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TURKCE OZET

Kalp yetmezliginde plateletlerin asir1  artmig aktivasyonuna baglh
komplikasyonlar olusabilmektedir. Hemostazis ve kardiyovaskiiler hastaliklar {izerine
veteriner hekimlik alaninda molekiiler diizeyde yeterli calisma bulunmamaktadir. Bu
amagla bu ¢alismada dogal kosullarda kalp yetmezligi gelisen kdpeklerde hemostazis
(koagiilasyon) degisimlerinin platelet proteomik profili ile detaylandirilmasi
amagclanmistir.

Bu calismada materyal olarak farkli irk, yas ve cinsiyetten toplam 20 kopek
kullanilmistir. Calismada kontrol grubu (n=10) ve test grubu (n=10) olarak iki grup
olusturulmustur. Klinik, laboratuvar ve kardiyolojik muayene sonuglarina gore saglikli
olan kopekler kontrol grubuna, kronik kalp yetmezligi tanimlanan kopekler de test
(hasta) grubuna dahil edilmistir. Her bir kdpekten platelet izolasyonu yapilmis ve
pelletler analizlere kadar -80 derecede muhafaza edilmistir. Platelet proteomlari
UPLC-ESI/QTOF/MS analizi ile belirlenmistir.

Platelet proteomlari Canis lupus familialis’e gore tanimlanmistir (n=107).
Kontrole gore en az P<0,05 diizeyinde ve 1,2 kattan fazla degisim gosteren proteomlar
(n=10) anlaml1 kabul edilmislerdir. Kontrole gore test grubunda guanine nucleotide-
binding protein subunit alpha-11, apolipoprotein C-lIl, apolipoprotein A- Il ve
clusterin diizeylerinin arttigi; C-X-C motif chemokine 10, cytochrome C oxidase
subunit 2, cathepsin D, serine/threonine-protein phosphatase PP1-gamma catalytic
subunit, creatine kinase B-type ve myotrophin diizeylerinin ise azaldigi tespit
edilmistir.

Sonug olarak anlamli degisim gosteren her bir platelet proteinin kalp yetmezligi
siirecinde potansiyel biyobelirte¢ olabilecegi ve bu nedenle bu proteinlerin saha
caligmalar1 ile validasyona ihtiya¢ duydugu kanisina varilmistir.

Anahtar Kelimeler: Kopek, kalp yetmezligi, hemostazis, platelet proteomigi
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INGILIiZCE OZET

A new approach to the evaluation of hemostasis in dogs with heart failure:
Platelet proteomic profile

Heart failure can cause haemostatic complications due to platelet over-
activation. There is not enough information on the molecular relationship between
hemostasis and cardiovascular diseases in veterinary medicine. Thus, in this study, it
was aimed to elaborate hemostasis (coagulation) changes with the platelet proteomic
profile in dogs with naturally occurred heart failure.

The material of this study consisted of totally 20 dogs with different breed, age,
and sexes. Two different group were designed; control (n=10) and test groups (n=10).
Based on the physical, laboratory and cardiologic examination results, dogs were
included into control (healthy) group, or dogs with heart failure were enrolled into test
group. Platelet isolations were performed from each dog, and platelet pellets were
stored -80 C until analysed. Platelet proteomes were identified by use of UPLC-
ESI/QTOF/MS method.

Platelet proteomes were matched with the previously described proteins for
Canis lupus familialis, and compared to the control, at least P <0.05 level and 1.2 fold
change of proteomes was considered statistically significant. Compared to control
group, guanine nucleotide-binding protein subunit alpha-11, apolipoprotein C-llI,
apolipoprotein A-11 and clusterin levels increased whereas CXC-motif chemokine-10,
cytochrome-C-oxidase subunit-2, cathepsin-D, serine/threonine- protein phosphatase
PP1-gamma catalytic subunit, creatine kinase B-type and myotrophin levels decreased
in test group.

As a result, each platelet protein identified in the present study could be a
potential biomarker in the process of heart failure and therefore these proteins need
validation with field studies.

Key Words: Dogs, heart failure, hemostasis, platelet proteomic
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1. GIRIS

Bu ¢alismada dogal kosullarda kalp yetmezligi gelisen kopeklerde hemostazis
(koagiilasyon)  degisimlerinin  platelet (trombosit) proteomik profili ile
detaylandirilmas: amaclanmistir.  Oncelikli hedef kalp yetmezliginin tan1 ve
patofizyolojinin detaylandirilmasima olanak saglayacak yeni proteinlerin tespiti
(identifikasyon) ve sonrasinda saha kosullarina uygunlugu i¢in yapilacak ¢aligmalara
(validasyon) altyapi olusturulmasidir. Calismanin 6zgiin degerine bakilacak olursa;
Aralik 2018 itibari ile Pubmed'de "platelet proteomic" tarandiginda 955 makaleye,
"platelet proteomic AND dogs" tarandiginda sadece 5 makaleye, "platelet proteomic
AND dogs AND heart failure" tarandiginda ise hig bir bilgiye ulasilamamasi tercih

edilen konunun giincel ve orijinal yoniine katki yapmaktadir.

Plateletlerin koagiilasyon sistemi disinda bir¢cok fizyopatolojik olayda ve
kardiyovaskiiler hastaliklarin olusum ve ilerleyisinde onemli rolleri belirtilmektedir.
Platelet proteom sayisinin 5000 den fazla oldugu diisiiniildiigiinde bu hiicrelerin
hastalik ve saglik durumunda iistlendigi gorevlerin boyut ve ¢esitliliginin goriinenden
daha fazla oldugu sdylenebilir. Dolayisiyla bu ¢alisma, kopeklerde Kkalp
hastaliklarinda olusum ve progresyon agisindan O6nemli bilgiler ortaya ¢ikarmakla
birlikte, hemostazis degerlendirilmesine yeni bir bakis agis1 kazandirabilecek

potansiyeldedir.

Kopeklerde, insanlarda oldugu gibi, dilate kardiyomiyopati (DCM) ve kronik
kalp kapak hastaliklar1 (CVHD) oncelikli kalp yetmezligi nedenleridir. Kalp
yetmezlikleri, hemostazisin bozulmasina yol acabilmekte ve plateletlerin agiri
aktivasyonuna bagli olarak da trombiisler olusabilmektedir. Son yillarda
hekimligimizde koagiilasyon siirecinin degerlendirilmesinde tromboelastografiden
(TEG) de yararlanilmaktadir. insan ve veteriner hekimliginde Parsiyel tromboplastin
zamant (PT) ve aktive parsiyel tromboplastin zamani (aPTT) oOlclimleri gibi

geleneksel  yontemler ve  TEG ile  yapilan  ¢alismalara  ragmen



koagiilasyon sisteminin aktivasyonunu ortaya koyan molekiiler diizeyde detay
calismalara ihtiya¢ duyulmaktadir. Bu gereksinim koagiilasyonda primer rol oynayan
plateletlerin aktive olmasiyla morfolojik ve fonksiyonel olarak birgok degisim
gostermesi ve bu degisimlerin belirlenen yontemlerle tam olarak ortaya konamamasi

etkin olabilir.

Bu asamada son teknolojik gelismelerle hem serumda hem de hiicresel
(platelet) bazda protein tanimlamalarinin yapilabilmesi (proteomik); hastalik - saglik
sorunlarinin belirlenmesinde yeni detaylar elde edilmesine olanak saglamaktadir.
Plateletlerin niikleuslarinin olmamasi sinirl protein liretimi anlamima gelmektedir.
Modern platelet proteomik calismalari; binlerce proteindeki kantitatif degisimleri,
proteinlerdeki post-transisyonel degisimleri, protein-protein etkilesimlerini ve ¢ok az
miktarlarda olmasina ragmen protein lokalizasyonlarin1i ortaya koymaktadir.
Dolayisiyla platelet proteomik ¢alismalari platelet hemostazisini etkileyen
organizmadaki temel biyolojik davranislarin  karakterize edilmesi ve
detaylandirilmasina olanak saglarken, hastalik ve saglik durumlarinda plateletlerin

rollerini belirlemeye de imkan saglamaktadir.

Calisma sonugclari; yeni hiicresel (platelet) proteinlerin ortaya ¢ikarilmasina,
kalp yetmezligi patofizyolojisinin detaylandirilmasina ve muhtemel kardiyak
biyobelirteglerin belirlenmesine imkan saglayacaktir. Hemostazis degisimleri ile
ilgili detaylarin ortaya konmasi insan ve hayvanlarda kalp yetmezligi tedavi ve
profilaksisi i¢in yeni tamisal ve profilaktik yaklasimlarin gelistirmesine olanak
saglayabilecektir. Ileride bu proteinlerin tespitini saglayan test Kkitlerinin
gelistirilmesine de altyapr olusturulacaktir. Hizli ve dogru tani saglayan protein
tespitleri ayn1 zamanda tedaviye gegis siirecini kisaltacak, bu durum hasta yasam

stiresi ve kalitesine (prognoz) olumlu yansiyacaktir.



2. GENEL BILGILER

Bu calisma, kalp yetmezligi tanimlanan kopeklerin platelet izolatlarinda
hiicresel proteinlerin belirlenmesi ve plateletlerin pihtilasmada (hemostazis) énemli
gorevleri olmasi nedeniyle hemostazis ve platelet proteinleri arasinda ilginin ortaya
cikarilmasina yoneliktir. Bu nedenle genel bilgiler boliimiinde calisma amacina

uygun olarak kalp yetmezligi, hemostazis ve proteomik konularina yer verilmistir.
2.1. Kalp Yetmezligi

2.1.1. Tammm: Kalp yetmezligi; kalbin kan pompalama kabiliyetindeki yetmezlik
sonucu doku hipoperfiizyonu ve sonrasinda kanin periferel ve sentral dokularda
birikimi (vendz konjesyon) ile karakterize morfolojik ve fonksiyonel kalp hastaligidir
(Fuster ve ark., 2002; Wendy, 2011). Kalp yetmezliginin viicutta yiiksek venoz
basinca bagli olarak o6dem olusturmas: “konjestif kalp yetmezIligi” olarak

tanimlanmaktadir (Reece, 2003Db).

2.1.2. Etiyoloji: Kalp yetmezligi insan ve veteriner hekimliginde onemli saglik
sorunlarindan biridir. Kdpeklerde ve insanlarda kalp yetmezligi Oncelikli olarak
idiopatik dilate kardiyomiyopati (dilated cardiomyopathy - DCM) ve kronik kalp
kapak hastaliklarina (chronic valvular heart disease - CVHD) baglh gelismektedir.
DCM ve CVHD her yas, cinsiyet ve agirliktaki kopeklerde goriinse de; Danua ve
Doberman gibi biiyiik irk kdpeklerin DCM’ye (Martin ve ark., 2010), kiiciik ve orta
biiytikliikteki kopeklerin de (Pomeranian, Terrier, Cavalier king charles spaniel vb.)
CVHD’e daha duyarli olduklar1 bilinmektedir (Wendy, 2011). Hastaliklarin
etiyolojilerinde Oncelikli olarak insanlarda oldugu gibi genetik faktorler rol
oynamaktadir (Simpson ve ark., 2015). Bu yoniiyle kopeklerdeki DCM olgulari
insanlardaki DCM olgular1 i¢in bir model olarak diisiiniilmektedir. Bu genetik ve
etiyolojik benzerlik her iki canli tiirlinde yapilan ¢alisma sonuglarinin birbirlerine

adapte edilebilecegini de gostermektedir (tek saglik konsepti) (Tarnow, 2007).



Kalp yetmezliginin belirli bir hastalik veya tan1 olmadigi, bir sendrom olarak
diistiniilmesi gerektigi ifade edilmektedir. Kalp yetmezliginin dort ana mekanizma
sonucu meydana geldigi bilinmektedir. Bunlarin; miyokardiyal fonksiyon bozuklugu
(sistolik yetmezlik), sistolik mekanik hacim ve basing artisi, ventrikiiler dolum
yetersizligi (diyastolik yetmezlik) ve hiperkinetik sirkiilasyona yol acan nedenler

oldugu tespit edilmistir (Kittleson, 2018).

2.1.3. Kalp Yetmezligi Tipleri: Kalp yetmezligi anatomik yap1 ve fizyolojik
gorevlere gore farkli siniflandirilmaktadir. Ventrikiil lokalizasyonuna gore; sag kalp
yetmezligi, sol kalp yetmezligi veya c¢ift tarafli (biventrikiiler) yetmezlik,
patofizyolojik olarak da; sistolik disfonksiyon ve diyastolik disfonksiyon olarak
smiflandirilmaktadir (Buchanan, 1999; Wendy, 2011).

Normalde akcigerlerden sol atriyuma (LA) gelen oksijenden zengin kan 6nce
sol ventrikiile (LV), oradan da aorta (Ao) aracilign ile viicudun tamamina
iletilmektedir. Miyokardiyal yetmezlik oldugunda; LV kasilmas1 bozulacagindan kan
sistemik dolagima yeteri kadar gonderilememektedir. Bu nedenle sol kalp yetmezligi
“sistolik kalp yetmezligi”, “ileri atim yetmezligi” ya da “forward failure” olarak da
tanimlanmaktadir. Sol kalp yetmezliginin 6ncelikli nedeninin DCM oldugu tespit
edilmistir. Bu yetmezlikte yaygin komplikasyonlarin hipoperfiizyon, periferal nabiz
kalitesinde azalma ve kardiyo-renal sendrom oldugu bilinmektedir (Wendy, 2011).
Sag kalp yetmezligi; sag ventrikiil dolum basimncinin yetersiz olmasi nedeni ile
“diyastolik yetmezlik”, “geri doniisiim yetmezligi” ya da backward failure” olarak da
adlandirilmaktadir (Boon, 2011). Kalbin sag ventrikiilii akcigerlere yeterli miktarda
kan pompalayamazken, perifer dokulardan vendz kanin sag atriyuma toplanmasinda
da yetersizlikler sekillenmektedir. Vendz damarlarin dolgunlugu (pasif konjesyon)
hidrostatik basing artisina ve kanin sivi kisminin doku bosluklar1 ve ekstravaskiiler
alana ¢ikmasina (6dem) yol agmaktadir. Konjesyon kronik bir silirecte meydana
geldiginden konjestif kalp yetmezligine kronik kalp yetmezligi de denilmektedir
(Abbot, 2016; Buchanan, 1999). Biventrikiiler kalp yetmezligi; kalbin her iki
tarafinin yetmezligi ile ilgili olup, ilgili anotomik taraflara 6zgii patofizyolojik

degisimler ve klinik yansimalarin birlikte goriilmesi s6z konusudur (Wendy, 2011).



2.14. Kalp Yetmezligi Patofizyolojisi: Sistolik kalp yetmezligi; ventrikiiler
genisleme (LV remodeling) ile birlikte fraksiyonel kasilma (FS) ve ejeksiyon
fraksiyonunda (EF) azalma ile karakterizedir (Wendy, 2011). LV’de diyastol ve
sistol sonunda hacim ve basing artis1 olmasi; kalp debisinin diismesine ve sistemik
dolasimin bozulmasma yol agmaktadir. Bu yetmezlikte LV duvar kalinligi genel
olarak degismeden kalmakta; ancak, kasilma giiclinde kayip ve LV duvar stresinde
(afterload) artis sekillenmektedir (Smith ve ark., 2016). Bu sendromda sistemik
dolasim yetmezIligi ve kanin pulmoner venlerde kalmasi; fiziksel aktivite sirasinda
tagipnd, solunum giicliigli veya Oksiiriie neden olup egzersiz intoleransina yol

agmaktadir (Chatterjee ve Rame, 2008).

Diyastolik kalp yetmezligi; genelde sistolik fonksiyonlar normal iken LV
hipertrofisi ve sertligine bagl olarak diyastol sirasinda kalp bosluklarina yeterli
volimde kan dolamamasi ve kardiyak debinin azalmasi ile karakterize bir
sendromdur (Smith ve ark., 2016). LV sert oldugunda erken diyastolde yavasga
gevserken, gec diyastole daha fazla direng gostermekte; bdylece diyastolik basing
yiikselmektedir. Diisiik kardiyak debi egzersiz intoleransi olarak kendini gdsterirken,
yiikksek diyastolik basing pulmoner venlerden pulmoner kilcal damarlara dogru
basinci ileterek efor dispnesi ile kendini belli etmektedir. Bu patofizyolojik
anormallikler sistolik kalp yetmezliginde oldugu gibi nérohormonal aktivasyonu

tetiklemektedir (Aziz ve ark., 2013; Martin ve Corcoran, 1997).

2.1.5. Kardiyak Kompenzatuvar Mekanizmalar: Kalp yetmezligi; kalp, iskelet
kast ve bobrek fonksiyonlarmmin bozuldugu, sempatik sinir sistemi (SSS) ve
norohormonal mekanizmalarin uyarildigi kompleks multi-sistemik bir bozukluktur
(Wendy, 2011). Kalp yetmezliginde kalp debisi diistiigiinde kan basincini korumak
icin kompanzetuar mekanizmalar (renal, kardiyovaskiiler ve norohiimoral yanitlar)
devreye girmektedir (Martin ve Corcoran, 1997; Reece, 2003b). Baslangicta bu
kompanzetuar mekanizmalar yararli etkiler ile patolojik duruma adaptasyon
saglasalar da, sonrasinda pek ¢ok klinik belirtinin olusmasi ya da siddetlenmesine yol

acmaktadirlar (Kemp ve Conte, 2012).

Ventrikiilerde morfolojik ve fonksiyonel degisimlerin olusmasinda; kardiyak

hiicre kaybi, asir1 interstisyel matriks formasyonu ve miyositlerde kollajen



deformasyonu rol oynamaktadir. Miyokardiyal kollajenazlar ve matriks
metalloproteinazlar ventrikiillerin dilatasyon ve distorsiyonuna yol agarak komsu
miyositlerin kaymasma sebep olmaktadirlar. Bu degisimler kalpteki odacik
boyutlarini, duvar stresini ve miyokardiyal oksijen ihtiyacini arttirmaktadir. Kalpte
bu patolojik degisimlerin olusumunda; mekanik kuvvetlerin (yiiksek basinca bagl
artan duvar gerilmesi), c¢esitli ndrohormonlarin (anjiyotensin-Il, norepinefrin,
aldosteron ve endotelin) ve pro-inflamatuar sitokinlerin (TNF ve interlokinler) rol
oynadig1 belirlenmistir. Oksidatif fosforilasyon, yiiksek enerjili fosfat metabolizmasi,
Ca*™ iyon degisimleri, kasilma proteinleri (troponinler), protein sentezi ve
katekolamin metabolizmasi kalp yetmezliginde etkili diger unsurlardir (Martin ve

Corcoran, 1997; Reece, 2003b; Wendy, 2011).

Norohormonal —aktivasyon arteriyel basincin  korunmasinda ve kalp
yetmezliginin erken donemlerinde kompenzasyonda onemli bir rol oynamaktadir
(Kemp ve Conte, 2012). SSS kalp yetersizliginde baroreseptorler araciliiyla
inotropik destek saglayarak kardiyak ¢ikist koruyan erken bir kompensatuar
mekanizma olarak kabul edilmektedir (Martin ve Corcoran, 1997). Bununla birlikte
sempatik aktivasyon siireklilik gosterdiginde zararli etkileri (aritmi, tagikardi ve
miyokardiyal toksisite) ortaya c¢ikmaktadir (Wendy, 2011). Kronik sempatik
stimiilasyon; renin anjiyotensin aldesteron sistem (RAAS) ve diger nérohormonlari
da harekete gecirerek vendz (preload) ve arteriyel tonu (afterload) artirmakta;
boylece sodyum (Na) ve suyun progresif tutulumu 6dem olusumu ile sonlanmaktadir

(Kemp ve Conte, 2012).

Sempatik yanit1 takiben daha uzun siiregte devreye giren koruyucu bir
mekanizma da RAAS aktivasyonudur. RAAS uyarilmasi plazma renin, anjiyotensin
IT ve aldosteron konsantrasyonlarinda artisa yol agmaktadir (Kemp ve Conte, 2012).
Anjiyotensin II fizyolojik olarak bobrek ve sistemik sirkiilasyonda gii¢lii bir
vazokonstriktor iken, noradrenalinin ve aldosteron salinimlarini stimiile edip vagal
tonu inhibe etmektedir. Bu hormonal degisim, dolasimda Na ve suyun tutulmasina
ancak potasyum (K) atilimina yol ag¢maktadir. Anjiyotensin II'nin kardiyak
miyositler lizerine etkileri ile kronik kalp yetmezliginde endotelyal disfonksiyona yol

actig1 bilinmektedir (Wendy, 2011).



Natritiretik peptitlerin kalp, bobrekler ve SSS {izerinde etkili oldugu
gosterilmistir (Kim ve Januzzi, 2011). Natriliretik peptitler kalpteki yeniden
sekillenmeye yanit olarak natriiirezis ve vazodilatasyon olusturmak adina atriyum
(ANP) ve ventrikiillerden (BNP) salgilanmaktadir. Dolagimdaki ANP ve BNP
diizeyleri kalbin artan volim (volume overload) ve basing ylkiine (pressure
overload) yanit olarak artarken, anjiyotensin-II'nin vaskiiler ton, aldosteron
sekresyonu ve renal Na reabsorpsiyonu tizerindeki etkilerine fizyolojik antagonistler
olarak da davranmaktadirlar (Kemp ve Conte 2012; Wendy, 2011).

Vazopressin bobrek {istli bezinden salgilanirken anjiyotensin-II olusumunu da
kolaylastirmaktadir. Kalp yetmezlikli hastalarda arteriyel basing diismesi
baroreseptorler tarafindan algilaninca vazopressin salgilanmast uyarilmaktadir
(Kemp ve Conte, 2012). Bu degisimle birlikte siddetli kronik kalp yetersizliginde
anti-ditiretik hormon konsantrasyonlar1 da artis gostermektedir (Wendy, 2011).
Endotelin vaskiiler endotelyal hiicreler tarafindan salgilanan, Na tutulumunu
destekleyen ve renal damarlart daraltici etkileri belirgin olan giiclii bir
vazokonstriktor peptid olarak tanimlanmaktadir. Endotelin-1'in plazma seviyesinin
prognostik 6neme sahip oldugu ve kalp yetmezliginin semptomatik ve hemodinamik
siddeti ile orantili olarak arttifi ortaya konmustur. Endotelin’in vazokonstriktor
ozellikleri goz oniine alindiginda; endotelin aracili vaskiiler ve miyokardiyal yeniden
sekillenmeyi inhibe eden ve bu nedenle kardiyoprotektif olarak kabul edilen ilaglar
(endotelin reseptor antagonistleri) tizerine ¢alismalar yapilmaktadir (Wendy, 2011).
Renal vazokonstriksiyon siirecinde arahidonik asit zinciri de aktive edilerek bazi
prostaglandin konsantrasyonlarinda (PGE2 ve PGI2) artma sekillenir. Kallikrein-
kinin sistem aktivasyonu; bradikinin ve PG iiretimini artirtp natrilirezis ve
vazodilatasyon meydana getirmektedir. Bilinen en onemli sitokin mediatér timor
nekrozis faktdr alfa’nin (TNF-a) kronik kalp yetmezligi olan kasektik hastalarda
dolasimdaki konsantrasyonlarmin arttigi belirlenmistir. TNF-o ayrica kronik kalp
yetmezligi olan hastalarda endotelyal anormalliklerin gelisiminden de sorumlu

tutulmaktadir (Jackson ve ark., 2000).

2.1.6. Kalp Yetmezliginin Klinik Belirtileri: Kronik kalp yetmezliginin klinik

bulgular1 6ncelikle kronik ndro-humoral aktivasyonundan kaynaklanmaktadir. Sol



ventrikiiler preload (6nyiik) artist pulmoner venlerde genislemeye ve pulmoner
o0deme (hipoksemi, siyanozis ve auskultasyonda ¢itirt1 sesi / artmis bronko-vezikiiler
sesler) yol agmaktadir. Bu durum ventrikiiler preload artisimi tetikleyerek; sentral
vendz basing artigi, juguler vendz genisleme, hepatomegali, splenomegali, plevral
eflizyon ve asites ile sonug¢lanmaktadir (Chatterjee ve Rame, 2008; Wendy, 2011).
Sistolik ve diyastolik kalp yetmezliginin klinik bulgulariyla bu klinik bulgulara ait

patofizyolojik mekanizma detaylar1 Tablo-1 ve Tablo-2 de 6zetlenmistir.

Tablo-1: Sistolik (sol) kalp yetmezligi ile ilgili klinik bulgular ve patofizyolojik mekanizmalari
(Martin ve Corcoran, 1997)

Klinik Bulgu Patofizyolojik mekanizma
Egzersiz intoleransi Kas perfiizyonun zayiflamasi
Solgun mukoz membranlar ve Periferal vazokonstriksiyon (sempatik ve  anjiyotensin
ekstremitelerde sogukluk aktivitesi)
Tasikardi Sempatik aktivasyon
Femoral nabizda zayiflama Sol ventrikiil kontraktilitesi ve stroke voliimde azalma
BUN ve Cr’de artma, oliguri Renal hipoperfiizyon
Sus igme istegi Anjiyotensin Il stimulasyonu
BUN: Kan iire nitrojen Cr: Kreatinin

Tablo-2: Diyastolik (sag) kalp yetmezligi klinik bulgular1 ve patofizyolojik mekanizmalar1 (Martin ve
Corcoran, 1997)

Klinik Bulgu Patofizyolojik mekanizma
Dispné — tasipnd Pulmoner 6dem — plevral eflizyon
Oksiiriik Oksiiriik reseptorlerinin stimulasyonu:

1- LAE, RAE veya generalize kardiyomegali nedeni ile ana bronslara

basi yapilmasi; 2- Alveolar 6dem

Jugular dilatasyon, hepatomegali Sag kalp yetmezligi (perikardial tamponat, DCM vb.) ve ascites
Akciger oskultasyonu — ¢itirt1 ve Alveolar 6dem
harharalar, siyanoz
Kardiyomegali Voliim yiiklemesi — s1v1 retensiyonu
LAE: Sol atriyal biyiime RAE: Sag atriyal biiyiime DCM: Dilate kardiyomiyopati

2.1.7. Kalp Yetmezliginin Tamsi ve Siniflandirmasi: Kalp hastaliklarinin tanisinda
kullanilan tim detaylar kalp yetmezliginin ortaya konmasi igin gereklidir. Klinik
bulgular ve diyagnostik sistemlerden elde edilen bilgiler taniya gdtiiriir. insanlardan

modifiye edilen sekli ile hayvanlarda Kkalp yetmezligi smiflandirilmigtir



(Martin ve Corcoran, 1997). Bu amagla insanlarda New York Heart Association
(NYHA) smiflandirma sistemi kullanilmis; ancak sonrasinda Amerikan Kalp
Birligine bagh siniflandirma oncelik kazanmistir. ACVIM (American College of
Veterinary Internal Medicine); hastalar1 daha objektif olarak siniflandirmak ve kalp
yetmezligi grup ve alt grubunu bulgularin da siddetine gore uygun tedavilerle
bulusturmak adina yeni bir sistem olusturmustur (Tablo- 3). Bu simiflandirmada
(kategori A, B, C ve D); hastalarin bir asamadan digerine ge¢mesi ve konjestif
semptomlarin ilaglarla kontrol altina alinsa dahi, daha erken bir asamaya (bir 6nceki

sathaya) geri donemeyecegi ilkesi agir basmaktadir (Abbot, 2016).

Tablo-3: ACVIM Kklasifikasyonuna gore kalp yetmezliginin grup ve alt gruplarina ayrilmasi, tedavi
seceneklerinin sunulmasi (Smith ve ark., 2016)

Grup Tammlama Kriteri Tedavi
Kategori A Saglikli predispoze irklar Tedavi yok. Yilda bir kontrol
Asemptomatik
Kalpte tftirimii olan, [Diyet degisimi 6nerilmiyor, varsa hipertansiyon
Kategori B semptomu olmayan ancak |miicadelesi. B1: optimal bir tedavi s6z konusu
Asemptomatik  [kardiyomegalisi olmayan (B1) degil; B2: ACE-I ve/veya pimobendan
\ve olan (B2) olgular
Gegmiste veya  halen kalp [Standart tedavi: pimobendan, furosemid ve
Kategori C lyetmezligi bulgulari ile birlikte IACE-i. Uzun sureli tedavide spirololakton.
Semptomatik lyapisal kardiyak anormalite IAtriyal fibrilasyon (AF) varsa  digoksin;
mevcuttur, evde tedavi ventrikiiler aritmi varsa lidokain; diyet
alabilecek hastalar degisimi; egzersiz sinirlamasina gerek yok
Konjestif kalp yetmezligi  [Standart tedavi; AF varsa digoksin ve/veya
Kategori D semptomlari gosteren ve [(diltiazem; ventrikiiler aritmi varsa lidokain;
Semptomatik hastanede tedavi alabilecek  [diyet degisimi (Na sinurlt) + kalori ve protein
refraktor hastalar destegi; egzersiz sinirlamasi

Kalp hastaliklarinin tanisinda klinik muayene ile baslatilan siirecin goriintiilii tan1
teknikleri (toraks radyografileri), kardiyolojik muayeneler (EKG ve ekokardiyografi)
ve laboratuvar analizleri ile (tam kan sayimi, biyokimyasal profil ve kardiyak

biyobelirtegler vb.) detaylandirilmasi gerekmektedir (Wendy, 2011).

Bazi irklarin  spesifik kalp hastaliklarina genetik olarak predispoze oldugu
unutulmamalidir. Bu baglamda Cavalier king charles spaniellerde mitral kapak
hastaliklari, Dobermanlarda da DCM sik goriilmektedir (Kittleson, 2018a). Cabuk
yorulma, oksiiriik, dilde ve mukozlarda morarma, solgunlasma ve halsizlik gibi
klinik sikayetleri olan olgularin biiyiik bir kisminda kalp ile ilgili hastaliklar tespit
edilmektedir. Boyle hastalarin fiziksel muayenesinde toraksin oskiiltasyon bulgulari

(ifirim, gallop ritim, aritmi, bradikardi ve tasikardi) kalp hastaligi siiphesini



giiclendirmektedir. Abdominal genisleme (asites), jugular ven dolgunlugu ve
hepatomegali sag kalp yetmezliginin klinik yansimalari olarak diistiniilmektedir.
Toraks radyolojisinde lateral ve dorsoventral pozisyonlardaki bulgular kalp
hastaligina eslik eden plevral ve/veya pulmoner sivi varligini ortaya koymaktadir
(Martin ve Corcoran, 1997; Wendy, 2011). Schober ve ark. (2010) radyolojik
bulgular temelinde kalpte biiylime (kardiyomegali), pulmoner damarlarda dolgunluk
ve akcigerde 6dem varligina gore skorlandirma ile kalp yetmezligi tanimlamasi (skor
>4) yapilabilecegini ileri stirmiislerdir.

EKG ile klinik muayenede belirlenen ritim anormalitelerinin (tasikardi gibi)
teyit edilmesi ve detaylandirilmasi (atriyal/ventrikiiler tagikardi ve atrial/ventrikiiler
fibrilasyon gibi) miimkiin olmakta; tan1 ve tedavi asamasinda ilag se¢imlerine (anti-
aritmikler) katki saglanmaktadir (Smith ve ark., 2016). Tanida en 6nemli unsurun
kalp ultrasonu yani ekokardiyografi oldugu bilinmektedir (Boon, 2011). Giiniin
teknolojisine uygun olarak manyetik rezonans ve bilgisayarli tomografi secenekleri

de gerektiginde kalp hastaliklarinin tanisinda kullanilmaktadir (Smith ve ark., 2016).

Insanlarda oldugu gibi kdpeklerde de kalp yetmezligi dncelikli olarak DCM
ve kronik kapak hastaliklarina bagl gelismektedir (Wendy, 2011). DCM tanist i¢in
EKG ve ekokardiyografik bulgular temelinde skorlandirma sistemi kullanilmaktadir.
Toplam skor 6 veya daha fazla ise DCM ile uyumlu, skor <6 ise sik araliklarla

gozlenmesi 6nerilmektedir (Wendy, 2011).

Miksomatdz mitral kapak hastaliklart (MMVD) i¢in Amerikan Kardiyoloji
Birligi’nin 6nerisi dogrultusunda klinik (iifiiriim, torasik radiyolojik degisimler) ve
ekokardiyografik bulgular temelinde tanimlama yapilmaktadir (Gordon ve ark.,
2017). Kalp yetmezligi siniflandirilmasinda oldugu gibi A grubu; kalp hastaligina
predispoze olan ve oskiiltasyonda ifiirim alinmayan olgulari, B grubu; kalp
hastalig1 ve tiflirlimii olan ancak klinik bulgu gdstermeyen olgulari, C ve D gruplari
da mitral kapak hastalig1 ve buna bagl gelisen kalp yetmezligi bulgularin1 gosteren
olgular1 kapsamaktadir (Gordon ve ark., 2017). MMVD tanimlamasi; mitral kapakta
kalinlasma (endokardiozis), prolapsus (MVP), ruptur ve vejetatif {remeleri
kapsamaktadir (Smith ve ark., 2016; Wendy, 2011). MMVD’nin tanimlamasinda
ekokardiyografik degerlendirmeler altin standart olarak kabul edilmekte; 6zellikle iki
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boyutlu, renkli ve spektral Doppler ol¢iimleri ile diyagnostik detaylar elde
edilebilmektedir (Smith ve ark., 2015).

Rutin klinik laboratuvar test sonuglar1 genellikle non-spesifiktir. Diisiik
kardiyak debiye bagli prerenal azotemia, sistemik konjesyona bagli karaciger
enzimlerinde artis veya es zamanli kardiyak olmayan hastalik varligina bagh
bulgular tespit edilebilmektedir (Smith ve ark., 2016). DCM’li olgularda prerenal
azotemi ile birlikte hafif elektrolit anormallikleri ve anemi goriilme olasiliginin
yiiksek oldugu belirtilmektedir (Wendy, 2011). Kalp yetmezliginde kardiyak hasar
belirtegleri olarak serum CK (6zellikle CK-MB), AST, LDH ve miyoglobin
diizeyleri yilikselim gosterirken, bu parametrelerin ayni zamanda karaciger veya
iskelet kasi hasarlarinda da artacagi unutulmamalidir (Martin ve Corcoran, 1997).
Gilinlimiizde kardiyak hasarlar daha spesifik biyokimyasal belirteglerle ortaya
koyulmakta; tan1 ve prognoz tayininde avantajlar saglanmaktadir. Kardiyak troponin
[ (cTnl) miyokardiyal hiicre hasarinin spesifik bir gostergesi olarak kabul
edilmektedir. Kardiyak membran hasar1 ve hiicre nekrozu cTn’lerin dolagimda
yiikselmesine yol agmaktadir. CTnl diizeyindeki artma kalp hasarinin siirecine
(akut-kronik) ve miyokardiyal hasarin derecesine bagl degisim gostermektedir.
Miyosit hasarindan sonra serum cTnl diizeyi 4 saat iginde artip 12-24 saatte pik
yaparak 1-3 hafta i¢inde fizyolojik sinirlara geri donmektedir. Serum c¢Tnl diizeyi
miyokardiyal hasarlanma ile ilgili olarak (miyokardial inflamasyon, travma, konjestif
kalp yetmezligi ve hipertrofik kardiyomiyopati) artabilecegi gibi, non-kardiyak
nedenlere bagh olarak da (gastrik dilatasyon / volvulus, renal hastaliklar, azotemi

vb.) yiikselebilmektedir (Smith ve ark., 2016; Wendy,2011).

Tanisal agamada oncelik alan bir diger kardiyak biyobelirtecler natritiretik
peptid BNP (NT-ProBNP) ve daha az 6nemde de NT-ProANP’dir (Nelson ve Couto,
2014). Natritiretik peptidler hastalarda konjestif kalp yetmezliginin varligi ve
prognozunu oraya koymakta basarili olarak goriilmekle birlikte, kalbin morfolojik
degisimden daha ¢ok fonksiyonel biyobelirtegleri olarak kullanilmaktadirlar. Serum
cTnl ve NT-proBNP diizeyleri insan, kedi ve kopeklerde solunum sistemi
sikayetlerinin altyapisinda kardiyak hastaliklarin varligim1 ortaya koymak igin

hekimlere avantaj saglamaktadirlar (Smith ve ark., 2016; Wendy, 2011).
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2.1.8. Kalp Yetmezligi Tedavisi: Sunulan bu c¢alismanin kapsaminda kalp
yetmezligi tedavisi ve etkinliginin izlenmesi s6z konusu degildir. Bu nedenle bu
boliimde konu biitiinliigiiniin saglanmas1 adina sadece temel tedavi secenekleri
verilecektir. Tablo-3’de kalp yetmezliginin siniflandirilmasina gore Onerilen tedavi
planlar1 da 6zetlenmistir. Buna gore kalp yetmezliginde temel tedavi yaklasimlari
dort ana baslik altinda toplanmaktadir (Boswood ve ark., 2016; Dukes-Mcewan ve
ark, 2003; Oyama ve ark., 2011; Peddle ve ark., 2012; Vollmar ve Fox, 2016):

A- Kalbin is giiciinii azaltmak: Kalbin yiikiinii (6nyiik ve ardytlik) azaltan ilaglar
kullanilmaktadir. Ditiretikler (furosemid, tiyazid vb.), anjiyotensin doniisiim enzim
inhibitorleri — ACEi (enalapril, benezapril) ve miks vazodilatorlerin (pimobendan)

onerilen doz ve siklikta kullanimlari tavsiye edilmektedir.

B- Odemi azaltmak: Plevral, peritoneal efiizyon ve pulmoner ddemin giderilmesi ve
dolayisiyla solunum performansi ve hareket kabiliyetinin artirilmasi i¢in basta
furosemid (2-4 mg/kg, IV-PO, 2x1) olmak iizere diiiretiklerin kullanilmasi,
gerektiginde de 6zellikle D sinifi kalp yetmezliklerinde diger diiiretiklerle (tiyazid ve

spironolakton) kombine edilmesi 6nerilmektedir.

C- Kontraktiliteyi artirmak: Pozitif inotroplarmn kullanilmasi gerekmektedir. Bu
amacla hem vazodilatér hem de inotrop olan ve bu nedenle “inodilatér” olarak
tanimlanan pimobendan (0,25-0,5 mg/kg/giin, PO) kullanilmasi tavsiye edilmektedir.

Digoksin zayif pozitif inotropik etki nedeni ile tercih edilmemektedir.

D- Aritmi (varsa) diizeltmek: Supraventrikiiler tasikardisi olan olgularda (atriyal
fibrilasyon vb.) digoksin (0,005 — 0,008 mg/kg, 2x1, PO) tek basina ya da diltiazem
gibi (1 mgkg, 3x1, PO) bir kalsiyum kanal blokdrii ile kombine edilerek

kullanilmaktadir.

Tedavi asamasinda dikkat edilmesi gereken noktalardan birisi de kalp
hastaliklarinin 6nemli komplikasyonlarindan biri olan arteriyal tromboembolism
(ATE)’dir. Bu tir hemostazis bozukluklarinin kalp hastaliklarinin seyri ile
kopeklerde yaygin olmadig: ifade edilmektedir. Bu bilgiye paralel olarak Winter ve
ark. (2012)’de ATE tanimladiklar1 26 kopegin hi¢ birinde kalp hastalig
bildirmemislerdir. Diger taraftan Lake-Bakaar ve ark. (2012) aortik trombozis

tanimladiklar1 31 kopegin altisinda kardiyak altyapi tespit etmislerdir. Bu geliskili
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bilgiler kalp yetmezliginde hemostazis siirecinin izlenmesi gerektigini, ihtiyag
oldugunda da insanlarda oldugu gibi anti-platelet ilaglarin (klopidogrel, aspirin vb.)
kullanilmas1 gerektigini gostermektedir (Smith ve ark., 2016). Bu hastaliklarda
koagiilasyon (hemostazis) zincirindeki degisimin belirlenmesi; insan ve hayvanlarda
tani, tedavi ve profilaksi stratejilerinin gelistirilmesinde 6nem arz etmektedir (Lake-

Bakaar ve ark., 2012; Winter ve ark., 2012).

2.2. Hemostazis

2.2.1. Tanmim: Hemostazis (koagiilasyon sistemi); birbiri ile ilgili, birbirinin etkilerini
arttiran, karst mekanizmay1 harekete geciren, viicut savunma mekanizmasi ile de
baglantilar1 olan ¢ok yonlii karmasik bir sistemdir (Atamer, 2007). Basit tanimlama
ile viicudun kan kaybin1 6nleyen fizyolojik bir savunma mekanizmasidir. Hemostazis
ayrica asir1 pihtt olusumunu engelleyen ve kanin akigkanligin1 yeniden kazandiran

sistemleri de (fibrinolizis) igermektedir (Atalan, 2013).

2.2.2. Hemostazisde Rol Oynayan Faktorler: Hemostaziste rol alan faktorler
arasinda; damar duvari, kan akimi, plateletler, koagiilasyon faktorleri ve inhibitorleri,
fibrinolizis faktorleri ve inhibitorleri, akut faz proteinleri, fosfolipidler,
prostoglandinler ve sitokinler sayilmaktadir. Bu faktorlerin viicutta siirekli ve diisiik
hizda belirli bir oranda salimimi s6z konusu iken, aralarindaki dengenin korunmasi

igin siirekli bir etkilesim olmasi da kagimilmazdir (Atalan, 2013; Atamer, 2007).
2.2.3. Hemostazis Basamaklari: Uc ana basamaktan olusmaktadir.

Primer hemostazis: Vaskuler endotelyum, plateletler ve von Willebrand
faktoriin (VW) aktivasyon ve etkilesimini kapsamaktadir. Damar endotelyumundan
dolasima vazoaktif aminler (NO, PGI, fibronektin, serotonin) salinir. Vazodilatasyon
ve platelet adezyonunda azalma ile anti-trombotik etki olusurken, kan dolagiminda
pihtilagsmanin da Oniine geg¢ilmis olunur. Endotelyal hasarlanmay: takiben damar
subentodelyumunda bulunan kollojen ile platelet etkilesmesi; platelet adezyon,
aktivasyon ve agregasyonuna yol acarak primer (gecici) hemostatik plak olusturulur

(Atalan, 2013; Reece, 2003a; Tutar ve ark., 2000; Willard ve Tvedten, 2012).

Plateletler megakaryositlerin sitoplazmasindan olusan kiigiik pargaciklardir.

Caplar1 2-4 Pm, hacimleri 5-8 fL arasinda, bikonveks ve cekirdeksiz hiicrelerdir
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(Atamer, 2007). Dolasimdaki platelet sayist1 kopek ve kedilerde 180.000 —
750.000/uL diizeyde olup, baz1 irklar (Cavalier king charles spaniel) genetik olarak
trombositopeniktir (Willard ve Tvedten, 2012). Plateletler dolasimda 8 - 11 giin canli

ve aktif kalirken, yar1 dmiirleri ortalama 2-3 giindiir (Reece, 2003a).

Plateletler perifer dolasimda olgunlastik¢a endositoz yoluyla fibrinojen gibi
plazma proteinlerini, vWf, FV ve albiimini hiicre i¢ine alarak alfa graniil ad1 verilen
organellerinde depo etmektedirler. Plateletlerin alfa graniilleri ayn1 zamanda beta-
tromboglobulin ve trombospondin gibi hiicre adezyonyonu ve migrasyonundan
sorumlu plateletlere 6zgii proteinleri de igerirler. Bu graniil icerikleri trombin,
kollajen, adenozin difosfat (ADP) ve platelet aktive edici faktor (PAF) gibi agonistler
tarafindan plateletlerin aktive edilmeleriyle dolagima salinmaktadirlar (Sekil-1).
Plateletlerin i¢ yapisindaki yogun tubiiler sistem ayni zamanda arasidonik asit ve

tromboksan A2 gibi eikozanoidleri de sentezlemektedir (Reece, 2003a).

Coagulation T]}romboxaneAz l ADP ¢ P ADP—— > ADP

Collagen

Platelet
activation

Aggregation

\
Py
Fibrinogen

Sekil-1: Platelet aktivasyonu ve sonrasinda alfa ve dense graniillerden salinan mediyatorlerle
koagiilasyon zincirinin aktive olmasi (Ghoshal ve ark., 2014)

Thrombin
generation

Coagulation factors
inflammatory mediators

Sekonder hemostazis: Primer hemostazis slirecini sekonder hemostazis
izlemektedir. Bu siiregte amag; kalici fibrin ipliklerinin ve stabil pihtinin
olusturulmasidir. Bu amacla koagiilasyon faktorleri (FI — XIII) kullanilmaktadir

(Sekil-2). Bunlar plateletlerde graniiller i¢inde depolanirken, platelet aktivasyonu ile
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salimir hale gelmektedirler. Dolasimda olmayan tek koagiilasyon faktoriiniin
subendotelyal alanda bulunan doku faktorii (Tissue Factor-TF, Faktor III) oldugu
tespit edilmistir (Ghoshal ve ark., 2014). Koagiilasyon faktorleri karacigerde iiretilip
plazmaya salinirlar, inaktif olmalarina ragmen koagiilasyon siirecinde aktive
edilirler. Doku faktorii ekstrinsik sistemin, FXII ise intrinsik sistemin stimiilanidir.
Farkli yolaklardan isleyen her iki sistem daha sonra birlikte yaygin sistemi (Common
pathway) aktive ederek; trombinin fibrinojeni fibrine doniistiirmesine ve kalic1 fibrin

(p1ht1) olusumuna olanak saglarlar (Willard ve Tvedten, 2012).

| intrinsic pathway ' |extr1nsic pathway I

XII—XIla TF
Ca2t VIIa/TF «——— VII

IX? IX PL=platelet
JVIII& phospholipids

TF =tissue factor

prothrombin ———— thrombin

Yayglnyol fibrinogen ———= fibrin monomer

ommon pathway

fibrin clot
Krp—Rrombin s rite

©1997 Encyclopaedia Britannica, Inc. Stabilize fibrinli pihti

Sekil-2: Sekonder hemostazisde intrinsik, ekstrinsik ve yaygin yol {izerinden kalict fibrin (pihti)
olusumu (www.brittannica.com)

Tersiyer hemostazis (fibrinolizis): Hemostatik denge igin pihtinin
uzaklagtirilmast da Onemlidir. Kanda prokoagiilanlardan daha fazla endojen
antikoagiilanlar mevcuttur. Koagiilasyonu inaktive eden bu endojen antikoagiilan
maddeler; antitrombin III (ATIII), protein C, protein S ve doku faktdrii inhibitoriidiir
(Atalan, 2013). Kalic1 pihtinin hasarli bolge ve dolagimdan uzaklagtirilmasini
gerekmektedir. Plasminojen’in fibrini pargalamasiyla fibrin pargalanma firtinleri
(FDP) agiga cikmakta; d-dimer gibi iriinler de koagiilasyon zincirini inhibe etme

ozelligi gostermektedirler (Gale, 2011; Willard ve Tvedten, 2012).
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2.2.4. Hemostazis — Tamisal Yaklasim: Insanlarda oldugu gibi hemostazis kedi ve
kopek hekimliginde global pihtilagma siirelerinin (protrombin zamani — PT ve aktive
edilmis tromboplastin zamani1 - aPTT) olgtimleri ile takip edilmekte, fibrinolitik
sistem (tersiyer hemostazis) de fibrin pargalanma iiriinlerinden D-dimer diizeyleri ile
irdelenmektedir (Tablo-4). Trombin zamani (TT), trombin — antitrombin antikorlari
(TAT), anti-trombin Il (AT-III) ve pihtilasma faktorlerinin 6lgiimleri pratik
kosullarda degerlendirilemeyen, dolayisiyla kapsamli laboratuvar kosullaria
gereksinim duyulan detaylardir (Bauer ve ark., 2009). PT ve aPTT siirelerinde
hipokoagiilasyon = durumunda  uzama, hiperkoagiilasyonda ise  kisalma
beklenmektedir. D-dimer diizeyindeki artislar fibrinolitik mekanizmanin arttigini ve
yaygin intravaskiiler koagiilasyon (DIC) gibi komplikasyonlarin gelistigini
gostermektedir (Ghoshal ve ark., 2014). PT ve aPTT siirelerinin hiperkoagiilasyon
varligin1 ortaya koymada yetersiz kalmalar1 yeni teknolojik yaklasimlara ihtiyac1 da

giindeme getirmektedir.

Tablo-4: Hemostazis degerlendirilmesinde kullanilan laboratuvar testleri ve hedefleri

Laboratuvar analizi Degerlendirilen hemostatik proses
Platelet say1s1 Platelet bozuklugu

aPTT Intrinsik (ve yaygin) koagiilasyon sistemi
PT Ekstrinsik (ve yaygin) koagiilasyon sistemi
TT Yaygin koagiilasyon sistemi

Fibrinojen Fibrin tiretimi

FDP — D dimer Fibrinolizis

Son yillarda tromboelastografi (TEG) global koagiilasyon degerlendirmesi ve
platelet fonksiyonlarina genel bir bakis agisindan yaygin kullanim alani bulmaya
baglamigtir (Sekil-3) (Eralp ve ark., 2011; Yilmaz ve ark., 2017). TEG, canli
organizmada fizyolojik olarak gelisen bir dizi reaksiyonu in vitro kosullarda da taklit
etmek sureti ile koagiilasyon surecini degerlendirme prensibi ile caligmaktadir
(Hobson ve ark., 2006; Salooja ve Perry, 2001). Kaolin aktive TEG o&zellikle
insanlarda yaygin olarak kullanilmis (Audu ve ark., 2006; Hobson ve ark., 2006;
Salooja ve Perry, 2001; White ve ark., 2009), son zamanlarda veteriner sahada

kopekler igin de referans ¢alismalar1 yayinlanmistir (Eralp ve ark., 2011). TEG ile
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pithti olusumu (R, K, alfa agisi ve MA) ve fibrinolitik sistem (LY30) ile ilgili

Olgtimler  gergeklestirilmektedir  (Sekil-3). Bu parametrelerin  birimleri  ve

koagiilasyonla ilgili hangi detaylara aciklik getirdigi Tablo-5 ve -6 da aktarilmistir
(Salooja ve Perry, 2001).

INTRINSIC EXTRINGIC
- =5 CONTACT TISSUE FACTOR
: xn
$ 2 X vt
: - | Ct(N)u x Ce
: v
: PTT P
: T.——V.C.
: n—e)
T T ( FIBRINOGEN (1) ——=, FIBRIN MONOMER
H ~ /’—C..l-
. FIBRIN POLYMER
HP 2 + PLATELETS
+ STABLE CLOT
Hypercoagulability
FIBRINOLY SIS —8»|

Hypocoagulability

. Hyperfibrinolysis

Hypofibrinolysis
A

Sekil-3: Tromboelastografi (TEG) trasesinin normal ve patolojik degisimlerine 6rnekler (A) ve TEG
parametrelerinin pithtilagsma sistemine karsilik gelen boliimleri (B) (Kell ve Pretorius, 2015).

|.._——— ALINGYLS 1070

D-Dimer

TEG’nin sagladig1 diger bir analiz ile yani Velocity Curve (V-Curve) verileri
ile; trombus ve fibrinolitik sistem hakkinda daha detayli bilgiler elde
edilebilmektedir. V-curve verisi; trombus olusumu (trombus olusumunun maksimum
orani-MRTG, MRTG i¢in gecen siire-TMRTG ve total trombus olusumu i¢in gecen
stire-TG) ve fibrinolitik aktivite ile ilgili parametreleri (maksimum lizis orani-MRL,
MRL’ye ulagsmak i¢in gegen siire-TMRL ve total lizis-TL) kapsamaktadir (Sekil-4).

V-curve verilerinin sepsisli kopeklerde degisimleri belirlenmis (Kocaturk ve ark.,

2017) ancak kalp yetmezligindeki degisimleri heniiz belirsiz kalmistir.
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Tablo-5: Tromboelastografi (TEG)’de oOlgiilen parametrelerin anlami, birim ve kabul gérmiis kisa
ifadeleri (Salooja ve Perry, 2001)

Parametre Birim Detay

R siiresi Dakika Reaksiyon siiresi (pthtini 0-2 mm amplitiide dek gecen siire)
K siiresi Dakika Piht1 kinetigi (pth. 0-2 mm amp. ulagincaya dek gegen siire)
Alfa agis1 Derece P1ht1 kinetigi (2-20 mm amplitiid arasindaki egim)

MA mm Maksimum piht1 giicii ve stabilitesi

G Dynes/cm2 Maksimum piht1 giicii ve stabilitesi

LY30 - 60 % Piht1 lizisi

Tablo-6: Tromboelastografi (TEG)’de 6lgiilen parametreler hemostazis ile ilgili pihti olusumu,
stabilitesi ve lizisi ilgili detaylar vermektedir (Salooja ve Perry, 2001).

Parametre Detay
R stiresi Pihtilagma faktorleri ve fonksiyonlar
K ve alfa agist Platelet say1 ve fonksiyonlar1; Fibrinojen diizeyi ve fonksiyonu;
Pihtilasma faktor aktiviteleri
MA ve G Platelet say1 ve fonksiyonlari; Fibrinojen diizeyi
LY30, LY60 Fibrinolitik sistem (d-dimer)
81 Time to maximum rate of thrombus

generation (s)

Maximum rate of thrombus
generation (dyne.cm2.s?)

dyn.cm2.;s?
&
A

Total thrombus generation (dyn.cm2)

Clot lysis time (s)

g,

Time

Clot growth time

_’)J Area under curve of lysis

Time to maximum rate of lysis }—) (dyn.cm™)
_4_] Maximum rate of lysis
(dyn.cm2.s?)

»

CLOT LIFE SPAN = clot growth time + clot lysis time '

Sekil-4: TEG’de velocity curve verilerinin sematize edilmesi. V-cure verileri klasik tromboelastografi
(TEG) trasesinden piht1 rezistanshigi ile ilgili ilk boliimden hesaplanmaktadir. MRTG, maksimum
trombus olusumu; R, reaksiyon siiresi; SP, split noktasi; TMRTG, maksimum trombus olusumu i¢in
gecen siire; TTG, total trombus formasyonu; D, delta (Kell ve Pretorius, 2015).
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TEG’nin global pihtilasma siirelerine goére (PT ve aPTT) avantajlar
bulunmaktadir. Bu parametreler (PT ve aPTT) daha ¢ok uzama egilimli hastalarda
(DIC ve pihtilagsma faktorleri eksikligi gibi) tanisal 6nemde iken, artmis koagiilasyon
durumlarinda stirelerde kisalma goriilmesi nadirdir. Bu nedenle TEG olgiimleri
koagiilasyon egilimini (hiperkoagule) ortaya koymada avantajli kabul edilmektedir.
Bu nedenle kalp yetmezliklerinde PT ve aPTT wverileri ile karsilastirildiginda
koagiilasyon siirecinin tespitinde TEG oOl¢iimlerinin daha etkili olacagi kaginilmazdir.
Koagiilasyon sistemin TEG ile analiz edilerek platelet aktivasyonunun fark edilebilir,
trombus risklerinin de daha giiclii bir sekilde ortaya konabilecegi diisiincesindeyiz.
Bu erken uyari sistemi; tedavide platelet aktivasyonunu sinirlayan ilag (aspirin,
klopidogrel vb.) kullanim gerekliligine karar vermek noktasinda hekimlere avantaj

yaratabilecektir (Marcone vd., 2015).

2.3. Proteomik

2.3.1. Tanim: Proteomik ve proteom terimleri Marc Wilkins tarafindan 1990’larda
tiiretilmistir (Basaran ve ark., 2010). PROTEin ve genOM sozciiklerinden olusan
“PROTEOM”; bir organizma veya dokunun genomu tarafindan ifade edilen
proteinlere verilen isimdir. Proteomik olarak tanimlanan “proteom analizi” ise;
proteinlerin yapisal Ozelliklerinin belirlenmesi ve iglevlerinin aydinlatilmasini
kapsayan teknolojileri ile inanilmaz hizda ilerleyen bir bilim alanidir. Proteomik;
belli bir zamanda belli bir yerde bulunan tiim proteinlerin yapilarini, yerlesimlerini,
miktarlarini, translasyon sonrasi modifikasyonlarini, doku ve hiicrelerdeki islevlerini,
diger proteinlerle ve makro molekiillerle olan etkilesimini aydinlatir. Proteomik
dinamik bir terim olup farkli durum (normal ve hasta, gen¢ ve yashi vb.) ve
kosullarda hiicre, doku veya viicut sivilarindaki proteinlerin kantitatif analiz

teknolojisi olarak tanimlanmaktadir (Basaran ve ark., 2010; Demirel, 2008)

Hastaliklarin teshisi ve tedavisi konusunda genomik caligsmalardan beklenen
sonu¢ tam anlami ile elde edilemedigi i¢in; 6zellikle son 20 yildir bilim insanlar
genlerin kodladig1 proteinlerin yapisini ortaya koyarak hastaliklarin teshis ve
tedavisinde kullanilabilecek proteom analiz yontemlerini gelistirmeye devam

etmektedir (Haas ve ark., 2011). Protein analizi DNA analizinden kiyaslanamayacak
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kadar zordur. DNA sadece dort yapi tasindan olusurken dogal proteinler 20 farkli
aminoasitten olusurlar ve zincirin ii¢ boyutlu yapis1 da proteinin fonksiyonunu ¢ok

etkiler. Bir organizmanin bir genomu ama bir¢ok proteomu vardir (Demirel, 2008).
Uygulamanin amacina gore bes tip proteomik vardir:

1. Ekspresyon Proteomik: Hiicre veya dokudan ekspresse edilen proteinleri belirler
2. Yapisal Proteomik: Protein {i¢ boyutlu tayin eder

3. Fonksiyonel Proteomik: Proteinlerin fonksiyonlarini inceler

4. Kemoproteomik: Hiicreler ile hangi kiiclik molekiillerin etkilesecegini inceleler ve
5. Hiicre-Haritas1 Proteomik: Protein-protein etkilesimi ve proteinlerin subselliiler

yerlesimi belirler.

2.3.2. Proteomik ve Biyobelirte¢ Gelistirme: Proteomik calismalar1 biyobelirteg
gelistirme ¢abalari i¢in ideal bir teknoloji olarak kabul edilmektedir. Genis c¢apli
protein taramasi yapabilen proteomik analizler (binlerle ifade edilen serum
proteinleri); zaman ve hastaliga bagl kalp problemlerinde serumda proteinleri ortaya
cikarilarak hastaligin olusumu ve ilerleyisi hakkinda bilgiler saglamaktadir. Boylece
yeni proteinler ve bu proteinlerin diger proteinlerle etkilesimlerinin belirlenmesi
(protein  network, protein-protein interaksiyonu); ilgili hastaligin biyolojik
prosediirlerinin anlagilmasi ve detaylandirilmasina katki vermektedir (Arab ve ark.,
2006). Veteriner Hekimlik alaninda “proteomikler” ile ilgili sinirli sayida yaym bilgi
birikimi olmasmna ragmen (Ceciliani ve ark., 2014), insanlarda fizyolojiden
onkolojiye kadar genis bir yelpazede detayli caligmalar yapilmis ve bilimsel alanda
paylasim  ortam1  olusturulmustur.  Proteomik  c¢aligmalar;  hastaliklarin
belirlenmesinde, organ hasari mekanizmalarinin detaylandirilmasinda ve yeni ilag
gelistirme ¢aligmalarinin teknik ve bilimsel altyapisin1 olusturmada 6nemli kabul

edilmektedir (Ceciliani ve ark., 2014; Karvunidis ve ark., 2009).

Kalp hastaliklarinin tanimlamasinda miyokardial hasar belirteci olarak bir¢ok
parametre bildirilmis; ancak, bunlarin biiyiik bir kisminin tanisal siirecte spesivite ve

sensitivitesi diisiik kalmigtir. Tamisal ve prognostik amagla kullanilan bu tiir

20



biyokimyasal indikatorlerin yetersizligi goze alindiginda, hassas degerlendirmelerin
yapilabilecegi yeni biyobelirteglere gereksinim duyulmaktadir (Basoglu ve ark.,
2014; Hinkelbein ve ark, 2009). Bu noktada, kalp hastaliklarinin alt yapisinda protein
panelinde degisimlerinin meydana geldiginin ortaya konmas1 (Vistnes ve ark., 2010;
Zois ve ark., 2012), belirtilen hedeflere ulagmada yeni bir yol agmistir (Basaran ve

ark., 2010; Demirel, 2008; Karvunidis ve ark., 2009).

Serum ve hiicresel (platelet) proteomik ¢alismalari; iki farklt durum
arasindaki (normal ve hasta) proteom ekspresyonlarinin karsilastirilmasina
dayanmaktadir (Demirel, 2008; Karvunidis ve ark., 2009). Bu tarz ¢calismalarda hasta
grubuna ait serum, doku, hiicre ya da patolojik sivilardaki proteomlarin kontrol
grubuna gore artmasi (up-regiile) ya da azalmasi (down-regiile) istatiksel boyutta
ortaya konmaktadir. Proteomik c¢alismalar ile Onceden bilinmeyen proteinlerin
tespitine olanak saglanirken, genomik calismalarda sadece tanimlanmis genlerin
Olciimii yapilabilmektedir (Kalenka ve ark., 2006). Bu nedenle proteomik caligsmalar
yapilmadan 6nce ilgili hastalikta bulunabilecek proteinlerin say1 ve ¢esidinin tahmin
edilebilmesi miimkiin degildir. Proteomik ¢alismalar1t dinamik bir yap1 gostermekte;
bu metoda ait teknolojik gelismeler devam ettik¢e bulunabilecek protein ve detaylar

da artabilmektedir (Haas ve ark., 2011).

Proteomik ve kalp hastaliklar1 ile ilgili caligmalara bakildiginda; fare
(Buscemi ve ark., 2005), tavsan (Birner ve ark., 2012) ve kopek serumlarinda
(Sawicki ve ark., 2004) kalp yetmezligini regiile eden baz1 proteinler
detaylandirilmigtir. Willingale ve ark. (2006) kalp yetmezlikli insanlarda 18 serum
proteini belirleyebilmislerdir. Bu ¢alismalardaki (Berhane ve ark., 2005; Buscemi ve
ark., 2005; Mebazaa ve ark., 2012; Sawicki ve ark., 2004) serum proteinlerinin daha
cok hastadaki inflamasyon, signaling, gelisme ve farklilagma, cytoskeletal,
channel/receptorler ve yeniden sekillenme (re-modeling) prosesleri ile ilgili oldugu

ifade edilmistir.

2.4. Kalp Yetmezligi, Hemostazis ve Platelet Proteom Ilgisi:

Kalp yetmezlikleri insanlarda oldugu gibi kopek ve kedilerde hemostazisin
bozulmasina yol acabilmekte ve plateletlerin asir1 aktivasyona bagli trombus

olusturabilmektedir (Smith ve ark., 2016). Tromboemboli nedeni ile akciger ve beyin
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gibi organlarda gelisen dolagim yetmezlikleri; ilgili sisteme gore spesifik klinik-
patolojik bulgularin ortaya ¢ikisina yol agmaktadir. Arteriyal tromboembolilere bagli
perakut yiiriime giicliigii ya da parapleji, akciger embolisine bagl solunum giicliigii,
beyin damarlarindaki trombuslara bagli senkop ya da nobetler gelisebilmektedir. Bu
nedenle insan ve hayvanlarda kalp hastaliklarinda platelet aktivasyonunu diizenleyen
ilaclarin kullanim1 hem tedavi hem de profilaktik 6nemde kabul edilmektedir (Smith

ve ark., 2016; Wendy, 2011).

Kalp hastaliklarinda insanlarda koagiilasyon datalar1 mutlaka izlenmektedir.
Kedilerde HCM olgularinda tromboemboli riski yiiksek olmasina ragmen kopeklerde
kalp yetmezliginde tromboemboli riski daha az goriilmektedir (Smith ve ark., 2016).
Yeni teknolojik gelisimler bu konuda yeni detaylarin orta ¢ikmasina imkan
yaratabilir. Geleneksel olarak insan ve veteriner hekimliginde koagiilasyon zincirini
degerlendirmede kullanilan tromboelastografi (TEG) cihazi ile global hemostazis
yorumlanmaktadir (Engelen ve ark., 2017; Eralp ve ark., 2011; Eralp-Inan ve ark.,
2016; Kocatiirk ve ark., 2016). TEG sistemine yeni bir yazilim ilavesi (Velocity cure,
V-cure) ile trrombus formasyonu ve fibrinolizis olusumu hakkinda detaylar elde
edilir olmustur (Engelen ve ark., 2017). Bu gelismeler geleneksel parametrelerin (PT
ve aPTT) ortaya ¢ikarmada disiik duyarlilikta kaldigi koagiilasyon aktivasyonuna
(hiperkoagulasyon) kopeklerde kalp yetmezligi modeli ile acilim getirilebilir

diistincesindeyiz.

Insan ve veteriner hekimliginde geleneksel yontemler ile yapilan calismalara
ragmen koagiilasyon sistemin aktivasyonunu ortaya koyabilecek molekiiler diizeyde
detay calismalara ihtiya¢ duyulmaktadir. Bu gereksinimin ortaya c¢ikmasinda;
koagiilasyonda primer rol oynayan plateletlerin aktive olmasi, morfolojik ve
fonksiyonel bir¢ok degisim gostermesi ve bu degisimlerin belirlenen yontemlerle tam
olarak ortaya konulamamasi etkin olabilir. Bu asamada son teknolojik gelismelerle
serum ve hiicresel bazda protein tanimlamalarinin yapilabilmesi (proteomik);
hastalik - saglik sorunlarinin belirlenmesinde yeni detaylar elde edilmesine olanak

saglamaktadir (Burkhart ve ark., 2014).

Plateletlerin niikleuslarinin olmamas1 sinirli  protein iiretimi anlamina

gelmektedir (Ghoshal ve ark., 2014). Modern platelet proteomik ¢aligmalari; binlerce
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proteindeki kantitatif degisimleri, proteinlerdeki post-transisyonel degisimleri,
protein-protein etkilesimlerini ve ¢ok az miktarlarda olmasina ragmen protein
lokalizasyonlarini1 ortaya koymaktadir. Dolayisiyla platelet proteomik caligmalari;
platelet hemostazisini etkileyen organizmadaki temel biyolojik davranislarin
karakterize edilmesi ve detaylandirilmasina olanak saglarken, hastalik ve saglik
durumlarinda plateletlerin rollerini belirlemeye de imkan saglamaktadir (Burkhart ve
ark., 2014). Insanlarda yapilan calismalarda (Burkhart ve ark., 2014) elde edilen
platelet proteomlar1 Tablo-7’de aktarilmis; bazilarmin (fibrinojen, glikoprotein,
platelet endothelial cell adhesion ve P-selectin gibi) hemostazis ve diger biyolojik
fonksiyonlardaki gorevleri (inflamasyon, immun yanitlar vb) dikkat c¢ekmistir

(www.uniprot.org).

Tablo-7: Calismalardan elde edilen bazi platelet proteomlar1 (Burkhart ve ark., 2012).

Accesion No Protein adi
P0O2675 Fibrinojen beta chain
P50552 Vasodilator Stimule Phosphoprotein
PO8514 Integrin alfa ib
PO5106 Integrin beta-3
P21926 CD9 antigen
P40197 GPV: platelet glycoprotein V
PO7359 Platelet glycoprotein 1b alpha chain
P14770 Platelet glycoprotein 9
P06396 GELS: gelsolin
P16671 Platelet glycoprotein 4
P16294 Platelet endothelial cell adhesion
P16109 P-selectin
Q9HCNG6 Platelet glycoprotein VI
P17301 Integrin alpha 2
PO7942 Lamin subunit beta

Inme (stroke) problemi olan insanlarda saglikli kontrollere gore
karsilagtirildiginda, platelet protemlarindaki degisimlerin say1 ve ¢esitliligi hastaligin
olusumunda plateletlerin ne kadar aktif rol aldigin1 da ortaya koyar boyuttadir (Cevik
ve ark., 2016). Tablo-8’de bu ¢alismadan (Cevik ve ark., 2016) elde edilen ve sadece
hemostazis, koagiilasyon ve hiicre adezyonunda gorevleri tanimlanan proteinler
aktarilmigtir. Tablo-8 da goriildiigii gibi felg geciren insanlarda integrin beta-3 ve
integrin alpha-1IB en fazla artan platelet proteinleri olarak dikkat ¢ekmistir (Cevik ve
ark., 2016).
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Tablo-8: Fel¢li insanlarda platelet proteomlarindaki degisimler, kontrole gore artiglari, sinif ve
lokalizasyonlar1 (Cevik ve ark., 2016).

No Tammlama Kat Siniflama Lokalizasyon
P0100 Alpha 1 antitrypsin 0.34 Hemostasis Extracellular Space
P01008 Antithrombin 111 1 Hemostasis Extracellular Space
P02749 Beta 2 glycoprotein 1 1 Coagulation Extracellular Space
P02671 Fibrinogen alpha chain 0.92 Cell adhesion Plasma Membrane
P02675 Fibrinogen beta chain 0.81 Cell adhesion Plasma Membrane
P02679 Fibrinojen gamma chain 1 Cell adhesion Plasma Membrane
P04196 HRP 1 Hemostasis Extracellular Space
Q96KK5 Histone H2A type 1 H 2 Structural Nucleus

Q8N257 Histone H2B type 3 B 2 Structural Nucleus

P08514 Integrin alpha 1lb 2.8 Cell adhesion Plasma Membrane
P05106 Integrin beta 3 3.76 Cell adhesion Plasma Membrane
Q9Y624 Junctional adh. mA 0.77 Cell adhesion Plasma Membrane
P01042 Kininogen 1 1 Hemostasis Extracellular Space
P62937 Peptidyl prolyl cis trans 0.79 Cell adhesion Cytoplasm

P05155 Plasma protease C1 1 Hemostasis Extracellular Space
P00747 Plasminogen 1 Hemostasis Extracellular Space
P14770 Platelet glycoprotein X 0.77 Hemostasis Plasma Membrane
P02760 Protein AMBP 1 Cell adhesion Extracellular Space
P00734 Protrombin 1 Hemostasis Extracellular Space
P07996 Thrombospondin 1 14 Cell adhesion Extracellular Space

Kopeklerde yapilan bir ¢calisgmada (Kocatiirk ve ark., 2016) DCM'li olgularda
serum proteinlerinde (n=8) Onemli degisimler belirlenmis; bu proteinlerin DCM
patofizyolojisinde rol alabilecekleri ileri siiriilmiistiir. Koroner arter hastaligi olan
insanlarda istatiksel olarak anlamli alt1 platelet proteomu belirlenmis, bunlarin enerji
metabolizmasi, hiicre iskeleti tabanli siiregler ve protein degradasyon ile ilgili oldugu
ortaya konmustur (Banfi ve ark., 2010). Trichler ve ark. (2014) saglikli kopeklerden
platelet izolasyonu ve proteinlerini bildirilmislerdir. Platelet proteomik ¢alismalar ile
ilgili insanlarda sinirl sayida bilgiye ragmen kopeklerde kalp yetmezligi ve platelet
proteomigini birlikte irdeleyen ¢aligmalar heniiz olusmamistir. Dolayisiyla bu
calisma kopeklerde kalp yetmezligi siirecinde olusan molekiiler ve biyolojik
degisimleri platelet proteomik c¢aligmasi ile ortaya c¢ikararak literatiire katki

verebilecek diizeydedir.
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Bu bilgiler 1s181nda bu ¢alisma ile kalp yetmezIligi tanimlanan kdpeklerde;

1- Platelet proteomlarinin; hastalik ve saglik durumlarinin ayriminda kullanilabilirligi
2- Bu proteinler ile kalp yetmezligi patofizyolojisine farkli bir bakis acis1 getirilmesi
3- Platelet proteomalarinin  hemostazis (koagiilasyon) oOzelinde gorevlerinin
detaylandirilmasi ve

4- Hemostazis degisimlerinin TEG V-curve verileri ile ortaya konmasi

amaglanmstir.
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3. GEREC VE YONTEM
3.1. Hayvan Materyali

Bu caligmanin materyalini farkli irk, yas, cinsiyet ve canli agirliktaki toplam
20 kopek olusturmus ve bu kopekler iki farkli grupta degerlendirilmistir: Kontrol
grubu (n=10) ve test grubu (n=10). Test grubu materyalini Bursa Uludag Universitesi
Veteriner Fakiiltesi Hayvan Hastanesi I¢ Hastaliklar1 Klinigi’ne hasta sahibi
sorumlulugu ile yani her tiirlii tan1 ve tedavi giderlerinin sorumlulugunu alan
kisilerce getirilen, muayeneler sonucunda da semptomatik diizeyde fark edilebilir ve
tespit edilebilir kalp yetmezligi belirlenen kopekler olusturmustur. Test gurubu
kopeklerin 1rk, cinsiyet ve canli agirliklarina benzer 6zellikler gosteren ancak saglikli
olan kopekler de kontrol grubunu meydana getirmistir. Bu yaklasim ve uygulamalar
rutin hasta degerlendirme konseptine uygun olsa da hayvan haklar1 agisindan Bursa

Uludag Universitesi Yerel Etik Kurulundan etik raporu alinmistir (2016 — 12/03).
3.2. Materyal se¢cimi

Kontrol grubunu Bursa kopek egitim merkezi BURKEM ve Bursa K9 kopek
iretim ciftligindeki saglikli ve herhangi bir sikayeti olmayan kopekler olusturmustur.
Kopekler ilgili birimde (BURKEM-K9) optimum kosullarda klinik, radyolojik,
elektrokardiyografik ve ekokardiyografik olarak muayene edilmis ve herhangi bir
patoloji tespit edilmemis olgular kontrol grubuna dahil edilmistir. Bu ilk
degerlendirmeyi  takiben alman kan Ornekleri laboratuvar kosullarinda
degerlendirilmis (B.U.U. Veteriner Fakiiltesi Hayvan Hastanesi); tam kan sayimi ve
serum biyokimyasal sonuglarla birlikte serum kardiyak troponin (cTnl) diizeyleri

temellinde saglikli oldugu belirlenen olgular ¢alisma kapsaminda tutulmuslardir.

Test grubunu olusturan kopeklerin klinik siirecte gerekli tiim muayeneleri
(genel muayene, kan ve serum biyokimyasal analizleri, rontgen, EKG ve

ekokardiyografi) yapilmis; dilate kardiyomiyopati (DCM, n=6) veya kronik
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valvular kapak hastaliklarmma (CVHD, n=4) baglh kalp yetmezIligi tanimlanan olgular

calisma kapsamina alinmistir.

3.3. Calisma Disinda Birakma Kriterleri

Anemnezinde son bir aydir herhangi bir hastaliga iliskin ge¢misi olup ilag
kullanan ya da diizenli olarak farkli bir hastaliga kars1 uzun siireli olarak aktif ilag
kullanim1 bulunan vakalar ¢alisma dis1 olarak diisiiniilmiistiir. Bunlarin yaninda kalp
yetmezliginin sekonder nedeni olabilecek ya da primer probleme eslik edebilecek
hastalarin tespiti adina rutin hematolojik ve biyokimyasal verilerden yararlanilmistir.
Enfeksiyoz ve non-enfeksiyoz nedenler varsa bu olgular ¢alisma kapsami disinda
tutulmugtur. Vektor aracili hastaliklarin  bolgesel yaygmlhigr diistintildiglinde
calismaya dahil edilen hastalarin mutlaka hizli tarama testleri ile muayenesi yapilmis
olup; ehrlichia, lyme, dirofilaria, leishmania ve/veya anaplasma pozitif olgular
calisma kapsamina alinmamistir. Ayn1 sekilde diabetes mellitus ve hipotiroidizm gibi
endokrin hastaliklar1 belirlenen hastalar calisma kapsami diginda tutulmustur.
Boylece daha homojen ve analizlerinde varyasyon olusma ihtimali daha diisiik bir
calisma materyali sekillendirilmistir. Hastalara rutin uygulamalarin disinda ¢alisma

amacina yonelik olarak herhangi ekstra invaziv bir islem uygulanmamastir.
3.4. Kalp YetmezIligi Tanimlamasi

Klinik (0ksiirtik, asites, Ufiirim vb.), radyolojik (kardiyomegali, akciger
0demi vb.), elektrokardiyografik (tasikardi, atrial fibrilasyon vb.) ve
ekokardiyografik olarak kalp yetmezIligi belirlenen olgular ¢alisma kapsaminda
degerlendirilmistir. Kalp yetmezligi nedeni olarak idiopatik DCM ve kronik
MMVD’ye sahip olgular tercih edilmistir (Schober ve ark., 2010). Olgu se¢iminde
DCM’li hastalarda ekokardiyografide fraksiyonal kasilmada (FS) azalma ile sol
ventrikiil ve sol atriyumda biiyiimesi olanlar (Tablo-9), MMVD’li hastalarda da
mitral kapaklarin birinde veya her ikisinde kalinlasma (endocardiosis), prolapsus ve

buna bagl orta / siddetli derecede regiirgitasyonu olanlar tercih edilmistir (Tablo-10).
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DCM tanimlamasinda Onerilen skorlandirma sistemi kullanilmis (Wendy,
2011); en az alt1 puan ve iizeri olgular ¢alisma kapsamina alinmistir (Tablo-9). Kalp
yetmezliginin siiflandirilmasinda insanlardan kopeklere adapte edilen siniflandirma
yontemi (American Collage of Internal Medicine - ACVIM) kullanilmistir (Atkins,
2009). Bu smiflamaya gére DCM ve MMVD’e bagl kronik kalp yetmezligi gelisen

“Smif C” ye ait semptomatik olgular ¢alisma materyalini olusturmustur.

Tablo-9: Dilate kardiyomyopati (DCM) tan1 kriterleri (Wendy, 2011)

Kriterler Tanim

Ana Kriterler (Her biri 3 puan)

1. LV Dilatasyonu LV’iin sistolik veya diyastolik ¢capinda artma

2. LV yuvarlaklagma indeksi Diyastoldeki LV uzunlugunun (apeksten mitral annulusa) (LV Sphericty)
diyastoldeki LV’iin kisa eksen uzunluguna) orani <1,65

3 Azalmisg LV FS orani <%20-25 (Irk spesifik referans degerlerine bagli olarak)
Azalmig LV EF oram <%40 (2D uzun eksen goriintii)

Ek Kriterler (Her biri 1 puan)
Aritmi Boxer ve Doberman gibi irklarla daha ¢ok iliskili
Atriyal Fibrilasyon
Artmis MV EPSS’si
Artmis PEP:ET oram
Belirsiz araliktaki FS Tiir spesifik degerlere gére (M-Mode)
Sol veya her iki atriyumdaki biiyiime

LV: Sol ventrikiil, FS: Fraksiyonel kasilma, EF: Ejeksiyon fraksiyonu, MV: Mitral kapak, EPSS: E-noktasi septal
seperasyonu, PEP: pre-ejeksiyon periyodu, ET: aortik ejeksiyon zamani.

Tablo-10: Mikzomatdz mitral kapak hastaligi (MMVD) tan1 kriterleri (Atkins ve ark. 2009)

Grup Tammlama kriteri
Kategori A Saglikli predispoze irklar (Cavalier king charles spaniel vb.)
. Sub-klinik MVD’li hastalar1 kapsamaktadir. MV’de tifiiriimii olup semptom gostermeyen,
Kategori B kardiyomegalisi olmayan (B1) veya olan (B2) olgular
Kategori C Gegmiste ya da suan MMVD’ye bagl klinik sikayetleri olan olgular
. MVD’ye bagl kalp yetmezligi semptomlart gosteren ve tedaviye ragmen niiks eden olgular
Kategori D
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3.5. Orneklerin Toplanmasi ve Ol¢iimler

3.5.1. Klinik Muayene:

Test ve kontrol grubundaki kdpeklerin tiim vital bulgular1 degerlendirilmis; ancak bu

calisma i¢in Oncelikli parametrelerin (beden sicakligi, kalp ve solunum sayisi ve

kapillar yeniden dolum siiresi) kayitlar1 alinmistir.

3.5.2. Radyolojik muayene:

Her hastadan lateral ve dorso-ventral olmak lizere iki poz toraks grafisi alinmus;

vertebral kalp skoru (VHS) 6l¢timleri ile birlikte kalp, akciger ve gégiis damarlarinin

radyografik morfolojisi degerlendirilmistir (Schober ve ark., 2010). Radyolojik

bulgularin siddetlerine gore konjestif kalp yetmezligi muhtemel olan olgular, ¢alisma

kapsaminda ileri tanisal agsamalara aktarilmislardir (Tablo-11).

Tablo-11: Radyolojik bulgularin varh@ ve siddetine gore skorlandirilarak konjestif kalp
yetmezliginin belirlenmesi (Schober ve ark., 2010°’dan modifiye edilmistir).

Radyolojik bulgu Derecelendirme Skor
Sol atriyal biiyiime Yok 0
Hafif 1
Orta — siddetli 3
Pulmonary vendz konjesyon Yok 0
Var 3
Kardiyojenik 6demle uyumlu Yok 0
pulmoner infilitrat Hafif interstitial 1
Diffiiz interstitial 2
Alveolar 3
Pleural efilizyon Yok 0
Var 1
Vena cava dilatasyonu ve Yok 0
dorsale deviyasyonu Var 1
Tracheanin dorsale deviasyonu Yok 0
Var 1
Sonug Skor 0-2 CHEF olas! degil
Skor 3-4 CHF olas1
Skor >4 CHF muhtemel

3.5.3. Elektrokardiyografi (EKG): EKG muayenesi kontrol ve test grubu kopeklere

sedatif ajan uygulanmaksizin

sessiz,

sakin,
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stres

kosullar1
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bir ortamda, sag parasternal yatis pozisyonunda teknigine uygun olarak bipolar ve
unipolar ekstremite derivasyonlari ile gergeklestirilmistir (Carewell 1103G Veteriner
EKG cihazi). Elde edilen ¢iktilarin II. derivasyonlarinda ritim analizi ve Ol¢timler

yapilmistir (Wendy, 2011).

3.5.4. Ekokardiyografi: Kontrol ve test gruplarindaki kopeklere herhangi bir sedatif
ajan kullanmaksizin, minimal stres kosullar1 saglanan bir odada, standart
gorintiileme teknikleri (sag parasternal kisa/uzun eksen goriintiileri; sol parasternal
4-5 bosluk goriintiileri) ile kardiyak morfolojik ve fonksiyonel dl¢limler yapilmistir
(Caris Plus Esaote, Italy). iki boyutlu (2-D), M-mode ve Doppler ol¢iimleri
gerceklestirilmistir. Kontrol gruplarinda yapilan geometrik ve fonksiyonel
Olciimlerde patoloji saptanan olgular calisma disi1 birakilmistir. Test grubundaki
semptomatik olan olgularda yapilan kardiyolojik degerlendirmelerde elde edilen
Olctimler kopeklerin 1tk 6zelligi ve kilosu goz oniinde bulundurularak olusturulmus

referans Gl¢timlerine gore patoloji saptanmis ve tan1 koyulmustur (Boon, 2011).

Ekokardiyografik muayeneye oncesinde kdpeklerin sol ve sag axillar bolgesi
kardiyak apeks noktalar1 ve sub-kostal muayene icin ksifoid bolgesi bir el ayasi
genislikte tras edilmis, takiben ilgili bolgelere iletiyi artirmak adina alkol ve ultrason
jeli uygulanmistir. Kardiyak phase array prob se¢imleri (3,5 — 5 mHz, 5- 7,5 mHz, ve
7,5-10 mHz) ile ekokardiyografik muayene on hazirliklar1 tamamlanmistir (Caris

Plus Esaote, Italy) (Wendy, 2011).

Ekokardiyografik muayene teknigine uygun olarak dnce sag parasternal kisa
eksen papillar kas diizeyi ile baglamis; bu pencereden sol ventrikiil (LV) geometrik
ve fonksiyonel Olgiimleri yapilmistir. Bu esnada LV duvarin kinetik yapist
gbzlenmis; akinetik (kasilmayan), hipokinetik (az kasilan) veya hiperkinetik (¢ok
kasilan) noktalar varsa belirlenmistir. Ritim bozukluklar:1 (atriyal fibrasyon gibi)
varsa not edilmistir. Bu pencerede iken probun sag yoniinde hafif dondiiriilmesi ve
bilegin biraz yukari kaldirilmas: ile aortik (Ao) diizey elde edilmistir. Bu esnada
aortun merkezi olarak ve sirkiiler yapida ii¢ yaprakli (semilunal kapaklar) olacak
netlikte goriilmesine 6zen gosterilmis; saat 6-7 yOniinde sol atriyum (LA), saat 3
yoniinde ana pulmoner arterin (MPA) izlenebilirligine olanak saglanmigtir. Bu

gorlintiillerden LA, Ao ve MPA caplan 6lgiilmiistiir. Bu pozisyonda bilegin saga
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dogru hareketlendirilmesi ile MPA’den koken alan sag (RPA) ve sol pulmoner
arterler (LPA) gorilintiilenmis; ¢apsal ve gerektiginde renkli Doppler Olglimler
gergeklestirilmistir (Boon, 2011). Calismanin ana hedefinde detay ekokardiyografik
verilere gereksinim duyulmadigindan pulmoner arter dallarinin (RPA ve LPA)

datalar1 aktarilmamastir.

Sag parasternal uzun eksen 4-5 bosluk goriintiilemede ultrason imlecinin
(korsir ya da line) gecirildigi yerlere gore sirasiyla diyastolik olarak LA ve RA
caplari, sistolik olarak da LVOT ve Ao kok caplart elde edilmistir. Bes bosluk
goriintiileme esnasinda ultrason imlecinin vetrikiiler septuma 90 derecelik a¢1 ve
mitral kapak agiliminin tepe noktasindan teget geger gibi yerlestirilmesi ile M- mode
Ol¢iimler yapilmistir. Boylece sag ventrikiiler diyastol ¢ap1 (RVDd) ile diyastolik ve
sistolik olarak interventrikiiler septum, LV ve LVFW caplar tespit edilmistir. Cihaz
tarafindan yiizde EF ve FS degerleri otomatik olarak hesaplanarak ekrana
yansimistir. M-mode ile MV’in E dalgasinin interventrikiiler septuma olan
mesafesinin diastol sirasinda Sl¢limii yapilmis; boylece EPSS degeri elde edilmistir.
Bu muayeneleri takiben LA’nin sag tarafinda kalan boliimden pulmoner vena ve
arter c¢aplart Ol¢iilmis, oranlar1 (PV/PA) tanisal siire¢ i¢in not edilmistir; ancak

datalar bu calismada oncelikli olmadigi i¢in kullanilmamastir.

Uzun eksen 4-5 bosluk goriintiiler 6zellikle MMVD’lerin tanimlanmasinda
onem arz etmistir. Mitral kapagin anterior ve posterior yaprakc¢iklarin birbiri ile
oryantasyonu ve koaptasyonu (kapanma sirasindaki sizdirmazligl) izlenmis;
kapakg¢iklardaki vejetasyon, kalinlasma, deformasyon ve c¢apsal degisimler kayit
edilmistir. Kapakeiklarin diizlesmesi veya LA i¢ine dogru deviye olmalari ile MVP
varlig1 tespit edilmistir. Bu noktada renkli Doppler ile mitral regiirgitasyon varligi ve
derecesi; MV yakininda olmasi ile birinci derece, LA ortasina kadar ikinci derece ve

LA tabanina kadar olan regiirgitan akimlarla {igiincli derece olarak tanimlanmigtir

(Boon, 2011).

Sag parasternal pozisyon degistirilmeden Once tekrar Ao diizey kisa eksen
goriintilye doniilerek MPA’nin renkli Doppler ol¢timleri yapilmistir. MPA kapak

acilimi netlestirildikten sonra, ultrason imleci kapak proksimaline ve akima paralel
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olacak sekilde yerlestirilmistir (Boon, 2011). Once CW ve sonrasinda PW dl¢iimlerle

PA maksimum velositesi ve ejeksiyon zamanlar1 elde edilmistir.

Sol apikal 4-5 bosluk goriintiileri sag ve sol atriyum ve ventrikiilleri ¢apsal ve
voliim agisindan degerlendirmek adina tercih edilmis, ayn1 zamanda MV, TV ve Ao
akimlarinin renkli Doppler karakteristikleri alinabilmistir. Ultrason imleci sirasiyla
MV ve TV’nin tepe noktalarina pozisyonlandirilarak CW ve PW modunda
(6rneklem hacim genisligi 2 mm) seri Ol¢imler yapilmis; MV ve TV E/A oranlar
cihaz tarafindan akimlarin taranmasi sonrasi otomatik olarak hesaplanmistir. Sol
ventrikiiler aortik c¢ikisin net goriintir hale geldigi pozisyonda akima paralel
yerlestirilen ultrason imleci ile Ao akim karakteristigi elde edilmis, baseline ¢izginin
altinda kalan ve dik iicgen seklindeki olusumdan maksimum velosite ve ejeksiyon
zamanlari Sl¢iilmiistir. MM VD’ nin konfirmasyonu ve regiirgitan akimlarin tespiti ve
derecelendirilmesinde sol apikal goriintiilemenin daha kaliteli oldugu bilindiginden;
MV agilimin net izlendigi sirada renkli akimla regiirgitan akim yolu belirlenmis ve
bu yol iizerine ancak LA i¢ine dogru imle¢ yerlestirilerek CW ve PW Doppler
Olgiimler alimmustir. Regiirgitan akimin 3 m/s’yi gectigi olgularda dp/dt hesabi
literatiirde belirtildigi gibi yapilmistir (bu datalar bu c¢alismada aktarilmamistir).
Trikuspidal regiirgitan akimlar1 da irdelenmis; bdylece olasi sekonder pulmoner

hipertansiyon tanimlamalari literatiire uygun yapilmistir (Boon, 2011).

3.5.5. Laboratuvar analizleri: Bu analizler kan sayimi, koagiilasyon testleri ve

serum biyokimyasal 6l¢timlerden olusmustur.

3.5.5.1. Hematoloji: Kopeklerin sefalik venlerinden teknigine uygun olarak kan
saymmi i¢in EDTA’D tiiplere, koagiilasyon ol¢iimleri i¢in sitrath tiiplere ve serum
elde etmek adma antikoagiilansiz tliplere yeteri miktarlarda kan Ornekleri
toplanmistir. Ornekler bir saat icerinde Bursa Uludag Universitesi Veteriner
Fakiiltesi I¢ Hastaliklar1 Anabilim Dali Merkez Laboratuvari’nda hematolojik olarak
(I6kogram, eritrogram ve trombogram parametreleri) muayene edilmistir (HMS,
Abaxis). Hemogram datalarinda hem test grubu hem de kontrol gurubunda bulunan
kopeklerde baska bir hastalig1 diisiindiirebilecek (anemi, enfeksiyoz, metabolik vb.)

bulgusu olan vakalar ¢alisma disinda birakilmistir.
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3.5.5.2. Koagiilasyon (hemostazis) degerlendirilmesi: Bu amacla sitrath tiiplere
toplanan kan oOrneklerinde protrombin (PT) ve parsiyal tromboplastin zamanlari
(aPTT) olgiilmiistiir. Kan numunesi alimini takiben bir saat igerisinde koagiilasyon
degerlendirme testleri calisilmaya baglanmistir. Bu amacgla Bursa Uludag
Universitesi Hayvan Hastanesi Koagiilasyon Laboratuvarinda mevcut olan VsPro
Abaxis cihazi ve bu cihaz ile uyumlu olan PT-aPTT kombine kitleri kullanilmistir.
Es zamanl olarak tromboelastografi (TEG) cihaz1 ile de (Haemoscope TEG 5000
hemostazis analyzer, version 4.2, USA) platelet fonksiyonlar1 in-vitro ortamda
degerlendirilmistir (Yilmaz ve ark., 2017). Bu sayede R, K, alfa agisi, MA, G, LY30
gibi parametreler tespit edilmistir. TEG i¢indeki yazilim ile “velosite curve” (V-cure)
verileri olarak tanimlanan MRTG, TMRTG ve TG gibi parametreler belirlenmistir
(Engelen ve ark., 2017).

3.5.5.3. Serum biyokimyasal analizler: Serum 6rnekleri enzim aktiviteleri (alkalen
fosfataz, alanine aminotransferaz, kreatinin kinaz ve amilaz), proteinler (albumin,
globulin, total protein), elektrolitler (Ca, P), renal hasar belirtecleri (kan iire nitrojen
ve creatinin) ile glukoz ve total bilirubin yoniinden degerlendirilmistir (VetScan
VS2, Abaxis). Bu amagla Vetscan VS2 ile uyumlu ¢alisan Comprensive Diagnostic
Profile Rotoru kullanilmigtir. Tiim olgularda ayrica tiroid paneli de irdelenmis, aynm
cihaz ile uyumlu olan VetScan T4/Cholesterol Reagent Rotoru (Abaxis)
kullanilmigtir. Tirod paneli temelinde hipotirodi ya da hipertiroidi olan hastalar
calisma dis1 birakilmistir. Serum kardiyak troponin 6l¢iimii i-Stat cihazi (Abaxis) ve

buna uygun kit ile degerlendirilmistir.

3.5.5.4. Platelet Izolasyonu: Yapilan muayeneler sonucunda ¢alismaya dahil edilen
kopeklerden asit sitrat dekstrozlu (ACD) tiiplere teknigine uygun sekilde ve yeterli
miktarda (15-20 ml) vendéz kan alinmistir. Almman kan Orneklerinden asagidaki
prosediir takip edilerek platelet izolatlar1 elde edilmistir. Bu ¢alismada bu amag i¢in
Trichler ve ark. (2014) nin kdpekler i¢in 6nerdigi platelet izolasyon metodu modifiye

edilmistir.
Platelet izolasyon basamaklar1 (Sekil 5, 6 ve 7):

a. Platelet izolasyonu icin 8.5 ml’lik ACD jel igeren tiiplere kan alindi
(Sekil- 5a)
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b. Plateletten zengin plazma (PRP) igerigi elde etmek i¢in santrifiij edildi (25
derece, 800rpm / 15dk).

C. Santrifiij sonrast supernatant; buffycoat kismi dahil {izerinden ayrildi
(Sekil 5- b, c, d)

d. Ayrilan plasma kismi kuru tiiplere alinarak HEPES tampon ¢o6zeltisi
eklendi (NaCl [sigma, 57653], HEPES [sigma, H3375], Glukoz [sigma, 16301], KCI

[sigma, P9333], Magnezyum siilfat, pH 7,4’¢ gére hazirlandi) (Sekil 6-a) ve tekrar
1500 rpm de 15 dk santrifiije edildi.

=

Sekil-5-a: ACD igeren 8.5 ml’lik tiiplere alinan kan ornekleri ve Elektromag santrifiij cihazi, b:
800rpm de 15 dk ilk santrifiij sonrast plasma ayrimi, ¢: Plazma ayrim islemi, d: Buffy coat ayrim
islemi

e. Santrifiij sonrasi plateletten fakir plasma (PPP) kismi ayrildi (iist 2/3) ve
altta kalan PRP kismina amonyum bikarbonat ¢ozeltisi (Sigma-A6141) (Sekil 6-b)

eklenerek tekrar santrifiije edildi.

f. Elde edilen PRP 15 dakika 5000 rpm de tekrar santrifiij edildi ve yine {ist
2/3'lik kisimda kalan plateletten fakir plazma (PPP) ayrildi.

g. Platelet pelleti (Sekil 6-c) elde edilene kadar amonyum bikarbonat
¢ozeltisi her santrifiij sonrasi eklenmek {izere mevcut olan PRP’nin 5000 rpm, 15 dk.
tekrar santrifiijleri yapild1 ve saf, eritrosit ve lokositten ari platelet pellet gortiniimii

(Sekil 6-d ve e) elde edilene dek islem tekrarlandi.

h. Platelet pelletlerinin safligin1 ve hiicresel kontaminasyondan (RBC ve
WBC) uzak oldugunu belirmek i¢in; PPP ve PRP’lerden tromboleastografik (TEQG)
calisma yapildi. PPP’nin diisiik (hipokoagiilasyon), PRP’nin yiiksek platelet icerigi
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(hiperkoagiilasyon) ortaya kondu (Sekil-7). Ayrica Diff-Quik boyama ile hiicreden
ari platelet zenginligi konfirme edildi.
I. Elde edilen platelet pelletleri amonyum bikarbonat ¢ozeltisi icinde -80 de

cryo tiiplerde tiim ¢alisma materyali toplanana kadar saklandi.
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Sekil-6: a - HEPES tampon c¢ozeltisi, b- 50 mM Amonyum Bikarbonat yikama ve muhafaza
soliisyonu, c- Platelet pelletinin cryo tiipe aktarimi, d- Amonyum bikarbonat soliisyonu ile santrifiij
islemleri arasinda platelet pelleti ile eritrosit kontaminasyonu, e- Amonyum bikarbonat soliisyonu ile
yikama ve santrifiij sonrasi platelet pelletinin eritrositlerden ari, son hali)

Sekil-7: Elde edilen plateletten fakir (PPP) ve zengin plazmalarin (PRP) tromboelastografik (TEG)
olarak say1 ve fonksiyonlarmin degerlendirilmesi. A: PPP — hipokoagiilasyon ve diisiik platelet sayisi,
B: PRP — hiperkoagiilasyon ve yiiksek platelet sayisi
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3.6. Orneklerin saklanmasi

Serum o6rnekleri ve elde edilen platelet izolatlar1 -80 derecede cryo tiiplerde
saklanmistir. Tim gruplardaki hedef materyal sayilar1 tamamlandiginda (Kontrol
grubu n:10 ve test grubu n:10) -80 dereceden ¢ikarilan 6rnekler kuru buz esliginde
soguk zincirde hizmet alimi yapilan Istanbul Acibadem Universitesi Molekiiler

Biyokimya Laboratuvari’na elden teslimi gergeklestirilmistir.
3.7. Proteomik Calismalar

Bu caligmalar proteomik konusunda deneyimi ve makaleleri olan arastirmaci
(Do¢. Dr. Tarik Baykal) tarafindan bagli bulundugu birim laboratuvarinda
(Acibadem Univ. — Istanbul) hizmet alimi ile yapilmistir. Platelet proteomigi igin

asagida belirtilen islemler sirasiyla gergeklestirilmistir (Cevik ve ark., 2016):

A- Peptitlerin kromatografik olarak ayristirilmasi: Karmasik protein 6rneklerinin
analiz edilebilmesi i¢in kiitle spektrometresi analizi dncesinde gesitli yontemler ile
ayristirllmalart yani analiz edilen karisimin basitlestirilmesi gerekmektedir. Elde
edilen total protein ekstraklari tek bir seferde kiitle spektrometresine verilmis olsaydi,
yiiksek miktardaki proteinler diisiikk miktarda bulunan proteinleri maskeleyecek ve
tanimlamanin kisitli olmasina neden olacaktir. Bu sorunu ¢ozmek igin de farkl
kromatografik ayristirma yontemleri uygulanabilmektedir. 1D ters faz kromatografisi

(1D-RP) biitiin protein 6rnekleri igin kullanildi.

B- 1D Ters faz kromatografisi (RP): Ayristirma yontemlerinden en az zaman
gerektirecek olan bir boyutlu ters faz kromatografisidir. Bu kromatografik yontemde
peptitler, C18 kolon dolgu maddesine karsi goreceli hidrofobik etkilesmelerine
dayanarak farkli zamanlarda kolondan ¢ikarlar. Bu metotta peptit drnekleri oncelikle
tuzak kolon ad1 verilen 2 cm’lik C18 kolonunda alikonur ve ardindan nano pompa ile
olusturulan asetonitril gradienti ile tuzak kolondan ayrilan peptitler C18 analitik

kolonunda hidrofobik etkilesimler ile ayristirilarak kolondan ¢ikar.

C- MS ve MS/MS Deney kurulumu: MS analizi kiitle spektrometresi ile peptitlerin
biitlinli  hakkinda bilgi toplamak i¢in gerceklestirili, MS/MS analizi ise
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peptitlerin amino asit dizi bilgisinin bulunmasidir. Kullanilan yontem ise “data
dependent acquisition” (DDA) olarak adlandirilan ve peptitlerin yiikiine gore

otomatik olarak belirlenen ¢arpisma enerjisi kullanilan kiitle analizi yontemidir.

D- Triptik peptitlerin hazirlanmasi: Protein ekstraksiyonu i¢in ornekler Universal
Protein Extraction (UPX) Kit (Expedeon-44101) ve proteaz inhibitér kokteyli
(Thermo Sci.-87785) ile karistirild1. Ornekler, 5x10 sn déngii ve dongiiler arasi 30 sn
buz {iistlinde sogutma yapilacak sekilde sonike edildi. Sonikasyon sonrast ornekler
buz iistiinde bekletilerek sogutulduktan sonra 1000rpm hizda, 95°C’de 10 dk,
karistirtlarak, kaynatildi. 14.000 rpm’de 15 dk santrifiij edildi. Supernatant alinarak,
ornekler yeni tiiplere alindi. Peptit eldesi FASP Protein Digestion Kit (Expedeon-
44250) ve tripsin enzimi (Pierce-90057) kullamilarak yapildi. Orneklerin son
konsantrasyonu 200 ng/uL olacak sekilde %0,1 formik asit ile dilue edildi ve cihaza
uygun tiiplere aktarildi.

Analizlere baslamadan Once, analizlerin gergeklestirildigi Xevo G2-XS Q
TOF (Waters) cihazina 6zgli olan MassLynx programi (V4.1-Waters) araciligt ile
dedektdr ve kalibrasyon ayarlar1 yapildi. Metod SONAR ve sensitivite moduna
getirilerek, olusturulan triptik peptitler HSS T3 (Waters-186008818) kolonunda 00
nL/dk akis hizinda 132 dk’lik ters faz kromatografisi uygulandi. Peptitlerin kolondan
ayrilmasi hidrofobikliklerine gore %5-35 asetonitril aralifinda arttirilarak saglandi ve
elektrospray iyonlasmasi sonucu kiitle spektrometresinde analiz edildi. Analiz
esnasinda, m/z 50-1950 araliginda tanimlanabilecek peptitler icin veri toplandi. 0,7sn
kadar MS analizi gerceklestirildi ve peptidin biitiinii hakkinda bilgi toplandu.
Ardindan 0,7 sn kadar MS/MS analizi yapilip peptidin parcalanmasi ve sekans
bilgisinin elde edilmesi saglandi.

E- PLGS ExpressionE: Protein miktarlarindaki degisimlerin hesaplanmasi igin
kullanilacak o©ncelikli yazilim PLGS-ExpressionE modiiliidiir. Bu modiil XML
tabanli informatik bilesenleri ile kalitatif ve kantitatif hesaplamalarin

gerceklestirildigi protein biyobelirteg kesif platformudur.

Protein tanimlamalar1 yapilirken UniProt protein veri bankasindaki canis

ailesine ait protein sekans bilgisi kullanildi. Progenesis QIP yazilimi (Waters- 2018)
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kullanarak protein tanimlamasi ve istatistiksel analizi yapildi. Yontemde farkli
hastalardan ornekler grup olarak karsilastirilarak gruplari birbirinden ayiran
proteinler tanimlandi. ExpressionE modiilii ile elde edilen veriler t-test
filtrelemelerine tabi tutularak istatistiksel olarak anlam ifade eden protein

farkliliklarinin listelenmesi gerceklestirildi.

F- Protein ifade farkliliklarinin onaylanmast: Istatiksel analiz sonucunda ifadesinde
anlaml farkliliklarin oldugu proteinlerin miktarindaki degisimin ikinci bir metotla
onaylanmasi gerekmistir. Bunun i¢in 6ncelikle platelet protein karisimi SDS-PAGE

ile ayrigtirilacak ve western blot ile analiz edildi.

G - SDS-PAGE Jel Analizi: SDS-PAGE analizi jel soliisyonunun, 8x10 cm (biiyiik
cam) ve 10x7 cm (kiiciik cam) camlarin arasinda polimerize edilmesiyle elde edilen

jellerde gergeklestirildi.

H - Western blot: SDS-PAGE jel elektroforez i¢in genellikle 25-100 ug kadar protein
ekstrakti kullanilmaktadir. Esit hacimlerde 0,5 M Tris-HCI (pH 6,8), gliserol, %10
SDS, %0,5 bromofenol mavi ve merkaptoetanol iceren tampon ¢ozeltisi ile 6rnek
karistirtlir ve 65°C’de 5 dk kadar kaynatildi. Hazirlanan jele yiiklenen protein
karisimi molekiiler kiitle standart markor’ii jel sonuna gelene kadar akim altinda
yiritildi. PVDF membran uygun boyutta kesilerek 6nce %100 metanolde 15 saniye
slireyle, daha sonra transfer soliisyonu igerisinde 15 dk hidrate edildi. Jelin iizerine
membran yerlestirildi. Sonra tiim sistem tankin i¢ine buz kalibi1 da oturtularak tanka
yerlestirildi. Gli¢ kaynagi 100 volta ayarlandi. 1-1,5 saat saat sogukta transfer
yapildi. Membran ponceau S soliisyonuyla ya da MemCode Reversible Protein Stain
Kit (Nitroselilloz membran i¢in Kat.No. 24580, PVDF membran i¢in 24585, Pierce)
ile boyanarak proteinlerin transfer olup olmadiklaria bakildi. Jel komasi mavi ya da
Imperial Protein Stain (Kat. No. 24615, Pierce) soliisyonuna atilarak jelde protein
kalip kalmadigina bakildi. Membran bloklama agamasi1 %3 alblimin ya da %35 siit
tozu iceren 1 x PBS ile hafif ¢alkalayarak 4-6 saat arasinda gerceklestirildi. Islem

Onerilen yontemlerle devam ettirildi.

| - Istatiksel analiz ve Biyoinformatik yazilimlar: Projede elde edilen sonuglarin

giivenirliliginin test edilebilmesi, ylizlerce 6rnegin ayni anda karsilastirilabilmesi ve
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anlamli bilgilere ulasilabilmesi icin ¢esitli istatiksel hesaplamalar kullanilmistir. Bu
konudaki ¢esitli yazilimlar ya laboratuvardaki bilgisayarlarda ya da web tabanli
erisimi olan programlardir. Sadece paket program olarak adlandirilan yazilimlar
kullanilmis ve MATLAB gibi platformlarda kodlanmis modiiller bu hesaplamalari
daha karmasik hale getirmemek icin kullanilmamistir. Proteomik aragtirmalar
biyoinformatik yazilimlarin ¢ok yogun olarak kullanildig: bir bilim dalidir. Biyolojik
orneklerden binlerce peptidin aminoasit dizisinin bulunmasi, peptitlerden proteinlerin
tanimlanmasi, peptit tizerindeki translasyon sonrasi modifikasyonlarin belirlenmesi,
istatiksel hesaplamalar ile tanimlama dogrulugunun tayin edilmesi, tanimlanan
proteinler hakkinda veri bankalarindan bilgi toplanmasi gibi asamalarda farkli

yazilimlar kullanilmistir.

I - Cok degiskenli istatiksel analiz (MVA): MVA yontemi es zamanl olarak farkli
parametrelerin arasindaki iliskinin matematiksel modeller ile analizidir. Yontemde
birden fazla parametreye sahip olan 6rnek gruplarinin arasindaki benzerlikler ya da
farkliliklar ham veri analiz edilerek belirlenir. MVA yontemi cesitli modelleri
icermektedir. Bunlardan en sik kullanilanlar, PCA (principal component analysis),
PLS-DA modelleridir.

J - ANOVA ve t-test: T-test iki 6rnek grubunun karsilastirilarak aralarinda anlaml
bir farkliligin olup olmadigimi bulmak ic¢in uygulanmistir. Projede farkli gruplardan
iki tanesinin hizli bir sekilde karsilastirilmasi igin t-test metodu kullanilmistir. T-test

ve ANOVA Microsoft Excel programi igindeki istatistik modiilii ile yapildi.

K - Scaffold 3 taramalar1: Proteome Software firmasinin Scaffold yazilimi karmagsik
orneklerden LC-MS/MS metodu ile tanimlanmis yiizlerce proteinin otomatik olarak
biyolojik anotasyonlarinin belirlenmesi i¢in kullanildi. Ayn1 zamanda protein ve
peptit tanimlamalarmin istatiksel olasiliklarini  hesaplayarak tanimlamalarin
giivenirliligi konusunda degerlendirmeler i¢in kullanilmigtir. Scaffold 2, PLGS ya da
Mascot arama motorlart kullanilarak tanimlamasi yapilan proteinleri XTandem

motoru ile tekrar tanimlamaya galigsarak protein tanimlama hatalarini da denetler.

L - IPA ve KEGG yolak analizi: Ornekler arasindaki protein ekspresyon
farkliliklarinin - tanimlanmas1 yapildiktan sonra elde edilen yiizlerce protein

tanimlamasinin ve istatiksel olarak anlam ifade eden protein miktar farkliliklarindan

39



yola ¢ikarak karmasik biyolojik mekanizmalarin aydinlatilmast gerekmistir. Elde
edilen bilgilerin hizli bir sekilde literatiirdeki binlerce sonugla karsilastirilmast ve
sonuglardan anlam ¢ikarilabilmesi i¢in derinlemesine yolak analizlerini
gergeklestirilmesi gerekmistir. Bu analizler icin KEGG yolak haritalar1 ve otomatik
olarak gergeklestirebilmek i¢in de IPA web tabanli biyoinformatik yazilimi

kullanilmistir.

3.8. istatistik Yontemler

Bu c¢alismada klinik, laboratuvar (hematolojik ve biyokimyasal) ve
kardiyolojik muayene (vertebral kalp skoru, ekokardiyografik 6l¢iimler) sonuglart iki
grup karsilastirmasi igin (saglikli — kontrol ve test gruplari) student t testi
uygulanmistir. Sonuglar ortalama + standart hata olarak verilmis; P<0,05 istatiksel
olarak anlamli kabul edilmistir. ilgili parametrelerin grup iclerinde median,
minimum, maksimum, %25 ve %75’lik dilim ortalamalar1 i¢in tanimlayici
(descriptive) analiz metodu uygulanmistir. Calismanin amaci dogrultusunda platelet
say1 ve indeksleri ile tromboelastografi (TEG ve V-curve datalari) verileri arasinda
korelasyonlar Pearson metodu ile incelenmistir (SigmaStat 12,0, GmBH). Proteomik
analizlerinin istatiksel ¢alismasi ve sekilleri biyoinformatik yazilimlar temelinde
hizmet alim1 yapilan birimde gergeklestirilmistir. Platelet proteinlerinin birbiri ile

olan ilgisini gosteren sekiller www.string-db.org sitesinden elde edilmistir.
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4, BULGULAR

4.1. Klinik Bulgular

4.1.1. Fiziksel Muayene Bulgulari: Calismaya dahil edilen kopeklerde kalp
hastaligi ile ilgili olarak en az 3 aydir (en uzun 1,5 yil) sikayetlerinin oldugu rapor
edilmistir. Bu sikayetlerin 6ncelikli olarak; ¢abuk yorulma (10/10), okstiriik (8/10),
solunum giigliigii (2/10), karinda sislik (5/10), bayilma (2/10), istahsizlik (7/10) ve
zayiflama (4/10) oldugu not edilmistir. Fiziksel muayenelerde kardiyak patolojilere
bagli sekillenen ve inspeksiyonda fark edilebilir diizeyde olan mukoz membran
solgunlugu, asitese bagli abdominal distensiyon, juguler vena dolgunlugu gibi
parametreler hasta kayitlarina eklenmistir (Sekil-8).

Bu calismanin kontrol ve test grubunu olusturan kopeklere ait klinik
parametrelerin bazilarina ait ortalama ve standart hata degerleri ile minimum
maksimum verileri Tablo-13 de aktarilmistir. Buna goére kontrol ve test grubu
kopeklerin canlt agirlik ortalamalarinin birbirine yakin oldugu, ancak minimum ve
maksimum degerlerde dramatik farkliliklar oldugu belirlenmistir. Test (hasta) grubu
kopeklerin ortalama yaslart (8,1 + 5,1 yas) ve %75’lik dilimindeki yas ortalamasi
(13,2 yas) kontrol kopeklere gore daha yiiksek (sirastyla 3,3 + 3,1 yas, P<0.01 ve 4,2
yas) bulunmustur (Tablo-14).

Fiziksel muayene bulgularindan bu ¢alisma i¢in beden sicakligr (T °), kalp (P) ve
solunum sayilar1 (R) ile birlikte kapillar yeniden dolum siireleri (KDS) kayit altina
alimmistir (Tablo-13). Her iki grupta T degerleri arasinda istatiksel fark belirlenmis
olsa da ortalama, minimum ve maksimum degerleri referans araliklarda kalmistir.
Test grubunda P, R ve KDS verileri kontrol grubunda tespit edilenlere gére daha
yiiksek (P<0,001) bulunmustur. Test grubunda maksimum P, R ve KDS degerleri
sirasiyla 182/dk, 100/dk ve 4 sn olarak not edilmistir. Klinik muayenede kalp
oskultasyonu ile mitral ve trikiispit kapak punkta maksimalarindan 6’lik sisteme gore
en az 3 ve lizeri kardiyak iifiiriim (4,5 £ 1,0) alinmus; tifiiriimlerin siddeti prekordiyal

thrill (vibrasyon) ile konfirme edilmistir.

41



4.1.2. Tansiyon Olciimleri: Non-invasif kan basmci olgiimleri olarak, sistolik
(SAP), diyastolik (DAP) ve ortalama (MAP) degerler tespit edilmistir. Kontrol
grubunda minimum ve maksimum degerler olarak, SAP 120 — 150 mmHg (ortalama
+ standart hata; 136 £ 10 mmHg), DAP 75 - 85 mmHg (75 + 7 mmHg) ve MAP 95 -
127 mmHg (105 = 12 mmHg) olarak belirlenirken, test grubunda sirasiyla 130 — 165
mmHg (150 = 14 mmHg), 85-100 mmHg (93 = 5 mmHg) ve 135-164 mmHg (145 +
12 mmHg) olarak tespit edilmistir. Gruplar arasinda ortalama DAP ve MAP
degerlerinde istatiksel farklilik (P=0,002), SAP degerinde ise test grubunda rakamsal
iistiinliik s6z konusu olmustur (Tablo-15). Test grubu kdpeklerin sistolik (SAP), kan
basinglarinin %75’lik dilimdeki ortalamasi1 162 mmHg iken kontrol kopeklerinde
135 mmHg olarak not edilmistir (Tablo-16).

4.1.3. Radyografi: Radyolojik olarak vertebral kalp skoru (VHS) incelendiginde
(Tablo-17, 18) kontrol grubu degerine gore test grubunda Onemli bir artis
belirlenmistir (9,3 + 1,2 ve 12,5 = 1,5; P<0.001). Test grubu olgularda genel bir
kardiyomegali (n=10) ile birlikte ortak bulgular; perihilar 6dem, pulmoner 6dem,
kaudal vena kava dilatasyonu ve yukar1 deviasyonu, tracheanin dorsale deviyasyonu,
sag ventrikiiler yapinin sternuma temasi ve pulmoner arter/venlerde dolgunluk
saptanmigtir (Sekil-9). Olgularin yarisinda (n=5) ascites, jugular dolgunluk ve
hepatomegalinin birlikte oldugu dikkat ¢ekmistir.

4.1.4. Elektrokardiyografi (EKG): EKG incelemesinde ritim analizi yapilmis
kontrol grubu kopeklerin tiimiinde siniis ritim (n=10) olmakla birlikte bazilarinda
(4/10) respiratorik siniis aritmi saptanmistir. Test grubu kdpeklerde siniis tasiaritmi
(5/10) ve atrial fibrilasyon (4/10) tespitlerinin yanisira atrial (3/10) ve ventrikiiler
prematiir kompleksler (3/10) tespit edilmistir (Sekil-10). Bu ritim degerlendirmesi ile
birlikte morfolojik degerlendirmeler yapilmis EKG dalgalarinin siire ve voltajlar
incelenmistir. Buna gore; sol atriyal biiyiime (p- mitrale, 5/10), sag atriyal biiyiime
(p-pulmonale, 3/10), sol ventrikiiler biiytime (5/10), kiigiik QRS kompleks olusumu
(2/10), ST depresyonu (2/10) ve sol veya sag aksis deviyasyonu (5/10) oncelikli
bulgular olmustur.

4.1.5. Ekokardiyografi: Bu g¢alisma planina uygun olarak tanisal 6énemde olan
ekokardiyografik veriler kayit altina alinmistir. Sag parasternal kisa eksen papillar

kas dilizeyinden M-mode Olctimleri ile LV iligkili geometrik ve
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fonksiyonel degerlendirmeler gerceklestirilmistir. Buna gore kalp siklusu igerisinde
birbirini takip edecek sekilde diyastol ve sistolde sag ventrikiil (RVDA),
interventrikiiler septum (IVSDd ve IVSDs), sol ventrikiil (LVDd ve LVDs) ve sol
ventrikiil serbest duvar (LVFWDd ve LVFWDs) 6l¢iimleri yapilmistir.

Kalp yetmezIligi saptanan olgulara yapilan ekokardiyografik muayenelerde
siklikla sol atriyal dilatasyon, mitral kapak kalinlasmas1 ve prolapsusu, mitral ya da
trikuspidal yetmezlik akimlari saptanmistir (Sekil -11, -12, -13).

Kontrol ve test gruplarinin sag parasternal kisa eksen papillar kas diizeyinden
aliman M-mode Ol¢limlerinin ortalama ve standart hatalar1 Tablo-19 da aktarilmistir.
Yapilan 6l¢iimlerde; RVDd kontrole gore (0,6 £ 0,2 cm) test grubunda Onemli
olgtide yiiksek belirlenmistir (4,2 + 2,1 cm; P<0,01). IVS ve LVFW diyastol ve sistol
Olciimlerinde gruplar arasinda istatiksel boyutta farklilik olugsmamais; ancak, LVDd
ve LVDs degerleri test grubunda daha yiiksek tespit edilmistir (P<0,01). Kontrol
grubu ile karsilastirlldiginda EPSS degeri test grubunda anlamli yiikselim
gostermistir (0,31 = 0,11 cm ve 0,68 = 0,21 cm; P<0,01). LV iligkili FS ve EF
diizeyleri test grubunda (sirasiyla % 26,0 + 6,4 ve % 48,0 = 9,7) saglikli kontrollere
gore (34,4 + 3,8 ve 61,6 + 9,2) daha diisiik belirlenmistir (P<0,05).

Bu tespitlerle birlikte kontrol grubunda LV’nin minimum ve maksimum
degerleri sirasiyla 2,2 cm ve 3,5 cm iken, test grubunda 4,4 cm ve 5,5 cm olarak not
edilmistir. Test grubunun %75’lik diliminde ortalama LVDd 5,45 cm, oysa kontrol
grubunda 3,56 cm olarak kayit edilmistir. Kontrol grubu FS araligi %30 - 39, test
grubunda ise %20 - 35 olarak belirlenmistir (Tablo - 20). EPSS degerinin test
grubunda 0,6-1,0 cm araligindaki degisimi dikkat ¢ekici bulunmustur.

Ao, LA ve MPA arter ¢aplari irdelendiginde (Tablo - 21, -22); gruplar
arasinda Ao ve MPA c¢aplar arasinda istatiksel farklilik olusmazken, test grubunda
LA cap1 (4,7 £ 2,8 cm) kontrole gore (2,1 £ 0,2 cm) 6nemli degisim gostermistir. Bu
farkliliga paralel olarak, LA/Ao orani da test grubunda daha yiiksek tespit edilmistir
(0,9 £ 0,2 ve 2,6 £ 0,9; P<0,001). LA ¢ap1 kontrol grubunda 1,8 - 2,5 cm araliginda
test grubunda ise 2,5 - 8,0 cm araliginda dikkat ¢ekmistir.

Doppler dl¢timlerinde MPA ve Ao damarlardaki akim ile kalp kapaklarindaki
(MV ve TV) akimlar degerlendirilmis ve yapilan istatistiksel ¢alisma sonuglari

Tablo-23 ve 24’te aktarilmistir. Ao ve MPA maksimal velositeleri gruplar arasinda
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Onemsiz varyasyon gostermistir. Ao ejeksiyon siiresi (ET) test grubunda kontrollere
gore daha kisa not edilmistir (P=0,057). MV-E/A orani her iki grup arasinda 6nemli,
ancak TV-E/A onemsiz degisim gostermistir. MV-E/A oranmi kontrol grubunda 1,2 -
2,2 araliginda, test grubunda ise 2,4 - 5,5 araliginda saptanmaistir.

4.2. Laboratuvar Bulgulari

4.2.1. Hematolojik Bulgular: Lokogram (Tablo-25, 26), eritrogram (Tablo-27) ve
trombogram (Tablo-29) verileri aktarilmistir. Lokogram verilerinde total 16kosit
(WBC) ve diferensiyal 1okosit sayilar1 gruplar arasinda istatiksel olarak farklilik
gostermemistir. Ortalama degerlere yansimayan bu degisimlere ragmen test
grubunda maksimum WBC ve nétrofil sayilarinin sirastyla 21.900/uL ve 15.500/uL
oldugu dikkat ¢ekmistir. Bazofil sayisi test grubunda kontrollere gore daha diisiik
belirlense de referans araliklarda kalmistir.

Eritrogram degerlerinde l6kogram da oldugu gibi her iki grup
ortalamalarinda istatiksel Onemde farkliliklar tespit edilememistir (Tablo-27).
Kontrol ve test grubunun eritrosit (RBC) sayis1 ile hemoglobin, hematokrit (Hct) ve
eritrosit indeks degerleri (MCV, MCH, MCHC ve RDW) normal sinirlar iginde
kalmistir. Het degerinin test grubunda maksimum %54,2 olmas1 ve bu materyalin
%75’1ik diliminde %50,8 belirlenmesi dikkate deger goriilmiistiir. Test grubunda
MCYV minimum 53,8 fl olarak kayit edilmistir (Tablo-28).

Trombogram degerleri olarak platelet sayist (PLT) ve indeksleri (PCT, MPV
ve PDW) kayit altina alinmistir. Ortalama degerler incelendiginde; test grubunda
PDW degeri (26 = 12) kontrole gore daha diisiik ¢ikarken (39 + 2, P<0.01), PCT
degeri daha yiiksek belirlenmistir (2,0 £ 2,3 ve 0,3 £ 0,5; P<0,05). Test grubunda
PLT sayisinin %25 ve %75’lik dilimdeki dagilimi sirasiyla 204 x 103/uL ve 461 x
10%/uL olarak saptanmigtir (Tablo-30).

4.2.2. Serum Biyokimyasal Bulgular: Kardiyak biyobelirteg olarak serum kardiyak
troponin I (cTnl) ¢alisilmis; test grubu ortalama degeri (0,15 = 0,1 ng/mL; P=0,02)
kontrole gore (0,04 + 0.02 ng/mL) daha yiiksek bulunmustur (Tablo-31, Sekil-14).
Kontrol grubunda cTnl 0,01 — 0,08 ng/dL araliginda, test grubunda ise 0,04 — 0,32
ng/dL araliginda belirlenmistir. Test popiilasyonunun %75’lik diliminde serum cTnl

diizeyi ortalamasi 0,24 ng/dL olarak kayit edilmistir (Tablo-32).
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Kapsamli profil rotoru ile 14 parametre incelenmistir (Tablo-33). Her iki
grup arasinda analiz edilen parametrelerde istatiksel Onemde farklilik
belirlenememistir. Test grubunda serum karaciger enzim (ALT ve ALP) diizeyleri
kontrole gore daha yiiksek olmasmma ragmen standart hatalar1 da c¢ok yiiksek
cikmistir. Kontrol grubunda tiim parametrelerin en alt ve iist degerleri saglikli kopek
degerleri icin bildirilen araliklarda tespit edilmisken; test grubunda serum ALT ve
ALP’nin en st degerleri sirastyla 305 TU/L ve 294 IU/L olarak kayit edilmistir.
Bobrek fonksiyonlart agisindan serum BUN ve Cr degerleri test grubunda {ist sinirlar
olarak (sirasiyla 165 mg/dL ve 2,8 mg/dL) kontrollere gore (21 mg/dL ve 1,0 mg/dL)
onemli derecede yiiksek bulunmugstur (Tablo-34). Test grubunda BUN degerinde (37
+ 52 mg/dL) kontrol grubuna gore (14 + 4 mg/dL) standart hatanin yiiksek oldugu
fark edilmistir.

Tiroid paneli olarak serum total tiroksin (T4) ve kolesterol diizeyleri
incelenmistir (Tablo-35). Her iki grup arasinda T4 ve kolesterol acisindan istatiksel
onemde farklilik belirlenememistir. Serum T4 kontrol ve test gruplarinda minimum
sirastyla 2,6 ug/dL ve 1,3 pg/dL olarak, maksimum da 3,8 ug/dL ve 3,6 pg/dL
olarak not edilmistir. Maksimum serum kolesterol degerlerinin her iki grupta
birbirine yakin oldugu (270-280 mg/dL) tespit edilmistir (Tablo-36).

4.2.3. Hemostazis degerlendirilmesi: Bu amacla global pihtilasma siireleri (PT-
aPTT) ve TEG olgiimleri yapilmis, TEG - Velosite curve (V-curve) verileri ile
detaylar elde edilmistir.

Tablo-37 PT ve aPTT degerlerinin gruplar arasindaki degisimlerini, Tablo -
38 de minimum ve maksimum tespitleri yansitmaktadir. Kontrol grubu ile
karsilagtirildiginda test grubunda P degerinin sirastyla 16,4 + 0,4 sn ve 19,0 £ 0,9 sn
(P<0,001), aPTT’nin de 92,4 + 4,8 sn ve 146,2 + 77,4 sn (P=0,08) oldugu
goriilmistir. PT ve aPTT nin maksimum degerleri kontrol grubunda sirasiyla 17,2
sn ve 99,9 sn belirlenmigken, ayn1 parametreler i¢in test grubunda 19,7 sn ve 201,0

sn tespitleri yapilmustir.

TEG ile yapilan muayenelerde bu ¢alisma kapsamina alinan parametreler; R
siiresi, K siireleri ve alfa acisi ile birlikte MA, PMA, G, EPL, A, CL ve LY30
degerleridir. Kontrol grubu ile karsilastirildiginda test grubu kopeklerde olgiim
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yapilan parametrelerle ilgili istatiksel 6nemde farkliliklar olusmamakla birlikte R, K,
EPL ve LY30 degerlerin rakamsal olarak yiiksek kaldigi; alfa agisi, MA, G ve CL
degerlerinin ise kismen diisiik kaldigi tespit edilmistir (Tablo-39). Test grubunda
minimum ve maksimum R (0,8 — 4,5 sn; 3,6 + 1,0 sn) ve K siireleri (2,7-6,5 sn; 4,0
+ 2,1 sn) kontrol grubu degerlerine gore (R: 1,2 —4,1 sn; 2,2+ 1,0 sn ve K: 0,8 — 4,5
sn; 2,6 £ 1,5 sn) daha uzun belirlenmistir. Kontrol grubunda alfa acis1 ve MA degeri
aralig1 42-80 derece ve 31-53 mm iken, test grubunda sirasiyla 35-57 derece ve 36-
53 mm olarak tespit edilmistir. Kontrol grubunda LY30 degeri % 0,0 — 12,0
araliginda, test grubunda ise % 0,0 — 40,1 seklinde saptanmistir (Tablo-40). Kalp
yetmezlikli olgulardan DCM’li ve CVHD’li birer vakadan 6rnek TEG grafikleri
Sekil-15’te gosterilmistir.

V-curve analizinde bakilan parametreler; MRTG, TMRTG, TG, MRL,
TMRL ve L den olusmustur (Tablo-41, 42). Test grubu MRL (5,3 £ 0,1 mm/sn),
TMRL (30,6 + 0,5 sn) ve L degerleri (281 + 83 sn) kontrol grubu degerlerine gore
istatiksel diizeyde (P<0,05 — 0,002) artis gostermistir. Test grubundaki TMRTG
degeri (5,0 = 1,7 sn) kontrole gore 6nemli dl¢lide (3,0 + 1,4 sn) yiiksek belirlenmis;
ancak, istatiksel diizeyde anlamli (P=0,07) olmamistir. Her iki grup arasinda MRTG
ve TG parametrelerinde istatiksel onemde bir farklilik olusmamistir. Sekil-15°te
verilen DCM ve CVHD’li hastalarin TEG V-Curve profilleri Sekil-16’da
aktarilmistir.

Platelet say1 ve indekslerinin TEG ve V-Curve verileri ile korelasyonlari
Tablo-43’te aktarilmustir.

4.3. Platelet Proteomik Bulgulari:

Platelet proteomlar1 Caniformidae (deniz memelilerini de kapsayan iist sinif),
Canidae (kopek ailesi; ¢akal, tilki dahil) ve Canis lupus familialis (evcil kopek) veri
tabanina gore daha oOnce tanimlanmis proteinlere (reviewed proteins) gore
listelenmis; kontrole gore en az P<0,05 diizeyinde ve 1,2 kattan fazla degisim
gosteren proteomlar anlamli kabul edilmislerdir. Tablo-12 de her {i¢ gruba ait
tanimlanan toplam ve bunlar icinde istatiksel diizeyde anlamli olan protein sayilar

aktarilmistir.
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Tablo-12: Familya gruplarina gore tanimlanan toplam ve anlamli protein sayilar

Familya gen ontolojisi Tammlanan protein sayisi Anlamh protein sayist
Caniformidae 1703 181

Canidae 97 7

Canis lupus familialis 107 10

Bu c¢alismada adi gegen verilerden sadece evcil kopek (Canis lupus
familialis) icin olan protein tanimlamalari (toplam 107, anlamli 10 protein)
aktarilmistir. izole edilen platelet proteomlarinin erisim (accession) numarasi,
degisim orant ve peptid sayilar1 Tablo-44’de, reaksiyon siiresi ve kiitle/yiik

oranlaria (m/z) gére genel dagilimlari da Sekil-17’de gosterilmektedir.

Tablo-44 ve Sekil-17°de goriildiigii gibi kontrol grubu degerler ile
karsilastirildiginda test (hasta) grubunda bazi proteinlerde artma (n=4), bazi
proteinlerde de azalma (n=6) saptanmistir. Platelet proteomlarinin molekiiler -
biyolojik fonksiyonlar1 ve birbirleri ile baglantilar1 (reoctome analizi) Sekil-18’de,
kontrol ve test grubunda anlamli degisim gdsteren platelet proteomlarinin (n=10)
molekiiler fonksiyonlar1 ve dagilimlar1 Sekil-19°da, biyolojik fonksiyonlar1 ve
dagilimlan Sekil-20’de, selliiler yapilardaki dagilimlar Sekil-21’de, yolak (pathway)

analizleri Sekil-22°de ve protein siniflar1 da Sekil-23 de aktarilmistir.

[statistiksel anlamda kontrollere gore degisim gdsteren tiim proteinlerin
erisim numaralari, peptid sayilar1 ve skorlar1 Tablo-45’te, degisim yonleri de (up-
regiilasyon ve down regiilasyon) Sekil-24’de aktarilmistir. Test grubunda artan
proteinler apolipoprotein C-III (Sekil-25), apolipoprotein A-II (Sekil-26), guanine
nucleotide-binding protein subunit alpha-11 (Sekil-27) ve clusterin (Sekil-28), azalan
proteinler de cathepsin D (Sekil-29), cytochrome C oxidase subunit 2 (Sekil-30), C-
X-C motif chemokine 10 (Sekil-31), serine/threonine-protein phosphatase PP1-
gamma catalytic subunit (Sekil-32), myotrophin (Sekil-33) ve creatine kinase B-type
(Sekil-34) olarak belirlenmistir.

Bu calismada platelet izolatlarindan anlamli degisim gosterenlerin (n=10)
birbiri ile olan molekiiler ve biyolojik ilgileri Sekil-35’de, Canis lupus familialis
protein data bankina gore tanimlanan tiim proteinlerin (n=107) intetaksiyonu da
Sekil-36 da aktarilmigtir. RAB proteinleri, MMP’ler ile apoliporoteinler (Apo)
arasindaki yogun baglant1 dikkat ¢ekmistir.
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Bu calismaya ait bulgulari iceren Tablo ve Sekiller:

Tablo-13: Kontrol ve test grubu olgularin signalement ve bazi klinik bulgulari; ortalama =+ standart
hata

Parametre Kontrol Test P degeri
n=10 n=10
CA, Kg 252+6,5 224+19,4 0,338
Yas -yl 33+1,1 8,1 5,1 0,009
T°C 38,3+0,2 38,7+0,3 0,005
P /dk 111+8 146 £28 0,001
R /dk 27+7 68 £21 <0,001
KDS, sn 1,6 £0,5 2,7+0,8 0,002

CA: Canli agirhk T: Beden sicakligi, P: Pulzasyon, R: Respirasyon, KDS: Kapillar yeniden dolum siiresi

Tablo-14: Kontrol ve test grubu olgularin signalement ve bazi klinik bulgularinin median, minimum,
maksimum ve %25-75’1ik dilimdeki ortalamalari

Gruplar Median Minimum Maksimum %25 %75
CA, Kontrol 24,0 16,0 35,0 19,5 30,7
Kg Test 150 25 60,0 7.7 412
Kontrol 3,0 2,0 5,0 2,0 4,2
Yas —
yil
Test 8,5 0,5 15,0 3.2 13,2
Kontrol 38,4 38,0 38,8 30,0 38,5
Te Test 38,7 38,2 39,5 38,5 38,9
Kontrol 110 100 120 100 120
P /dk
Test 150 100 182 120 174
Kontrol 24 20 40 24 34
R /dk
Test 62 40 100 55 85
Kontrol 2,0 1,0 2,0 1,0 2,0
KDS, Test 2,5 2,0 4,0 2,0 32
sn
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Sekil-8: DCM’ye bagh konjestif kalp yetmezligi gelisen bir kdpekte; solgun miikoz membran (A),
jugular dolgunluk (B), dorsoventral bakis (C) ve lateral yatis halinde abdominal yiizey venlerinde
dolgunluk ve asites (D)
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Tablo-15: Kontrol ve test grubu olgularin sistolik (SAP), diyastolik (DAP) ve ortalama kan basinglari
(MAP); ortalama +standart hata

Parametre Kontrol Test P degeri
mmHg n=10 n=10
SAP 136 £ 10 150 + 14 0,252
DAP 75+7 93+5 0,002
MAP 105+ 12 145+ 12 0,002

Tablo-:16 Kontrol ve test gruplarinda sistolik (SAP), diyastolik (DAP) ve ortalama kan basinglari
(MAP); median, minimum, maksimum ve %25-75’lik dilimdeki ortalamalar1

Parametre
mmHg Gruplar Median Minimum Maksimum %25 %75
SAP Kontrol 130 120 150 120 135
Test 155 130 165 135 162
DAP Kontrol 70 70 85 70 82
Test 95 85 100 87 98
MAP Kontrol 105 95 125 95 116
Test 141 135 164 136 158

Tablo-17: Kontrol ve test grubu olgularin vertebral kalp skorlar1 (VHS); ortalama =+ standart hata

Parametre Kontrol, n =10 Test,n=10 P degeri

VHS 93+12 125+15 <0,001

Tablo-18: Kontrol ve test grubu olgularin vertebral kalp skorlar1 (VHS); median, minimum,
maksimum ve %25-75’lik dilimdeki ortalamalari

Gruplar Median Minimum Maksimum %25 %75
Kontrol 10,1 8,5 10,7 8,6 8,9

VHS
Test 11,5 11,0 13,2 11,8 12,5
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Sekil-9: DCM’ye (A-B) ve MMVD’e bagh konjestif kalp yetmezligi gelisen olgulardaki (C-D)
radyolojik degisiklikler: A ve B’ye gore C ve D’deki kardiyomegali, perihilar 6dem, trekheal dorsal
deviasyon, v. caval dolgunlugu ve sol atriyal biiyiimenin daha siddetli oldugu goriilmekte. B; yaygin
intersitisyel desen ve asites varligi
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Sekil-10: Konjestif kalp yetmezligi olan képeklerden EKG 6rnekleri; Sinus tagikardi (A), P- mitrale
(B), atriyal fibrilasyon (C ve E), ventrikiiler ekstrasistol (ok, D) ve sol dal blogu (E)
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Tablo-19: Kontrol ve test grubu olgularin sag parasternal kisa eksen papillar kas diizeyden alinan M-
mode 6l¢iimleri; ortalama + standart hata (cm — santimetre)

Parametre Kontrol Test P degeri
cm n=10 n=10

RVDd 0,6 0,2 42+2,1 0,005
1vVsd 1,1+£0,4 0,7+0,1 0,571
LVDd 3,0+0,7 50+04 0,007
LVPWd 1,2+0,2 1,3+0,4 0,544
1VSs 1,1+03 1,1£0,1 0,936
LVDs 2,1+0,5 32+0,3 0,012
LVPWs 1,1 +£0,1 1,2+0,3 0,886
EPSS 0,3+0,1 0,8 +0,1 0,001
FS % 344+38 26,0 + 6,4 0,031
EF % 61,6+9,2 48,0+£9,7 0,033

RVDd - Sag ventrikiil diyastal ¢ap1; interventrikiiler septum diyastal (IVSd) ve sistol ¢ap1 (IVSs); sol ventrikii diyastol (LVDd)
ve sistol ¢ap1 (LVSd); sol ventrikiil serbest duvar diyastol (LVFWd) ve sistol ¢ap1 (LVFWs); EPSS — mitral kapak E dalgasinin

ventrikiiler septuma mesafesi; FS — fraksiyonel kasilma; ve EF — ejeksiyon fraksiyonu
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Tablo-20: Kontrol ve test grubu olgularin sag parasternal kisa eksen papillar kas diizeyden alinan M-
mode Ol¢limleri; median, minimum, maksimum ve %25-75’lik dilimdeki ortalamalar (cm —
santimetre)

Gruplar Median Minimum Maksimum %25 %75
cm
RVDd Kontrol 0,6 0,2 09 03 0,8
Test 4,0 2,0 6,7 2,1 6,3
Ivsd Kontrol 12 0,6 17 0,7 14
Test 0,7 06 0,8 0,6 0,8
LvDbd Kontrol 33 22 35 2.2 35
Test 5,0 44 55 45 54
LVPWd Kontrol 1,1 1,0 15 1,0 1,3
Test 11 11 18 11 18
1VSs Kontrol 1,0 08 1,7 0,9 13
Test 11 1,0 1,2 1,0 1,2
LVDs Kontrol 2,2 14 2,6 1,5 25
Test 32 2,9 35 29 35
LVPWs Kontrol 11 1,0 1.4 1,0 13
Test 13 0,7 14 0,7 14
EPSS Kontrol 03 0,2 0,5 0,2 04
Test 0,8 0,6 1,0 0,7 1,0
FS % Kontrol 35,0 30,0 39,0 30,5 38,0
Test 235 20,0 35,0 20,7 335
EF % Kontrol 62,5 46,0 71,0 55,0 70,2
Test 44,0 40,0 61,0 41,5 56,5

RVDd - Sag ventrikiil diyastal ¢ap1; interventrikiiler septum diyastol (IVSd) ve sistol ¢ap1 (IVSs); sol ventrikiil diyastol (LVDd)
ve sistol ¢ap1 (LVSd); sol ventrikiil serbest duvar diyastol (LVFWd) ve sistol ¢cap1 (LVFWs); FS — fraksiyonel kasilma; EF —
ejeksiyon fraksiyonu; ve EPSS — mitral kapak E dalgasinin ventrikiiler septuma olan mesafesi
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Tablo-21: Kontrol ve test grubu olgularin sag parasternal kisa eksen aort diizey ¢apsal 6lgtimleri.

Ao: Aort, LA: Sol atriyum ve MPA: Ana pulmoner arter (ortalama + standart hata), cm - santimetre

Parametre Kontrol Test P degeri
cm n=10 n=10

Ao 1,9+0,3 1,8+0,2 0,421
LA 2,1+0,2 4,728 0,07

MPA 1,6 £0,1 2,1£0,8 0,376

LA/Ao 0,9+0,2 2,6+0,9 0,001

Tablo-22: Kontrol ve test grubu olgularin sag parasternal kisa eksen aort diizey g¢apsal dlgiimler;
median, minimum, maksimum ve %25-75’1ik dilimdeki ortalamalar

Gruplar Median Minimum Maksimum %25 %75

cm
Ao Kontrol 2,0 16 24 17 24
Test 15 1,7 2,7 1,6 2,6
LA Kontrol 2,2 18 25 2,0 24
MPA Test 3,6 2,5 8,0 2,6 58
Kontrol 1,7 15 18 1,6 18
Test 1,3 1,2 3,1 1,2 2,2

Ao: Aort, LA: Sol atriyum ve MPA: Ana pulmoner arter, cm - santimetre
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Tablo-23: Kontrol ve test grubu olgularin pulmoner arter (PA), aort (Ao), mitral kapak (MV) ve
trikuspid kapak (TV) Doppler 6lgiimleri (ortalama + standart hata)

Parametre Kontrol Test P degeri
n=10 n=10
PA Vmax mmHg 0,8+0,1 1,0+£0,4 0,280
Ao Vmax mmHg 1,0+0,2 1,3+0,4 0,231
Ao ET m/s 205+ 16 162 +42 0,057
MV E/A 1,5+£0,3 38+1,5 0,05
TV E/A 1,2+0,2 1,7+£0,3 0,135

Vmax: maksimal velosite, ET: Ejeksiyon zamani

Tablo-24: Kontrol ve test grubu olgularin pulmoner arter (PA), aort (Ao), mitral kapak (MV) ve
trikuspid kapak (TV) Doppler dl¢iimleri - median, minimum, maksimum ve %25- 75°lik dilimdeki
ortalamalar

Gruplar Median Minimum Maksimum %25 %75
PA Vmax Kontrol 0,84 0,79 1,04 0,79 1,01
mmHg Test 1,08 0,58 1,79 0,76 1,43
Ao Vmax Kontrol 1,00 0,68 1,47 0,75 1,26
mmHg Test 1,38 0,82 1,97 0,89 1,68
Kontrol 207 184 230 190 218
A0-ET m/s
Test 162 132 192 132 192
Kontrol 1,93 1,21 2,23 1,57 2,14
MV E/A
Test 3,45 2,45 5,54 2,45 5,54
Kontrol 1,70 1,01 2,41 1,16 2,06
TV E/A
Test 1,78 1,56 2,00 1,56 2,00
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& Lab

CAKIL, SELIM AKSOY*, NiNo, 5y, ID: 2115,
BF 4.0 MHZ G ~73%

cm
PRC 7-3-L PRS 4
PST 1

ARDIO  PA122 I
1

5.1 mm

D

Sekil-11: Kalp yetmezIligi tanimlanan olgularda A: sol atriyal dilatasyon, B: Mitral anterior kapakta
kalinlagma (endokardiyozis), C: Mitral kapak prolapsusu (MVP, sar1 ok), D: ayn1 olguda MVP’na
bagli renkli Doppler ile regiirgitan akim varligi
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U.U.VET.FAK.IC HASTALIKLARI AD. ]
KRAL ERDEM KANGAL 11Y M

+8.49
3.3 MHz

D 13 cm

CFn vvz

PRF 4.2

FILTER n

P7-3 AP 97% MI0.8 TIS 1.1

LVIDs

LVPWs 0.86 cm
V(Teich) 163.00 ml

SV(Teich) 16.84 ml

EF(Teich)

eich)

559 cm
EVPWs 0.86 cm

ESV(Teich) 153:31 ml

P7-3 AP 97% MI0.8TIS 1.1
1 MV EPSS
2 MVEPSS 1.41cm

C

Sekil-12: Kalp yetmezliginde papillar kas kisa eksen goriintide renkli Doppler ve M-mode
muayenede sistol sirasinda regiirgitan akim varligi (A), DCM’li bir olguda diizlesen interventrikiiler

septum ve sol ventrikiiler serbest duvar — sistolik disfonksiyon gostergesi (B) ve DCM’ye bagl
yiiksek EPSS degeri (C)
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JU.VET.FRK.IC Il\SYﬁl.ll AD.
RAL ERDEM KANGAL 11Y N

FGLNIIN‘QR"RV

EV1 8.09 n
VHAX B.89 n/s
PHT nsec

2.57 n/s

U.u. e Pr—
s e —

| <
mx MIX amon 21.11.2817

Sekil-13: Kalp yetmezligi olan hastalardan pulmonar arter (A) ve aort akim karakteristiklerinin
Olgiilmesi (B). A ve B kayitlar1 referans sinirlar igindeki tespitleri gostermektedir. C: Miksomatoz
mitral kapak hastaligit (MMVD) olan bir kdpekte mitral akim Doppler karakteristigi; restriktif yapiy1
(E:A — 4,9) gostermekte.
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Tablo-25: Kontrol ve test grubu olgularin 16kogram degerleri (x103/uL); ortalama =+ standart hata

Parametre Kontrol Test P degeri
n=10 n=10
WBC 13,08 £ 3,99 13,94 £ 5,12 0,681
Lenfosit 2,37+0,99 1,97 +0,59 0,241
Notrofil 9,42 + 3,43 10,67 £ 5,13 0,529
Monosit 0,57+£0,34 0,70 £0,55 0,535
Eozinofil 0,53+£0,18 0,38 £0,31 0,204
Bazofil 0,16 £ 0,04 0,07 £0,06 0,001

WBC - total lokosit sayis1 (white blood cell count)

Tablo-26: Kontrol (saglikli, n=10) ve test gruplarinda (n=10) 16kogram degerleri (x103/ pL); median,
minimum, maksimum ve %25-75’lik dilimdeki ortalamalar

Gruplar Median Minimum Maksimum %25 %75
Kontrol 11,26 9,02 18,51 9,48 18,46
WBC
Test 12,40 7,25 21,99 10,07 19,16
Kontrol 2,42 1,19 4,20 1,35 3,25
Lenfosit
Test 1,70 1,25 2,94 1,49 2,60
Kontrol 7,20 6,18 15,5 7,02 13,13
Notrofil
Test 8,90 5,55 19,49 6,15 15,60
Kontrol 0,20 1,04 1,24 0,42 0,31
Monosit
Test 0,53 0,25 2,17 0,41 0,79
Kontrol 0,49 0,20 0,87 0,46 0,68
Ezinofil
Test 0,36 0,03 1,13 0,10 0,52
Kontrol 0,16 0,10 0,28 0,14 0,18
Bazofil
Test 0,04 0,02 0,19 0,02 0,12

WBC - total 16kosit sayis1 (white blood cell count)
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Tablo-27: Kontrol ve test grubu olgularin eritrogram degerleri; ortalama + standart hata

Parametre Kontrol Test P degeri
n=10 n=10
RBC x10%/uL 6,20 0,41 6,28+ 1,02 0,821
Hgb gr/dL 13,8+1.3 142+27 0,702
Hct % 41,3+2,7 42,0+7,8 0,810
MCV fl 66,6 £2,2 66,9+ 6,4 0,881
MCH gr/dL 222+11 224+29 0,905
MCHC gr/dL 334114 338147 0,786
RDW % 17,3+1,0 152+54 0,237

RBC — eritrosit sayisi; Hgb — hemoglobin; Hct — hematokrit; MCV — ortalama RBC hacmi; MCH — ortalama RBC hemoglobin;
MCHC - ortalama Hgb konsatrasyonu; ve RDW — RBC dagilim (sekil ve hacim) genisligi

Tablo-28: Kontrol (saglikli, n=10) ve test gruplarinda (n=10) eritrogram degerleri; median,
minimum, maksimum ve %25-75’lik dilimdeki ortalamalar

Gruplar Median Minimum Maksimum %25 %75
Kontrol 6,10 5,49 7,07 6,02 6,35
RBC
x10°/uL Test 5,85 5,26 7,89 5,37 7,33
HGB Kontrol 13,7 11,6 16,2 133 145
gL Test 134 98 18,6 122 | 171
Kontrol 41,2 36,4 46,0 39,7 43,0
HCT % Test 40,8 33,7 54,2 34,5 50,8
e Kontrol 66,0 62,0 70,0 65,75 68,25
fL Test 66,4 53,8 78,0 63,85 72,05
Kontrol 22,3 20,2 24.4 216 22,8
MCH
gr/dL Test 22,7 16,6 26,4 20,8 24.6
Kontrol 33,9 31,0 351 321 345
MCHC
gr/dL Test 35,1 24,8 39,5 30,6 36,9
RDW Kontrol 17,0 16,6 20,1 16,6 17,6
%
Test 16,2 01 19,4 15,4 17,8
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Tablo-29: Kontrol ve test grubu olgularin trombogram degerleri; ortalama + standart hata

Parametre Kontrol Test P degeri
n=10 n=10
Platelet sayist X109/l 346,70 + 66,53 325,72 + 158,47 0,704
PCT % 0,34 £0,05 2,03+2,33 0,034
MPV fL 10,11 £ 1,62 9,88 £372 0,860
PDW % 39,54 + 2,46 26,29 + 12,76 0,005

PCT: Plateletkrit,

MPV: Ortalama platelet hacmi,

PDW: Platelet dagilim (hacimsel) genisligi

Tablo-30: Kontrol (saglikli, n=10) ve test gruplarinda (n=10) trombogram degerleri; median,
minimum, maksimum ve %25-75’lik dilimdeki ortalamalar

Gruplar Median Minimum Maksimum %25 %75
Platelet Kontrol 358,00 212,00 417,00 314,50 396,75
X103/p. Test 331,50 49,20 551,00 204,25 461,75
L
PCT Kontrol 0,34 0,27 0,42 0,30 0,39
% Test 1,35 0,15 7,70 0,35 3,01
MPV Kontrol 10,30 7,40 12,20 8,70 11,60
fL Test 10,70 0,40 13,30 9,05 12,17
PDW Kontrol 39,90 34,80 44,30 37,80 40,45
% Test 19,90 15,00 44,20 15,50 41,32

PCT: Plateletkrit, MPV: Ortalama platelet hacmi, PDW: Platelet dagilim (hacimsel) genisligi
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Tablo-31: Kontrol ve test grubu olgularin serum kardiyak troponin (cTnl) degerleri, ortalama
+ standart hata

Parametre Kontrol Test P degeri

n=10 n=10

cTnl
0,04 + 0,02 0,15+0,10 0,020

ng/mL

0,35 1

*%

0,30 A

0,25 A

0,20 A

0,15 A

cTnl ng/mL

0,10 A

0,05 A

0,00 A

Kontrol Grup Test Grup

Sekil-14: Kontrol ve test gruplarina ait serum kardiyak troponin (¢Tnl) diizeyleri (**P<0.01)

Tablo-32: Kontrol (saglikli, n=10) ve test gruplarinda (n=10) serum kardiyak troponin I (cTnl)
degerleri; median, minimum, maksimum ve %25-75’1ik dilimdeki ortalamalar

Gruplar Median Minimum Maksimum %25 %75

cTnl Kontrol 0,04 0,01 0,08 0,02 0,07
ng/mL

Test 0,16 0,04 0,32 0,05 0,24

63




Tablo-33: Kontrol ve test grubu olgularin serum biyokimyasal degerleri, ortalama + standart hata

Parametre Kontrol Test P
n=10 n=10 degeri
Albumin g/dL 36+0,2 34+0,6 0,498
ALP IU/L 26,8+8,6 95,3+98,3 0,117
ALT IU/L 31,8+75 94,3 + 88,7 0,113
Amilaz IU/L 662 £ 161 514 + 244 0,225
Total Bilirubin mg/dL 0,2+0,0 0,3+0,0 0,135
BUN mg/dL 146 +4,9 37,0+524 0,322
Kalsiyum mg/dL 10,1+0,4 10,1+1,6 0,967
Fosfor mg/dL 45+05 58+24 0,240
Kreatinin mg/dL 0,7+0,2 1,0+£0,6 0,321
Glukoz mg/dL 87+8 109 + 14 0,004
Sodyum mmol/L 140+ 1 141+ 6 0,585
Potasyum mmol/L 49+0,3 49+05 0,951
Total Protein g/dL 6,4+0,2 6,3+1,1 0,823
Globulin g/dL 28+04 29+1,0 0,950
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Tablo-34: Kontrol (saglikli, n=10) ve test gruplarinda (n=10) serum biyokimyasal degerleri; median,
minimum, maksimum ve %25-75’lik dilimdeki ortalamalar

Gruplar Median Minimum Maksimum %25 %75
. Kontrol 3,7 &3 819 34 3,8
Albumin
g/dL Test 34 2,3 45 3,0 4,0
ALP Kontrol 26,5 17,0 41,0 18,5 335
IU/L Test 44,0 9,0 294,0 30,5 173,5
Kontrol 30,5 24,0 43,0 24,7 39,2
ALT
IU/L Test 67,0 30,0 305,0 355 128,0
. Kontrol 708, 422 829 491 801
Amilaz
IU/L Test 486 250 1050 331 575
Kontrol 0,2 0,2 0,4 0,2 0,3
T.B.
mg/dL Test 0,3 0,2 0,5 0,3 0,3
BUN Kontrol 13,5 8,0 21,0 11,0 20,2
mg/dL
Test 17,5 9,0 165,0 11,0 33,2
. Kontrol 10,2 9,7 10,7 9,7 10,5
Kalsiyum
mg/dL Test 10,6 6,2 11,3 10,0 11,1
Kontrol 4,5 39 5,2 4,0 5,0
Fosfor
mg/dL Test 4,5 4,0 10,5 4,2 8,0
. Kontrol 0,8 0,4 1,0 0,5 1,0
Kreatinin
mg/dL Test 0,9 0,6 2,8 0,7 1,0
Kontrol 87 78 100 79 93
Glukoz
mg/dL Test 104 95 133 98 122
Kontrol 147 142 152 143 146
Sodyum
mmol/L Test 145 130 148 137 146
Kontrol 5,0 4,5 5,4 4,7 51
Potasyum
mmol/L Test 49 4,0 58 45 5,4
Kontrol 6,4 6,2 6,9 6,2 6,7
T.P.
g/dl Test 6.4 47 78 5,2 74
. Kontrol 2,8 24 34 2,4 318
Globulin
g/dL Test 3,0 15 43 1,7 39

T.B. —total bilirubin; T.P. — total protein
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Tablo-35: Kontrol ve test grubu olgularin serum total tiroksin (T4) ve kolesterol degerleri (ortalama +
standart hata)

Parametre Kontrol Test P degeri
n=10 n=10

T4 pg/dL 3,40+ 0,46 2,16 +£1,32 0,059

Kolesterol mg/dL 202 +47 240 +29 0,161

Tablo-36: Kontrol (saglikli, n=10) ve test gruplarinda (n=10) serum tiroksin (T4) ve kolesterol
degerleri; median, minimum, maksimum ve %25-75’1ik dilimdeki ortalamalar

Gruplar Median Minimum Maksimum %25 %75
T4 Kontrol 3,6 2,6 3,8 2,9 3,7
pg/dL Test 2,7 13 3,6 14 33
Kolesterol Kontrol 196 157 280 158 239
mg/dL Test 240 194 270 214 266

Tablo-37: Kontrol ve test grubu olgularin protrombin (PT) ve aktive parsiyal tromboplastin zamanlari
(aPTT) - ortalama =+ standart hata

Parametre Kontrol, n=10 Test,n=10 P degeri
PT sn 16,4+04 19,0 +0,9 0,001
aPTT sn 924+48 1462774 0,085

Tablo-38: Kontrol ve test grubu olgularin protrombin (PT) ve aktive parsiyal tromboplastin zamanlari
(@PTT); median, minimum, maksimum ve %25-75’lik dilimdeki ortalamalar

Gruplar Median Minimum Maksimum %25 %75

PT Kontrol 16,5 15,9 17,2 16,0 16,8
sn Test 19,0 18,4 19,7 18,4 19,7
aPTT Kontrol 91,7 86,9 99,9 88,1 97,1
sn Test 146,2 915 201,0 91,5 201,0
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Tablo-39: Kontrol ve test grubu olgularin tromboelastografik (TEG) muayene sonuglari - ortalama +
standart hata

Parametre Kontrol Test P degeri
n=10 n=10

R siiresi dk 22+1,0 3,6+ 1,0 0,098
K siiresi dk 2,6+1,5 4,0+2,1 0,346
Alfa acis1 derece 59,1+12,4 490+11,5 0,281
MA mm 439+74 422494 0,764
PMA mm 0,3+0,5 0,3+0,5 1,000
G d/dk 40+1,1 38+1,6 0,823
EPL % 2,7+4,8 13,3 +£23,1 0,287
A mm 44,1 +£6,3 33,8+233 0,318
Cl -0,7+2,8 -2,7+2,8 0,355
LY30 % 2,7+438 13,3+23,1 0,287

Piht1 olusumu ile ilgili TEG parametreleri: R — reaksiyon siiresi; K — pihtilagma siire; MA — maksimum amplitiid; PMA — MA
minimal normal sinirlara geldiginde; G — MA’nin logaritmik derivasyonu ve pihti saglamligi; EPL — lizisin 30 dakikada
gerceklesme orani; A — 30 dakikada ki amplitid; CI — koagiilasyon indeksi; ve LY30 - 30 dakikadaki lizis
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Tablo-40: Kontrol ve test grubu olgularin tromboelastografik (TEG) muayene sonuglari; median,

minimum, maksimum ve %25-75’1ik dilimdeki ortalamalar

Gruplar Median Minimum Maksimum %25 %75
R siiresi Kontrol 2,1 1.2 41 13 2,9
dk Test 3,5 2,7 47 2,7 47
K siiresi Kontrol 2,1 0,8 45 13 43
dk Test 2,8 2,7 6,5 2,7 6,5
Alfa agist Kontrol 57,2 42,1 80,4 52,2 66,6
derece Test 54,1 35,9 57,2 35,9 57,2
MA Kontrol 44,8 31,8 53,8 38,1 49,6
mm Test 36,8 36,7 531 36,7 531
PMA Kontrol 0,0 0,0 1,0 0,0 1,0
mm Test 0,0 0,0 1,0 0,0 1,0
G Kontrol 4,0 4,0 58 31 4,9
d/dk Test 2,9 2,9 5,7 2,9 5,7
EPL Kontrol 0,0 0,0 12,0 0,0 6,3
% Test 0,0 0,0 40,1 0,0 40,1
A Kontrol 44,3 44,3 54,7 38,2 48,4
mm Test 38,8 38,8 54,3 84 54,3
e Kontrol -0,7 -4,0 38 -34 11
Test -3,3 -5,3 0,3 -5,3 0,3
LY30 Kontrol 0,0 0,0 12,0 0,0 6,3
% Test 0,0 0,0 40,1 0,0 40,1

Piht1 olugumu ile ilgili TEG parametreleri: R — reaksiyon siiresi; K — pihtilagma siire; MA — maksimum amplitiid; PMA — MA
minimal normal smirlara geldiginde; G — MA’nin logaritmik derivasyonu ve pihti saglamligi;; EPL — lizis 30 dakikada
gergeklesme orani; A — 30 dakikada ki amplitid; CI — koagiilasyon indeksi; ve LY30 — 30 dakikadaki lizis
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Sekil-15: DCM’li (A) ve CVHD’li (B) olgularda tromboelastografik (TEG) degerlendirme — platelet
mapping. A: Hipokoagiilasyon, B: sekonder fibrinolizis ile uyumludur.
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Tablo-41: Kontrol ve test grubu olgularin tromboelastografik (TEG) velosite curve verileri (TEG V-
curve) - ortalama =+ standart hata

Parametre Kontrol Test P
degeri
n=10 n=10
MRTG mm/dk 11,1 + 8,1 7,0+0,4 0,523
TMRTG dk 3,04+1,43 50+1,7 0,07
TG mm/dk 550+ 70 548 + 154 0,987
MRL mm/dk 0,8+0,2 53+0,1 0,002
TMRL dk 20,9 +4,7 30,6 0,5 0,05
L dk 47 +34 281 + 83 0,03

MRTG: Trombus olusumunun maksimum orani; TMRTG: MRTG i¢in gegen siire; TG: Total trombus olusumu; MRL:
Maksimum lizis orani; TMRL: MRL igin gecen siire; ve L: total lizis siiresi

Tablo-42: Kontrol ve test grubu olgularin tromboelastografik (TEG) velosite curve verileri (TEG V-
curve); median, minimum, maksimum ve %25-75’lik dilimdeki ortalamalar

Gruplar Median Minimum Maksimum %25 %75
Kontrol 8.8 49 27,1 59 14,9
MRTG
mm/dk Test 7.0 6,7 7.4 6,7 7.4
Kontrol 2,8 1,7 5,6 1,8 3,9
TMRTG
dk Test 5,0 38 6,3 38 6,3
Kontrol 547 438 657 510 597
TG
mm/dk Test 548 439 658 439 658
MRL Kontrol 0,8 0,6 1,1 0,6 1,1
mm/dk Test 53 5,2 55 52 55
Kontrol 20,9 17,5 243 17,5 243
TMRL dk Test 30,6 30,2 31,0 30,2 31,0
L Kontrol 47 23 71 23 71
Dk Test 281 222 340 222 340
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G EPL
d/sc %
5,7K 0,0

46K— 109K 0—15

Sekil-16: DCM’li (A) ve CVHD’li (B) olgularda TEG Velosite Curve profilleri.
A: Cane corso (PT 19,7 sn; referans: 14 — 19 sn ve aPTT: >200 sn; referans: 75-105 sn)

B: Cocker Spaniel; V-curve datalan - MRTG: 7,16 mm/min; TMRTG: 3,83 min; TG: 658,13
mm/min
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Tablo-43: Platelet sayist (PLT) ve indekslerinin (PCT, MPV ve PDW) TEG ve V-curve verileri ile
korelasyonlar1. Korelasyon etkisi (r) ve P degerleri

R K Alfa acis1 MA MRTG TMRTG TG
PLT r 0,276 -0,678 0,322 0,580 0,338 0,306 0,567
P 0,597 0,139 0,533 0,227 0,513 0,556 0,241
PCT r -0,00859 -0,560 0,562 0,640 0,691 0,0562 0,728
P 0,987 0,248 0,246 0,171 0,128 0,916 0,101
MPV r -0,488 0,540 0,124 -0,304 0,202 -0,468 -0,198
P 0,327 0,268 0,815 0,558 0,702 0,350 0,707
PDW r -0,475 0,832 -0,111 -0,716 -0,201 -0,512 -0,587
P 0,342 0,0398 0,835 0,109 0,702 0,300 0,220
R r -0,0752 -0,776 0,0634 -0,573 0,995 -0,0537
P 0,887 0,0697 0,905 0,234 0,00004 0,920
K r -0,478 -0,954 -0,616 -0,140 -0,897
P 0,338 0,003 0,193 0,791 0,0153
Alfa-acist r 0,493 0,915 -0,726 0,578
P 0,320 0,0106 0,103 0,229
MA r 0,721 0,148 0,965
P 0,106 0,780 0,00182
MRTG r -0,493 0,798
P 0,320 0,0573
TMRTG r 0,0286
P 0,957
TG *

R — reaksiyon zamani; K — kinetik siire; MA — maksimum amplitid; MRTG — maksimum trombin olusumu; TMRTG — MRTG

i¢in gegen siire; TG — trombin olusumu
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Tablo-44: Kontrol (n=10) ve test grubunda (n=10) platelet izolatlarinda ortak olarak bulunan tiim
proteinler (107 adet). Kontrole gore en az 1.2 kat degisim (power >0.57) gosteren ilk 10 protein
istatiksel onemde farkli goriilmiistiir.

No Degisim Protein tanimlama

P12279 2,0 Apolipoprotein C-I11

Q4LAL9 14 Cathepsin D

E2RAKY7 19 Apolipoprotein A-11

P67780 14 Cytochrome c¢ oxidase subunit 2

Q5KSV9 2,8 C-X-C motif chemokine 10

P52206 2,0 Guanine nucleotide-binding protein subunit alpha-11 (Fragment)
Q8MJ46 1,2 Serine/threonine-protein phosphatase PP1-gamma catalytic sub.
P25473 1,8 Clusterin

Q86374 12 Myotrophin

P05124 1,2 Creatine kinase B-type

P41148 11 Endoplasmin

P50551 11 Vasodilator-stimulated phosphoprotein

046674 1,2 Sarcoplasmic/endoplasmic reticulum calcium ATPase 2
Q8MJI47 13 Serine/threonine-protein phosphatase PP1-beta catalytic subunit
P60524 1,8 Hemoglobin subunit beta

P81709 44 Lysozyme C-spleen isozyme

P24409 15 Ras-related protein Rab-10

P49822 32 Serum albumin

Q8HZR1 1,8 Prostaglandin G/H synthase 1

Q28279 1,2 cGMP-gated cation channel alpha-1

097564 1,7 Guanine nucleotide-binding protein G(1)/G(S)/G(O) gamma-T2
P19006 15 Haptoglobin

P33703 1,9 Beta-2-glycoprotein 1

P02677 15 Fibrinogen beta chain (Fragment)

P18649 14 Apolipoprotein E

P02648 2,1 Apolipoprotein A-1

P81546 12 Metalloproteinase inhibitor 1

F1PTE3 2,3 Ras-related protein Rab-13

P62999 11 Ras-related C3 botulinum toxin substrate 1

097555 1,2 Rab GDP dissociation inhibitor alpha

P56595 1,6 Apolipoprotein C-I

P60467 1,4 Protein transport protein Sec61 subunit beta
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018733
P54831
P18067
Q28259
Q1HES8
Q863A2
P51152
F1PCT7
018840
P62822
P60529
P63050
P80009
QOX0E5
P38400
QB8WMS6
P63091
Q7YQCH
P79147
Q28275
P83362
P24406
Q50KA9
097492
P61162
P01784
P49820
P61007
PA7842
P01874
P00011
P12278
P28490
QIXSRO

Q3YIX4

2,9
11
11
1,2
1,2
12
11
15
11
1,2
13
11
11
11
1,0
1,0
12
11
13
11
1,2
11
11
1,0
11
11
13
1,2
1,7
11
11
19,7
1,3
1,0

11

Matrix metalloproteinase-9

Transforming growth factor beta-1

Ras-related protein Rab-7a

Glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase

Ras-related protein Rab-27A

T-box transcription factor TBX2

Ras-related protein Rab-12 (Fragment)
Dolichyl-diphosphooligosaccharide--protein glycosyltransferase 2
Actin cytoplasmic 1

Ras-related protein Rab-1A

Hemoglobin subunit alpha

Ubiquitin-60S ribosomal protein L40

Plasminogen (Fragment)

NADH-cytochrome b5 reductase 3

Guanine nucleotide-binding protein G(i) subunit alpha-2
Serine/threonine-protein phosphatase PP1-alpha catalytic subunit
Guanine nucleotide-binding protein G(s) subunit alpha

Heat shock 70 kDa protein 1

Guanine nucleotide-binding protein G(1)/G(S)/G(T) subunit beta-3
Fibronectin (Fragment)

Signal peptidase complex subunit 1 (Fragments)

Transforming protein RhoA

Nucleoside diphosphate kinase A

Catalase

Alpha-centractin

Ig heavy chain V region GOM

NADH dehydrogenase [ubiquinone] flavoprotein 2 (Fragment)
Ras-related protein Rab-8A

Solute carrier family 2_ facilitated glucose transporter member 3
1g chain C region

Cytochrome C

Apolipoprotein C-II

Calreticulin (Fragment)

Interleukin-18

Phosphatidylethanolamine-binding protein 1
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P86218
Q28284
Q50KAS
QITQX6
AOMSVO0
P24643
P62490
Q9GL23
P18466
Q6TEQT
E2RQ15
P62872
P60952
Q28256
P68213
Q28294
Q28300
Q8MJ44
Q95168
E2RQ08
P49256
E2RE76
P19341
Q28923
P33710
Q29536

Q258K2
P01785
Q28250
P51147
Q6Q308
P54714
Q8WNN6
P62825
P61017

097556
Q28288

11
19
11
1,0
1,0
1,0
1,0
11
11
11
1,0
1,0
1,0
1,2
11
1,0
1,0
1,0
1,0
1,0
1,0
1,0
1,2
1,0
1,0
1,0

1,0
1,0
1,0
1,0
1,0
1,0

1,0
1,0
1,0

1,0
1,0

Oligosaccharyltransferase complex subunit OSTC

CD44 antigen (Fragment)

Nucleoside diphosphate kinase B

Acyl-CoA-binding protein

F-actin-capping protein subunit alpha-2

Calnexin

Ras-related protein Rab-11A

Apoptotic protease-activating factor 1 (Fragment)

DLA class I histocompatibility antigen_ A9/A9 alpha chain
Annexin A2

Ras-related protein Rab-25

Guanine nucleotide-binding protein G(I)/G(S)/G(T) subunit beta-1
Cell division control protein 42 homolog

Platelet glycoprotein b alpha chain

Fibrinogen alpha chain (Fragment)

Guanine nucleotide-binding protein G(q) subunit alpha
Guanine nucleotide-binding protein G(t) subunit alpha-1
cAMP-dependent protein kinase catalytic subunit alpha
Tight junction protein ZO-2
Dolichyl-diphosphooligosaccharide--protein glycosyltransferase 1
Vesicular integral-membrane protein VIP36
Apolipoprotein A-1V

Beta-2-microglobulin (Fragment)

Tyrosine-protein kinase Yes

Galanin peptides (Fragment)

Pyruvate kinase PKLR

Myosin-9

lg heavy chain V region MOO
Signal peptidase complex subunit 2
Ras-related protein Rab-5C
Pleckstrin

Triosephosphate isomerase

Superoxide dismutase [Cu-Zn]
GTP-binding nuclear protein Ran
Ras-related protein Rab-4B

Rab GDP dissociation inhibitor beta
Syntaxin-binding protein 2
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Sekil-17: Bu calismada izole edilen platelet proteomlarmin Canis lupus familialis (evcil kopek)
protein veri tabanina gdore tanimlanmasi (accession numaralarl) ve reaksiyon siiresi ve kiitle/yiik
oranlarina (m/z) gore genel dagilimlar
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Sekil-18: Platelet proteomlarinin molekiiler - biyolojik fonksiyonlari ve birbirleri ile baglantilari
(reoctome analizi)
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PANTHER GO-Slim Molecular Function
Total # Genes: 10 Total # function hits: 13

Genes

H binding (G0:0005488)

1
- M catalytic activity (G0:0003824)
o M signal transducer activity (GO:0004871)
Caragory transporter activity (G0:0005215)

Sekil-19: Kontrol ve test grubunda anlamli degisim gosteren platelet proteomlarinin (n=10) molekiiler
fonksiyonlar1 ve dagilimlari

PANTHER GO-Slim Biological Process
Total # Genes: 10 Total # process hits: 18

Genes

[ biological regulation (GO:0065007)
cellular component organization or biogenesis (GO:0071840)
B cellular process (GO:0009987)
I developmental process (G0:0032502)
B immune system process (GO:0002376)
B metabolic process (GO:0008152)
1 multicellular organismal process (G0:0032501)
Category response to stimulus (GO:0050896)

Sekil-20: Kontrol ve test grubunda anlamli degisim gdsteren platelet proteomlarinin (n=10) biyolojik
fonksiyonlar1 ve dagilimlari
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PANTHER GO-Slim Cellular Component
Total # Genes: 10 Total # component hits: 10

Genes

M cell part :00444
extracellular region (GO:0005576

B macr lecul mpl -
1l membrane (GO:0016020)
Category I organelle (GO:0043226)

Sekil-21: Kontrol ve test grubunda anlamli degisim gosteren platelet proteomlarinin (n=10) selliiler
yapilardaki dagilimlari

PANTHER Pathway
Total # Genes: 10 Total # pathway hits: 19

| Wnt signaling_pathway (P00057) o

Sekil-22: Kontrol ve test grubunda anlamli degisim gosteren platelet proteomlarinin (n=10) yolak
(pathway) analizi; kemokin ve sitokin aracili inflamasyon yolagi (sar1 renk) ve gonadotropin-releasing
hormon aracili yollak (agik yesil) 6ncelikli gérevler arasinda goriilmektedir.
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PANTHER Protein Class
Total # Genes: 10 Total # protein class hits: 9

hydrolase (PC00121)

B calcium-binding_protein (PC00060)
B enzyme modulator (PC0O0095) »

@

oxidoreductase (PC00176) %
H signaling molecule (PC00207) %

[ transfer/carrier protein (PC00219)

transferase (PC00220)
M transporter (PC00227).

N

wn

Sekil-23: Kontrol ve test grubunda anlamli degisim gosteren platelet proteomlarinin (n=10) protein
smiflari; hidrolaz (hardal renk), transferaz (sar1) ve transfer/tasiyici proteinler (yesil) oncelikli
gorilmektedir.

Tablo-45: Kontrol ve hasta (test) gruplarinda ortak olan ancak istatistiksel diizeyde farklilik gosteren
platelet proteomlarinin accession numaralari, peptid sayilar1 ve skorlari (Anova P<0,05 ve degisim
orani >1,2)

Accession | Peptides | Score | Anova Fold | Tags | Description Average Normalised
®* Abundances

P25473 68 (59) | 434.85 0.03(1.81) @ |CLUS_CANLF Clusterin OS=Canis lupus familiaris OX=9615 GN=CLU PE=2 SV=1 3.11e+005 | 5.63e+005

P05124 51 (45) | 380.59 0.04|1.28 0 KCRB_CANLF Creatine kinase B-type OS=Canis lupus familiaris OX=9615 GN=CKB PE=1 SV=1 4.61e+005 | 3.60e+005

Q86324 19 (16) | 132.02 0.04 | 1.20 @ MTPN_CANLF Myotrophin 0S=Canis lupus familiaris OX=9615 GN=MTPN PE=3 SV=3 5.50e+004 | 4.59¢+004

P52206 19 (10) | 115.78 0.02 2.07 @ GNA11_CANLF Guanine nucleotide-binding protein subunit alpha-11 (Fragment) OS=Canis lupus 3.91e+004 | 8.10e+004
familiaris OX=9615 GN=GNA11 PE=2 SV=1

E2RAK7 16 (14) | 97.71|7.32¢-003 | 1.94 | @) |APOA2_CANLF Apolipoprotein A-ll 0S=Canis lupus familiaris OX=9615 GN=APOA2 PE=1 5V=2 2.36e+004 | 4.58e+004

Q8mJ46 13 (6) | 83.60 0.03 [ 1.24 @ PP1G_CANLF Serine/threonine-protein phosphatase PP1-gamma catalytic subunit 0S=Canis lupus 1.07e+005 | 8.60e+004
familiaris 0X=9615 GN=PPP1CC PE=2 SV=1

P67780 6(5)| 48.36 0.02 | 1.49 @ COX2_CANLF Cytochrome c oxidase subunit 2 0S=Canis lupus familiaris 0X=9615 GN=MT-CO2 PE=3 | 2.54e+004 | 1.70e+004
Sv=1

P12279 6(5)| 36.89 |9.93e-004 |2.01| @) |APOC3_CANLF Apolipoprotein C-IIl 0S=Canis lupus familiaris OX=9615 GN=APOC3 PE=2 SV=1 1.87e+004 | 3.75e+004

Q4LAL9 6(6) | 32.942.13e-003 | 1.46 | ) |CATD_CANLF Cathepsin D 0S=Canis lupus familiaris OX=9615 GN=CTSD PE=2 SV=1 2.96e+004 | 2.03e+004

Q5KSV9 1(1)| 5.36 0.02 |2.87 | ) |CXL10_CANLF C-X-C motif chemokine 10 OS=Canis lupus familiaris OX=9615 GN=CXCL10 PE=3 SV=1 | 1.14e+004 3969.08
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Serine/threoni
Creatine kinas

Cytochrome ¢
C

Apoli

Sekil-24: Kontrol grubu ile karsilastirildiginda test (hasta) grubunda artan (sag siitiin; n=4) ve azalan
(sol siitiin; n=6) proteinler.

Accession P12279

Description APOC3_CANLF Apolipoprotein C-1ll OS=Canis lupus familiaris 0X=9615 GN=APOC3 PE=2 SV=1
Peptides 6 (5)
Score 36.89
Anova 9.93e-004
Fold 2.01
) Anova p-value < 0.05

@ Max fold change > 1.2

N I 5 s |

ArcSinh Normalised Abundance
»e

. »

Sekil-25: Kontrol ve test (hasta) grubunda platelet apolipoprotein C-I11 diizeyindeki degisim

80



Accession E2RAK7

Description APOAZ_CANLF Apolipoprotein A-1l 0S=Canis lupus familiaris 0X=9615 GN=APOA2 PE=1 SV=2
Peptides 16 (14)
Score 97.71
Anova 7.32e-003
Fold 1.94
@ Anova p-value < 0.05

@) Max fold change > 1.2
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Sekil-26: Kontrol ve test (hasta) grubunda platelet apolipoprotein A-II diizeyindeki degisim

Accession P52206

Description GNA11_CANLF Guanine nucleotide-binding protein subunit alpha-11 (Fragment) 0S=Canis lupus
Peptides 19 (10)
Score 115.78
Anova 0.02
Fold 2.07
@ Anova p-value < 0.05

@ Max fold change > 1.2
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Sekil-27: Kontrol ve test (hasta) grubunda platelet guanine nucleotid-binding protein diizeyindeki
degisim
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Accession P25473

Description CLUS_CANLF Clusterin OS=Canis lupus familiaris OX=9615 GN=CLU PE=2 SV=1
Peptides 68 (59)
Score 434.85
Anova 0.03
Fold 1.81
@ Anova p-value < 0.05

@ Max fold change > 1.2
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ArcSinh Normalised Abundance
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Sekil-28: Kontrol ve test (hasta) grubunda platelet clusterin diizeyindeki degisim

Accession Q4LAL9

Description CATD_CANLF Cathepsin D OS=Canis lupus familiaris OX=9615 GN=CTSD PE=2 SV=1
Peptides 6 (6)
Score 32.94
Anova 2.13e-003
Fold 1.46
@ Anova p-value < 0.05

@ Max fold change > 1.2

_

oo

ArcSinh Normalised Abundance

Sekil-29: Kontrol ve test (hasta) grubunda platelet cathepsin diizeyindeki degisim
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Accession P67780

Description COX2_CANLF Cytochrome ¢ oxidase subunit 2 0S=Canis lupus familiaris 0X=9615 GN=MT-CO2 PE-:
Peptides 6 (5)
Score 48.36
Anova 0.02
Fold 1.49
@ Anova p-value < 0.05

@ Max fold change > 1.2

:_1‘9 = !‘!

G

ArcSinh Normalised Abundance
! ‘

Sekil-30: Kontrol ve test (hasta) grubunda platelet cytochrome oxidase diizeyindeki degisim

Accession Q5KSV9

Description CXL10_CANLF C-X-C motif chemokine 10 OS=Canis lupus familiaris OX=9615 GN=CXCL10 PE-
Peptides 1 (1)
Score 5.36
Anova 0.02
Fold 2.87
) Anova p-value < 0.05

@ Max fold change > 1.2
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Sekil-31: Kontrol ve test (hasta) grubunda platelet C-X-C chemokine 10 diizeyindeki degisim
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Accession Q8MJ46

Description PP1G_CANLF Serine/threonine-protein phosphatase PP1-gamma catalytic subunit OS=Canis lupus
Peptides 13 (6)
Score 83.60
Anova 0.03
Fold 1.24
@ Anova p-value < 0.05

@ Max fold change > 1.2
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Sekil-32: Kontrol ve test (hasta) grubunda platelet serine/threonine-protein phosphatase diizeyindeki
degisim

Accession Q86374

Description MTPN_CANLF Myotrophin OS=Canis lupus familiaris 0X=9615 GN=MTPN PE=3 SV=3
Peptides 19 (16)
Score 132.02
Anova 0.04
Fold 1.20
) Anova p-value < 0.05

) Max fold change > 1.2
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Sekil-33: Kontrol ve test (hasta) grubunda platelet myotrophin diizeyindeki degisim
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Accession P05124

Description KCRB_CANLF Creatine kinase B-type OS=Canis lupus familiaris 0X=9615 GN=CKB PE=1 SV=1
Peptides 51 (45)
Score 380.59
Anova 0.04
Fold 1.28
@ Anova p-value < 0.05

@ Max fold change > 1.2

—a—] - ]

ArcSinh Normalised Abundance
o oo

Sekil-34: Kontrol ve test grubunda platelet creatine kinase B-type diizeyindeki degisim

—/ APOA2
APOC3
PPP1CC

Sekil-35: Bu cgalismada platelerden elde edilen istatiksel 10 adet anlamli protein ve fraksiyonlarinin
birbiri ile etkilesimi (protein-protein interaksiyonu) — string-db.org ile dretilmistir. APOC3:
Apolipoprotein C-I11; APOA2: Apolipoprotein A-Il; CLU: Clusterin; CTSD: Cathepsin D; CKB:
Creatine kinase B-type; CYTB: Cytochrome B oxidase; COX1: Cytochrome C oxidase subunit 1;
COX2: Cytochrome C oxidase subunit 2; COX3: Cytochrome C oxidase subunit 3; CXCL10: C-X-C
motif chemokine 10; CXCR3: C-X-C chemokine receptor type 3; MTPN: Myotrophin; PPP1CC:
Serine/threonine-protein phosphatase PP1-gamma catalytic subunit; ATP6: ATP synthase subunit A
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spes2 Action Types
O—0 activation =) inhibition
seest O—0O binding =) catalysis
OO phenotype =) posttransiational modification
O reaction ) transcriptional regulation

w .
—

PICC
-
g
> — =
052

Action effects

O—6O positive
b s G—O negative

@ O— O unspecified

Sekil-36: Bu g¢aligmada platelet izolatlarindan elde edilen ve Canis lupus familialis protein veri
bankasina gore tanimlanan proteinler (n=107); bu proteinlerin birbiri ile olan iligkisi (protein — protein
intetaksiyonu). RAB proteinleri ve MMP’ler ile apoliporoteinler (Apo) arasindaki yogun baglanti
dikkat c¢ekicidir. String-db.org ile olusturulmustur.

. - &)
Interaksiyonlarda sorgulanan ilk ( 6 ) veikinci ( S ) proteinler; i¢i bos olanlar ( )

[
3D yapisi bilinmeyenler, icleri dolu olanlar ( “~) 3D yapisi bilinen ya da tahmin edilen
proteinler.
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5. TARTISMA VE SONUC

Bu ¢alismada oncelikli olarak kalp yetmezligi tanimlanan kopeklerde saglikli
kontrollerle karsilagtirildiginda platelet (trombosit) proteinlerindeki degisimlerin
belirlenmesi amaclanmigtir. Bugiline kadar kopeklerde kalp yetmezliginin
tanimlanmasi adina klinik siireg, gorsel tanisal unsurlar (EKG, radyoloji, MR ve CT),
serum biyobelirtegleri (cTnl ve NT-Pro-BNP vb.) ve ekokardiyografi temelli
caligmalar olmasina ragmen (Schober ve ark., 2010), insan ve veteriner hekimliginde
platelet proteomlarmin kalp yetmezligi ile ilgisini ortaya koyacak bilgiler eksik
kalmistir. Dolayisiyla bu galismada; kalp yetmezliginin etiyolojisi, rutin Kklinik-
laboratuvar parametreleri ve goriintiili tam1 bulgularindaki detaylardan ziyade,
platelet proteomik sonuglari ve bu proteinlerin kalp yetmezligi patofizyolojisinde
alabilecekleri roller oncelik almistir. Bununla birlikte, bu ¢alisma kalp yetmezliginde
hemostazis (koagiilasyon) degerlendirilmesinde geleneksel dlgtimlerin (PT ve aPTT)
yanisira, tromboelastografik olarak “velosite curve” analizi ile trombin olusumu ve
fibrinolitik sistem degisimlerini ilk olarak ortaya koymakta, boylece insanlar i¢in de

“tek saglik” konseptine uygun faydali bir model olusturmaktadir.

5.1. Kalp Yetmezligi ve Klinik Siirec:

Bu calisma ACVIM’e gore semptomatik kalp yetmezligi tanimlanan ve daha
once tedavi girisimi yapilmayan olgular1 (kategori C) kapsamaktadir (Atkins ve ark.,
2009). Bu c¢alisma materyalinden (test grubu) elde edilen anamnez ve fiziksel
muayene bulgularinin daha 6nce bu konuda yapilan ¢alismalara (Schober ve ark.,
2010) benzerlik gostermesi; kopeklerde kalp yetmezligi ile ilgili tanisal siirecin
baslatilmasinda hasta sahibinden alinan bilgilerin ve klinik bulgularin 6nemini bir
kez daha gostermistir. Caligmaya dahil edilen kopeklerde kalp hastaligi ile ilgili
olarak en az 3 aydir sikayetlerin olmasi, oncelikli olarak ¢abuk yorulma, Oksiiriik,

solunum giicliigii, karinda sislik (asites), bayilma (senkop), istahsizlik ve zayiflama
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(kardiyak kaseksi) belirtilmesi; kronik kalp yetmezliginin hasta sahibi bilgilerine
uygunluk gdstermistir. Schober ve ark. (2010) CVHD ve DCM nedenli kronik kalp
yetmezligi tanimlanan kopeklerde egzersiz intoleranst (%100), Oksiiriik (%85),
tasipno-dispnd (%73) ve senkop (%22) goriilme oraninin heniiz kalp yetmezligi
sekillenmeyen olgulara gore daha yiiksek oldugunu belirlemislerdir. CVHD ve DCM
diyastol ve sistol sonu LV voliim fazlaligi 6n yiikii (preload) artirmakta; takiben
pulmoner 6dem ve konjestif kalp yetmezligi gelisimi egzersiz intoleransina neden

olmaktadir (Little ve ark., 2000).

Kalp yetmezliginin iki énemli faktérii DCM ve CVHD’dir (Schober ve ark.,
2010). DCM’nin oncelikli olarak biiyiik irk kopeklerde, CVHD’in de orta ve kiigiik
irklarda yaygin oldugu gergegi (Wendy, 2011), calisma materyalimizi olusturan
kopek irklart ile desteklenir niteliktedir. Test (hasta) grubu kopeklerin ortalama
yaslarmin (8,1 = 5,1 yil ve %75’lik dilim 13,2 yil), kontrol kdpeklere gore daha
yiiksek (3,3 + 3,1 ve %75’lik dilim 4,2 yil) olmast; kalp yetmezliginin insanlarda
oldugu gibi kopeklerde de daha ¢ok geriyatrik donemde ortaya ¢ikabilecegini bir kez

daha gostermistir.

Fiziksel muayene bulgularindan bu ¢alisma i¢in beden sicakligi (T°), kalp (P)
ve solunum sayilar1 (R) ile birlikte kapillar yeniden dolum siireleri (KDS) kayit altina
alinmis; her iki grupta T"’nin minimum ve maksimum degerleri referans araliklarda
kalmistir. Bu tespit ¢alisma materyalinde kalp yetmezligine eslik eden ya da altta
yatan bir enfeksiyon durumunun olmadigini diistindiirmiis; tam kan sayimi ve serum
biyokimyasal analizlerle de bu diisiince giiclendirilmistir. Test grubunda ortalama P,
R ve KDS verilerinin kontrol grubunda tespit edilenlere gore daha yiiksek bulunmasi,
hatta test grubunda maksimum P, R ve KDS degerlerinin sirasiyla 182/dk, 100/dk ve
4 sn olarak not edilmesi kalp yetmezlikli kopeklerde tasikardi, tasipne ve periferal
dolagim yetmezliginin gostergeleri olmustur. Klinik siire¢ dikkate alindiginda,
kopeklerde kronik kalp yetmezliginde solunum sistemi sikayetlerinin (Okstirtk,
tasipnd vb) oOncelik aldigi vurgulanmaktadir (Schober ve ark., 2010). Tasipnoniin
kalp yetmezligine bagl plevral efiizyon ve/veya pulmoner ddeme bagli oldugu,

periferal dolasim yetmezliginin sol kalp (ileri atim) yetmezliginden ileri geldigi ve
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tagikardinin artan metabolik ihtiyaglarin karsilanmasi adina bilinen kardiyopulmoner

reaksiyonlar oldugu ifade edilmektedir (Abbot, 2016).

Klinik muayene siirecinde kalp hastaliklarinin tespitinde kardiyak
oskiiltasyon énemli bir yer tutmaktadir. Ufiiriim bazen fizyolojik (masum — innocent)
olabilecegi gibi ¢ogu zaman klinik sikayetlerle birlikte patolojik olarak
degerlendirilmektedir (Martin ve Corcoran, 1997). Kardiyak iifiiriimler daha ¢ok
mitral ve trikiispid kapaklardan elde edilmekte; birden (en hafif) altiya kadar (en
siddetli) kategorize edilmektedir (Wendy, 2011). Bu ¢alismada da kalp oskiiltasyonu
ile 6zellikle mitral kapak punkta maksimasindan en az 3 ve iizeri kardiyak iiftiriim
alinmus; ifiirim siddetleri prekordiyal thrill varlig1 ile de (4 ve lizerinden itibaren

hissedilmektedir) konfirme edilmistir.

Test grubunda non-invasif kan basinct Olgiimleri olarak sistolik (SAP),
diyastolik (DAP) ve ortalama (MAP) degerlerin sirastyla 130 — 165 mmHg, 85-100
mmHg ve 135-164 mmHg olarak tespit edilmesi; kalp yetmezliginde sistolik ve
diyastolik basing¢larin yiikselme egiliminde oldugunu ortaya koymustur (Schober ve
ark., 2010). Bu tespitler kalp yetmezliginde noro-humoral diizenleyici
mekanizmalarin (SSS ve RAAS) aktive edildiginin klinik gostergeleri olurken
(Wendy, 2011) ayni zamanda da tedavi asamasinda anti-hipertansif ilaclarin

kullanim gerekliligine de bir alt yap1 olusturmustur (Oyama, 2011).

Gorilintiilii tan1 teknikleri kalp hastaliklarinin tani ve monitorizasyonunda
yaygin olarak kullanilmaktadir. Toraks radyolojisi kalbin siirlari, biiyiikligi,
damarsal yapilart ve akcigerlerin durumu hakkinda 6n bilgiler sunmaktadir (Schober
ve ark., 2010). ACVIM’e gore klinik sikayeti olmayan (asemptomatik) ancak
kardiyak iiflirlimii ve radyolojik olarak kalp biliyiimesi olan olgular “B2 grubu” kalp
yetmezligi hastasi olarak tanimlanmaktadir. Klinik sikayet gdsteren, beraberinde
ifiiriim ve kalpte biiylime tespit edilen olgular da “C grubu” kalp yetmezIligi hastalar
olarak onerilmektedir (Atkins, 2009). Bu bilgiler kardiyomegalinin klinik diizeyde
once radyolojik olarak, daha sonra da ekokardiyografik muayene ile konfirme

edilmesinin 6nemini gostermektedir (Martin ve Corcoran, 1997).

Bu ¢aligmada radyolojik olarak VHS incelendiginde; kontrol grubu degerine

gore test grubunda 6nemli bir artis belirlenmis, boylece kardiyomegali varligi ortaya
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konmustur. VHS kopek 1rklar1 arasinda referans degerlerde ¢ok fazla varyasyon
gosterdiginden klinik bulgularla birlikte degerlendirilmesi tavsiye edilmektedir
(Schober ve ark., 2010). Kim ve ark. (2017) MMVD’li kd&peklerde yaptiklar
retrospektif bir ¢alismada pulmoner 6dem ve VHS oOl¢limlerinin prognostik
degerlendirmede 6dnemine vurgu yapmislardir. Bu ¢aligmada test grubu hastalarinda
C smifi kalp yetmezligi tanimlamasina uygun olarak radyolojik muayene ile;
kardiyomegali ile birlikte perihilar 6dem, pulmoner &dem, kaudal vena kava
dilatasyonu ve dorsale deviyasyonu, trakheanin dorsale deviasyonu, sag ventrikiiler
yapiin sternuma temast ve pulmoner arter/venlerde dolgunluk saptanmistir. Bu
tespitlerin her biri siddetlerine gore Schober ve ark. (2010)’nin 6nerisi dogrultusunda
skorlandirildiginda (skor >4); kopeklerde konjestif kalp yetmezliginin radyolojik
olarak Ongoriilebilecegi sdylenebilir. Test grubu kdpeklerde plevral serbest sivi ve
ascites gibi radyolojik bulgularla beraber, jugular dolgunluk ve hepatomegali
belirlenmesi; konjestif kalp yetmezliginin (geri doniisiim yetmezliginin) klinik

yansimalar1 olmustur (Alvarez, 2011; Martin ve Corcoran, 1997).

EKG kalp ritminin degerlendirilmesinde 6nemli kabul edilmektedir (Baisan,
2016). Bu ¢alismada test grubu kdpeklerde oncelikli olarak siniis tasiaritmi ve atrial
fibrilasyon tespitlerini daha az oranda atriyal ve ventrikiiler prematiir kompleksler
takip etmistir. Bu degisimler kalp hastaliklarinin seyri sirasinda kopeklerde tespit
edilen EKG bulgularii (Wendy, 2011) destekler niteliktedir. EKG ile tespit edilen
sol atriyal biiylime, sag atriyal biiylime ve sol ventrikiiler biiylimenin
ekokardiyografik olarak da dogrulanmasi; EKG’nin kalpteki morfolojik degisimleri
ongorebilme kabiliyetini giiclendirmektedir. Baisan ve ark. (2016) CVHD ve
DCM’li kopeklerde siniis tagikardi, siniis arrest, ventrikiiler tasikardi, ventrikiiler
prematiir kompleks ve atriyal fibrilasyon belirlemelerine ragmen bazi olgularda
normal EKG sonuclar elde etmislerdir. Benzer sekilde Morales ve ark. (2001)
DCM’ye bagh konjestif kalp yetmezlikli kdpeklerde supraventrikiiler ve ventrikiiler
tasidisritmileri tespit etmisler, en yaygin ritim bozuklugu olarak da atriyal
fibrilasyonu gostermislerdir. Morales ve ark. (2001) ayni ¢alismada ventrikiiler
tagiaritminin kalp yetmezliginde az goriildiiglini ancak prognostik Onemde

oldugunu vurgulamislardir.
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Kalp yetmezliginde ileti bozukluklari %34, EKG dalgalar1 ile ilgili
morfolojik bozukluklar %62 diizeyinde goriiliirken, olgularin %26’sinda normal

siniis ritminin olabilecegi unutulmamalidir (Morales ve ark., 2001).

Bu ¢alismanin amaci kalp yetmezliginin tanimlanmasi ve bu tanimlama i¢in
oncelikli olarak ekokardiyografik detaylarin gelistirilmesi ve tartisilmasi olmayip,
platelet proteomlarinin belirlenmesi ve bunlarin i¢inden potansiyelli yeni kardiyak
biyobelirteglerin 6nerilmesidir. Bu nedenle test materyali iginde kalp yetmezliginin
etyolojik nedenlere gére yani DCM ve MMVD’e bagh kalp yetmezligi seklinde alt
gruplar1 olusturulmamais; her iki hastaligin da son evresi olan kronik (konjestif) kalp
yetmezligi ortak bir deger olarak diisiiniilmiistiir (Schober ve ark., 2010). Bu
calismanin ileride ad1 gegen hastaliklarin (DCM ve MMVD) farkli birer grup olarak

planlanacagi kapsamli ¢alismalara bir altyap1 olusturabilecegi kanisindayiz.

Kalp hastaliklariin tanisinda ekokardiyografik muayene altin standart olarak
kabul edilmektedir (Boon, 2011; Schober ve ark., 2010). Bu ¢alisgmanin test grubu
materyalini insanlarda oldugu gibi kdpeklerde de kronik kalp yetmezliginin dncelikli
nedenleri olarak kabul edilen MMVD ve DCM’li hastalar olusturmustur. Kronik kalp
yetmezligi tanimlamasi i¢in kalp ekokardiyografik olarak onerilen yaklasimlar
temelinde farkli pencerelerden (sag parasternal kisa eksen papillar kas diizeyi, uzun
eksen 4-5 bosluk goriiniimii, sol apikal 4-5 bosluk goriiniimii vb.) ve farkli metotlar
ile (2D, M-mode, renkli Doppler ve  CW/PW Doppler) muayene edilmis; kalp
bosluklar1 ve damarlar1 ile ilgili geometrik ve fonksiyonel degerlendirmeler

oOnerildigi gibi (Schober ve ark., 2010) gerceklestirilmistir.

Geometrik odlgiimlere bakildiginda, kontrole gore sag ventrikiil internal
diyastolik ¢apinin (RVDd) test grubunda dnemli 6lgiide yiiksek belirlenmesi; kronik
kalp yetmezliginde sag kalp etkilenimini desteklemektedir. Konjestif kalp
yetmezliginde plevral efiizyon, asites ve hepatomegali goriilmesinde; pulmoner
damarlar, vena cava caudalis ve hepatik venalardaki dolgunlugun ven6z hidrostatik
basinci artirmast rol oynamaktadir (Wendy, 2011). Bu nedenle test grubu kopeklerde
RVDd’deki artis; artan vendz kapasitansin (pasif konjesyonun) ve sag atriyal basing

yiikselmesinin endirek gostergesi olarak yorumlanmis, bu durum dolayli olarak LV
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dolumu bozarak fraksiyonel kasilma (%FS) ve kardiyak debinin diismesine zemin

hazirlamigtir (Boon, 2011).

Bu calismada DCM’ye bagli kalp yetmezligi tanimlamasinda
ekokardiyografik dl¢iimeler sonucu toplam skorun >=6 olmasi temel kriter alinmistir
(Wendy, 2011). Bu sisteme gore referans degerlerle karsilastirildiginda LV iliskili
geometrik (LVDd, LVDs ve LV yuvarlaklasma indeksi) ve fonksiyonel
parametrelerdeki (%FS ve %EF) anlamli her bir degisim ii¢ puan ile skorlandirilmis,
sol ve sag atriyal biiylimeler, EPPS artis1 ve aritmi varligi gibi detaylar da birer
puanla ikincil dnemde siralanmislardir (Wendy, 2011).

MMVD varlig; sag parasternal uzun eksen ve sol apikal 4-5 bosluk
pencerelerinde mitral kapaktaki kalinlagma ve dejenerasyonlar (endokardiozis) ile,
mitral kapak prolapsusu (MVP) varlig1 da kapaktaki diizlesme ya da 6zellikle mitral
anterior kapagin LA icine dogru deplase olmasiyla karakterize edilmistir (Boon,
2011). MMVD’li olgularin ¢alisma kapsamina alinmasinda Klinik olarak mitral
tfiirim, radyolojik olarak kardiyomegali ve pulmoner &6dem saptanmasi,
ekokardiyografik olarak da orta veya siddetli derecede mitral regiirgitasyon, LVDd
ve LVDs’de artma (LV remodeling) ve mitral akim E/A oraninda artis (diyastolik
yetmezlik gostergesi) tespit edilmesi etkin olmustur (Schober ve ark., 2010).
MMVD’li hastalarda mitral regiirgitan akimlar interatriyal hacim ve basinci
artmakta, bu da pulmoner venlerde dolgunluk, hidrostatik basing artis1 ve
beraberinde pulmoner 6dem gelistirmektedir (Wendy, 2011). Pulmoner 6dem kronik
stirecte pulmoner hipertansiyon ve sag atriyal basing artis1 ile sag kalbin geometrik
ve fonksiyonel degisimlerine ve sonucta konjestif kalp yetmezligine yol agmaktadir
(Goutal, 2010).

Kalp yetmezligi gelisim siirecinde kalpte diyastol ve sistol sonu voliim ve
basing artiglarina cevap olarak LV’de hacimsel ve sekilsel degisim (LV remodelling)
olusmakta, bu degisim viicut ihtiyaglarinin karsilanabilmesi i¢in fizyo-patolojik bir
savunma mekanizmasi olarak stroke voliim ve kardiyak debinin belirli bir ¢izgide
tutulabilmesine olanak saglamaktadir (Little, 2000). Bu adaptasyon siirecinde kalbin
hacimsel, sekilsel ve fonksiyonel yanitlar1 viicut ihtiyaclarini karsilamada yetersiz
kaldiginda; hastalarda klinik, laboratuvar ve gorsel tanisal unsurlara yansiyacak

sekilde kalp yetmezligi kendini belli etmektedir. Bu calismada kalp yetmezligi
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tanimladigimiz kopeklerde LVDd, LVDs ve LA/Ao degerlerinin kontrol ve referans
degerlerden (Boon, 2011) yiiksek ¢ikmasi; sol kalpteki geometrik yeniden
sekillenmeyi ortaya koymustur. Voros ve ark. (2009) saglikli kopeklerde yaptiklari
calismada 12-35 kg canli agirlik araligi i¢in EPSS degerinin 1,1-3,1 mm oldugunu
rapor etmislerdir. Holler ve Wess (2014) DCM’li kopeklerde EPSS degerinin 20
mm’ye kadar ¢ikabildigini belirtmislerdir. Bu c¢aligmada kontrol grubu kopeklerin
ortalama canli agirligina (25 kg) gére EPSS degeri 3,1 = 1,1 mm; test grubunda ise
22 Kg ortalama agirlik i¢in 6,8 + 2,1 mm belirlenmesi; LV’deki sekilsel degisimi
destekleyen diger bir bulgu olmustur.

Fonksiyonel degisimlerle ilgili olarak, bu ¢alismada ileri atim yetmezliginin
bir gostergesi olarak LV - FS degerinde (%26 + 6) kontrole gore (%34 + 3) dnemli
azalma saptanmistir. Bu tespitimiz Vollmar’in (1999) saglikli kopeklerle (%34 + 4)
karsilagtirildiginda sub-klinik (%25 + 4) ve klinik DCM’li olgularda saptadigi
degerlere (%20 + 8) benzerlik gdstermistir. Schober ve ark. (2010) DCM’ye bagh
konjestif kalp yetmezligi gelisen kopeklerdeki LV - FS oraninin (<%25) MMVD’ye
bagl kalp yetmezligi gelisen olgulara gére (>%25) daha diisiik oldugunu rapor
etmislerdir. Kim ve ark. (2017) da MMVD’li olup konjestif kalp yetmezligi gelisen
ve gelismeyen kopeklerde LV-FS ve LV-EF degerlerinde istatiksel bir fark
olmadigini, mitral E/A oraninin kontrole gore MMVD’li ve MMVD’ye bagh kalp
yetmezlikli kopeklerde daha yiiksek oldugunu vurgulamislardir. Bir baska caligmada
(Schober ve ark., 2010) kopeklerde DCM ve MMVD nedenli konjestif kalp
yetmezliklerinde trikuspidal regiirgitan akimlarin varligr (%71-86) ve siddetinden
(>3 m/s) bahsedilmistir.

CW ve PW Doppler dl¢limlerinde ana damarlardaki ve kalp kapaklarindaki
(MV ve TV) akimlar degerlendirilmistir. Ao ve MPA maksimal velositeleri gruplar
arasinda Onemsiz varyasyon gostermistir. Aort ejeksiyon siiresi (Ao-ET) test
grubunda kontrollere gore daha kisa not edilmis; bu degisim kalpte sekillenen
tagikardi ile iliskilendirilmistir. A0-ET Ol¢limii; kalpte sistolik fonksiyonlarin
degerlendirilmesinde kullanilan 6nemli parametrelerden (LV-EF, LV-FS, aortic pre-
ejection period vb.) biridir (Boon, 2011). Bu ¢alismada Ao-ET siiresindeki azalma
kardiyak debi i¢in gerekli zamani kisaltip LV’de diyastol sonu basinci artirarak

geometrik ve fonksiyonel degisimlere yol agmis (Little, 2000) olabilir.
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Bu calismada mitral ve trikuspid kapak akimlar1 degerlendirildiginde; MV-
E/A orani her iki grup arasinda énemli, ancak TV-E/A 6nemsiz degisim gostermistir.
LV diyastolik performansi non-invasif olarak Doppler transmitral akimin tespiti ile
yapilabilmektedir (Schober ve ark., 2010). Test grubunda MV-E/A oraninin kontrol
grubuna gore belirgin artis gostermesi kopeklerde diyastolik fonksiyon bozulmasinin
bir gostergesi olmustur (Smith ve ark., 2016). Mitral akim profili bir¢ok faktor
tarafindan belirlenen kompleks bir olusumdur ve bu olusumda; sol atriyal basing,
relaksasyon, LV sistolik basing, ventrikiiler suction (emis giicli), preload (6n yiik),
kalp frekansi ve atriyal fonksiyonun rol oynadigi unutulmamalidir (Boon, 2011).
Kalp yetmezlikli kopeklerde erken LV disfonksiyon gostergesi olarak transmitral
akimda gecikmis relaksasyon (pik E velositesi yliksek, desselerasyon siiresi uzun
>160 ms, pik A velositesi diisiik ve E/A: <1) tespit edilirken (Schober ve ark., 2010),
ileri donem kalp yetmezliginde LV dolum basinct artisina bagli olarak
“psdydonormal” ya da bu ¢alismamizda oldugu gibi “restriktif” transmitral akimlar

(mitral E/A>2) goriilmektedir (Schober ve ark., 2010).
5.2. Kalp Yetmezligi ve Hemogram:

Insanlarda oldugu gibi kopeklerde de sistemik inflamasyonun (SIRS)
konjestif kalp yetmezligi gelisiminde rolii oldugu ifade edildiginden bu ¢alismada
kalp yetmezlikli olgularda ve saglikli kontrollerde tam kan sayimu ile birlikte genis
kapsamli serum biyokimyasal profil degerlendirilmis, ancak detay analizler (yangisal
sitokin panel ve akut faz proteinleri) yapilamamustir. Insanlarda (Testa ve ark., 1996;
Vistnes ve ark., 2010) ve sinirli sayida kopek ¢alismasinda (Zois ve ark., 2012) kalp
hastaliklarinin sitokin panelinde yaptig1 degisimler ortaya konmus; bu proteinlerin
kronik kalp yetmezligi ve LV fonksiyon yetersizliginde rolii olabilecegi ifade

edilmistir.

Lokosit sayist ve bu total sayiyr olusturan hiicre gruplarindaki (diferensiyel
16kosit sayilar1) degisimler, yangisal cevabin ortaya konmasinda klinik siirecte
yaygin kullanilan parametrelerdir (Willard ve Tvedten, 2012). Bu c¢alismada
l6kogram verilerinde total 16kosit (WBC) ve diferensiyel 16kosit sayilar1 gruplar
arasinda istatiksel olarak farklilik gostermemis, ortalama degerlere yansimayan bu

degisimlere ragmen test grubunda maksimum WBC ve notrofil sayilari sirasiyla
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21.900/uL ve 15.500/uL oldugu dikkat ¢ekmistir. Bununla birlikte WBC ve notrofil
sayilarinin test grubunun %75°lik diliminde sirastyla 19.160/uL ve 13.130/uL olmasi
stress 1okogram ve/veya hafif SIRS varligin1 diisindirmiistiir. Stress l6kogram
varlig1 i¢in nétrofilik 16kositosisle birlikte lenfopeni, eozinopeni, monositosis ve
bazofili olmas1 beklenmektedir (Willard ve Tvedten, 2012). Paltrinieri ve ark. (1998)
siddetli kalp yetmezlikli kopeklerde notrofilik 16kostosis varligini bildirmislerdir. Bu
calismada test grubunun biiyiik bir kesiminde (%75) nétrofilik 16kostosis olmasina
ragmen lenfopeni basta olmak {izere diger unsurlarin olugsmamast; bu degisimlerin
SIRS ile ilgili olabilecegini giiclendirmektedir. Test grubunda bazofil sayisi
kontrollere gore daha diisiik belirlense de referans araliklarda kalmistir. Bu calisma
bulgularimiz Hamilton-Elliott ve ark. (2018)’'min konjestif kalp yetmezlikli
kopeklerde kalp hastaligi olmayanlara gore nétrofil, band ndtrofil ve monosit
sayilarin1 anlamli yliksek bulmalari; ancak, bu degisimlerin saglikli referans degerleri

icinde kalmalari ile paralellik gostermistir.

Dekompenze konjestif kalp yetmezlikli kopeklerde total WBC ve notrofil
sayilarinin kompanze kalp yetmezlikli ve saglikli kontrollere gore daha yiiksek
oldugu rapor edilmistir (Domanjko ve ark., 2018). Ayn1 ¢alismada (Domanjko ve
ark., 2018) bu yangisal yanitlar serum C-reaktif protein (CRP) diizeylerindeki artisla
konfirme de edilmistir. CRP degerinin LV-EF degeri ile negatif korelasyonda
olmasi; inflamasyon siirecinde sepsis-iliskili miyokardiyal disfonksiyon (SIMD)
benzeri bir durumu diistindiirmektedir (Petric ve ark., 2018). Serum CRP degerinin
mitral akim E dalga maksimal velositesi ile pozitif korelasyonda olmas1 (Domanjko
ve ark., 2018); bu ¢aligmamizda LV diyastolik fonksiyon bozuklugunda ve mitral
akim restriktif E/A  oranlarinin  olusumunda inflamatuar siirecin de katkisi

olabilecegini akla getirmektedir.

Insanlarda kalp hastaliklarinda eritrogram degisimlerini irdeleyen calismalar
s0z konusudur (Paltrinieri, 1998). Bu calismada eritrogram degerlerinde her iki grup
ortalamalarinda istatiksel onemde farkliliklar tespit edilememistir. Kontrol ve test
grubunun eritrosit (RBC) sayisi ile hemoglobin, hematokrit (Hct) ve eritrosit indeks
degerleri (MCV, MCH, MCHC ve RDW) normal smirlar i¢inde kalmistir. Bu
calismada Hct degerinin test grubunda maksimum %354 olmas1 ve bu materyalin

%75’lik diliminde ortalama %350 belirlenmesi; Prihirunkit ve ark. (2014)’nin
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MMVD’li olup konjestif kalp yetmezligi gelisen kdpeklerde tespit ettikleri yiiksek ve

istatiksel anlaml1 Hct degisimlerine kismen benzerlik gostermistir.

Guglielmini ve ark. (2013) CVHD’li kopeklerde eritrosit RDW degerinin
(%13,1 + 1,0) saglikli kontrollere gore (%12,8 £ 0,8) 6nemli degisim gostermedigini,
kalp yetmezligi gelisen ve gelismeyen olgular arasinda da istatiksel bir fark
olugmadigini belirtmislerdir. Ayni ¢alismada (Guglielmini ve ark., 2013) RDW’nin
CVHD’nin siddeti ile ilgili LA/Ao oram ile anlaml1 ancak zayif pozitif korelasyonu
da rapor edilmistir. RDW; anizositosisin gostergesi olup dolasimdaki RBC’lerin
hacimsel varyasyonu hakkinda bilgiler vermekte, bu nedenle de daha ¢ok anemilerin
rejenerasyon kabiliyetini ortaya koymak igin degerlendirilmektedir (Willard ve
Tvedten, 2012). Son yillarda kardiyovaskiiler hastaliklarin ortaya ¢ikmasi ve kot
prognoz tespitinde RDW artisinin 6neminden bahsedilmektedir (Groenveld ve ark.,
2008; Tang ve ark., 2006). Yu ve ark. (2016) MMVD’li kdpeklerde yaptiklari
retrospektif ¢aligmada anemi ve kardiyorenal sendrom iliskisini irdelemisler; kalp
yetmezligi olup anemi gelisen olgularda yasam siiresinin (ortalama 13 ay) anemisi

olmayanlara gore daha kisa (28 ay) oldugunu tespit etmislerdir.

Insanlarda kalp yetmezliklerinde ve &zellikle kedilerde hipertrofik
kardiyomyopatilerde (HCM) platelet aktivasyonu ve bununla ilgili komplikasyonlara
(tromboembolizm) siklikla rastlanmaktadir (Wendy, 2011). Bu nedenle bu calismada
da platelet sayis1 ve indeksleri (PCT, MPV ve PDW) kayit altina alinmis; test
grubunda platelet sayisinin %25 ve %75’lik dilimdeki dagilimi sirasiyla 204.000/uL
ve 461.000/uL olarak referans sinirlarda (Willard ve Tvedten, 2012) saptanmustir.
Benzer sekilde Prihirunkit ve ark. (2014) MMVD’li olup konjestif kalp yetmezligi
gelisen kopeklerde platelet sayilarini kontrollere gore daha yiiksek ancak referans

siirlarda belirlemislerdir.

Bu c¢aligmada platelet indeksleri ile 1ilgili olarak ortalama degerler
incelendiginde; test grubunda PDW degeri kontrole gore daha diisiik ¢ikarken, PCT
degeri daha yiiksek belirlenmis, MPV’de ise istatiksel farklilik olugmamustir.
CVHD’li kopeklerde saglikli kontrollere gore PCT degeri daha diisiik, MPV ve PDW
degerleri ise daha yiiksek tespit edilmistir (Tong, 2017). Aslan ve ark. (2013) kalp
defektli ve pulmoner hipertansiyonlu g¢ocuklarda PDW ve MPV degerlerinin
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distiigiini belgelemiglerdir. Khandekar ve ark. (2006) koroner arter hastalikli ve
miyokardiyal infarktiislii insanlarda platelet indekslerinde istatiksel dnemde artma
tespit etmisledir. Chu ve ark. (2010) MPV artisinin koroner arter hastaliklarla ilgisine
ve prognostik énemine vurgu yapmislardir. Fujita ve ark. (2015) MPV ve PDW’nin
LV sistolik ve diyastolik fonksiyonlarla ilgilisini ortaya koymuslardir. Insan ve
kopek caligmalardan elde edilen bu bilgiler arasindaki tutarsizlikta; insanlarda
koroner arter hastaliklar1 ve miyokardiyal infarktiisiin kdpeklere gore ¢ok yaygin ve
daha kolay tespit edilebilir olmas1 etkin rol oynayabilir. insanlarda platelet say1 ve
indekslerinin kalp yetmezligi, koroner arter hastaliklar1 ve miyokardiyal infarktiis
varligi ve prognozu arasinda baglantilar kurulmasi; ileri de bu ve benzeri kalp
hastaliklarinda kopek ve kedilerde de plateletlerle ilgili detay calismalarin yapilmasi
gerekliligini (Colakoglu ve ark., 2018) ortaya koymaktadir.

5.3. Kalp Yetmezligi ve Organ - Doku Hasar Belirtecleri:

Kalp yetmezligi; ileri atim ve geri donilisim yetmezlikleri olarak doku ve
sistemlerde hasarlanma ve yetersizliklere yol agabilmektedir (Aziz, 2013; Wendy,
2011). Bu nedenle hastalarin sadece klinik ve goriintiilii tan1 teknikleri ile
degerlendirilmesi, kalp yetmezIligi ile ilgili multi-organ hasarlarmin gdézden
kagmasma ve tedavi etkinliginin azalmasina neden olabilir. Bu kapsamda bu
calismada saglikli kontrollerle karsilagtirilarak test grubunu olusturan kalp
yetmezlikli kopeklerde rutin biyokimyasal profil irdelenmis; kalp, bdbrekler,

karaciger, tiroid ve elektrolit dengesi ortaya konmustur.

Kiiciik hayvan ve insan hekimliginde hastaliklarin tanisinda spesifik doku
hasarmi gosteren biyobelirteglere ihtiya¢ her gegen giin artmaktadir (Langhorn ve
Willesen, 2015). Kalp hastaliklar ile ilgili; gecmiste baz1 enzim aktiviteleri (AST,
LDH ve CK-MB) kullanilmigken, giinlimiizde kardiyak troponinler (cTnl) ve
natriiiretik peptidler (NT-pro-BNP) oncelik almistir (Bakirel ve Gunes, 2009;
Cakiroglu ve ark., 2009; Porciello ve ark., 2008). Serum c¢Tnl ve NT-pro-BNP’nin
sadece kalp kas1 ve ventrikiil fonksiyon bozukluklarinda degil basta renal problemler
olmak tizere diger hastaliklarda da yiikselebilir diizeyde bulunmasi bilimsel ¢aligma
ve pratik kosullarda bazen dezavantajlara neden olmaktadir (Langhorn ve Willesen,

2015; Porciello ve ark., 2008; Wendy, 2011). Bu nedenle bu ¢alismada myokardiyal
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hasar belirteci olarak serum kardiyak troponin I (¢cTnl) ¢alisilmis; azotemi nedenli
yiikselmeleri ortaya koymak icin de renal fonksiyon parametreleri (BUN ve Cr)

belirlenmistir.

Test grubu kopeklerde serum cTnl ortalama degerinin (0,15 + 0,1 ng/mL)
kontrole gore (0,04 £ 0.02 ng/mL) daha yiiksek olmas1 ve maksimum 0,32 ng/mL’ye
kadar belirlenmesi; bu ¢alismada kalp yetmezliginde miyokardiyal hasar ve siddetini
ortaya koymustur. Test grubunun %75’lik dilimde serum cTnl ortalamasina gore
(0,24 ng/mL; referans <0,07 ng/ml) siddetli miyokardiyal hasar gelistigi
gorilmektedir. Oyama ve Sisson (2004)’un kardiyomyopatili ve MMVD’li
kopeklerde tespit ettikleri ortalama serum cTnl diizeyleri ile (sirasiyla 0,14 ng/mL ve
0.11 ng/mL) bu c¢alisma bulgular (0,15 ng/mL) benzerlik gdstermistir. Linklater ve
ark. (2007) MMVD’e bagl ileri derecede konjestif kalp yetmezligi olan kdpeklerin
%40’inda serum Orneklerinde cTnl’nin 6lgiilebilir diizeyde oldugunu ve ortalama
degerinin 0,24 ng/mL ¢iktigin1 rapor etmislerdir. Bu ¢alismada test grubunun tiim
olgularinda cTnl’nin serumda o6l¢iilebilir diizeyde olmas1 ve referans degerlerden
(Oyama ve Sisson, 2004) yiiksek ¢ikmasi; kdpeklerde miyokardiyal hasarin varlig

ve devam edebilirligini gostermistir.

Kalp yetmezliginde ozellikle sistolik fonksiyon bozuklugunda (ileri atim
yetmezliginde) kardiyo-renal sendrom olarak tanimlanan ve renal hipoperfiizyon ile
karakterize komplikasyonlar ortaya c¢ikabilmektedir (Brewer ve ark., 2012;
Pouchelon ve ark., 2015). Bu ¢aligmada kalp yetmezligi tanimladigimiz kopeklerde
kardiyorenal sendrom varligint belirmek adina serumda renal fonksiyon
biyobelirtegleri (BUN ve Cr) degerlendirilmis; ancak, saglikli kontrollerle
karsilastinildiginda anlamli degisimler olusmamustir. Istatiksel diizeyde &nemin
olusmamasinda 6zellikle test grubu verilerinde genis bir varyasyon olmasi da etkin
olmustur. Test grubunun %75’1lik diliminde ortalama serum BUN degerinin 33
mg/dL, Cr’nin ise 1,0 mg/dL olarak belirlenmesi; kalp yetmezligine baglh pre-renal
azotemi (BUN >30 mg/dL) egilimini ortaya koymustur. Ortalama serum Cr’nin
diizeyinin heniiz referans sinirlar1 agsmamasi, kalp yetmezligi siirecinde adaptasyon
mekanizmalarinin (SSS ve RAAS) renal perfiizyonu koruyup plazma volimiinii

fizyolojik dengede tutabildiginin bir gostergesi (Kemp, 2012) olarak diigiintilmiistir.
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Kalp yetmezliginde renal fonksiyonlarin yanisira, karaciger de olumsuz
etkilenebilmektedir (Alvarez ve Mukherjee, 2011). Bu ¢alismada serum karaciger
enzim diizeylerinde her iki grup arasinda istatistiksel Onemde farklilik
belirlenememistir. Bunun olasi nedeni olarak test grubunda serum ALT ve ALP
diizeyleri kontrole gore daha yiiksek olmasina ragmen standart hatalarin ¢ok yiiksek
olmasi disiiniilmiisgtir. Test grubunda serum ALT ve ALP’nin maksimum
degerlerinin sirastyla 305 IU/L ve 294 IU/L olarak kayit edilmesi ve %75’lik dilimde
serum ALT ortalamasimin 128 IU/L, ALP ortalamasinin da 173 IU/L olmas1 kalp
yetmezligine baglhh hafif dlizeyde hepatosit hasarini diisiindiirmiistiir. Kalp
yetmezliklerinde serum karaciger enzim aktivitelerindeki artisin olasi nedenleri
olarak diisiik kalp debisi ve/veya dolum basincinin artmasi sonucu pasif konjesyon
gelismesi ve hepatik perfiizyonun bozulmasi gosterilmektedir (Alvarez ve
Mukherjee, 2011).

Kedi ve kopeklerde CVHD ve kardiyomiyopati nedenli konjestif kalp
yetmezliginde olgularin %52’inde serum BUN artis1, %26’sinda da karaciger enzim
aktivitelerinde ylikselme belirlenmesi (Goutal ve ark., 2010), ¢alisma sonuglarimizla
kismen uyumlu goriilmektedir. Alvarez ve Mukherjee (2011) karaciger
etkilenmesine bagli olarak serum bilirubin diizeyinin de artabilecegini
(hiperbilirubinemi) ve total bilirubin diizeyinin 3 mg/dL’den daha yiiksek
olabilecegini ifade etmislerdir. Bu calismada serum karaciger enzimleri temelinde
hepatik etkilenmenin hafif olmasi; test ve kontrol gruplari arasinda total bilirubin,
total protein, alblimin ve globulin diizeylerinde 6nemsiz varyasyonlar1 agiklayabilir.
Insanlarda kalp yetmezliginde serum albiiminde azalma, globiilinle birlikte total
protein diizeylerin de artma rapor edilmesi; ad1 gecen parametrelerin kdpeklerde de
kalp hastaliklarinin tan1 ve monitorizasyonunda takip edilmesinin Onemini
gostermektedir. Serum total protein ve globiilin diizeylerinin artmasi, kalp
hastaligina eslik eden inflamatuar yanitlarin ortaya ¢ikarilmasinda katki saglayabilir

goriilmektedir (Verma ve ark., 2016).

Bu calismada rutin biyokimya profili i¢inde yer alan serum elektrolit
diizeyleri de irdelenmis; ancak sodyum, kalsiyum, fosfor ve potasyum diizeyleri
arasinda gruplar arasinda istatistiksel farklilik belirlenememistir. Oysa insanlarda

kalp yetmezliginde yaygin elektrolit bozukluklar1 olarak hiponatremi, hipokalemi ve
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hipomagnezemi rapor edilmektedir. Bunlarin nedeni olarak da kardiyak debinin
diismesine bagli olarak renal kan akiminin azalmasi ve renal su ve elektrolit
attminin  bozulmasi gosterilmektedir (Urso ve ark., 2015). Bu caligmada test
grubunda serum elektrolit diizeylerinin kabul edilebilir simirlarda kalmasinda
kopeklerde kalp yetmezligine cevaben olusan neuro-hormonal hemostazisin (SSS ve
RAAS aktivasyonlar) etkili oldugu (Urso ve ark., 2015) sdylenebilir.

Insanlarda kalp hastaliklari ve glukoz metabolizmasi arasimnda &nemli
baglantilardan bahsedilmektedir. Konjestif kalp yetmezligi olanlarda tip 2 diabetes
mellitus gorilme olasiligmin arttigr ifade edilmektedir. Bu gelisimde; fiziksel
aktivite kaybi, hipermetabolik durum, intraselliiller metabolik defektler, zayif kas
perflizyonu ve kotii beslenmenin rol aldigi bildirilmektedir. Konjestif kalp
yetmezliginde sempatik aktivasyon nedeni ile insiilin rezistanslig1 artarken insiilinin
pankreatik beta hiicrelerden salinimi da azalmaktadir (Tenenbaum ve Fisman, 2004).
Bu calismada serum glukoz diizeylerinde kontrole gdre test grubunda 6nemli bir
degisim saptanamamistir. Glukozun test grubunda maksimum degerleri dahi referans
siirlar i¢inde kalmigtir. Konjestif kalp yetmezlikli kopeklerde yapilan bir ¢alismada
(Goutal ve ark., 2010) %27 oraninda hiperglisemi saptanmis, diger ¢alismada da
(Brady ve Drobatz, 2004) tedavi verilmeden Once yapilan oOrneklemelerde
hiponatremi ve referans degerlerin iistiinde serum glukoz degerleri tespit edilmistir.
Bu degisimlerin tedavi etkinli§i ve prognozu olumsuz etkiledigi vurgulanmistir
(Brady ve Drobatz, 2004). Bu bilgiler insanlarda oldugu gibi kopeklerde de kalp
yetmezligi ve diabetes mellitus gelisim riskini aragtiran materyal sayist daha ytliksek
caligmalara gereksinim oldugunu gostermektedir. Sasaki ve ark. (2009)’nin
kopeklerde  metformin  tedavisi ile kalp yetmezligi  progresyonunun

yavaslatilabilecegini ileri siirmeleri bu konuya farkli bir bakis agis1 getirmistir.

Kalp yetmezliginde zayif doku perfiizyonuna bagli olarak pankreatitis
gelisimini bildiren insan (Jiang ve ark., 2002) ve kopek c¢alismalar1 (Han ve ark.,
2015) olmasina ragmen bu calismada ACVIM kalsifikasyonuna gore “C sinifi” kalp
yetmezligi tanimladigimiz kopeklerde serum amilaz degerlerinde kontrollere gore
anlamlt bir degisim saptanamamistir. Serum amilaz Olglimlerinin pankreatitis
varligini ortaya koymak icin sensitivite ve spesivitesinin diisiik oldugu, bu nedenle

oncelikli olarak kopeklere spesifik lipase’in Olgiilmesi Onerilmektedir (Willard ve
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Tvedten, 2012). Serum amilaz ve lipaz degerlerinin normal degerlerden en az 3 kat
artmasi ile birlikte klinik uyum oldugunda pankreatitis tanisina gidilmesi tavsiye
edilmistir (Jiang ve ark., 2002). Bu ¢alismada serum BUN degerleri temelinde test
grubunda hafif pre-renal iiremi belirlenmesi, serum amilaz degerlerinde kontrolle
karsilastirildiginda (829 IU/L) renal atilimin azalmasina bagli olarak maksimum
1050 IU/L tespitlerini agiklar niteliktedir. Bu degisimlere ragmen hem saglikli hem
de test grubunda serum amilaz degerleri referans siirlar i¢cinde kalmais, test grubunda
olas1 bir pankreatit varligin1 destekleyen her hangi bir bulgu s6z konusu olmamustir.
Bu calismada sekonder kalp yetmezlikleri materyal se¢imi asamasinda kapsam
disinda birakilmistir. Tiroid fonksiyonlar1 kalp hastaliklarinin altyapisinda 6nemli bir
yer tutmakta, yetersizlik durumunda LV fonksiyonlar olumsuz etkilenmektedir
(Karlopudi ve ark., 2012; Stephan ve ark., 2003). Panciera ve Refsal (1994) deneysel
konjestif kalp yetmezligi sekillendirdikleri kopeklerde serum serbest (fT4) ve total
thyroxine (tT4) diizeylerinde azalma tespit etmislerdir. DCM’li kopeklerde yapilan
bir ¢alismada diisiik serum fT4 ve tT4 temelinde hipotiroidizm varligima vurgu
yapilmis (Karlopudi ve ark., 2012), ancak bir diger calismada (Beier ve ark., 2014)
Doberman pincherlarda DCM’nin etyoloji ve progresyonunda hipotrioidizmin bir
rolii olmadigr ve tiroid destek tedavisinin klinik iyilesmeye katki vermedigi
belirtilmistir. Hipotirodizmli hastalarda ¢abuk yorulma, mukoz membranlarda
solgunluk, anemi potansiyeli ve karaciger enzimlerinde artislarin olmasi, konjestif
kalp yetmezliginin klinik sunumuna benzerlik gostermektedir (Karlopudi ve ark.,
2012; Stephan ve ark., 2003). Bu bilgiler tiroid fonksiyonlar1 ve kalp yetmezligi
gelisimi arasinda ¢eligkileri de beraberinde getirmektedir. Bu calismada da tiroid
fonksiyonlar1 diger caligmalarda oldugu gibi (Beier ve ark., 2014; Karlopudi ve ark.,
2012) serum tT4 ve kolesterol diizeyleri ile degerlendirilmis; her iki grup arasinda
ortalama serum tT4 ve kolesterol acisindan istatistiksel 6nemde farklilik olmamakla
birlikte, minimum ve maksimum degerleri de referans sinirlarda kalmistir.
Dolayisiyla, bu tespitler temelinde bu ¢aligmada test grubunu olusturan kopeklerde

kalp yetmezligi ile birlikte tiroid fonksiyonlarinin normal oldugu gosterilmistir.
5.4. Kalp Yetmezligi ve Hemostazis (Koagiilasyon):

Bu calismada koagiilasyon sistemi insanlarda oldugu gibi global pihtilagsma

streleri (PT ve aPTT) ile degerlendirilmis; global platelet fonksiyonlar
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tromboelastografik (TEG) muayene ve velosite curve (V-curve) datalar ile

detaylandirilmistir.

Bu ¢alismada PT degeri kontrol grubu ile karsilagtirildiginda (16,4 £ 0,4 sn),
test grubunda (19,0 £ 0,9 sn) hafif bir uzama gosterse de bu degisimler saglikli
kopekler i¢in bildirilen referans degerler (14 — 19 sn) icinde kalmistir (Willard ve
Tvedten, 2012). Kontrol grubunda aPTT degeri (92 + 4 sn) referans siirlarda (75 —
105 sn) kalirken, test grubunda rakamsal olarak uzama (146 £ 77 sn) olmasina
ragmen standart hatanin yliksek olmasindan dolayr istatistiksel Oneme
doniismemistir. Koagiilasyon zincirinde PT ekstrinsik ve yaygin sistemi
degerlendirmek i¢in kullanilirken, aPTT intrinsik ve yaygin sistemi degerlendirmek
icin Olgiilmektedir (Lubas, 2010). Prihirunkit ve ark. (2014) MMVD’e bagh olarak
konjestif kalp yetmezligi gelisen kopeklerde hemostazisi geleneksel hemostazis
parametreleri (PT, aPTT, AT-III, fibrinojen, D-dimer vb.) ile degerlendirmisler;
ancak, TEG ve V-curve verilerine yer vermemislerdir. Adi gegen c¢alismada
(Prihirunkit ve ark., 2014) saglikli kontrollere gore (7,1 £ 0,5 sn) kalp yetmezlikli
kopeklerde PT degeri hafif diizeyde kisalmis (6,5 £ 0,3 sn), aPTT ise sirasiyla 12,2 +
0,7 sn ve 12,0 £ 0,3 sn degerleri ile onemli bir farklilik géstermemistir. Prihirunkit ve
ark. (2014) degerlendirilen parametreler temelinde, konjestif kalp yetmezligi
tanimlanan kopeklerde tromboembolik komplikasyon bulgusuna rastlamazken,
laboratuvar diizeyinde hiperkoagiilasyon ve prokoagiilant aktivasyon (fibrinojen ve
D-dimer artarken, AT-III ve protein C’nin azalmasi) tespitleri yapmislardir. Bu
(Prihirunkit ve ark., 2014) ve benzeri diger ¢alismalar (Eralp ve ark., 2011; Lubas ve
ark., 2010; Yilmaz ve ark.,, 2017) PT ve aPTT’nin hipokoagiilasyon varligini
gostermede basarili bulunurken, hiperkoagiilasyon durumlarinda yetersiz kaldiklarini
ortaya koymaktadir. Bu nedenle bu ¢alismamiz PT ve aPTT sonuglar ile;
koagiilasyon zincirinde istatistiksel onemde bir degisim olmadigini gosterse de TEG
detay analizlere olan ihtiyaci da giindeme getirmistir. TEG; hastadaki piht1 olusumu
(primer ve sekonder hemostazis) ve fibrinolitik sistemle (tertier hemostazis) ilgili
bilgiler sunmaktadir (Eralp ve ark., 2011; Yilmaz ve ark., 2017). Bu ¢alismada TEG
ile pihtt olusumunu (R, K, alfa agisi ve MA) ve fibrinolitik sistemi irdeleyen
parametrelerle (EPL ve LY30) ile ilgili 6l¢iimler gergeklestirilmistir. Kontrol grubu
ile karsilastirildiginda test grubu kopeklerde TEG ile ilgili 6l¢iim yapilan
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parametrelerde istatistiksel onemde farkliliklar olusmamistir. Bu sonuglar pihti
olusumu, pihti saglamligi ve fibrinolitik mekanizmalarin kalp yetmezliginde
bozulmadigim1 gostermektedir. Bir onceki ¢alismada DCM’li kopeklerde TEG
parametreleri irdelenmis; kontrollere gére R ve K stirelerinde uzama, oysa alfa agisi,
MA ve G degerinde ise azalma belirlenmistir (Yilmaz ve ark., 2017). Bu calismada
ise test grubunda R (3,6 = 1,0 dk) ve K siireleri (4,0 = 2,1 dk) kontrol grubu
degerlerine gore (R: 2,2 £ 1,0 dk ve K: 2,6 = 1,5 dk) rakamsal olarak daha uzun
goriilse de, standart hatanin yiiksek olmasindan dolay1 istatistiksel Oneme
doniismemis ve kopekler icin 6nerilen referans degerler i¢inde (R: 1,8 - 8,6 dk ve K:
1,3 - 5,7 dk) kalmislardir. Bu ¢alismada kontrol grubunda alfa agis1 42 - 80 derece ve
MA degeri 31 - 53 mm araliginda iken, test grubunda sirasiyla 35 - 57 derece ve 36 -
53 mm olarak tespit edilmistir. Her iki gruptaki bu tespitler kopekler icin bildirilen
referans degerler (alfa agisi: 36,9 - 74,6 derece ve MA: 42,9 - 67,9 mm) iginde
kalmistir (Bauer ve ark., 2009). Kontrol grubunda LY30 degeri (%0,0 — 12,0), test
grubu ile (%0,0 — 40,1) karsilastirildiginda; istatistiksel 6nem olusmadigi igin
fibrinolitik mekanizmalarin bozulmadigi (Bauer ve ark., 2009) diisiiniilmiistiir.

TEG ile trombus ve fibrinolitik sistem hakkinda daha detayli bilgiler elde
edilebilmek i¢in V-curve analizleri gelistirilmistir (Engelen ve ark., 2017). Bu
calismada V-curve verisi olarak trombus olusumu (MRTG, TMRTG ve TG) ve
fibrinolitik aktivite ile ilgili parametreler (MRL, TMRL ve TL) incelenmistir. Her iki
grup arasinda MRTG ve TG parametrelerinde istatistiksel 6nemde bir farklilik
olusmamis, test grubundaki TMRTG degerinde (5,0 £ 1,7 dk) kontrole gore (3,0 +
1,4 dk) uzama egilimi goriilmiistiir. Test grubu MRL (5,3 £ 0,1 mm/dk), TMRL
(30,6 £ 0,5 dk) ve L degerleri (281 + 83 dk) kontrol grubu degerlerine gore
istatistiksel diizeyde artma gostermistir. Bu bulgular kalp yetmezligi tanimladigimiz
kopeklerde trombus olusum siiresindeki uzamayir ve fibrinolitik sistemdeki
bozulmay1 yansitirken; PT, aPTT ve standart TEG parametrelerine (R, K, MA vb.)
gore V-curve analizlerinin hassasiyetini de ortaya koymaktadir. Bu tespitimiz
Engelen ve ark. (2017)’nmin kedilerde TMRTG ve MRTG’nin koagiilasyon
aktivitesindeki degisikleri gdstermede sensitiv parametreler olduklarini ileri

stirdiikleri ¢aligma sonuglari ile uyumlu goriilmektedir.
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Bu c¢alismada korelasyon analizleri incelendiginde; platelet sayist ve
indekslerinin (PCT, MPV ve PDW) TEG parametreleri ile (R, K ve alfa acisi)
anlamli bir iliskisi olmadig1 belirlenmistir. PDW ile K degeri arasindaki pozitif
korelasyon piht1 kinetigi ve stabilitesi ile plateletlerin hacimsel (ve sekilsel)
varyasyonu arasinda giiclii bir bagin varligin1 gostermistir. R degerinin TMRTG ile
pozitif ilgisi; pihti olusumunda reaksiyon siiresi (R time) kisaldikga trombin
olusumunun da kisalacagi yani hiperkoagiilasyon egiliminin artacagin
diisiindiirmektedir. Piht1  kinetigini gosteren TEG’nin K degeri ile trombin
olusumunu degerlendiren V-curve TG degeri arasindaki negatif korelasyon; platelet
sayist ve fonksiyonlari, fibrinojen konsantrasyonu ve pihtilasma faktorleri
azaldiginda trombin olusumunun da uzayabilecegini gostermektedir. Alfa acis1 ve
MA degerleri ile TMRTG ve TG arasinda pozitif korelasyon saptanmasi; pihti
stabilitesi ve giictiniin olusmasinda trombin olusum hiz1 ve kalitesinin 6nemine katki
yapmistir. Bu bulgular koagiilasyon zincirinde pihtt olusumundan (primer ve
sekonder hemostazis) fibrinolitik olarak uzaklastirilana dek gegen siirecin (tertier
hemostazis) TEG V-curve analizleri ile detaylandirilabilecegini gostermistir. Ayrica

bu konuda yapilacak ¢aligsmalara da bir altyap1 olusturulmustur.

5.5. Kalp Yetmezligi ve Platelet Proteomlari:

Plateletler; kan hemostazisi, yara iyilesmesi, inflamasyon, trombiis
formasyonu ve son zamanlarda tiimor gelisimindeki rolleri nedeni ile her gecen giin
artan oranda arastirmacilarin ilgisini ¢ekmektedirler. Plateletlerin hiicresel gelisim
stirecinde sitoplazmik graniilleri i¢inde iirettikleri ve depoladiklar1 proteinler nedeni
ile bir ¢cok hastaligin ortaya ¢ikarilmasinda potansiyel biyobelirteclere (biomarker)
sahip oldugu diisiiniilmektedir. Kopeklerde edinsel hastaliklarda yapilan ¢aligmalarin
insanlar i¢in de bir model olacag: diisiiniildiiglinde; saglikli ve hasta kopeklerin
platelet proteomlarinin belirlenmesi “tek saglik” konseptine Onemli katki
saglayacaktir (Trichler ve ark., 2014).

Son yillarda kiitle spektrometresi (MS) ile birlikte kromotografik seperasyon
teknikleri birlestirildiginde protein tespitlerinin daha gii¢lii yapildig: ifade edilmistir.
Ultra performans likit kromotografi (UPLC) tekniginin; MS ve LC-MS yaklagimina
gore daha istiin oldugu, daha kisa siirede, yiiksek dogrulukta ve diisiik molekiiler

agirliktaki proteinlerin detaylandirilmasina olanak sagladigi belirtilmektedir. UPLC
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sistemi MS ile kombine edildiginde; bilinen (reviewed) proteinlerin hizli ve dogru
analizi ile birlikte kompleks matriks yapida bilinmeyen (un-reviewed) proteinlerin de
aciklamasi yapilabilmektedir (Xue ve ark., 2014). Bu bilgiler sundugumuz bu
calismada proteomik analizler i¢in gilincel metotlarin kullanildigimi gostermis;
UPLC-ESI/QTOF/MS  sistemi  (ultra-performance  liquid  chromatography-
electrospray ionization/quadrupole-time-of-flight high-definition mass spectrometry)
ile elde ettigimiz sonuglarin gradientleri onerildigi gibi (Xue ve ark., 2014) Waters
UPLC analizi ile ortaya c¢ikartilmistir. Bu yaklasimla once orneklerdeki makro
molekiiler agirliktaki proteinler (albiimin, globiilin, transferin, immunoglobulinler,
haptoglobin vb.) immiinolojik olarak ortamdan uzaklastirilmis, boylece geride kalan
diisiik molekiiler agirlikli (low abundance) proteinlerin analizine imkan yaratilmigtir.

Platelet proteomik calismalarinda kaliteli sonuglar alinmasinda uygulanan
teknik kadar, platelet izolatlarinin miimkiin oldugunca saf ve kontamine olmamasi
gerekmektedir. Bu nedenle bu galismada platelet izolasyonu literatiire uygun olarak
(Trichler ve ark., 2014) elde edilmis; saflik derecesini belirlemek i¢cin de TEG analizi
ile platelet sayt ve fonksiyonlar1 irdelenmistir. Kopeklerde ultra-pure platelet
izolasyonunda saflik degerlendirmesi flow sitometrik olarak da (CD-45 ve CD-61
kullanimi ile) yapilabilmektedir (Trichler ve ark., 2014). Bu calismamizda TEG ile
plateletten fakir plazmada (PPP) hipokoagiilasyon, plateletten zengin plazmada ise
(PRP) hiperkoagiilasyon saptanmasi; izolatlarda pellet icinde yeterli sayr ve
fonksiyonda platelet varliginin gostergesi olmustur.

Bu calismada saglikli (n=10) ve hasta kopeklerde (n=10) ortak bulunan
platelet proteinleri arastirilmis; Canis lupus familialis (evcil kopek) protein data
bankasina gore toplam 107 protein (10 anlamli), Canidae familyasina gore (kurt ve
cakal gibi tiirlerin dahil oldugu) toplam 97 protein (7 anlamli) ve Caniformidae
familyasina gore de (deniz memelilerini de kapsayan tist sinif) toplam 1.703 protein
(181 anlamli) tespit edilebilmistir. Bu ¢calismada 6ncelik evcil kopek icin elde edilen
bulgulara verilmis; tartigma bu proteinler (107/10) {izerine gelistirilmistir.
Kopeklerde platelet proteomlarin belirlendigi ¢aligmalar yok denecek kadar azdir
(Trichler ve ark., 2014). Trichler ve ark. (2014) platelet proteom ¢alismalarina bir
altyap1 saglamak adina saghikli 3 adet kopekten platelet izolasyonu ve proteomik

analiz gerceklestirmigler; toplam 5.974 adet protein elde edebilmislerdir. Bu
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proteinlerin 250 adeti daha Once kopekler i¢in tanimlanan proteinlerle birebir
eslestirilirken, kalan biiyilk kisim i¢in “tahmin edilen proteinler” tanimlamasi
yapilmistir. Dolayisiyla bu c¢alismada ve Trichler ve ark. (2014)’nin yaptigi
arastirmada saptanan protein sayilarindaki farklilik (sirasiyla 1.703 ve 5.974);
kullanilan teknoloji farkliligi kadar protein tespitlerinin bugiine kadar tanimlanan
(reviewed proteins — www.uniprot.org/swiss-prot.org) ya da heniiz tanimlanmayan

proteinlere gore (un-reviewed proteins) yapilmasindan ileri gelebilir.

Bu c¢alismada kontrol grubu degerler ile karsilastirildiginda test grubunda bazi
proteinlerde artma (n=4), bazi1 proteinlerde de azalma (n=6) saptanmistir. Test
grubunda artan proteinler guanine nucleotide-binding protein subunit alpha-11
(GBP), apolipoprotein C-111 (ApoC-lll), apolipoprotein A-Il1 (ApoA-I11) ve clusterin,
azalan proteinler de C-X-C motif chemokine 10 (CXC10), cytochrome C oxidase
subunit 2 (COX2), cathepsin D, serine/threonine-protein phosphatase PP1-gamma
catalytic subunit (PPP1C), creatine kinase B-type (CKB) ve myotrophin olarak
belirlenmistir. Bu proteinlerden bazilarinin (ApoA-Il, GBP, cathepsin D, COX2,
CXC10, PPP1C ve CKB) Trichler ve ark. (2014)’nin saglikli kopeklerden elde ettigi
protein listesinde yer aldigi dikkat ¢ekmis, bazilarinin da (ApoC-11l ve myotrophin)
ilk olarak bu ¢alisma ile kopek plateletlerdeki varlig: ortaya ¢ikarilmigtir.

Bu calismada plateletlerden elde edilen bazi proteinlerin (ApoA-1, ApoC-Il,
clusterin, beta-2-glikoprotein-1, hemoglobin subunit, plasminojen ve Ig heavy chain)
Kocatiirk ve ark. (2016)’nin DCM’li kopek serumlarinda elde ettigi proteinlerle
benzerlik gostermesi; platelet proteinlerinin dolagima ge¢me potansiyellerini ve
sistemik etkiler olusturabilme kabiliyetlerini destekler niteliktedir. Bilic ve ark.
(2018)’nin 1diopatik DCM’li kopek serumlarinda bu g¢aligmada plateletlerden elde
edilen proteinlere benzer olarak ApoA-I, ApoA-1V, ApoC-IIl ve Ig heavy chain
belirlemeleri; apolipoproteinlerin platelet ve serumda varoluslari kadar DCM

patofizyolojisinde oynadiklari rollere de 6nemli katki saglamaktadir.

Bu c¢alismada bu proteinlerin reoktom analizi ile birbirileri ile olan iliskileri
irdelendiginde  (www.uniprot.org); hemostazis, gen ekspresyonu, signal
transdiiksiiyonu, immun sistem, DNA tamiri, protein metabolizmasi, hiicrereler arasi

baglanti, kas kontraksiyonu, programli hiicre oliimleri (apoptosis), ekstraselliiler
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matriks ve kromatin organizasyonlart ve eksternal uyarilara hiicresel yanit
olusturmada bireysel olarak ya da protein — protein etkilesimi ile gorev aldiklar
ortaya konmustur. Molekiiler olarak oOncelikli gorevlerin baglayic1 (binding) ve
katalitik aktivite oldugu, biyolojik olarak da selliiler ve metabolik proseslerde rol
aldiklar1 goriilmektedir. Plateletlerdeki lokalizasyonlarin; hiicresel, ekstraselliiler
bolge, makromolekiiler kompleks, membran ve organel kaynakli oldugu tespit
edilmistir. Tanimlanan proteinlerin gorev aldiklar1 yolaklar irdelendiginde (pathway
analizi); kemokin ve sitokin aracili inflamasyon yolagi, alfa adrenerjik reseptor
aracili ve endotelin signal yolaklar1 ile Wnt signal yolag:1 dikkat ¢ekici bulunmustur.
Bu ¢aligmada tespit edilen proteinlerin 6ncelikli olarak kalsiyum baglayan proteinler,
enzim modiilatorleri, hidrolaz, oksi-rediiktaz, transfer ve tasiyici proteinler oldugu
sOylenebilir. Bu bulgular kdpeklerde kalp yetmezliginde bu proteinlerin plateletlerin
farkli bolgelerinden (membran, organel) kdken alabildigini, platelet proteinlerinin
sahip oldugu zengin ve karmasik protein agini, molekiiler ve biyolojik gorevlerini

yaparken de bir cok mekanizmay1 (yolak) kullanabildiklerini gostermistir.

Bu calismada platelet proteini olarak GBP subunit alpha-11 saglikli kontrol
kopekleri ile karsilastirlldiginda kalp yetmezlikli kopeklerde 2,07 kat artig
gostermistir. Bu calismada GBP’lerle ilgili farkli fragmentler de (gamma-T2, G(i) ve
G(s) alpha-2, subunit beta 1 ve beta-3 ile G(g) ve G(t) subunit alpha) tespit
edilmistir. Kisaca “G proteini” olarak adlandirilan bu proteinlerin uniprot gen data
bankasindaki  fonksiyonlarma  bakildiginda; adenilat siklazin ~ hormonal
regiilasyonunda, hiicre boéliinmesinde, hiicre i¢i sinyalizasyon ve modiilasyon
sistemlerinde gorev aldigi belirtilmektedir. Wang ve ark. (2018) G-proteinlerin kalp
fonksiyonlarmin diizenlenmesinde merkezi fizyolojik rol oynadigini ve boylece
ilaglarla hedeflenen en biiyiik ylizey reseptor sinifini temsil ettigini bildirmislerdir.
Kalpteki G proteinleri adenilat siklaz igeren reseptorler ile esleserek ndrohumoral
sinyallerle kardiyak kontraktilitenin diizenlenmesine katilmaktadirlar.
Kardiyomiyopatili insanlarda G proteinin fonksiyonel aktivitesi artarken, adenilat
siklaz aktivitesinin azaldigi bildirilmistir (Fieldman ve ark, 1990). Bu nedenle bu
caligmada platelet G proteininde saptadigimiz artis; kdpeklerde kalp yetmezliginde
azalan adenilat siklaz aktivitesi ile iligskilendirilebilir. Dolayisiyla bu caligmada

platelet G proteinlerindeki artma; test grubu kdpeklerde kalp kasinda meydana gelen
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fonksiyon kaybi ve bozulan enerji metabolizmasina karsi viicudun gelistirdigi
koruyucu bir yanit olarak diisiiniilebilir. Prasad ve ark. (2018) da bu proteinleri
kardiovaskiiler sistemin homeostatik diizenlemesinde rol alan adrenerjik
reseptorlerden oldugunu belirtmislerdir. Bir baska ¢alismada da anjiyotensin-II’nin
adrenal korteks reseptorlerine baglanmasinin G proteinleri tarafindan modiile edildigi
gosterilmistir (Crawford ve ark., 1992). Bu bilgiler 1s18inda G proteinlerinin bir ¢ok
alt tnitelerinin oldugu ve hepsinin farkli sinyalizasyon ve inhibisyon sistemlerinde
rol aldig1 agikg¢a anlasilmis; kontrol oOrneklerine gore kalp yetmezligi olan
kopeklerdeki artislarin bir diger nedeninin renin — angiotensin - aldesteron sisteminin

(RAAS) aktivasyonu olabilecegi diistinilmistiir.

Bu calismada kontrollere gore hasta grubunda belirgin artis gosteren bir diger
platelet proteini ApoC-III olmustur. Bu proteinin fizyolojik fonksiyonlarina
bakildiginda; plazmadaki diisiik (VLDL) ve yiiksek dansiteli lipoproteinlerin (HDL)
komponenti olmakla birlikte trigliserit homeostasinda ¢ok yonlii rollerinden
bahsedilmektedir. Roura ve ark. (2018) DCM’li insanlarda serum proteomlarini
incelemisler; ApoC-III’in de bulundugu proteomlarda kontrollere gore Onemli
diizeyde artis tespit etmislerdir. Ayn1 ¢aligmada (Roura ve ark., 2018) ApoC-III’iin
gelecekte DCM’de oldugu gibi hastalik spesifik biyobelirteg olabilecegi
bildirilmistir.

ApoC-III plazma trigliseritleri ve inflamasyon gibi kardiyovaskiiler risk
faktorlerinin modiilatoriidiir. Calismalar ApoC-III diizeylerindeki degisikliklerin
lipoproteinlerin aterojenisite ve kardiyovaskiiler hastaliklarla iligkisi oldugunu
gostermektedir. Bu proteinin HDL, intestinal trigliserit trafigi ve pankreatik B
hiicrelerinin  modiilasyonunda rol oynamasi; ApoC-III’ii  kardiyovaskiiler
hastaliklarin yonetimi ve Onlenmesi i¢in Onemli bir terapotik hedef haline
getirmektedir (Kohan, 2015). Oliveri ve ark. (2010) insanlarda ApoC-III’ii kalp
hastalar1 i¢in trombojenik bir faktdr olarak tanimlamislar, olasi nedenleri olarak da
plazma endojen trombin olusumu ve koagiilasyon kaskadi ile kompleks etkilesimleri
gostermislerdir. Bu bilgiler c¢alisma sonucglarimizla birlestirildiginde ApoC-III’iin
kopeklerde kalp yetmezliginde lipid ve trigliserid metabolizmasini yoneterek
aterojenik, koagiilasyon kaskadini aktive ederek de trombotik etkiler yaratabilecegini

diistindiirmektedir.
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Bu calismada ApoA-II kontrol 6rnekleri ile karsilastirildiginda test grubunda
anlamli derecede artis gosteren proteinlerden biri olmustur. HDL’nin major
proteinlerinden olan ApoA-II’nin ateroskleroz gelisimini inhibe etmek igin reverse
kolesterol transportunu kontrol ettigi tespit edilmistir (Tailleux ve ark., 2002).
Baruch ve ark. (1984) HDL-kolesterol konsantrasyonu ve tromboz riski arasinda
negatif korelasyon tespit etmislerdir. Lipoproteinler kolesterol taginmasindaki
rollerine ek olarak plateletler, koagiilasyon kaskadi ve vaskiiler endotelyum ile
etkilesime girmektedirler. HDL'min antitrombotik etkileri; NO ve PGI2’nin
endotelyal iiretiminin uyarilarak pihtilagma kaskadinin inhibisyonu ve pihti
fibrinolizinin uyarilmasi ile ilgilidir (Baruch ve ark., 1984). Dolayisi ile bu ¢calismada
test grubu kopeklerde platelet ApoA-II diizeylerinin yiikselmesi; kalp yetmezliginde
trombotik etkilerin inhibe edilmesi ve fibrinolitik mekanizmalarin (tertier

hemostazis) korunmasi adina fizyopatolojik bir yanit olarak diistiniilebilir.

Corsetti ve ark. (2012) ApoA-II'nin yiiksek HDL-kolesterol ve C-reaktif
protein (CRP) diizeylerine sahip kadinlarda ApokE ile iliskili kardiyovaskiiler hastalik
riskinde 6nemli bir rol oynadigini, Remaley (2013) de yiiksek-yag diyetindeki
tavsanlarin serum CRP seviyelerinde ve noétrofil sayilarinda kontrol tavsanlarina
kiyasla ¢arpict bir azalma oldugunu tespit etmislerdir. Bu bilgiler temelinde bu
caligmada test grubunda platelet ApoA-II diizeylerindeki artma; kalp yetmezliginde
inflamatuar siirecin (total 16kosit ve notrofil artiglar1) baskilanmasi adina anti-

inflamatuar etkiler ile iligkilendirilebilir.

Platelet clusterin diizeyi kontrollere gore test grubunda istatistiksel olarak
anlaml dlgilide artig gostermistir. Protein veri bankasima (Uniprot) gore clusterin’in
kan plazma proteinlerinin strese bagli agregasyonunu Onledigi, salgiladiginda
apoptosise karsi hiicreleri korudugu ancak ¢ekirdekte bulundugunda apoptosisi tesvik
ettigi ve hiicre ¢ogalmasinin diizenlenmesinde rol aldig1 belirtilmektedir. Koller ve
ark. (2017) kronik kalp yetmezligi hastalarinda clusterin diizeyindeki azalmanin
stirekli tiiketime bagli oldugunu belirtmislerdir. Bu ¢aligmanin aksine Turkieh ve ark.
(2018) ratlarda kronik kalp yetmezligi ile ilgili olarak dolasimdaki clusterin
seviyelerinin Olenlerde hayatta kalanlara oranla artis gosterdigini bildirmislerdir.
Sundugumuz bu c¢aligmada test grubu kopeklerde clusterin diizeyindeki artigin

miyokardiyal hasarin giderilmesine yonelik sitoprotektif bir reaksiyon oldugu (Koller
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ve ark., 2017) diistiniilmiistiir. Calismalar arasinda clusterin diizeyleri {izerine farkli
tespitler yapilmasinda; tiir farklilig1 (insan, rat ve kopek) kadar kalp yetmezliginin

siiresi ve siddetinin de etkin olabilecegi (Turkieh ve ark., 2018) kanisindayiz.

Bu calismada test grubunda platelet proteinlerinden CXC10’un kontrol
grubuna gore dramatik sekilde azalmasi; Borne ve ark. (2014)’nin miyokardiyal
infarktiislii farelerde bu proteinin kontrollere gore azaldigini gosterdikleri ¢calismaya
benzerlik gostermistir. CXC10 proteini; 16kositler ve doku hiicreleri tarafindan
salgilanip endotelyal ve wvaskiiler diiz kas hiicreleri iizerinde etkili olmaktadir.
CXC10 ile ilgili olarak aterosklerotik plaklardaki varligi (anjiostatik) ile birlikte anti-
fibrotik 6zelliklerinden de bahsedilmektedir (Mach ve ark., 1999; Shiraha ve ark.,
1995). Bu nedenlerle test grubunda CXC10 protein diizeylerinin azalmasi; kalp
yetmezligi slirecinde bu proteinin 16kositler i¢in kemokin iglevleri sirasinda (16kosit
trafiginin diizenlemesi) ve fibrinolitik (tertier hemostazis) 6zelliklerinden dolay1 asirt
kullanilmasindan kaynaklanabilir. Caligmalar temelinde (Borne ve ark., 2014)
kopeklerde kalp yetmezliginde CXC10’daki azalmanin kotii prognozla ilgili oldugu
distiniilmiistiir.

COX proteini mitokondriyal gen tarafindan kodlanmakta ve 13 alt birimden
olugmaktadir. Bunlardan COX-I ve COX-II’nin ana katalitik bilesenler oldugu tespit
edilmistir. Bu ¢aligmada saglikli ve hasta (kalp yetmezlikli) kopeklerde ortak olarak
bulunan ve istatistiksel farklilik gosteren proteinlerden biri de COX-II (oksijenin
suya indirgenmesini katalize eden solunum zinciri bileseni) olmustur. Kalp
yetmezligi sekillenen hastalarda COX’larin oksidatif stres ile mutasyona ugradig: ve
apoptozisi siddetlendirdigi bildirilmistir (Wu ve ark., 2009). Septik hastalarda sag
kalanlarda platelet COX aktivitelerinin yiiksek oldugu, COX’un diisiik oldugu
hastalarda ise mitokondriyal fonksiyon arttirict ilaglarin faydali olabilecegi
bildirilmistir (Lorente ve ark., 2011). Bu bilgiler 1s1ginda yaptigimiz ¢alismada test
grubunda platelet COX-II proteininin azalmasi; kalp yetmezlikli kdpeklerde
miyokardiyal hasarla mutasyona ugramasi ve oksidatif stres iligkili apopitozis
stireglerinde asir1 kullanilmasi ile ilgili olabilir. Kalp yetmezliginde klinik olarak
egzersiz intoleransinin ortaya ¢ikmasinda COX-I1’deki bu degisimlerin etkili oldugu

diistiniilmektedir (Diaz, 2009).
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Cathepsinlerin intraseliiler protein yikimi, norolojik bozukluk, kanser ve
kardiyomiyopati gibi hastaliklarin sinyal yolaklarinda gorevleri tanimlanmistir.
Cathepsin proteinin 12 fragmentinden (B, C, D, F, H, K, L, O, S, V, X ve W)
bahsedilmektedir (Blondelle ve ark., 2015). Bu ¢alismada kalp yetmezligi saptanan
kopeklerde kontrole gore azalan bir diger protein ve fragmenti Cathepsin D olarak
belirlenmistir. Bu bulgumuzun aksine Blondelle ve ark. (2015) cathepsin D’nin
miyokardiyal infarktiisii takiben plazma seviyesinde artig tespit etmislerdir. Yamac
ve ark. (2015)’nmin Cathepsin D seviyelerini akut miyokardiyal infarktiislerde yiiksek
saptamalar1 ¢calisma sonuglarimiza tezat olustururken, kronik kalp hastalarinda diisiik
seviyelerde bulmalar1 ise benzerlik gdstermistir. Dolayisiyla bu ¢alismada cathepsin
D’deki azalmanin olas1 neden(ler)i; c¢alismamiza dahil edilen kopeklerin kronik
stiregteki kalp yetmezligine sahip olmalari ve kardiyak yeniden sekillenme (re-
modeling) esnasinda asir1 kullanimlari olabilir. Bu tespitler ayrica kopeklerde akut ve
kronik kalp yetmezliklerinde serum ve platelet cathepsin D degisimlerini ortaya

cikaracak caligmalara olan gereksinimi de gostermektedir.

Bu calismada kontrole gore test grubunda azalan diger proteinler CKB ve
PPP1C olmustur. CKB proteini; iskelet kasi, kalp, beyin ve sperm gibi altyapilarinda
enerji ihtiyact olan doku ve olusumlarda enerji transdiiksiyonunun yonetiminde
merkezi bir rol oynamaktadir. CKB’nin insan plateletlerinde yliksek oranda eksprese
edilmesinin otozomal bir hastalikla iligkili oldugu kanisina varilmasi (Arnold ve ark.,
2012), bu proteinin farkli hastaliklarin altyapilarinda gorev alabilecegini
diistindiirmektedir. PPP1C proteini ile ilgili olarak glikojen metabolizmasi, kas
kontraktilitesi ve protein sentezindeki rollerinden bahsedilmektedir. Bu
calismamizda kalp yetmezlikli kopeklerde CKB ve PPP1C diizeylerinin azalmasi;
hastalik stirecinde bu proteinin enerji transdiiksiyonu ve glikojen metabolizmasin

diizenlerken asir1 kullanilmalari ile ilgili olabilir.

Myotrophin aktin filamentlerin sekilsel diizenlenmesinde rol oynayan ve
kardiyak kas hipertrofisini tesfik eden bir proteindir. Farelerde yapilan bir ¢alisma
(Das ve ark., 2010); myotropin ve p53 geni arasindaki iliskiyi ortaya koymus, asir
myotrophin ekspresyonunun da kalp yetmezligi olusumunda aktif rol aldigim
gostermistir. Ayni ¢alismada (Das ve ark., 2010) p53 inhibisyonu ile kardiyak

hipertrofinin kalp yetmezligine doniisiimiiniin engellenebilecegi Ongoriilmiistiir.
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Kadinlara gore erkeklerde daha belirgin aktivite gosteren myotropinin; kalp
yetmezliginde erken aktivasyon gosteren proteinlerden oldugu (biyobelirteg) ve
hastaligin siddetinin artmasiyla sistemik yanitinin azaldigi rapor edilmistir (O’Brien
ve ark., 2003). Sunulan bu calismada platelet myotrophin aktivitesinin kronik kalp
yetmezligi sekillenen kopeklerde saglikli kopeklere gore azalmast; kardiyomiyosit ve
aktin filamentlerinde meydana gelen geometrik ve fonksiyonel degisimlerde (cardiac
re-modeling) ad1 gecen proteinin tiikketilme potansiyeli ile ilgili olabilir.

Bu calismada evcil kopek ailesi i¢in tanimlanan 107 protein iginden,
istatistiksel anlami olmayan (Anova P >0,05 ve power >0.5) ancak kontrole gore
dramatik farklilik gosteren proteinlerin varligi dikkat ¢ekici bulunmustur: ApoC-I1
(19,7 kat), lysozyme C spleen isoenzyme (4,4 kat), matrix metalloproteinase-9 (2,9
kat), ras related protein rab-13 (2,3 kat), ApoA-I (2,1 kat) ve beta-2-glycoprotein-1
(1,9 kat). Halen insan ve kopeklerde kardiyak serum biyobelirteci olarak kullanilan
cTnl diizeyindeki minér artiglar (kdpek referans <0,07 ng/mL) nasil kardiyomiyosit
hasarin1 gosteriyorsa; bu calismamizda elde edilen proteinlerdeki 2 kat ve iizeri
artiglar  Oonemli  biyobelirte¢  potansiyeli olarak  diisiiniilebilir. ~ Matriks
metalloproteinase’larin ventrikiillerin dilatasyon ve distorsiyonunda rol oynamalari
(Wendy, 2011), plateletlerin kalp yetmezligi patofizyolojisinde aldigi ve alabilecegi

rolleri ¢esitlendirmektedir.

Plateletler sayr ve fonksiyon olarak hemostazis siirecinde (primer ve
sekonder) onemli rol oynamaktadirlar. Bu ¢aligmada saglikli ve hasta gruplarinda
ortak olarak bulunan proteinler i¢inde beta-2-glycoprotein-1, platelet glycoprotein Ib
alpha chain, fibrinogen beta ve alpha chain ile plasminojenin belirlenmesi kdpeklerde
hemostazis patofizyolojisinde bu proteinlerin varligl ve gorev tanimlamalarinit daha
da giiclendirmistir. Daha 6nceki bilgiler primer hemostazis siirecinde fibronectin’in
damar endotelinden salinip plazmada bulundugunu gésterirken (Atalan, 2013; Reece,
2003a; Tutar ve ark., 2000), bu c¢alisma plateletlerden de kaynaklanabilecegini
gostermistir. Ancak, Wilkerson ve Shuman (2001)’1n ¢calismasina gore plateletlerden
izole edilen fibronektin, immunglobulin, fibrinojen ve albiimin gibi proteinler;
aslinda plateletlerin primer proteini olmayip kanikuler sitemleri araciligi ile

plazmadan alfa graniillerine aldiklar1 ve depoladiklar1 proteinlerdir.
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Bu caligmada anlamli degisim gosteren 10 adet proteinin birbiri ile olan ilgisi
irdelendiginde (string analizi); 6zellikle COX proteinleri (COX-I, -1 ve -Ill) ve
apoliporoteinler (ApoA-I1, -1l ve -III) arasinda molekiiler, fonksiyonel ve enzimatik
reaksiyonlar anlaminda etkilesim oldugu fark edilmistir. Calismadan elde edilen tiim
platelet proteinlerinin protein interaksiyonlarinda RAB, Apo ve MMP’lerin sentral
onemde oldugu dikkat ¢ekmistir. Protein bankalarina bu proteinler ile ilgili yeni
gorevler eklendik¢e proteinlerin birbiri ile olan biyolojik baglarmin daha da
cesitlenecegi sOylenebilir. Sonug olarak bu ¢aligmada elde edilen bulgular temelinde:
1- Plateletlerin sadece primer hemostazis’ten sorumlu olmadiklari,

2- Plateletlerden bir¢cok proteinin koken aldigi, bu proteinlerin koagiilasyon
dengesini de i¢eren ¢esitli metabolik ve biyolojik olaylarda gorev aldigi,

3- Kalp yetmezlikli kopeklerde guanine nucleotide-binding protein subunit alpha-11
(GBP), apolipoprotein C-I1I (ApoC-I1l), apolipoprotein A-11 (ApoA-I1) ve clusterin
diizeylerinin arttig1,

4- Kalp yetmezlikli kopeklerde C-X-C motif chemokine 10 (CXC10), cytochrome C
oxidase subunit 2 (COX2), cathepsin D, serine/threonine-protein phosphatase PP1-
gamma catalytic subunit (PPP1C), creatine kinase B-type (CKB) ve myotrophin
diizeylerinin azaldig,

5- Anlamli degisim gosteren her bir platelet proteinin kalp yetmezligi siirecinde
potansiyel biyobelirte¢ olabilecegi

6- Kalp yetmezliginde geometrik ve fonksiyonel degisimlerde (cardiac re-modeling)
platelet proteinlerin rol oynayabilecegi,

7- Global pihtilasma siirelerinin (PT ve aPTT) hiperkoagiilasyon durumunu ortaya
koymada geleneksel TEG parametreleri kadar hassas olmadig: ve

8- TEG V-curve verilerinin kalp yetmezliginde trombin olusumu ve fibrinolitik
sistemdeki bozulmay1 detaylandirabildigi sonucuna varilmistir.

Bu ¢aligmada elde edilen platelet proteinleri ve gorevleri temelinde kalp
yetmezligi patofizyolojisinin detaylandirildigi sdylenebilir. Bu proteinlerin tant ve
prognoz belirlemede kullanigli biyobelirtecler olabilmesi i¢in yeni ve kapsamli
calismalarin yapilmas: gerektigi kanisindayiz. Ileride yapilacak calismalarla kalp
yetmezligi i¢in bu proteinler hedef alinarak spesifik tedavi ve profilaksi gelistirmek

de miimkiin olabilir.
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8. EKLER

TABLO LiSTESI

Tablo

No Bashk Sayfa

Tablo-1  Sistolik kalp yetmezliginde klinik bulgu ve patofizyolojik mekanizmalar1 8

Tablo-2  Diyastolik kalp yetmezliginde klinik bulgu ve patolojik mekanizmalari 8
ACVIM klasifikasyonuna gore kalp yetmezliginin grup ve alt gruplarina

Tablo-3 . - 9
ayrilmasi, tedavi segeneklerinin sunulmast
Hemostazis degerlendirilmesinde kullanilan laboratuvar testleri ve

Tablo-4  pyedefieri 16

Tablo-5 Tromboelastografi (TEG)’de 6l¢ciilen parametrelerin anlami, birim ve 18
kabul gérmiis kisa ifadeleri
Tromboelastografi (TEG)’de Olciilen parametrelerin pihti olusumu, 18

Tablo-6  gopilitesi ve lizisi ile ilgisi

Tablo-7  Calismalardan elde edilen bazi platelet proteomlari 23
Felgli insanlarda platelet proteomlarindaki degisimler, kontrole gore

Tablo-8 . 24
artiglari, sinif ve lokalizasyonlari

Tablo-9  Dilate kardiyomyopati (DCM) tan1 kriterleri 28

Tablo-10 Miksamatos mitral kapak hastaligi (MMVD) tani Kriterleri 28
Radyolojik bulgularin varlig1 ve siddetine gore skorlandirilarak konjestif

Tablo-11 O . ; 29
kalp yetmezliginin belirlenmesi

Tablo-12  Bu galismada tanimlanan toplam ve anlamli protein sayilari 47

Tablo-13 Kontrol ve test grubu olgularin signalement ve bazi klinik bulgulari 48

Tablo-14 Kontrol ve test grubu olgularin signalement ve bazi klinik bulgularinin 48
median, minimum, maksimum ve %25-75’lik dilimdeki ortalamalari

Tablo-15 Kontrol ve test grubu olgularin sistolik (SAP), diyastolik (DAP) ve 50
ortalama kan basinglar1 (MAP)
Kontrol ve test grubu olgularin sistolik (SAP), diyastolik (DAP) ve

Tablo-16 ortalama kan basinglari (MAP); median, minimum, maksimum ve %25- 50
75’lik dilimdeki ortalamalari (mmHg)

Tablo-17  Kontrol ve test grubu olgularin vertebral kalp skorlar1 (VHS) 50

Tablo-18 Kontrol ve test grubu olgularin vertebral kalp skorlar1 (VHS); median, 50
minimum, maksimum ve %25-75°1ik dilimdeki ortalamalari

Tablo-19 Kontrol ve test grubu olgularin sag parasternal kisa eksen papillar kas e

diizeyden alinan M-mode &lgtimleri
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Tablo-20

Tablo-21

Tablo-22

Tablo-23

Tablo-24

Tablo-25

Tablo-26

Tablo-27

Tablo-28

Tablo-29

Tablo-30

Tablo-31

Tablo-32

Tablo-33

Tablo-34

Tablo-35
Tablo-36

Tablo-37

Tablo-38

Tablo-39

Tablo-40

Tablo-41

Tablo-42

Kontrol ve test grubu olgularin sag parasternal kisa eksen papillar kas
diizeyden alinan M-mode 6l¢timleri; median, minimum, maksimum ve
%25-75’1ik dilimdeki ortalamalar1

Kontrol ve test grubu olgularin sag parasternal kisa eksen aort diizey
capsal ol¢limleri.

Kontrol ve test grubunda sag parasternal kisa eksen Ao diizey caplar;
median, minimum, maksimum ve %25-75’lik dilimdeki ortalamalar

Kontrol ve test grubu olgularin pulmoner arter, aort, mitral kapak ve
trikuspid kapak Doppler dlgiimleri

Kontrol ve test grubu olgularin pulmoner arter, aort, mitral kapak ve
trikuspid kapak Doppler dlgiimleri - median, minimum, maksimum ve
%25-75’1ik dilimdeki ortalamalar

Kontrol ve test grubu olgularin I6kogram degerleri

Kontrol ve test gruplarinda 16kogram degerleri; median, minimum,
maksimum ve %25-75’lik dilimdeki ortalamalar

Kontrol ve test grubu olgularin eritrogram degerleri

Kontrol ve test gruplarinda eritrogram degerleri; median, minimum,
maksimum ve %25-75’lik dilimdeki ortalamalar

Kontrol ve test grubu olgularin trombogram degerleri

Kontrol ve test gruplarinda trombogram degerleri; median, minimum,
maksimum ve %25-75’lik dilimdeki ortalamalar
Kontrol ve test grubu olgularin serum kardiyak troponin (cTnl) degerleri

Kontrol ve test gruplarinda serum kardiyak troponin I (cTnl) degerleri;
median, minimum, maksimum ve %25-75’1lik dilimdeki ortalamalar

Kontrol ve test grubu olgularin serum biyokimyasal degerleri
Kontrol ve test gruplarinda serum biyokimyasal degerleri; median,
minimum, maksimum ve %25-75°1ik dilimdeki ortalamalar
Kontrol ve test grubu olgularin serum T4 ve kolesterol degerleri

Kontrol ve test gruplarinda serum tiroksin ve kolesterol degerleri;
median, minimum, maksimum ve %25-75’1lik dilimdeki ortalamalar

Kontrol ve test grubu olgularin PT ve aPTT degerleri

Kontrol ve test grubu olgularda PT ve aPTT; median, minimum,
maksimum ve %25-75’1ik dilimdeki ortalamalar

Kontrol ve test grubu olgularin tromboelastografi (TEG) sonuglari
Kontrol ve test grubu olgularin tromboelastografi (TEG) sonuglari;
median, minimum, maksimum ve %25-75’lik dilimdeki ortalamalar
Kontrol ve test grubu olgularin tromboelastografik (TEG) velosite curve
verileri (TEG V-curve)

Kontrol ve test grubu olgularin thromboelastografik (TEG) velosite curve
verileri (TEG V-curve); median, minimum, maksimum ve %25-75’lik
dilimdeki ortalamalar
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Platelet sayis1 ve indekslerinin (PCT, MPV ve PDW) TEG ve V-curve

Tablo-43 verileri ile korelasyonlart. 2
Tablo-44 Saglikli kontrol ve test grubunun platelet izolatlarinda ortak olarak 73
bulunan tiim proteinler (toplam 107 adet).
Tablo-45 Kontrol ve hasta (test) gruplarinda istatistiksel diizeyde farklilik gsteren
platelet proteomlarinin accession numaralari, peptid sayilar1 ve skorlar
SEKIL LISTESI
Sekil No  Bashk Sayfa
Platelet aktivasyonu ve sonrasinda alfa ve dense graniillerden salinan
Sekil-1 - .. .. . 14
mediatdrlerle koagiilasyon zincirinin aktive olmasi
Sekil-2 Sekonder hemostazisde intrinsik, ekstrinsik ve yaygin yoliizerinden 15
stabilize fibrin (piht1) olusumu
Sekil-3 Tromboelastografi (TEG) - normal ve patolojik degisimlerine 6rnekler ve 17
TEG parametrelerinin pihtilagma sistemine karsilik gelen boliimleri
Sekil-4 TEG’de velocity curve verilerinin sematize edilmesi 18
Sekil-5 Platelet izolasyon algoritmasi - kan alma, santrifiij ve buffy coat ayrimi 34
Sekil-6 Platelet izolasyon algoritmasi - HEPES tampon ¢6zeltisi ve Amonyum 35
Bikarbonat yikama, platelet pelletinin son hali
. Plateletten fakir (PPP) ve zengin plazmalarin (PRP) tromboelastografik
Sekil-7 (TEG) olarak say1 ve fonksiyonalariin degerlendirilmesi 35
Sekil-8 DCM’ye bagli konjestif kalp yetmezligi gelisen bir kopekte klinik 49
yansimalar
Sekil-9 DCM’ye ve MMVD’e bagl konjestif kalp yetmezligi gelisen olgulardaki 51
radyolojik degisiklikler
Sekil-10  Konjestif kalp yetmezligi olan kdpeklerden EKG 6rnekleri 52
Sekil-11 Kalp yetmezligi tanimlanan olgularda ekokardiyografik goriintiiler (2D, 57
M-mode ve renkli Doppler)
Sekil-12  Kalp yetmezliginde renkli Doppler ve M-mode muayene 58
. Kalp yetmezligi olan hastalardan pulmonar arter, aort ve mitral kapak -
Sekil-13 11 karakteristiklerinin &lcilmesi
Sekil-14  Kontrol ve test gruplarina ait serum kardiyak troponin (cTnl) diizeyleri 63
Sekil-15  DCM’li ve CVHD’li olgularda tromboelastografik (TEG) degerlendirme 69
Sekil-16  DCM’li ve CVHD’li olgularda TEG Velosite Curve profilleri. 71
. Bu calismada izole edilen platelet proteomlariin Canis lupus familialis
Sekil-17 o . . N 76
(evcil kopek) protein veri tabanina gore tanimlanmasi
Sekil-18 Platelet proteomlariin molekiiler - biyolojik fonksiyonlar1 ve birbirleri ile 26

baglantilar1 (reoctome analizi)
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Sekil-19

Sekil-20

Sekil-21

Sekil-22

Sekil-23

Sekil-24
Sekil-25
Sekil-26

Sekil-27

Sekil-28
Sekil-29
Sekil-30
Sekil-31

Sekil-32

Sekil-33
Sekil-34

Sekil-35

Sekil-36

Kontrol ve test grubunda anlamli degisim gosteren platelet proteomlarinin
molekiiler fonksiyonlar1 ve dagilimlar

Kontrol ve test grubunda anlamli degisim gosteren platelet proteomlarinin
biyolojik fonksiyonlar1 ve dagilimlar

Kontrol ve test grubunda anlamli degisim gosteren platelet proteomlarinin
selliiler yapilardaki dagilimlar

Kontrol ve test grubunda anlamli degisim gosteren platelet proteomlarinin
yolak (pathway) analizi

Kontrol ve test grubunda anlamli degisim gosteren platelet proteomlarinin
protein siniflar

Kontrol grubuna gore test grubunda artan ve azalan proteinler.

Kontrol ve test grubunda platelet apolipoprotein C-I11 diizey degisimi
Kontrol ve test grubunda platelet apolipoprotein A-Il diizey degisimi
Kontrol ve test grubunda platelet guanine nucleotid-binding protein diizey
degisimi

Kontrol ve test (hasta) grubunda platelet clusterin diizeyindeki degisim
Kontrol ve test (hasta) grubunda platelet cathepsin D diizeyindeki degisim
Kontrol ve test grubunda platelet cytochrome oxidase diizey degisimi

Kontrol ve test grubunda platelet C-X-C chemokine 10 diizey degisimi

Kontrol ve test (hasta) grubunda platelet serine/threonine-protein
phosphatase diizeyindeki degisim

Kontrol ve test (hasta) grubunda platelet myotrophin diizeyindeki degisim
Kontrol ve test grubunda platelet creatine kinase B-type diizeyi degisimi

Bu ¢alismada platelerden elde edilen istatiksel 10 adet anlamli protein ve
fraksiyonlarinin birbiri ile etkilesimi

Bu ¢aligmada platelet izolatlarindan elde edilen ve Canis lupus familialis
protein data bankina gore tanimlanan tiim proteinler; bu proteinlerin
birbiri ile olan iliskisi
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9. TESEKKUR

Doktora programina bagladigim giinden bugiline en basta hayata ve kisisel
gelisimime, daha sonra akademik hayata ve durusa dair tim birikimlerini benimle
zaman ve mekan ayirt etmeksizin paylasmaktan ¢ekinmeyen, 6grencisi olmaktan her
daim gurur duydugum danisman hocam Prof. Dr. Zeki YILMAZ’a, tez ¢alismasinin
yapilabilmesi i¢in maddi destek saglayan (DDP(v)2017/6) Bursa Uludag Universitesi
Bilimsel Arastirma Projeleri Birimi’ne, tezin laboratuvar analizleri i¢in bilgi ve
hizmet alimi sagladigimiz Do¢. Dr. Ahmet Tarik BAYKAL ve asistani Emel
AKGUN’e (Acibadem Universitesi Tip Fakiiltesi Tibbi Biyokimya AD, Istanbul),
trombosit izolasyonu asamasinda bilgi, deneyim ve birikimlerini bizimle
paylasmaktan ¢ekinmeyen Dog. Dr. Ozge CEVIK’e (Adnan Menderes Universitesi
Tip Fakiiltesi Tibbi Biyokimya AD, Aydin), mesleki kazanimlarimda katkilar1 olan
I¢c Hastaliklar1 Anabilim Dali hocalar1 ve arkadaslarima, tez vakalarin toplanmasi,
calisilmas1 ve verilerinin islenmesinde biiyiik katki saglayan arkadasim ve
meslektasim Dok. Ogr. Ahmet SARIL’a, tez calismalarim esnasinda manevi
destegini esirgemeyen Hasan Arda KARABARUT’a, 6zellikle doktora siirecimde
bana yoldas olan can arkadasim Gonen ALKAC’a, hayatimda 6zel yeri olan tim
arkadaslarima ve bugiine gelebilmemde bana en biiyiik destegi saglayan, hayatimin
her alaninda, her daim yanimda olan aileme tesekkiirlerimi borg bilirim.
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