.?>> Metabolik sendrom tedavisinde ve prevelansinin azaltiimasinda
temel amag; koroner kalp hastaliginin gelisimini onlemektir ve bu amagla ileride
yapilacak g¢alismalarda miR-33a ve miR-33b 06zel galismalari hakeden molekullerdir.

insilin direnci, hiperlipidemi ve hiperglisemi gibi metabolik bozukluklar; bazi
miRNA’larde meydana gelen disregulasyonlarla beraber seyretmektedir. Bu
durumlar; obezite, metabolik sendrom gibi tablolara yol agacak sekonder miRNA'lari
ve bu miRNA'larin hedeflerini de bozarak, kardiyovaskuler hastalik riskini daha da
arttirmaktadir. Birgok genin pozitif ve negatif dizenlenmesi surecinde bu miRNA’lar
rol oynamaktadir ve bu Ozellikleri ile metabolik sendromun global supresyonunda

¢ekici hedefler haline gelmektedirler.

Kalp Yetmezligi ve miRNA

MiRNA'larin kalp yetmezliginde hem patogenezde hem de progresyonda rol
oynadiklarina iligkin kanitlar, yakin zamanda vyapilan c¢aligmalarla da ortaya
konmustur®®? ve miyosit hipertrofisi, kardiyomiyosit apoptozisi, interstisyel fibrozis,
azalmis kapiller dansite ve immun sistem aktivasyonu gibi konularda miRNA’larin rolt
oldugu gosterilmistir. Her ne kadar bazi miRNA’lar spesifik fonksiyonlara sahip olsa
da (6rnegin miR-126 sadece endotel hicrelerinde iglev gorse de), diger miRNA’lar
yaygin sekilde salinir ve birgok hiicre tipinde gen ekspresyonunu diizenler.?5?

Kalp yetmezligi olan, olmayan ve fetal insan kalp dokularindaki miRNA
ekspresyonunu karsilastiran yeni ¢calismalarda; insanlardaki kalp yetmezliginde gen
ekspresyon defektlerinin bir 6zelliginin de fetal miRNA programinin reaktivasyonu
olabilecegi ifade edilmistir.??® Spesifik miRNA’larin ekspresyonu, kalp yetmezligi olan
hastalarin miyokard dokusunda degismis duzeydedir. Bu 6zgiin miRNA’lardan miR-1,
miR-29, miR-30, miR-133, ve miR-150’nin dizeyi kalp yetmezliginde azalirken, miR-
21, miR-23a, miR-125, miR-146, miR-195, miR-199, ve miR-214 duzeyleri ise
artmistir.253254 figingtir ki kalp yetmezligi slrecinde artan ve azalan miRNA’lar,
kardiyomiyosite-spesifik Dicer enziminin ¢ikarildigi farelerde de benzer sekilde artip
azalmigtir, bu durumda kardiyomiyositlerde normalde yuksek dizeyde ekspresyon
oldugunu dusundurmustur. Dicer-gikarilmig kalplerde kontraktil proteinlerin duzeyi
ciddi oranda azalmakta ve kontraktil yetersizlik meydana gelmektedir. Bu nedenle

miyokardiyal gelisim ve maturasyon sureclerinde miRNA’larin asikar ve énemli rolleri



mevcuttur. Bu miRNA’larin defektif olmasi halinde ise konjestif kalp yetmezligi
acisindan ciddi risk ortaya ¢ikmaktadir.?>> Etki mekanizmasi yoniinden, adaptif ve
mal-adaptif kardiyak remodeling surecglerinde rol oynayan genlerin birgogunun,
miRNA’ler tarafindan dizenlendigine dair bircok kanit mevcuttur.2> Ornegin;
yumusak doku buyume faktérinin hedefi oldugu bildirilen miR-17~92, ayni zamanda
kalpte de, kalp yetmezligi stirecinde remodeling gelisimi ile iligkilendiriimektedir.256.257
Yumusak doku buiyume faktoru, bir matrix-seltler protein olup bir¢ok biyolojik stirecte
(htcre adezyonu, gocu ve proliferasyonu gibi) rol oynamakta, ayrica inflamasyon ve
fibrozisin dizenlenmesinde de kritik roller Ustlenmektedir. Kalp yetmezliginin
patogenezinde, inflamasyon-iligkili baska miRNA’larin  de rol oynadidi
dugunulmektedir. Bunu kanitlayan bir diger bulgu da, farelerde kalp yetmezIigi
surecinde makrofaj-kaynakli miR-155 ekspresyonundaki artistir. Bu artis, kalp
yetmezliginin immuinpatogenezinde non-kardiyomiyosit-kokenli miR-155’in de rol
oynuyor olabilecegini distindirmektedir.?%® Duslk let-7i duzeyleri de kotu klinik
sonuglarla iliskilendirilmektedir.?>® Cok yakin zamanda elde edilen yeni verilere gore
miR-22, kalsiyum dengesinde bir integrator gibi davranmakta ve kalpteki stres
sureglerinde ise miyofibriler protein gibi gorev almaktadir. Bdylece miR-22’nin
anlasiimasi, kalp yetmezliginin altta yatan mekanizmalarina da isik tutacaktir.26°
MiRNA ekspresyonlarindaki degisimler, sag ventrikil remodeling sureglerinde ve gen
duzenleyici yolaklarda da gozlenmektedir. Bu degisimler ayni zamanda sag ventrikul
hipertrofisine ve sag ventrikiler yetmezligine de neden olmaktadir.?6* Bu ¢alismadaki
ilging gozlemlerden biri de sudur: sag ve sol ventrikildeki miRNA’larin dizenlenmesi
cesitli farkhliklar gostermektedir. Sag ventrikdl hipertrofisi/sag ventrikul yetmezligi
durumunda artan miRNA’lar: MiR-34a, miR-28, miR-148a, ve miR-93 iken; sol
ventikdler hipertrofil/sol ventrikil yetmezligi durumlarinda bu miRNA’lar ya degdismez,
ya da azalir. Bu nedenle, bahsi gecen miRNA’lardaki degisimlerin, sag ventrikdl
hipertrofisine ve dolayisiyla kalp yetmezligine zemin hazirlamada olagan supheli
oldugu disiniimektedir.26t

MiR-21, kalpteki bircok htcre tipinde gen ekspresyonunu duzenlemektedir.
Fibroblast hicrelerinde profibrotik olan MiR-21, kardiyomiyositlerde anti-apoptotik,
endotel hicrelerinde anti-anjiyojenik, immun hicrelerde ise anti-inflamatuar rol
ustlenmektedir. MiR-21’in bu etkileri ortaya c¢ikarmasinda, direkt hedefleri olan

PDCD4 (fosfataz ve tensin homolog, anti-inflamatuar), SMAD7, Spryl (sprouty



homolog 1), PTEN, RhoB (ras homolog gen ailesi lyesi-B) ve FasL (fasligand)
sorumlu tutulmaktadir.??

Kalp yetmezliginde miRNA'larin belirlenmesi; yeni tedavilerin gelistiriimesi ve
kalp yetmezligini gen tedavisi ile tedavi etmeye yonelik miR/antagomiR
kombinasyonlarinin  gelistirilebilmesi adina o6nemlidir. Yetmezligi olan kalpte
SERCAZ2a gen tedavisinin, sodyum-kalsiyum degisici-1 (NCX1)) Uzerinden kardiyak
fonksiyonlari duzelterek, Akt/FoxO3A gibi yolaklarin da katkisiyla, miR-1
ekspresyonunu dizeltebildigi gosterilmistir.?62 Bitiin bu bulgulari destekleyen birkag
calismada, miR-1’in kardiyak hipertrofi ve dekompanse kalp yetmezligine karsin
koruyucu roller Ustlendigi de gosterilmistir.263264 Erigkin kalp yetmezligi hastalarinda
gen tedavisi halen deneme asamasindadir ancak miRNA-aracili tedavilerin pediatrik
kalp yetersizligi hastalarinda yararli ve uygulanabilir olup olmadiginin incelenmesi

gerekmektedir.

Miyokardit ve Kardiyomiyopati’de miRNA

Miyokarditler cocuklarda kardiyak disfonksiyonun ciddi sebeplerinden biridir?5°
ve kronik dilate kardiyomiyopati ile sonuglanarak, etkilenen gocuklara %20’ye varan
oranlarda 6lime yol agmaktadir.?%®> Hastaliin patogenezi iyi anlasilabilmis degildir,
morbidite ve mortalite oranlari oldukc¢a yuksektir ve guiniumuzde prognoz uzerine iyi
etkili tedavi stratejileri oldukga azdir. Sadece son donemde yapilan ¢alismalarda,
viral miyokardit patogenezinde ve bu hastaliga yatkinlikta miRNA’larin rol oynuyor
olabilecegi ifade edilmistir. MiRNA’larin viral miyokardit patogenezinde, muhtemelen
iyon kanali protein ekspresyonu ve kardiyotropik viruslere verilen immun yanitlar
Uzerinden rol oynadigi dustunulmektedir.

MiR-1, miyokarditlerle major rol oynamaktadir. MiR-1 viral miyokarditlerde tipik
olarak yiikselmekte ve Cx43'G suprese etmektedir.2® Ventrikiler miyokardiyum
dokusunun gap-junction kanallarini olusturan esas protein olan Cx43, bitisik kardiyak
miyositler arasinda elektrik kavrama ve iletisimi saglar.?66 Cx43’e etki eden miR-1,
boylece viral miyokarditlerde iyon kanal proteinlerinin  ekspresyonunu
duzenleyebilmektedir. Anti-miR-1 (AmiR-1) ve AmiR-2 igin, Coxsackie viris B3
miyokarditinde antiviral aktivite saptanmistir.?’® Coxsackie virlis B3 enfeksiyonu ve

viral miyokarditlerin tedavisinde pRNA teknolojisinin uygulanmasi ile ileride bu



hastalarda RNAi-bazli ilag tasarimi gibi bir sistemin gelistirimesi mimkidn
olabilecektir. inflamatuar miR-155 de, akut miyokardit hastalarinda artmistir. Bu da,
kalpteki viral enfeksiyon yanitinda inflamatuar yanitlari duzenlemektedir, potansiyel

bir tedavi hedefi olarak da kabul gormektedir.

Hipertrofik veDilate Kardiyomiyopatide miRNA

Kardiyomiyosit integrasyonunda miRNA’larin anahtar roller Ustlendikleri ve
miRNA’lardaki bozukluklarin, dekompanse hipertrofik kardiyomiyopatiye, hatta dilate
kardiyomiyopatiye ilerlemesine yol acabildigi disinilimektedir.26” Hipertrofik biytime
ve miyosit hucrelerindeki genisleme sonucunda dilate kardiyomiyopati, ardindan da
kalp yetmezligi gelistigi; miR-195 asir salinimi?%® ve miR-133'U ¢ikariimig??® fare
modellerinde de ortaya konmustur. Kardiyak kontraktil proteinlerde bozulma ve derin
sarkomerik bozukluklarin da hizlica dilate kardiyomiyopatiye ilerleyise sebep oldugu,
Dicer enzimi ¢ikarilmis fare modelleri Gzerinde kanitlanmigtir.??1

MiRs-142-3p ve -5p, kdltirlenmis kardiyak miyositlerde, serum-kaynakli
blylume faktoérleri tarafindan represe edilir ve bu durum, in vivo ortamdaki kardiyak
hipertrofiye benzer etkiler ortaya cikarmaktadir. MiR-142’'nin azalmasi, adaptif
hipertrofi igin kritik Gneme sahiptir ve bu sayede, hemodinamik strese kargi gelisen
kardiyak buylme yanitinda, sitokin-iligkili survive sinyallerini yine miR-142
duzenlemektedir. Ayrica miR-142’nin sitokin sinyallerini dizenlemede genel inhibitor
oldugu ve miyokard fonksiyonunu inhibe ettigi; olasilikla bunu gp130°’u hedef alarak,
alfa-aktinin ekspresyonunu azaltmak suretiyle yaptigi bildirilmistir.2’* MiR-142 ayrica,
nikleer faktor kappa-B yolaginin bircok komponentini de represe eder, bdylece
miyokard dokusundaki imm{n yanitlar igin kritik bir diizenleyici gorevi Ustlenir.?"t

Dilate kardiyomiyopati hastalarinda let-7i, miR-126 ve miR-155 dizeylerinin,
kontrol grubuna gore endomiyokard dokusunda azaldigi gosterilmistir.25° Azalmis let-
7i duzeyleri, spesifik olarak dilate kardiyomiyopati hastalarinda koétu prognoz ile
iligkilidir. Benzer sekilde miR-208’in de dilate kardiyomiyopatili hastalarda prognoz
acgisindan iyi bir gosterge olabilecegdi distnilmektedir.?’? Hipertrofik kardiyomiyopati
hastalarinda ise, miRNA’larin farkli bir panelinin gorev aldigi disiniimektedir.?”3
Friedreich ataksisi ile birlikte kardiyak hipertrofisi olan hastalarda?’* anjiyotensin 2
reseptor bolgesinde, miR-155 baglayan bolgelerde polimorfizm meydana geldigi; tip 1



gen promoter bodlesinin hipertrofik fenotip gelisimine katki sagliyor olabilecegi
dusundlmustar.

Post-transkripsiyonel dizeyde miyokardit ve iligkili kardiyomiyopatilerde
miR’lerin rolleri, dizenlenme sekilleri ve hedefleri ile ilgili yapilacak acil ¢calismalara
intiyag vardir, bu sayede yeni tedavi stratejilerinin geligtiriimesi ve bu henuz tam

anlasilamamig hastalik durumlarinin Ustesinden gelinmesi muimkun olabilecektir.

Aritmi ve miRNA

Atriyal fibrilasyon (AF) cocuklarda nadirdir ancak miRNA’'nin AF’deki rollerini
calisan birgok ¢alisma mevcuttur. AF hastalarinda dizeyi en ¢ok azalan miRNA miR-
1’dir. Buna baglh olan Kir2.1 subunitlerinde artis meydana gelmektedir ve AF
elektriksel remodeling’inin terminal fazinda kisalma meydana gelerek AF’ye yatkinlik
olusmaktadir.?’> MiR-328 diizeyi ise AF hastalarinda artmaktadir ve en ¢ok L-tipi
kalsiyum kanal genlerini hedef aldiklarindan o6tlrl elektriksel remodeling gelisimine
katki saglamaktadirlar.?’®¢ MiR’ler ayrica mitral darligi olan AF’li ve AF olmayan
hastalarda da degismektedir. MiR-1202, bu hastalarda diizeyi en c¢ok azalan
miR’dir.2’” Mevcut bilgilere gére bu miRNA’'nin hedef aldigi gen ya da fonksiyonu
henuz bildirilmemistir. VentrikUler aritmi prevelansi ise, yapisal kardiyak hastalik ya
da kardiyak cerrahi gegirenler basta olmak Uzere, ¢ocuk ve adolesanlarda gittikge
artmaktadir. Bu hastalar kardiyak senkop ve ani kardiyak 6lum agisindan artmis risk
altindadir.2’® Kardiyak miRNA'lardan miR-1, miR-133 ve iyon kanal ekspresyonlarinin
degisimleri, hastalarin ventrikiiler tasikardiye yatkin hale gelmesine yol acar. ileri evre
non-iskemik kardiyomiyopati ve ventrikuler tasikardisi olan hastalarda, hem miR-1 ve
miR-133a hem de onlarin hedef mRNA’larl azalmaktadir.?”° Buna bagli olarak; miR-1
asirt saliniminin, direkt olarak KCNJ2 ve GJA1 represyonu ile aritmogenezisi
indUkledigi sonucuna varilmigtir. GJA1, konneksin 43’l0 kodlamaktadir. Konneksin 43,
ventrikillerde htcre ici iletimden sorumlu ana kardiyak gap-junction kanahdir.28
KCNJ2 ise potasyumu iceri alan kanali kodlamaktadir.

MiR-1, kardiyak eksitasyon-kontraksiyon duzenegini; L-tipi kalsiyum kanallari
ile ryanodin reseptorlerinin fosforilasyonunu selektif olarak arttirmaktadir. Ozellikle bu
kanallara karsi protein fosfataz PP2a’nin lokalizasyonunu bozarak etki eden miR-1;
PP2A dizenleyici alt birimi olan B56 Uzerinden, riyanodin reseptoérlerinin Ca-MKII-



bagimli hiperfosforilasyonuna sebep olur, riyanodin reseptdr aktivitesini arttirir ve
sonug olarak aritmojenik sarkoplazmik retikulum kalsiyum salinimini arttirir.28% Kas-
spesifik miR-1’in de, insan ve rat kalbinde iskemi sonrasinda kardiyak aritmi-iligkili
miRNA’lardan oldugu belirlenmigtir. Yukarida belirtildigi Gzere miR-1, hedef genler
olarak GJA1 ve KCNJ2'yi etkiler, bdylece yavas iletim ve sitoplazmik membran
depolarizasyonuna sebep olur.?** Normal ya da enfarktli kalplerde, miR-1’in asiri
salinimi aritmojenik etki yaparken; enfarkte kalplerde anti-sense inhibitér ile miR-1’in

elimine edilmesi aritmojenik etkilere sebep olmaktadir.?81.282

Romatizmal hastaliklar ve miRNA

Yakin zamanda miRNA’larin immudn hicre gelisiminde ve immudn yanitlarin
duzenlenmesinde de 6nemli roller oynadigi bildirilmistir.223215 MiRNA'larin degisen
ekspresyon profilleri; ilk olarak kanser gelisimi ile iligkilendirilmistir. Ancak daha
sonraki sUreclerde kardiyovaskiler hastaliklar, akciger hastaliklari, sizofreni,
Alzheimer hastaligi, néropsikiyatrik hastaliklar, viral enfeksiyonlar, primer biliyer siroz,
kronik inflamatuar ve otoimmun hastaliklar gibi bircok patolojik durumda miRNA’larin
roli olabilecegi ifade edilmigtir.?16:22

Yakin zamanda bazi g¢alismalarda; birgok farkli romatoid hastalik gelisiminde
miRNA’larin roli Gzerinde durulmustur?®422® ve gunimizde bu argiimanla alakali
bircok yeni ve heyecan verici bilgiler elde edilmistir. GUnUmuzde miRNA'larin
degismis salinimlarinin persistan inflamasyona ya da bozulmus self-antijen
toleransina yol agiyor olmasi sasirtici degildir, yani miRNA’lar hem otoimmun hem de
inflamatuar kronik hastaliklarla sikga iligkilendiriimektedir.215:285

Sistemik Lupus Eritematozus,Romatoid Artrit, Sjogren sendromu, sistemik
skleroz, psoriazis ve psoériatik artrit dahil olmak tzere bir¢cok kronik inflamatuar ya da
otoimmun hastalikta degismis miRNA dizenlenmesi bildiriimigtir. Osteoartrit, yasla en
sik iligkili hastalktir ve bu hastalarda da miRNA ekspresyonlarinin degistigi
gosterilmigtir. Romatoid hastaliklardaki  kritik rolleri g6zoénine alindiinda,
miRNA’larin hastalik aktivite ve siddetini ongormede kullanilabilecegdi, yeni tedavi
stratejilerinin  gelistiriimesine  yardimci  olabilecegi ve biyomarker olarak
kullanilabilecegi dusunulmektedir. Ancak bu konu halen arastirimayi bekleyen bir

bosluktur ve henlz ¢ok erken evrede oldugumuz bu tartismalar ile ilgili, miRNA’larin



spesifik rollerini ortaya koymada ve romatoid hastaliklarla iligskilerini gdstermede daha

buylk ve spesifik calismalara ihtiyag vardir.286

Akut Miyokard infarktiisii ve miRNA

Akut miyokard enfarktisiinin (Mi) bircok genin disregilasyonu ile giden
kompleks bir slire¢ oldugu iyi bilinmektedir.?¢” Bu yizden, miRNAlarin da miyokard
infarktusu ile iligkili olabilecegi hipotezi geligtirilmigtir.

Kardiyomiyosit 6lumu/apoptozi siskemik kalplerdeki kilit selltler olaydir. Ren
ve ark. miRNA ekspresyonunun iskemik kalplerdeki etkisine karar vermek Uzere in
vivo ve exvivo kardiyak iskemisi ve reperfizyonu (I/R) bulunan bir fare modeli
olusturmuslar ve miR-320 ekspresyonunun iskemik kalplerde tutarli olarak disregiile
oldugunu bulmusglardir.?8 Bilinen bir kalp koruyucu protein olarak heat-shock protein
20'yi (HSP20) miR-320’'nin hedefi olarak tanimlamiglardir. Endojen miR-320’nin
etkisiz hale getiriimesi, HSP20'yi hedef alarak iskemi/reperfizyon ile indiklenen
kardiyomiyosit oOlimine ve apoptosize kargi koruma saglamaktadir. MIRNA
ekspresyonu akut Mi'den 6 saat sonra fare kalbinde miR-21 ekspresyonunun
enfarkte olan alanlarda 6nemli élgide downregile oldugunu ancak sinir alanlarda
upregiile oldugunu ortaya g¢ikarmistir.?8® MiR-21’in adenoviral transferin vivo olarak
hedef geni olan programli hicre 6lumu 4 (PDCD4) ve aktivator protein 1 (AP1) yolagi
araciligiyla sinirda ve enfarkt alanlarinda hlicre apoptozunu azaltmistir.

invitro deneyler miR-1 ve miR-133’Gn H9c2 fare ventrikiil hiicrelerinde
oksidatif stresten kaynaklanan apoptosiz Uzerinde zit etkiler Urettigini gostermistir.
MiR-1 pro-apoptotikken miR-133 anti-apoptotiktir. HSP60'In miR-1 tarafindan ve
HSP70’'in miR-133 tarafindan post-transkripsiyonel olarak baskilanmasi zit etkilerine
onemli Olcide katkida bulunmaktadir. MiR-1 her zaman, insiulin benzeri biylime
faktori (IGF)-1’in translasyonunu inhibe etme suretiyle hicre 6lumu yolagiyla
iligkilidir.290.291

Erken iskemik veya hipoksik 6n kosullama kisa hipoksi/iskemi déngulerine
kargi ani bir hicresel yanittir ve de- novo protein senteziyle iligkili olmasina ragmen
mRNA senteziyle iligkili degildir.?°2 Rane-S ve ark. tarafindan yuritilen giincel bir
¢alisma miR-199a’nin essiz bir fonksiyonu olarak, oksijen gerilimdeki azalmaya yanit
olarak muhtemelen selektif mMIRNA stabilitesi ve stem-loop sureciyle gen

ekspresyonundaki ani bir dugusu tetikleyen molekller bir anahtar gibi iglev



gordiglini ortaya gikarmistir.2°2 MiR-199a’nin dogrudan hipoksi ile indiiklenen faktor
(HIF)-1a ve Sirtuin?’in translasyonunu hedef aldigi ve inhibe ettigi gosterilmigtir. Hif-
1a hipoksi ile indiiklenen gen transkripsiyonunu diizenler ve oksijen seviyelerindeki
dususun ardindan ileri duzeyde eksprese edilmesini saglayan oksijene duyarli bir
mekanizma tarafindan kontrol edilmektedir. Bu sonuglar miR-199’un hipoksi ile
induklenen yolaktaki ana duzenleyici olduguna ve hipoksik hasara kargi on
kosullanan hucreler icin kullanilabilecedine isaret etmektedir. Bu bulgu hipoksi 6n
kosullamasi ve dayanikliligi dizenleyen iki anahtar molekil arasinda fonksiyonel bir
baglanti bulundugunu goésterdiginden, miR199a’nin dizenleyici fonksiyonunu tam
olarak incelemek ilgi ¢ekici olabilir.

Guncel galismalar bazi miRNAlarin dolagimdaki kanda bulundugunu ve bazi
ekzomalarda ve mikropartikillerde bulundugunu gostermektedir.2%2%6 Dolagimdaki
miRNAlarin diizeyleri bazi hastaliklarla birlikte rapor edilmistir.2%6:2%7 Kardiyovaskuiler
hastaliklarda, dolagsimdaki miRNAlar miyokard hasari olan fare modellerinde
gosterilmistir.2®® Son zamanlarda, miyokard enfarktlisii olan hastalarin dolasiminda
miRNA bulundugu bildirilmistir.°* Bu sonuglardan yola c¢ikarak sistemik dolagimdaki
miRNAlarin doku hasarini yansitabilecegi hipotezi kurulmustur ve bu nedenle

miyokard enfarkttistinde bir biyomarker olarak kullanilabilir.29%:300

Koroner Arter Hastaligi ve miRNA

Koroner arter hastaligi (KAH) ile miRNA’larin iligkisi Fichtlscherer ve ark.
tarafindan incelenmis olup endotel hiicrelerinden zengin miRNA’lar (miR-126, miR-17
ve miR-92a), inflamasyonla iligkili miR-155 ve diuz kas iligkili miR-145’in saghkh
gonullulerle karsilastirildiginda KAH'da 0Onemli derecede plazma seviyelerinin
azaldi§i gosterilmistir.3%2 Bu sonuglar KAH'I 6ngérmede miRNA’larin potansiyel
biyomarker olabilecegini ortaya ¢ikarmistir. Ayrica, KAH olan hastalarin periferik kan
monontkleer hicrelerinde 157 farkli miRNA’lar1 inceleyen ticari platformlar
kullanilmig olup miR-135a plazma konsantrasyonunun 5 kat arttigi;; miR-147
konsantrasyonunun ise 4 kat azaldigi gosterilmistir. Bu sonuglarla miR-135a/miR-147
oraninin KAH icin potansiyel biyomarker olabilecegi distnilmuistiir.3? Diger bir
onemli calismada ise unstabil angina pektorisli hastalar yiuksek plazma miR-134,

miR-198 ve miR-370 duzeyleri ile stabil angina pektorisli hastalardan ayirt edilebilmis



ve bu veriler 1siginda miRNA’lar akut koroner sendrom riski tasiyan yuksek riskli

hastalarin saptanmasina olanak vermistir.158

Esansiyel Hipertansiyon ve miRNA

Mikroarray tabanli miRNA ekspresyon profili kullanarak Li ve ark.’nin 13
esansiyel hipertansiyon hastasi ile 5 saglikh gonullu arasinda yaptigi ¢alismada 46
disregule miRNA saptanmis olup bunlarin 35’i downregule, 11’i ise upregule olarak

eksprese olmustur.1%®



GEREC ve YONTEM

Arastirmaya Mersin Universitesi Tip Fakultesi, Cocuk Kardiyoloji Poliklinigi'nde
romatizmal kalp hastaligi tanisi ile izlenen, 6-15 yas arasi 36 hasta dahil edildi.
Hastalar, modifiye Jones kriterlerine (Tablo 2) goére tani almis ve kardit bulgulari
ekokardiyografi ile dogrulanan ¢ocuklardan olusmaktadir. Kontrol grubu ise, yine ayni
poliklinik tarafindan masum ufarim tanisi ile izlenen ve ekokardiyografisi normal olan

8-15 yas arasi 35 saglikli gocuktan olugsmaktadir.

Arastirmaya dahil edilme kriterleri;
1-Romatizmal kalp hastalidi tanisi almis olmak,

2-18 yas altinda olmak,

3-Mersin Universitesi Saglik Arastirma ve Uygulama Merkezi Cocuk Kardiyoloji

polikliniginde izleniyor olmakii.

Arastirmadan diglanma kriterleri;

1- Onam formu imzalamamak,

2- 18 yasindan blytk olmak,

3- Dogumsal kalp hastahidi olmak,

4- Sistemik bagka hastaligi bulunmak (FMF,JRA vs...),

5- Ailesinde romatizmal eklem veya kalp hastaligi olmasidir.

Hasta ve kontrol grubunun, demografik ozellikleri, aile oykuleri, 6zge¢misleri

ve ekokardiyografi sonuglari kaydedildi.

Mersin Universitesi Etik Kurulu'ndan onay alindiktan sonra (2014/244)
calismaya alinan hasta ve kontrol grubundaki bireylerin kendilerine ve/veya ailelerine
hastalikla ilgili bilgi verilerek ailelerden yapilacak islemler i¢in onay alindi.

Kontrol ve hasta grubundaki hastalardan miRNA analizi igcin EDTA’ll taplere

tam kan ornekleri alindi.



islemlerde ortak kullanilan sarf malzemeler:
Pipet ucu 1-10 pyL (Katalog No: DFL10, Gilson)
Pipet ucu 2-30 pL (Katalog No: DF30, Gilson)
Pipet ucu 10-100 uL (Katalog No: DF100, Gilson)
Pipet ucu 20-200 uL (Katalog No: DF200, Gilson)
Pipet ucu 100-1000 pL (Katalog No: DF1000, Gilson)
0.2 mL Thermo-Strip (8’li strip tup, Thermo Scientific, UK)
2 mL’lik mikrosantrifiij tipt (DNaz, RNaz si1z)
96 Well PCR Plate (Katalog No: 1402-9400, USA Scientific)
PCR Plate Film (Katalog No: 2921-7800, USA Scientific)

islemlerde Ortak Kullanilan Cihazlar:

8 kanalli pipet 1-20 uL (Gilson)

8 kanalli pipet 20-200 pL (Gilson)

Pipet 2-20 pL (Gilson)

Pipet 10-100 pL (Gilson)

Pipet 20-200 pL (Gilson)

Pipet 100-1000 pL (Gilson)

Santrifiij (Nive NF 800, Niive Sanayi Malzemeleri imalat Ve Ticaret AS,
Ankara, Turkiye)

Santrifij (Sigma 1-15 Microfuge, Sigma Laborzentrifugen GmbH, Postfach
1713, Germany)

Santrifij (Sigma 1-14 Microfuge, SN: 141318, Sigma Laborzentrifugen GmbH,
Postfach 1713, Germany)

Derin dondurucu (-80° C , Lab -85° C, Elcold)

Derin dondurucu (-20° C, Ugur Sogutma Makinalari San. Ve Tic. A.S.)

Buzdolabi (+ 4° C, Electrolux)

Plate Karistiricisi (PKT Smart Mixer, Multi Shaker, JSH-03, SN: JMC-JSHO03-
1005, PhileKorea, Korea )

Plate santriftju (PKT Mini Multi-well plate centrifuge, JCW48, SN:. PKT-
JCW48-1057, PhileKorea, Korea )

Termal cycler (Gene-Pro Thermal Cycler, B384G, SN: BYQ606002E-060,

Korea)



A. MiRNA Analizi:

1. Plazma eldesi:

Galisma gruplarindan % 7,5 EDTA’ll tuplere alinan 5 ml'lik kan ornekleri
yavasca alt-ust edilerek karistirildi ve oda sicakliginda 2 saat i¢inde laboratuvara

ulagtinlarak plazmalari ayrildi.

1. Tupler 2000 gde 15 dakika santriftij edildi.

2. Santrifj igslemi sonunda tupler dikkatlice santrifujden ¢ikartildi.

3. Plazmanin en Ust kismindan 1000 ul olacak sekilde plazma toplandi.

4. Toplanan 1000 pl lik plazma 2000 g de 5 dakika santriflij edildi ve plazmanin
en Ust kismindan alttaki sipernatana dokunmadan pipet ile (DNase, RNase Free,
filtreli pipet uglar kullanilarak) 200 pl temiz bir mikrosantrifij tUpune konuldu.
Mikrosantrifdj tipleri hastaya ait barkod etiketi ile etiketlendi.

5. Bu sekilde ayrilan plazma 6rnekleri -80°C’de derin dondurucuda saklandi.

mMiRNA izolasyonu:

miRNA’lar plazmadan miRNA izolasyon kiti (Roche Diagnostics, GmbH,

Mannheim, Germany) ile izole edildi.

Protokol:

1- Plazma ornekleri en az 5 kez yavasca alt-ust edilerek karistirildi ve 150
MIlik kisim temiz bir mikrosantrifij tiptine (DNase, RNase Free) alindi.

2- Ornekler Gzerine 312 pl Binding Buffer ve 200 pl Binding Enhancer eklendi
ve karigtirildi.

3- Karistirilan ornekler filtreli tip + toplama kabina aktarildi. 13000 g'de 1
dakika sanriflij edildi ve toplama kaplari atild1.

4- Temiz toplama kaplarina alinan filtreli tiplere 500 ul Wash Buffer eklendi.
13000 g’de 30 sn. sanrifuj edildi ve toplama kaplari atildi.

5- Temiz toplama kaplarina alinan filtreli tiplere 300 yl Wash Buffer eklendi.
13000 g’de 6nce 30 saniye sonra 1 dakika sanriflj edildi ve toplama kaplari atildi.



6- Filtreli tipler temiz bir mikrosantrifij tiptine (DNase, RNase Free) alindi ve
50 pl Elution Buffer eklendi. Oda sicakhdinda 1 dakika inkibe edilen 6rnekler 13000
g’'de 1 dakika sanrifuj edildi.

7- Elde edilen total RNA -80°C’de derin dondurucuda saklandi

2. cDNA Hazirlanmasi:

Asagidaki karigim hazirlandi. Bu karigim 71 ornegin cDNA reaksiyonu igin

yeterlidir (ekstra hacimler hesaplamaya dahil edilmistir)

5x Reaction Buffer 230 ul
Enzyme mix 115 ul
TOPLAM 345 ul

Bu karigim bir 8 li strip tipun tum kuyularina 41 er pl olarak transfer edilir.
Buradan 8 kanalli pipet yardimi ile 3 er pl alinarak temiz bir 96 lik Plate’in tim
kuyularina pipetlenir.

RNA o6rnekleri de her kuyuya, yukarida transferi yapilan karisimlarin tzerine 7
ser ul olmak Uzere pipetlenir. Plate film ile kaplanir, plate karistiricida elle bastirilarak
10 saniye karistirilir. Plate santriflj de 1 dakika santriflj edilir ve Plate Thermal

Cycler’a konularak asagidaki program calistirilir.

47 C 60 dakika
95C 5 dakika
4C o0

Thermal programin sonunda plate’in oda sicakligina gelmesi beklenir (deney
bitiminde yuzeyi sicak olabilir). Plate santrifij de 1 dakika santrifij edilir.

Preamplifikasyon hemen gerceklestirimeyecekse -20° C de saklanir.



B. PreAmplifikasyon Hazirlanmasi:

Preamplifikasyon primer karisimi (Pool Primer Mix) her plate i¢in bir kez
asagidaki sekilde hazirlanir.

Primer plate’i plate santrifijinde 2 dakika santrifiij edilir. Uzerindeki film agcilir
ve her kuyuya 9 ul 1x TE Buffer ya da 1x DNA Suspension Buffer ya da DNase,
RNase Free su eklenir. Plate karigtiricida 3 dakika 2000 rpm de karnigtirilir. Plate
santrifijde 1 dakika santrifiij edilir. 4 C de 30 dakika bekletilir ve yukaridaki karigtirma
ve santrifuj islemleri tekrarlanir.

Bir rezervuarin igerisine bu primer kuyularindan 4.5 er yl primer konularak
hepsi birbirine karigtirilir. Bu karisim halindeki primerlerin tzerine 54 pl 1x TE Buffer
ya da 1x DNA Suspension Buffer ya da DNase, RNase Free su eklenir. lyice
kanstinlir ve 150 ser pl olacak sekilde 3 ayri SafeLock Eppendorf tupine konularak
uygun sekilde etiketlenir. Bu tlplerin her biri 1 adet 96 lik érnegin preamplifikasyonu
icin yeterlidir.

Plate igerisinde kalan primerler plate film ile kaplanarak asagdidaki Dynamic
Array hazirlanmasi kismina kadar 4 C de ya da -20° C de saklanir. cDNA plate’i bir
plate tasiyici Uzerine konulur (plate’in kaymamasi ve kipirdamamasi icin gereklidir).
Film acilir. Bir reservuara 5 mL kadar DNase, RNase-free su konulur. Plate’in her
kuyusuna 40 pl bu sudan eklenir. Yeni bir film ile plate kaplanir, plate karistiricida
2000 rpm de 3 dakika karistirilir. Plate santriflj de 1 dakika santrifuj edilir.

Preamplifikasyon deneyi igin asagidaki karisim hazirlanir. Bu karisim 96
ornedin PreAmplifikasyon reaksiyonu icin yeterlidir (ekstra hacimler hesaplamaya

dahil edilmistir)

TagMan PreAmp Master Mix 300 pl

(Life Technologies P/N 4361128)

Pool Primer Mix 150 pl
TOPLAM 450 pl

Bu karisim bir 8 Ii strip tUpln tim kuyularina 54 er pl olarak transfer edilir.
Buradan 8 kanalli pipet yardimi ile 3.75 er pl alinarak temiz bir 384 ik Plate’in tim %4

Uine pipetlenir.



Sulandiriimig olan cDNA 6rneklerinden her kuyuya 1.25 er pl olmak Uzere
pipetlenir. Plate, film ile kaplanir, plate karigtiricida 3000 rpm de 3 dakika karistirilir.
Plate santrifuj de 1 dakika santrifuj edilir ve Plate 384 luk Thermal Cycler da eger

asagidaki PreAmp Protokolu galistirilir.

PreAmp Protokoli

95C 10 dakika baslangi¢ dentlirasyon

C 15 saniye 15 dongu
C 4 dakika 15 doéngu
4C o0

Thermal programin sonunda plate’in oda sicakligina gelmesi beklenir (deney
bitiminde yuUzeyi sicak olabilir). Plate santrifij de 1 dakika santriftj edilir, film acilir.
Her kuyudan 2 ser pl alinarak yeni bir 384 |Uk plate in kuyularina transfer edilir. Her
kuyuya 8 er ul DNase, RNase free su eklenir. Yeni bir film ile plate kaplanir, plate
kanigtiricida 3000 rpm de 3 dakika karistiriir. Plate santrifij de 1 dakika santrifij
edilir.

C. Dynamic Array Hazirlanmasi:
Bu asama da 6 ayri adim vardir;

1. Dynamic Array’in PRIME edilmesi,

2. Assay Plate’inin hazirlanmasi,

3. Orneklerin hazirlanmasi,

4. Dynamic Array’e pipetlemelerin yapilmasi,

5. IFC Controller da Dynamic Array’in Load edilmesi,

6. Dynamic Array’in BioMark da c¢aligiimasi.



C.1. Dynamic Array’in PRIME edilmesi:

Bir adet Dynamic Array’e kontrol sivilar enjekte edilir ve Dynamic Array IFC
Controller da PRIME edilir. Bu iglem tam 20 dakika surecektir. PRIME iglemi devam
ederken asagidaki asamaya gegilir.

C.2. Assay Plate’inin Hazirlanmasi:

Pool Primer Mix hazirlandiktan sonra plate de kalan primerler oda sicakligina
getirilir. Asagidaki karisim hazirlanir. Bu karisim bir adet Assay Plate icin yeterlidir

(ekstra hacimler hesaplamaya dahil edilmigtir).

2X Assay Loading Reagent 1260 pl
DNase, RNase Free su 630 pl
TOPLAM 1890 pl

Bu karisim bir 8 Ii strip tipun tim kuyularina 230 ar ul olarak transfer edilir.
Assay plate in her bir kuyusuna bu karigimdan 13.5 er yl pipetlenir.

Assay Plate film ile kaplanir. Plate karigtiricida 2000 rpm de 3 dakika
kanistinlir. Plate santrifij de 1 dakika santrifdj edilir.

Hazirlanan bu karigim Dynamic Array lere pipetlemeye hazirdir ve 3 adet
Dynamic Array icin yeterlidir. Kullanilmayan primer plate inin hemen -20° C de

saklanmasi gerekir.

C.3. Orneklerin Hazirlanmasi:

Asagidaki karisim hazirlanir. Bu karigsim bir set (96 6rnek) igin yeterlidir (ekstra
hacimler hesaplamaya dahil edilmistir).



2x TagMan Gene Expression Master Mix 360 ul

20x DNA Binding Dye Sample Loading Reagent 36 pl

20x EvaGreen 36 i

RNase-free water 108 pl
TOPLAM 540 pl

Bu karisim bir 96 lik plate in ilk kolonunun 8 kuyusuna 65 er pyl olarak transfer
edilir. Bu karisimdan 4.5 er pl temiz bir 96 lk plagin tim kuyularina pipetlenir.
Sulandiriimig olan preamplifiye Urlnlerin Uzerindeki film acilir. Herbir preamplifiye
ornek den 1.5 er yl bu plate’ e transfer edilir. Plate yeni bir film ile kaplanir. Plate,
plate karistiricida 2000 rpm de 3 dakika karistirilir. Plate santrifij de 30 saniye

santrifij edilir.

C.4. Dynamic Array’e Pipetlemelerin Yapilmasi:

Assay pipetlemeleri igin Viaflo Voyager (12.5 ul) de su program yapllir.
Aspirate 4.75 ul, Dispense 4.50 ul. Tum kuyularda ki Assayler bu sekilde Dynamic
Array e transfer edilir.

Ornek pipetlemeleri igin Viaflo Voyager (12.5 ul) de Assay igin yapilan
program kullanilir.

TUm kuyularda ki Ornekler bu sekilde Dynamic Array e transfer edilir.

C.5. IFC Controller da Dynamic Array’in Load edilmesi:

Dynamic Array IFC Controller'a yerlegtirilir ve LOAD Secgenegi secilerek LOAD
islemi baslatilir. Bu islemi baslattiktan sonra BioMark Data Collection yazilimi
baslatilir ve “Double Click to Turn Lamp On” kismina ¢ift tiklanarak BioMark’in

lambasi caligtirilir. Lambanin isinmasi 20 dakika surecektir.



C.6. Dynamic Array’in BioMark da ¢aligiimasi:

Dynamic Array IFC Controller dan alinir. Dynamic Array altindaki mavi filmin
uzaklastirildigindan emin olunur. Chip yuzeyinin temiz olup olmadigi kontrol edilir.
Dynamic Array BioMark’a barcode kismi disari bakacak sekilde yerlestirilir.

BioMark Data Collection yazilimi yardimi ile Dynamic Array ¢ahistirilir. Verilerin
kaydedilecegi yer ve Dosya adi secildikten sonra diger sayfa da. “Gene Expression”
secilir. Passive Reference Dye olarak “ROX” segilir. “Probe Type” kisminda
“‘EvaGreen” segilir.

Sonraki ekranda Protokoller arasindan “Exigon miRNA Protokol” secilir ve

Program baglatilir.

Exonucleaz protokoli

1. Asagidaki karisim (71 ornek igin) hazirlanir (rakamlara 6li hacimler dabhil

edilmistir).
Exonucleaz | Reaction Buffer 24 pl
Exonucleaz | 48 ul
Nucleaz Free Water 168 pl

Toplam Hacim: 240 ul

2. Bir adet piko plate aliniz. Yukaridaki karisimi piko platein 1. Kolonundaki 16
kuyucug@a herbirine 15.0 pl olmak tzere pipetlenir.

3. 16 kanalh pipeti (12.5 ul maksimum hacimli pipet) 2.05 pl aspire edecek ve her
defasinda 2.0 ul olmak Gzere programlanir.

4. 5 pl preamp cDNA 0rneklerinizin Gzerine (preamplifikasyon urunlerini diliye
etmeden 6nce) hazirladiginiz karisimdan pipetlenir.

5. Plate’inizi yapigkan film ile iyice kaplayiniz. Plate Shaker da 3000 rpm de 3
dakika karistiriniz, kisaca plate santrifijinde santrifij edilir.

6. Asagidaki protokol 384 kuyuluk thermal cycler da galigtirilir.



PreAmp Thermal Program

37°C 30 dakika
80°C 15 dakika
00 4°C

Exonutikleaz sonunda PreAmp cDNA lari 18 pyl 0.1xTE ile sulandirilir. Eger
PreAmp cDNA lari ayni gun kullaniimayacaksa -20°C de, aksi takdirde +4°C

de saklanir.



Istatistiksel Analiz

Verilerin istatistiksel analizinde normal dagihm kontroli ShapiroWilk testi ile
yapildi. Test sonucuna gore p>0,05 olan degiskenlerin normal dagilim varsayimini
sagladigi kabul edildi. Tanimlayici istatistiklerden ortalama * standart sapma,
medyan, minimum-maksimum ve 25.-75.¢eyreklikler kullanildi. Normal dagihm
gOsteren degiskenlerin iki bagimsiz grup arasindaki ortalamalarinin karsilastiriimasi,
parametrik testlerden Student t testi, i¢ bagimsiz grup arasindaki ortalamalarinin
karsilastirimasi ise parametrik testlerden ANOVA ile test edildi. Normal dagilim
gostermeyen  degiskenlerin  iki bagimsiz grup arasindaki medyanlarinin
karsilastiriimasi, parametrik olmayan testlerden Mann Whitney U testi, U¢ bagimsiz
grup arasindaki medyanlarinin karsilastirimasi, parametrik olmayan testlerden
Kruskall Wallis ile test edildi. Kapak tutulum sayisinin homojenlik dagilim kontrolu icin
ki-kare testi kullanildi. Aralarinda iliski bulunan degdiskenler icin oran karsilastirmalari
iki oran Z testi ile yapildi. Tum karsilastirmalar igin istatistik Gnem seviyesi (p) 0.05
dizeyinde tutuldu.

Hasta ve kontrol gruplari igin ayri ayri miRNA’lara ait delta CT ortalamalari ve
2"-ACt degerleri verilmistir. 2-U ¢t formdiline, Delta Delta Ct sonucu yerlestirilerek
fold change deg@erleri hesaplandi.Biomark sistemden elde edilen thereshold cycle
(Ct) verilerinin istatistiksel analizinde, http://www.giagen.com / us / shop / genes - and
- pathways / data- analysis -center- overview — page / web sitesinden faydalanildi.
Analizde; plazma o&rnekleri igin belirlenmis bir house keeping (referans gen)
olmadigindan global mean normalization yontemine dayanarak analizler yapildi. Bu
yontemde, her ornek icin calisilan tim miRNA'lardan alinan Ct degerlerinin
ortalamasi alindi. Bu ortalama deger o 6rnedin house keepingi olarak kabul edildi.
Calisilan her miRNA i¢in, her bir kontrol 6rneginin Ct degeri, house keeping genden
cikarillarak Delta Ct (JCt) degeri hesaplandi. Ayni hesaplamalar hasta grubu
ornekleri iginde yapilmistir. Hasta ve kontrol gruplari igin hesaplanan Delta Ct
degerlerinin ortalamasi alindi ve ortalama hasta Delta Ct degerinden, ortalama
kontrol Delta Ct degeri ¢ikarilarak Delta Delta Ct ([J[JCt) degeri bulundu. 2" Ct
formuline, Delta Delta Ct sonucu yerlestirilerek fold change degerleri hesaplandi.
Fold change hesaplanmasinda student t test ydntemi kullanildi. istatistiksel olarak,

p<0.05 olan miRNA'lar anlamli olarak kabul edildi.



BULGULAR

Calismaya dahil edilen gruplara ait demografik 6zellikler Tablo 6’da verildi.

Hasta ve kontrol gruplari arasindaki yas ortalamasi farki istatistiksel olarak
anlamli bulunmadi. Hasta grubun yas ortalamasi 12.1+2.1 iken, kontrol grubunun yas
ortalamasi 11.1+£2.3 idi (Tablo 6).

Hasta ve kontrol gruplari arasindaki boy ortalamalari istatistiksel olarak
benzerdi. Hasta grubun boy ortalamasi 149+14 iken, kontrol grubunun boy
ortalamasi 14719 olarak saptandi(Tablo 6).

Hasta ve kontrol gruplari arasindaki vucut agirligi ortalamalari da benzerdi.
Hasta grubun vucut agirhgi ortalamasi 45.1+9.5 iken, kontrol grubunun vacut agirlig
ortalamasi 40.5+£10.5 olarak belirlendi. (Tablo 6).

Hasta ve kontrol grubu arasinda cinsiyet dagilimi agisindan anlamli fark
saptanmadi. Hasta grubunun %54.3'U kiz iken, kontrol grubunun %45.7’si kiz idi
(Tablo 6).

Hastalarin tani konulma yas ortalamasi ise 9.8+2.5 olarak saptandi (Tablo 6).

Tablo 6: Hasta ve kontrol grubunun demografik ozellikleri

HASTA KONTROL P
Ort+SS Min-Maks Ort+SS Min-Maks
YAS 12.1+2.1 6-15 11.1+2.3 8-15 0.060
K/E 19/17 16/19 0.552
BOY (CM) 149+14 115-170 147+9 125-167 0.433
VA (KG) 45.1+9.5 18-60 40.5+10.5 23-60 0.058
TANI YASI 9.8+2.5 5-14

SS: Standart sapma, VA: Vicut agirhgi, K/E: Kiz/Erkek

Hastalarin yaklasik 1/3 Unde (11 hasta) kardite diger major bulgular eslik
ediyordu. Hastalarin 4’Unde artrit, 4’Unde eritema marjinatum, 2’sinde sydenham

koresi ve 1 hastada da subkutan nodul vardi (Tablo 7).



Tablo 7: Hastalarda kardite eslik eden majér bulgular

ESLIK EDEN MAJOR BULGU N %
Artrit 4 36.4
Eritema nodosum 4 36.4
Sydenham koresi 2 18.2
Subkutan nodl 1 9.1

Hastalarin %91.7’si sekonder profilaksi aliyor iken, %8.3’Unun profilaksi
almadig1 6grenildi. Profilaksi alan grupta %86.1°i dizenli profilaksi alirken, %13.9’u
dluzenli profilaksi almiyordu. Higbir hastada ameliyat dykisu yoktu.

Hastalarin %55.6'sinda AY+MY, %38.9Qunda AY, %5.6’sinda ise MY
mevcuttu. Calismaya konjenital kalp hastaliklarindaki kapak tutulumunu dislamak
icin, oncelikli olarak iki kapak tutulumu olan ve AY olan hastalar alindidi i¢in normal

dagilimin diginda bir dagilim vardi (Tablo 8).

Tablo 8: Hastalarin kapak tutulumu

N %
AY+MY 20 55.6
AY 14 38.9
MY 2 5.6
Total 36 100

AY:Aort yetmezligi, MY:Mitral yetmezlik,N:Hasta sayisi

Hastalarin LA alani, LVEDD ve EDV degerleri kontrol grubuna gore anlamli
derecede yuksekti. Sol ventrikil sistolik fonksiyonlarini gésteren diger parametrelerde
gruplar arasinda fark saptanmadi (Tablo 9).



Tablo 9: Hasta ve kontrol grubunun EKO parametreleri

HASTA KONTROL P
Ort£SS Min-Maks Ort+£SS Min-Maks
LA/AO 1.08+0.11 0,92-1,32 2.19+2.8  0,88-10,8 0.133
LA Alani 129165 6,7-29 8.9+4.0 1,0-16,4 0.044
IVSD 0.80+0.15 0,6-1,1 0.73+0.13 0,5-1,0 0.156
LVEDD 3.84+0.28 3,4-4,2 3.63+0.25 3,3-4,2 0.038
LVPWD 0.80+0.10 0,6-1,0 0.90+0.20 0,6-1,3 0.435
IVSS 1.12+0.13 0,9-1,4 1.02+0.18 0,7-1,3 0.940
LVEDS 2.41+0.22 2-2,9 2.29+0.19 2,0-2,6 0.980
LVPWS 1.1340.17 0,9-1,6 1.1240.19 0,9-1,6 0.867
EDV 63.9+11.1 47-79 55.9+9.8  43-78 0.045
ESV 20.3+4.3 13-31 18.1+3.5  13-24 0.135
EF 67.8+5.2 60-76 67.4+5.3  61-77 0.854
KF 37.3+4.1 32-44 36.7+4.4  32-45 0.706

LA: Sol atriyum, AO: Aorta, IVSD: Septum diyastol sonu ¢ap, LVEDD: Sol ventrikil diyastol sonu ¢ap,
LVPWD: sol ventrikill arka duvar diyastol sonu c¢ap, IVSS: Septum sistol sonu c¢ap, LVEDS:Sol
ventrikdl sistol sonu ¢ap, LVPWS: Sol ventrikil arka duvar sistolik ¢cap, EDV: Diyastol sonu volim,
ESV: Sistol sonu voliim, EF:Ejeksiyon fraksiyonu, KF: Kisalma fraksiyonu

Hasta grubunun %16.7’sinde anne-baba arasinda akrabalik varken, kontrol
grubunda ise %17.1’inde akrabalik saptandi. Anne-baba akrabaligi agisindan hasta

ve kontrol grubu arasinda istatistiksel bir fark saptanmadi (p>0.05). (Tablo 10).

Tablo 10: Hasta ve kontrol grubunun akrabalik durumu

HASTA KONTROL P
N % N %
ANNE-BABA
AKRABALIGI
Evet 6 16.7 6 17.1
0,97
Hayir 30 83.3 29 82.9




Hasta grubunda annelerin %22.2'si okumamis, %36.1°i ilkokul mezunu,
%13.9'u ortaokul mezunu, %19.4‘U lise mezunu ve %8.3" U Universite mezunu idi.
Kontrol grubunda ise annelerin %14.3’4 okumamig, %45.7'si ilkokul mezunu, %8.6sI
ortaokul mezunu, %20’si lise mezunu ve %11.4G Universite mezunu idi. Annenin
egitim durumuna gore hasta ve kontrol grubu arasinda istatistiksel olarak anlamli bir
iliski saptanmadi (p>0,05) (Tablo 11).

Tablo 11: Hasta ve kontrol grubunun anne egitim durumu

HASTA KONTROL P
N % n %
ANNE EGIiTiM DURUMU
Okumamis 8 22.2 5 14.3
ilkokul 13 36.1 16 45.7
0.80

Ortaokul 5 13.9 3 8.6 q
Lise 7 19.4 7 20.0
Universite 3 8.3 4 11.4

Hasta grubunda babalarin %13.9'u okumamis, %44.4‘G ilkokul mezunu,
%11.1’i ortaokul mezunu, %19.4‘0 lise mezunu ve %11.1°i Universite mezunu idi.
Kontrol grubunda ise babalarin %51.4’G ilkokul mezunu, %14.3’G ortaokul mezunu,
%14.3'U lise mezunu ve %20'si Universite mezunu idi (Tablo 12). Babanin egitim
durumuna gore hasta ve kontrol grubu arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark

saptanmadi (p>0,05).



Tablo 12: Hasta ve kontrol grubunda babanin egitim durumu

HASTA KONTROL P
N % n %

BABA EGITiM DURUMU
Okumamis 5 13.9 0 0
ilkokul 16 44.40 18 51.40
Ortaokul 4 11.10 5 14.30 0.08
Lise 7 19.40 5 14.30 !
Universite 4 11.10 7 20.00

Hasta ve kontrol grubu gelir durumu agisindan kargilastirildiginda hasta
grubunun gelir dizeyinin daha dusuk oldugu belirlendi. Hasta grubunda geliri
giderinden az olan ailelerin orani %63.9 iken kontrol grubunda bu oran %25.7 olarak
saptandi ve iki grup arasinda istatistiksel olarak anlamli fark vardi. Hasta grubunda
benzer sekilde geliri giderine esit olan ailelerin orani %36.1 iken kontrol grubunda bu
oran %65.7 olarak belirlendi ve iki grup arasindaki fark istatistiksel olarak anlamli idi
(Tablo 13).

Tablo 13: Hasta ve kontrol grubunun aile gelir durumu

HASTA KONTROL P
N % n %
AILE GELIR DURUMU
Geliri giderinden az 23 63.90 9 25.70
Geliri giderine esit 13 36.10 23 65.70 0.001
Geliri giderinden fazla 0 0 3 8.60

Hastalarin %86.1’i Akdeniz bdlgesinde, %11.1i Glneydodu Anadolu
bélgesinde, %2.8'si ise i¢ Anadolu bélgesinde yasamaktaydi. Kontrol grubunun ise

%91.4’G Akdeniz bdlgesinde, %2.9'u Glneydogu Anadolu bdlgesinde, %2.9'u



Karadeniz bélgesinde, %2.9'u ise i¢ Anadolu bélgesinde yasamaktaydi (Tablo 14).
Hasta ve kontrol grubu arasinda yasanilan bolgelere gore istatistiksel olarak anlamli

bir iliski bulunmadi.

Tablo 14: Hasta ve kontrol grubunun yasadigi bolgeler

HASTA KONTROL P

N % N %

BOLGE

Akdeniz 31 86.1 32 91.4

i¢ Anadolu 1 2.8 1 2.9

Giineydogu 0.345
4 11.1 1 2.9

Anadolu

Karadeniz 0 0 1 29

MiRNA Sonuglari

Kontrol grubuna gore hasta grubunda hsa-miR-16-5p’ye ait ekspresyon
dizeyinde 1.46 kat azalma oldugu belirlendi. Hasta grubuyla kontrol grubu arasindaki
ekspresyon duzeyleri arasindaki bu farkllik istatistiksel olarak anlamli bulundu (Tablo
15).

Kontrol grubuna gore hasta grubunda hsa-miR-223-3p’ye ait ekspresyon
dizeyinde 1.46 kat azalma saptandi. Hasta grubuyla kontrol grubu arasindaki

ekspresyon duzeyleri arasindaki bu farkhlik istatistiksel olarak anlamli idi (Tablo 15).

Kontrol grubuna gore hasta grubunda hsa-miR-92a-3p‘ye ait ekspresyon
dizeyinde 1.27 kat azalma oldugu goéruldi. Hasta grubuyla kontrol grubu arasindaki
ekspresyon duzeyleri arasindaki bu farklihgin istatistiksel olarak anlamli oldugu
belirlendi (Tablo 15).



Hasta grubu ile kontrol grubunun karsilastirildiginda hsa-miR-221-3p, hsa-
miR-24-3p, hsa-miR-320a, hsa-miR-21-5p, hsa-miR-155-5p, hsa-miR-132-3p,
hsa-miR-146a-5p, hsa-miR-499a-5p, hsa-miR-1, hsa-miR-125b, hsa-miR-196a-
5p, hsa-miR-130b-3p, hsa-miR-133b, hsa-miR150-5p, hsa-miR-204-5p, hsa-miR-
203a ve hsa-miR-10a-5p ekspresyon duzeyleri agisindan istatistiksel olarak anlamli

fark saptanmadi (Tablo 15).



Tablo 15: Hasta ve kontrol grubunun miRNA ekspresyon profili

Ortalama AC+ 2°-ACt Fold Fold Up- or Down-
Change Regulation
: _
1 hsa-miR- 9,62 8,47 0.001269 0.002823 0.45 -2.23 0.537818
221-3p

3 hsa-miR-16- -0.42 -0.97 1341034,00 1957565,00 0.69 -1.46 0.006370
5p

5 hsa-miR- 12,02 11,42 0.000240 0.000365 0.66 -1.52 0.456973
10a-5p

7 hsa-miR-24- 6,34 6,45 0.012324 0.011457 1,08 1,08 0.318013
3p

9 hsa-miR- 5,24 4,73 0.026545 0.037559 0.71 -1.41 0.445972
320a

11 hsa-miR- 0,42 0,97 0.745693  0.510839 1,46 -1,46 0.002601
223-3p

13 hsa-miR-21- 4,86 4,61 0.034503 0.041003 0.84 -1.19 0.735286
Sp

15 hsa-miR- 11,29 10,76  0.000401  0.000575  0.70 -1.44 0.458877
155-5p

17 hsa-miR- 9,96 9,30 0.001005 0.001581 0.64 -1.57 0.499347
132-3p

19 hsa-miR- 9,38 8,30 0.001502 0.003166 0.47 -2.11 0.539180
146a-5p
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TARTISMA

Birgcok farkli canh tlrinde miRNA’lar tanimlanmistir ve bunlarin yaklasik
1400’0 insanlarda bulunmaktadir.3%> insanlarda protein kodlayan genlerin %60’dan
fazlasinin miRNA'larla duzenlendigi tahmin edilmektedir, dolayisiyla bu da
hastaliklarin  olusumunda miRNA’larin  rol alma ihtimalini arttirmaktadir.3%6
MiRNA’larin  vlicut sivilarinda bulundugunun kesfedilmesi, biyomarker olarak
kullanilabilece@i fikrini  dogurmustur.393304307 By konuda yogun c¢alismalar
yapilmaktadir ve bircok hastallk ve tibbi durum igin biyomarker adaylar
belirlenmektedir. Bu calismada romatizmal karditli ¢ocuklarla saglam ¢ocuklarin
plazma mIiRNA seviyeleri Kkarsilastirildi. Literatirde koroner arter hastalidi,
kardiyomiyopati, kalp yetmezligi ile ilgili yapilan c¢alismalar olmasina karsin bu
¢alisma, romatizmal karditli hastalarda miRNA profili ile ilgili yapilan ilk galismadir.

Son yillarda bazi caligmalarda; bir¢cok farkli romatoid hastalik gelisiminde
miRNA’larin roli Uzerinde durulmustur?®>33 ve ginimizde bu argimanla alakali
bircok yeni ve heyecan verici bilgiler elde edilmistir. Glinimuizde miRNA’larin
degismis salinimlarinin persistan inflamasyona ya da bozulmus self-antijen
toleransina yol actigi bilinmektedir. MiRNA'lar hem otoimmun hem de inflamatuar
kronik hastaliklarla sikga iligkilendirilmektedir.310:311

Degismis miRNA duzenlenmesi; SLE, RA, Sjogren sendromu, sistemik
skleroz, psoriazis ve psoériatik artrit dahil olmak tzere bir¢cok kronik inflamatuar ya da
otoimmun hastalik ile iligkili olabilir. SLE hastalarinda miR-21, miR-198, miR-663,
miR-148a, miR-126, miR-198 ekspresyonun arttigi; miR130-b, miR-10a, miR-155,
miR-184,miR-31,mMiR-95,MiR-99,miR-134  azaldidi bulunmustur.3?2  Sjogren
sendromlu hastalarda miR-146a, sistemik sklerozda miR-21, osteoartritte miR -155
ekspresyonu artmistir. Romatoid artrit hastalarinda yapilan bir g¢alismada miR-
150,miR-155,miR-146a,miR-203,miR-223,MmiR-132 ekspresyonlari artarken; miR-
124a ve miR-34a azalmistir. Psoriazis de miR-146a, mir-21 ve miR-221 ekspresyonu
artarken; miR-125 b azalmigtir. Psoriatik artritli hastalarda miR-21 ve miR-125a
ekspresyonu artmistir.32 Calismamizda kontrol grubuna gére hasta grubunda miR-
203a ve miR-10a-5p’ye ait ekspresyon duzeyleri arasinda fark istatiktiksel olarak

anlaml degildi.



Hucresel-humoral bagisikla ve basta romatoid artrit olmak Uzere bazi
romatizmal hastaliklarla miR-155’in iligkisini ortaya koyan birgok c¢alisma
mevcuttur.313314 MiR-155 yoksun farelerde; Th1/Th2 oraninda anormallik, T regtilator
hiucre sayisinda azalma, Th2 sitokin Uretiminde artig, germinal merkez yanitlarinda
azalma; plazma hucreleri ve bellek hicrelerinin IgG sinif gegisinde azalma ile T ve B
bagisikliginda defekt saptanmistir.3'®> Hematopoezde, immun sistemde, neoplazide
de miR-155'in rolli oldugu gosterilmistir.31>31¢  Kardiyovaskiler alanda yapilan
calismalarda miR-155’in  Anjiotensin |l reseptorleriyle iligskisi saptanmis hatta
eksikliginin kardiyovaskuler hastaliklara ve hipertansiyona yol acgabilecegi One
sUrGlmustar.317318  Fichtlscherer ve arkadaglari®'® koroner arter hastali§i olan
bireylerde plazma miR-155 seviyelerinin azaldigini gostermislerdir. Ml nedeniyle
kaybedilmis 50 hastada da ventrikdl rlptlri olan grupta miR-155 seviyesinde azalma
saptanmistir.32® Ayrica miR-155'in dilate kardiyomyopatili hastalarda azaldigi da
gosterilmistir.32l ARA hastalarinda otoimmunite yani hiicresel ve humoral bagisiklik
sisteminin uyariimasiyla klinik bulgularin ortaya c¢iktigi dusundlmektedir. Bizim
calismamizda romatizmal Kkarditli hastalarda miR-155-5p dizeylerinde kontrol
grubuna gore fark saptanmadi.

Kalbin miyokard hasarinda dolagimdaki miRNA’larin rol oynadigini gosteren ilk
klinik calisma De Rosa ve ark. tarafindan yapilmistir. Bu ¢alismada troponin pozitif
akut koroner sendromlarda aorta ve koroner vendz sinusten alinan plazma
orneklerinde iskelet kasi (miR-133a, miR-499 ve miR-155), vaskiler (miR-126, miR-
92a), lokosit (miR-155) ve trombosit (miR-223) kdkenli miRNA’lar izole edilmis olup
troponin pozitif akut koroner sendromlarda miR-133a, miR-499 ve miR208a duzeyleri
daha yiksek saptanmistir.3?> MiR-1 ve miR-499; insan embriyonik kok huicrelerinin
kardiyak farklilasmasinda 6nemli roller Ustlenirler. MiR-499, insan embriyonik kok
hdcrelerinin ventriktler 6zellesmesini arttirirken, miR-1 elektrofizyolojik olgunlagsmayi
arttirmaktadir.3?®> MiR-499 ayrica insan kardiyak kok hicrelerinin - mekanik-
entegrasyonu bulunan kardiyomiyositlere donusumunt de uyarir, bu uyari,
insanlardaki kalp yetmezliginin tedavisinde c¢ok buyuk bir umut 111 anlamina
gelebilir.3?4 MiR-1’in kardiyogenez agisindan 6nemi, kardiyak transkripsiyon faktori
Hand2'yi duzenleyerek farelerde kalp farklilasmasi ve kalp gelisimini kontrol ettigi
gosterilerek kanitlanmigtir.325-328

Invitro deneyler miR-1 ve miR-133'Un H9c2 fare ventrikil hicrelerinde

oksidatif stresten kaynaklanan apoptosiz Uzerinde zit etkiler Urettigini gostermistir,



miR-1 pro-apoptotikken miR-133 anti-apoptotiktir.32°:330 Ayrica, miR-133’lin kolesterol
homeostazisini  kontrol ettigi de belirlenmistir.333%2  Kuwabara ve ark.
kardiyomiyopatili hastalarda miR-1 ve miR-133a serum seviyelerinin Kkreatin
fosfokinaz veya kardiyak troponin ylksekligi olmadan dnemli derecede yuUkseldigini
saptamislardir.33® Corsten ve ark. viral miyokardite bagl gelisen akut kalp
yetersizliginde miR-208 ve miR-499 diuzeylerinin artis gosterip enfeksiyondan hemen
sonra dizeylerinin azalmasinin miyokardiyal hasari yansittigini 6ne strmuslerdir.364
Yine bu c¢alismada akut kalp yetersizligi gelisen hastalarda sadece miR-499 6nemli
derecede artis gosterirken (2 kat); miR208-b ve miR-133 istatistiksel olarak énemli
olmayan artma egilimi gostermistir. Gruplar arasinda o6nemli farklar olmamasina
ragmen miR-133 seviyesi NT-pro-BNP dizeyleriyle 6nemli pozitif korelasyon
goOsterdiginden akut kalp yetersizliginde onemli prognostik marker olarak
bildirilmistir.334 Corsten ve ark. akut Mi’de miR-208b ve miR-499’un sirasiyla 1600 ve
100 kat plazma seviyesinin yukseldigi, plazma seviyelerinin Troponin T ile korele
oldugu ve her ikisinin de ideal biyomarker olabilecegini belirtmislerdir.33> Hipertrofi ve
kalp yetmezligi modellerinde tutarl bir sekilde downregule olan iki miRNA miR-133 ve
miR-30’dur.33¢ Yapilan ¢alismalarda patolojik hipertrofide miR-21, miR-23a, miR-24,
miR-125, miR-129, miR-199, miR-208 ve miR-212’'nin up-regule olduklari; diger
yandan miR-1, miR-133, miR-29, miR-30 ve miR-150’nin sikhkla down-regile
olduklari bulunmustur.33” Bizim ¢alismamizda ise miR-499a-5p, miR-1, miR-133b ve
miR-24-3p duzeyleri romatizmal karditli hastalarla kontrol grubu arasinda benzerdi.
MiR-125b, insan embriyonik kok hicrelerinin miyokardiyal prekirsorlere ve
kardiyomiyositlere donusuimunde onemlidir. MiR-125b’nin asiri saliniminin, erken
kardiyak transkripsiyon faktorleri olan GATA4 ve Nkx2-5 dizeylerinde artisa yol
actigi, ayrica insan embriyonik kok htcrelerinden kdken alan miyokardiyal oncdil
hdcrelerin  embriyonik  kardiyomiyosit fenotipine  donismesini  hizlandirdigi
belirlenmistir. Bu bulgular; miR-125b yolaginin manipulasyonu ile insan embriyonik
kok hucre-kaynakli kardiyomiyositleri etkilemenin muUmkun olacagini ve hucre
tedavisi uygulamalari agisindan bunun bir umut 1s1g1 olabilecegini gostermektedir.338
Kalp yetersizligi olan hastalarda miR-107, miR-139 ve miR-142-5p duzeylerinin non-
iskemik kardiyomyopati ve iskemik kardiyomyopati hastalarinda downreguile oldugu
gorulmastir. miR-142-3p ve miR-29b dizeyleri non-iskemik kardiyomyopati'de

artarken; miR-125b ve miR-497 iskemik kardiyomyopati hastalarinda ise



azalmistir.3® Bizim g¢alismamizda ise gruplarin miR-125b-5p ekspresyon diizeyleri
arasinda istatiktiksel fark saptanmadi.

MiR-21, kalpteki bircok hicre tipinde gen ekspresyonunu dizenlemektedir.
Fibroblast hticrelerinde profibrotik olan MiR-21, kardiyomiyositlerde anti-apoptotik,
endotel hicrelerinde anti-anjiyojenik, immun hicrelerde ise anti-inflamatuar rol
tstlenmektedir.34° Ankilozan spondilit’li hastalarin T hiicrelerinde miR-16, miR-221 ve
let-7i" nin kontrol grubuna gore daha fazla eksprese oldugunu gosterilmigtir.34
Ulseratif kolit ve Crohn hastalarinda yapilan calismalarda Wu F ve arkadaslari miR-
16 ve miR-21’in aktif doku biyopsi Orneklerinde yiksek olarak eksprese oldugunu
gosterseler de bu yiksekligi periferik kanda gosterememislerdir.34> miR-126 ve miR-
21 allerjik akciger inflamasyonuyla iligkili bulunmustur.3*® Ayrica, miR-21’in sistemik
lupus eritematozus ile iligkili oldugu ve T regulator hicre gelisiminde 6nemi oldugu
cesitli calismalarla ortaya konulmustur.3#4345 MiR-21, bir dizi kardiyak stres
durumunda en glicli upregiile olan miRNAlar arasinda yer almaktadir.184-18¢ Kardiyak
hasara yanit olarak miR-21’in upregulasyonunun ERK-MAP kinaz sinyalini artirdigi
ve boylece fibroblast proliferasyonuna ve fibrozise yol acgtigi gosterilmistir.8’
Calismalardan anlasilacagr Uzere miR-16-5p, mMIiR-221-3p ve miR-21-5p’nin
enflamatuar hastaliklarda 6nemli oldugu sonucu ¢ikarilabilir. Calismamizda
romatizmal karditli hastalarda miR-21-5p ve miR-221-3p duzeylerinde anlamli bir
degisiklik saptanmamasina karsin miR-16-5p’ye diizeyinde hasta grubunda kontrol
grubuna gore 1.46 kat anlamli azalma bulundu.

MiR-16 ankilozan spondilit, Ulseratif kolit gibi hastaliklarda artmasina karsin
bu calismada beklenenin tersine romatizmal karditli hastalarda down regule oldugu
izlendi.

Son yillarda, endotelyal hiicre fonksiyonlarini ve anjiyogenezisi regule eden
birkac spesifik miRNA tanimlanmistir. Pro-anjiyogenik miRNA’lar let7f ,miR-27b, miR-
17-92 kimesi, miR-126, miR-130a, miR-210 ve miR-378’i icermektedir.346-352 Diger
yandan miR-15/16, miR-20a/b, miR-92a ve miR-221/222 iceren miRNA’lar anti-
anjiogenik etkiler gostermektedir.353-357 MiR-15/107 grubu, miR-17~92 dizisi, miR-21,
miR-132, miR-296, miR-378 ve miR-519c tUumor anjiogenezinde ve diger angiogenez
slreglerinde yer alan miRNA’ lardir.358-3¢4 Ayrica, miR-92a'nin KAH'da down regiile
oldugu gortlmustar.3® Endotelyal hiicre fonksiyonlari ve anjiyogenezisi reglle eden
birkag spesifik miRNA tanimlanmistir. Pro-anjiyogenik miRNA’lar let7f, miR-27b, miR-
17-92 kimesi, miR-126, miR-130a, miR-210 ve miR-378'i icermektedir.365-370 MiR-



15/16, miR-20a/b, miR-92a ve miR-221/222 iceren miRNA’lar anti-anjiogenik etkiler
gostermektedir.371-375 Calismalarda miR-92a-3p bazi kalp hastaliklarinda koruyucu
olarak kargsimiza gikmaktadir. Bu galismada da, miR-132-3p duzeyleri degismemekle
birlikte diger calismalara paralel olarak hasta grubunda miR-92a-3p‘ye ait
ekspresyon duzeyinde 1.27 kat azalma oldugu gozlendi.

MI gegiren kalp dokusu érneklerinde bazi miRNA ekspresyonlarinin degistigi
belirlenmistir. Mi sonrasi ilk haftada miR-146a ve miR-155 en yiiksek diizeylere
cikarken; miR-150 ekspresyonu ise en disik diizeylere inmistir.3®¢ Mi sonrasi ilk
haftada gorilen bu degisimler akut inflamatuar yanit ile iligkilendirilebilir.3”” MiRNA-
150 dogal immiin yanitla diizeyi azalan bir molekildir, ancak Mi durumundaki
hedefleri net olarak bilinmemektedir.3®  Mi sonrasi ventrikiil ruptiri gelisen
hastalarda miR-150 ve miR-155 dizeylerinde azalma saptanirken; miR-146a
dizeyinde ise artis oldugu kaydedilmistir. Bu calismada miR-150-5p ekspresyon
duzeyleri hasta ve kontrol grubunda benzer bulundu.

Gestasyonel 12-14. haftalarda fetal insan kalp oOrneklerinde MiR-196a
bulunmustur.3”® Bu miRNA, kardiyak septalanma, akim yolunun olusumu ve kalp
kapakgiklarinin gelisimi gibi surecglerde gerekli olan HOXB8-Shh sinyallerinin
duzenlenmesinde 6nemli roller Ustlenmektedir.38® Konjenital kalp hastaliklari igin
prediktor olabilecegi saptanmistir.®8! Dilate kardiyomiyopatili hastalarda, pre-miR-
shas-miR-196a2 ve hsa-miR-499’daki tek nikleotid polimorfizmlerinin sik goérildugu
ve risk artigina yol actigi bildirilmistir.382 Calismamizda miR-196-5P dizeyleri hasta
ve kontrol grubunda benzerdi.

Idiyopatik dilate kardiyomiyopatili gocuk hastalarda da miR-130b, miR-204,
miR-331-3p, MiR-188-5p, MmiR-1281, miR-572, miR-765, miR-223, miR-125a-3p ve
miR-1268 dlzeylerinin azaldi§i saptanmistir.38 Ancak bu calismada miR-204-5p ve
miR-130b-3p ekspresyon diuzeyleri gruplar arasinda benzerdi.

Bazi calismalar miR-146 ile otoimmunite arasindaki iliskiyi ortaya koymaktadir.
T regulator hicrelerinde miR-146a’nin  segici ablasyonunun immun toleransin
bozulmasina ve otoimmun hastaliklarin  gelismesine neden  oldugunu
gostermislerdir.2®4 Pauley ve ark. ise romatoid artritli hastalarinin periferik kanlarinda
miR-146, miR-155 ve miR-16 dizeylerinin upregile oldugunu gostermislerdir.38>
Hsieh ve ark.’lari da hicre kulturinde miR-146a’nin insan mikrovaskuler endotelyal
hiicrelerinde bulundugu ve anjiogenez ile iliskili oldugunu gostermislerdir.38 Bizim

calismamizda ise miR-146a-5p ekspresyon dulizeyleri hasta ve kontrol grubunda



benzer saptandi.

Kardiyomiyosit olumu/apoptozis, iskemik kalplerdeki kilit hucresel olaydir.
MiRNA ekspresyonunun iskemik kalplerdeki etkisini gostermek icin olusturulan fare
modellerinde miR-320 ekspresyonunun iskemik kalplerde disregule oldugu
gosterilmistir.38” Bilinen bir kalp koruyucu protein olarak heat-shock protein 20'yi
(HSP20) miR-320'nin hedefi olarak tanimlamiglardir. Endojen miR-320’nin etkisiz
hale getiriimesi, HSP20’yi hedef alarak iskemi/reperfuzyon ile induklenen
kardiyomiyosit 6lumune ve apoptosize kargi koruma saglamaktadir. Literatirde miR-
320a ekspresyonunun daha ¢ok lupus nefritiyle iligkili oldugu gdsterilmistir. Dai ve
ark. bobrek biyopsi dokusunda miR-320’'nin daha fazla eksprese oldugunu
gostermislerdir.®®8 Bizim calismamizda hasta grubu ile kontrol grubu arasinda miR-
320a ekspresyon duzeyleri agisindan anlamli fark bulunmamistir.

MiR-223’Un bagisiklik hicre fonksiyonlari, noétrofil proliferasyonu ve
aktivasyonu icin bir diizenleyici olarak islev gordigi bilinmektedir.3%® Deneysel bir
calismada, miR-223 eksikliginin inflamatuvar akciger patolojisine neden oldugu rapor
edilmistir.3®® Bu ¢alismada miR-223-3p ekspresyon diizeylerinin hasta grubunda 1.46
kat azaldigi gosterilmistir. Bu ¢alisma sonucunda mir-223-3p eksikliginin romatizmal

karditli hastalardaki inflamatuvar siregte rol alabilecegi dusunuldu.



SONUG VE ONERILER

Bu calismada kontrol grubuna gore hasta grubunda hsa-miR-16-5p’ ye ait
ekspresyon duzeyinde 1.46 kat azalma oldugu belirlendi.
Kontrol grubuna gore hasta grubunda hsa-miR-223-3p’ ye ait ekspresyon

dizeyinde 1.46 kat azalma saptandi.

Kontrol grubuna gore hasta grubunda hsa-miR-92a-3p‘ ye ait ekspresyon

duzeyinde 1.27 kat azalma oldugu goruldu.

Hasta grubu ile kontrol grubu karsilastirildiginda hsa-miR-221-3p ekspresyon
dizeyinde anlaml bir fark saptanmadi.

Hasta grubu ile kontrol grubu karsilastirildiginda hsa-miR-24-3p ekspresyon
dizeyinde anlamli bir fark saptanmadi.

Hasta grubu ile kontrol grubu karsilastirildiginda hsa-miR-320a ekspresyon
dizeyinde anlamh bir fark saptanmadi.

Hasta grubu ile kontrol grubu karsilastirildiginda hsa-miR-21-5p ekspresyon
dizeyinde anlaml bir fark saptanmadi.

Hasta grubu ile kontrol grubu karsilastinldiginda hsa-miR-155-5p ekspresyon
dizeyinde anlaml bir fark saptanmadi.

Hasta grubu ile kontrol grubu karsilastirildiginda hsa-miR-132-3p ekspresyon
dizeyinde anlaml bir fark saptanmadi.

Hasta grubu ile kontrol grubu karsilastirildiginda hsa-miR-146a-5p ekspresyon
dizeyinde anlaml bir fark saptanmadi.

Hasta grubu ile kontrol grubu karsilastiriildiginda hsa-miR-1 ekspresyon
dizeyinde anlamh bir fark saptanmadi.

Hasta grubu ile kontrol grubu karsilastirildiginda hsa-miR-125b ekspresyon
dizeyinde anlaml bir fark saptanmadi.

Hasta grubu ile kontrol grubu karsilastirildiginda hsa-miR-196a-5p ekspresyon
dizeyinde anlamli bir fark saptanmadi.

Hasta grubu ile kontrol grubu karsilastirildiginda hsa-miR-130b-3p ekspresyon

dizeyinde anlaml bir fark saptanmadi.



Hasta grubu ile kontrol grubu karsilastirildiginda hsa-miR-133b ekspresyon
dizeyinde anlaml bir fark saptanmadi.

Hasta grubu ile kontrol grubu karsilastirildiginda hsa-miR150-5p ekspresyon
dizeyinde anlaml bir fark saptanmadi.

Hasta grubu ile kontrol grubu karsilastirildiginda hsa-miR-204-5p ekspresyon
dizeyinde anlaml bir fark saptanmadi.

Hasta grubu ile kontrol grubu karsilastirildiginda hsa-miR-203a ekspresyon
dizeyinde anlaml bir fark saptanmadi.

Hasta grubu ile kontrol grubu karsilastirildiginda hsa-miR-10a-5p ekspresyon
dizeyinde anlaml bir fark saptanmadi.

Hasta grubu ile kontrol grubu karsilastirildiginda hsa-miR-499a-5p ekspresyon
dizeyinde anlaml bir fark saptanmadi.

Hastalarin LA alani, LVEDD ve EDV degerleri kontrol grubuna gore anlamii

derecede yuksek bulundu.

Hasta ve kontrol grubu gelir durumu acgisindan karsilastirildiginda hasta
grubunun gelir dizeyinin daha duslk oldugu belirlendi.

Bu calismada romatizmal karditli hastalarda mir-16-5p, mir-92a-3p ve mir-223-
3p ekspresyon dizeylerinde down regulasyon saptanmisti. Bu miRNA’larin
tlkemizde ciddi bir sorun olan romatizmal karditli hastalarda koruyucu olabilecegi
dusunulmustar. Bu g¢alisma sonucunda ileride down regile miRNA kokteyli ve gen
tedavileri ile miRNA larin dizeyini arttirarak romatizmal karditin énlenebilmesi, tedavi
edilebilmesi fikri gindeme gelebilir. Ancak bu miRNA’larin romatizmal karditte
koruyucu miRNA'lar oldugunu sdyleyebilmek icin daha ileri ve genig populasyonlu

¢alismalara ihtiyag vardir.
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ASO : Anti- streptolizin O
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pre-miRNA : Prekirsor miRNA
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KAH : Koroner arter hastalgi
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VSMC : Vaskuler diiz kas buylimesi

AT1R X Anjiyotensin Il tip 1 reseptor
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VEGF X Vaskduler epidermal buylume faktoru
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