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TURKCE OZET

Bu c¢alismada dogal kosullarda ve farkli siddetlerde kronik kalp yetmezligi (KKY)
gelisen kopeklerde serum sitokin ve proteomik profilinin belirlenmesi, bdylece
tanisal ve hastalik siirecinin takip edilmesine olanak saglayabilecek yeni
biyobelirte¢lerin identifikasyonu amaglanmaistir.

Materyal olarak farkli 1k, yas, viicut agirlig1 ve her iki cinsiyetten toplam 29 koépek
kullanilmis ve bunlar Amerikan Veteriner i¢ Hastaliklar1 Koleji'ne (ACVIM) gore
dort gruba ayrilmistir: A grubu saglikli kontrolleri (n=8), B grubu asemptomatik
(n=6), C grubu semptomatik (n=10) ve D grubu da standart tedaviye diren¢ gosteren
KKY’li kopeklerden (n=5) olusturulmustur. Klinik ve laboratuvar muayeneleri tedavi
oncesi ve sonrast yapilmustir. Serum sitokin ve proteomlart sirasiyla otomatik
analizor (Luminex 200, TX) ve likid kromatografi kiitle-spektrometri (LC/MS) ile
belirlenmistir.

C ve D gruplarinda keratinosit kemotaktik (KC-like) sitokin diizeyi A ve B
gruplarina gore onemli diizeyde artmistir (P < 0,05). Grup A ve B’ye gore D
grubunda serum C-reaktif protein (CRP) diizeyi daha yiiksek (P<0.05), serum
oksidatif stres parametreleri ise daha diisiik bulunmustur (P < 0.05). Tedavi sonrasi
serum CRP, haptoglobin ve KC-like diizeyleri azalirken anti-oksidan kapasite
gostergeleri ylikselmistir. Protoemik analizlerinde toplam 157 protein tespit edilmis;
bunlarin 29 adedi anlamli (9 artan ve 20 azalan) degisim gostermistir. Tedavi 6ncesi
artan (angiotensinogen-AGT ve complement-C3) ve azalan proteinlerin bazilari
(carboxypeptidase-CPN, actin cytoplasmic-1 ve immunoglobulin lambda-1 light
chain) tedavi ile birlikte degisim gostermistir.

Sonug olarak bu c¢alisma ile serum sitokin ve proteinlerinin kopeklerde KKY nin
tanimlanma ve siniflandirilmasinda katkilar sunabilecegi, tedavi siireglerinin bu
sitokin (0zellikle KC-like) ve proteomlarla (CPN, C3 ve AGT) izlenebilecegi
sonucuna varilmistir. Bu biyobelirteclerin klinik silirece aktarilabilmesi ig¢in
validasyon ¢alismalarina ihtiya¢ duyulmaktadir.

Anahtar Kelimeler: Kalp yetmezligi, serum proteomik, kpek
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INGILIZCE OZET

Identification of new biomarker by serum proteomic profile in dogs with heart
failure

In this study, it was aimed to determine the serum cytokine and proteomic profile in
different severities of naturally acquired chronic heart failure (CHF) in dogs, thereby
providing the identification of new biomarkers enabling the diagnosis and follow-up
of the disease process.

The materials used in this study were of a total of 29 dogs of different breed, age,
body-weight and both sexes, and divided into four groups according to the American
College of Veterinary Internal Medicine (ACVIM) consensus guidelines: Group A
healthy controls (n=8), Group B asymptomatic (n=6), Group C symptomatic (n=10)
and Group D dogs with CHF resistant to standard therapy (n=5). Clinical and
laboratory examinations were performed before and after treatment. Serum cytokines
and proteomes were determined by an automatic analyzer (Luminex 200, TX) and
liquid chromatography mass-spectrometry (LC/MS), respectively.

The level of keratinocyte chemotactic-like (KC-like) cytokine in Groups C and D
increased significantly compared to Group A and B (P < 0.05). Serum C-reactive
protein (CRP) was higher but serum levels of oxidative stress parameters were lower
in Group D than those of Group A and B (P < 0.05). Serum CRP, haptoglobin and
KC-like levels were decreased but serum antioxidant capacity increased after
treatment. A total of 157 proteins were detected by the proteomic analysis; 29 of
them showed significant changes (9 up-regulated and 20 down-regulated). Some of
these proteins (carboxypeptidase CPN, actin-cytoplasmic-1 and immunoglobulin
lambda-1 light chain) showed the differences at statistically significant level after the
treatment.

In conclusion, our results showed that serum cytokines and proteins could contribute
to the diagnosis and classification of CHF, and these cytokines (especially KC-like)
and proteomes (CPN, C3 and AGT) could be used in monitoring the course of the
disease and effectiveness of treatment. Validation studies are needed to adapt these
biomarkers to the clinical settings.

Keywords: Heart failure, serum proteomics, dog
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1. GIRIS

Insan ve kiiciik hayvan hekimliginde kronik kalp yetmezligi (KKY) pratikte en
sik karsilasilan hastaliklarin basinda gelmekte, ileri yaslarda da yiliksek mortalite
ile seyretmektedir. KKY’nin tan1 ve patofizyolojisinin detaylandirilmasina
olanak saglayacak yeni proteinlerin bulunmasi ve saha kosullarina uygunlugu
icin calismalar yapilmasi; morbitide ve mortalite azalmasina, yasam sliresi ve
kalitesinin ylikselmesine, hatta ila¢ masraflarindan kaynaklanan ekonomik

kayiplarin 6niine gecilmesine olanak saglayacaktir.

KKY; oksiiriik, dispnd, halsizlik ve abdominal genisleme ile karakterize
progresif klinik bir sendromdur (Ribeiro-Samora et al., 2017). Kopeklerde ve
insanlarda miksamatoz mitral kapak hastaligt (MMVD) ve dilate kardiyomyopati
(DCM) en yaygin edinsel kalp hastaliklar1 olup KKY ile sonuglanmaktadirlar
(Keene et al., 2019). MMVD’li hastalarda; mitral kapagin progresif miksamatoz
dejenerasyonuna bagli olarak mitral regilirgitasyon ve sol kalp morfolojisinde
degisim sekillenmektedir. DCM genellikle biiyiik 1tk kopeklerde go6zlenen
genetik temelli bir kalp hastalig1 olup Oncelikle sistolik fonksiyondaki bozulma
ile karakterizedir (Janus et al., 2016).

Her iki kalp hastalig1r non-inflamatuar olarak kabul edilseler de (Schulthesis et
al., 2019) yapilan ¢alismalar, MMVD ve DCM’ye bagli KKY gelisen insan ve
kopeklerde kan dolasiminda tiimoér nekrozis faktor alfa (TNF-a), C-reaktif
protein (CRP) ve interloykinler (ILs) gibi inflamatuar sitokinlerin arttigin
gostermektedir (Petric, Lukman, Verk, & Svete, 2018; Vatkinov et al., 2019).
Insanlarda oksidatif stres artis1 ile kardiyovaskular hastalik varligi ve siddeti

arasinda pozitif bir korelasyon gosterilmesine ragmen (Verk, Nemec-Svete,



Salobir, Rezar, & Petric, 2017; Reimann et al., 2017), KKY’li kopeklerde total
antioksidant kapasite ve bu kapasitenin inflamatuar biyobelirtecler ve

ekokardiyografik parametrelerle olan ilgisi heniiz ortaya ¢ikartilmamustir.

Son yillarda gelisen teknoloji ile birlikte detayli serum protein analizleri
(proteomik) yapilabilmekte; makro molekiiler proteinlerin drneklerden
uzaklastirilmas1 sonrast diisiik molekiiler agirlikli  binlerle ifade edilen
proteinlerin ortaya cikartilmasina imkén saglanmaktadir. Serum proteinlerinin
sayisinin ¢ok fazla oldugu disiiniildiigiinde bu proteinlerin hastalik ve saglik
durumunda {Ustlendigi gorevlerin ¢esitliliginin  gdriinenden fazla oldugu
sOylenebilir. Proteomik analiz sonuglarinin biyo-informatik yazilimlarla
detaylandirilmasi; serum proteinleri arasindaki ilginin ortaya konmasina (protein
— protein interaksiyonu), biyolojik, molekiiler ve yolak (pathway) bilgilerinin

belirlenmesine katki saglamaktadir (Stanley, Gundry, Cotter, & Van Eyk, 2004).

KKY; kopeklerde insanlardakine benzer olarak hastalik siddetine gore kategorize
edilmistir. Son zamanlarda kdpeklerde KKY icin Amerikan Koleji Veteriner I¢
Hastaliklart (ACVIM) konseyi tarafindan tavsiye edilen smiflandirma
kullanilmaktadir (Keene et al., 2019). Bu smiflandirmaya gore KKY; saglikli
ama predispoze irklar kapsayan gruptan (A grubu), asemptomatik (B grubu) ve
semptomatik hasta gruplarina (C ve D gruplari) gore kategorize edilmektedir. Bu
simniflandirmanin  yapilabilmesi icin gorsel tani tekniklerine (rontgen ve
ekokardiyografi) ihtiya¢ kagcinilmazdir. Pratik kosullarda KKY hastalarinin hangi
grupta oldugunun belirlenmesine katki verebilecek, tedavi izlenebilirligini

saglayacak yeni biyobelirteclere ihtiyag duyulmaktadir.

Bu bilgiler 1s18inda, bu ¢alismada dogal kosullarda MMVD ve DCM’ye bagl
olarak KKY gelisen ve ACVIM Kkalsifikasyonuna gore siniflandirilan kdpeklerde,
serum inflamatuar sitokin ve oksidatif stress biyobelirtecleri ile serum protein
ifade farkliklarinin ortaya konmasi amag¢lanmis, semptomatik KKY’li hastalarda

belirtilen parametrelerde tedavi 6ncesi ve sonrast degisimlerin tespit edilmesi ile



de tedavi monitorizasyonunu kolaylastirabilecek, hastalik patofizyolojisini

detaylandirabilecek yeni biyobelirteclerin belirlenmesine olanak saglanmistir.

Bu c¢alisma Bursa Uludag Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri Birimi
tarafindan desteklenen projenin (OUAP(V)-2018/12) bir pargasi olup, verilerin bir
kism1 yayinlanmistir (Rubio CP, Saril A, Kocaturk M, Tanaka R, Koch J, Ceron
JJ, Yilmaz Z. Changes of inflammatory and oxidative stress biomarkers in dogs
with different stages of heart failure. BMC Vet Res. 2020;16(1):433. DOI:
10.1186/s12917-020-02650-7).



2. GENEL BILGILER

Bu boliim; kalbin anatomi ve fizyolojisi ile birlikte kalp yetmezliginin tanimi ve
patofizyolojisini, bu siirece katki veren inflamatuar (sitokin) ve oksidatif stres yanitlarinm

ve serum proteomik analizlerin detaylarini igerecek sekilde aktarilmistir.
2.1.Kardiyak Anatomi ve Fizyoloji

Kopeklerde dort odaciktan olusan kalp, perikard olarak bilinen lifli bir kese i¢indeki
bliylik damarlara baglanmis sekilde toraksin merkezinde asili sekilde bulunur.
Perikardiyal kese adi verilen bu kesenin i¢inde kalbin kasilma ve gevsemesi sirasinda
siirtinmeyi azaltacak ve islevini en iyi sekilde yapmasini saglayan az miktarda
perikardiyal s1vi bulunur. Bu kese ayn1 zamanda kalbin biiyiik damarlarini da ¢evreler ve

tist kisma dogru uzanir (Iaizzo, 2015).

Venoz kan sistemik organlardan sag atriyuma (RA) superior ve inferior vena kavalar
araciligiyla geri doner, daha sonra trikiispit kapaktan (TV) sag ventrikiile gecer (RV) ve
oradan pulmoner kapak (PV) aracilig1 ile pulmoner artere (PA) pompalanir (Sekil-1A).
Pulmoner kilcal yataklardan gecerken oksijenlenen kan, pulmoner ven yoluyla sol
atriyuma (LA) geri doner. Kan daha sonra mitral kapaktan (MV) sol ventrikiile (LV),
oradan da aort (Ao) araciligi ile tiim viicuda pompalanir. Ventrikiiller kasli duvarlarla
cevrili kapali odalarken kalp kapaklar1 yapisal olarak sadece bir yonde akisa izin verecek
sekilde tasarlanmistir. Kalp kapakgiklar1 basing gradyaninin yoniine yanit olarak pasif

olarak acilir ve kapanir (Sekil-1B) (Iaizzo, 2015).

Ventrikiillerin miyositleri, ¢cevresel bir yonde diizenlenir; dolayisiyla, kasildiklarinda,

ventrikiiler duvarlar icinde iiretilen gerilim, bélme i¢indeki basincin artmasina neden



olur. Ventrikiiler basing PA ve Ao’daki basinci astifinda, kan ventrikiiler kisimdan ¢ikig
i¢in zorlanir. Kalp déngiisiiniin bu aktif kasilma fazi sistol olarak bilinir. Uretilen
basinglar sistol sirasinda ventrikiillerde atriyumdan daha yiiksektir; bu nedenle, TV ve
MYV kapanir. Ventrikiiler miyositler gevsediginde, ventrikiillerdeki basing atriyumdaki
basinglarin altina diiser ve atriyoventrikiiler kapaklar acilir; ventrikiiller kanlanir ve bu
faz diyastol olarak bilinir. Ao ve PA kapaklar1 diyastol sirasinda kapalidir ¢linkii

arteriyel basinglar intraventrikiiler basinglardan daha biiytiktiir (Iaizzo, 2015).

Superior

vena cava Aorta

To the lungs

Pulmonary Left atrium

valve ~Mitral valve

Right
Atrium Aortic valve

Tr‘l;?g_Ispjd Left ventricle
alve
Right ventricle

Inferior

vena cava ————Descending

aorta B

Sekil-1: Kalp ve kalp ile baglantis1 olan damarlarin anatomisi, kalp i¢inde kanin akis
yonleri (A) ve kalp odaciklar1 arsindaki basing farkliliklar1 (gradyan) (B) (Iaizzo, 2015).

2.2. Kalp Yetmezligi

2.2.1. Tammm: Kalp yetmezIligi spesifik bir hastalik ya da tam degildir. Kanin kalpten
cikis veya kalbe doniis yetene8indeki bozulma ile karakterize, fiziksel yetersizlikle
sonuc¢lanan patofizyolojik bir sendromdur. Bu nedenle kalp yetmezligine yol agan altta
yatan primer (kalp ile ilgili) ve sekonder (kalp ile ilgili olmayan ama kalbi ve dolagimi1
dolayli olarak etkileyen) hastaliklarin ortaya c¢ikartilmasi gerekmektedir. Kardiyak
fonksiyonlardaki bozulma kompenzatuar mekanizmalarin devreye girmesine ve viicutta
sodyum (Na) tutulumu ile birlikte su birikimine yani konjesyon ve ddem gelisimine yol

acar; bu durum konjestif ya da kronik kalp yetmezligi (KKY) olarak tanimlanir. KKY



hastalarin ¢ogunda sistemik (sag KKY) veya pulmoner konjesyon (sol KKY) sekillenir
(Kemp, & Conte, 2011).

2.2.2. Etiyoloji: KKY miyokardiyum, kalp kapaklar1 ve perikardiyumdaki fonksiyonel
bozulmalari i¢ine alan birgok nedenden kaynaklanabilir (Tablo-1). Insan ve kdpeklerde
KKY oncelikli olarak kronik kalp kapak hastaliklar1 (CVHD) ve DCM’den, kedilerde de
hipertrofik kardiyomyopatiden (HCM) ileri gelmektedir (Vollmar, 2000; Riesen,
Kovacevic, Lombard, & Amberger, 2007; Wess et al., 2010). CVHD’nin en yaygin
formu olan MMVD kiiciik 1rklarda, DCM ise daha ¢ok biiyiik itk kopeklerde ortaya
¢tkmaktadir (Parker, & Kilroy-Glynn, 2012; Stabej, Leegwater, Stokhof, Domanjko-
Petric, & van Oost, 2005).

Tablo-1: Kronik kalp yetmezliginin (KKY) oncelikli patofizyolojik mekanizmalari,
bunlar tetikleyen hastaliklar (etiyoloji) ve olusturduklart kalp yetmezligi tipi (sol KKY;
sol kalp yetmezligi ve Sag KKY; sag kalp yetmezligi) (Iaizzo, 2015).

Patofizyoloji Etyoloji CHEF tipi

1- Myokardial yetmezlik Idiyopatik DCM Sol veya sag KKY
Myokardiyal isemi Sol KKY
Ilag toksisitesi (doksorubisin) Sol KKY
Enfektif myokarditis Sol veya sag KKY

2- Asir1 voliim yiiklenmesi Mitral kapak regiirgitasyonu (dejeneratif vb.) Sol KKY
Aortik regiirgitasyon (dejeneratif, enfektif vb.) Sol KKY
Konjenital defektler (VSD, PDA) Sol KKY
Trikuspid kapak regiirgitasyonu (dejeneratif vb.) Sag KKY
Tricuspid endokarditis Sag KKY
Kronik anemi Sol veya sag KKY
Tritoksikozis Sol veya sag KKY

3- Basing yiiklenmesi (sub)aortik stenozis Sol KKY
Sistemik hipertansiyon Sol KKY (nadir)
Pulmonik stenosis / hipertansiyon Sag KKY
Dirofilariasis Sag KKY

4- Ventrikiil dolum bozulmasi Hipertrofik kardiyomyopati (HCM) Sol (+ sag) KKY
Restriktif kardiyomyopati (RCM) Sol (+ sag) KKY
Kardiyak tamponad Sag KKY
Konstriktif perikardiyal hastalik Sag KKY



2.2.3. Patofizyoloji: CVHD, DCM ve HCM gibi kalp hastaliklarinin ortaya ¢ikisinda
insanlarda oldugu gibi genetik faktorler 6nemli rol oynamaktadir (Morita, Seidman, &
Seidman 2005). DCM myokardiyal yetmezlige bagl olarak gelistiginden 6nce sol kalp
yetmezligi (sistolik yetmezlik) daha sonra da sag kalp yetmezligine yol agmaktadir.
Kardiyak yangilar, enfeksiyonlar, infarktiislerin yanisira uzun siiren tasiaritmiler, bazi
beslenme bozukluklar1 ve metabolik yetersizlikler miyokardiyal yetmezliklere neden
olabilirler. Kalbin pompalama giicli baz1 zamanlarda normal olabilirken, miyokardin
kontraktilitesi yavasga diisebilir. Bu durum genellikle CVHD’de gozlenmektedir
(Jackson, Gibbs, Davies, & Lip, 2000). Mitral regiirgitasyonla seyreden MMVD’de asir1
ventrikiiler voliim yiiklenmesine bagli olarak sol kalp yetmezligi meydana gelmekte, sol
atriyal basing ve pulmoner venlerde yiikselen basing pulmoner kapillar direncini

yiikselterek sekonder pulmoner hipertansiyon gelistirebilmektedir (Tablo-1 ve Sekil-2).

Alveolar capillary stress failure
Pulmenary Edema

T PA
pressures

Distal Artariolar hypartrophy
Heointimal proliferation

1 Compliance
T LA pressure

Dysfunctional vascular smooth
musche reactivity
| Mitric Oxide
1 Endothelin-1

RV dilation and LV contractile dysfunction

LV diastelic dysfunction
contractile dysfunction 1 LVEDP

Sekil-2: Mitral regiirgitasyona bagli sekonder pulmoner hipertansiyon sekillenme
mekanizmasi (Iaizzo, 2015).

Asir1 basing yiiklenmesi ventrikiil tarafindan kanin kalpten ¢ikisi sirasinda

normalden daha fazla basing uygulanmasi sonucu olusur ve en yaygin nedenleri



pulmonik ve subaortik stenozlar ile pulmoner ve sistemik hipertansiyondur. Asir1 sistolik
basing dolumu konsantrik hipertrofiyi tetiklemesinin yaninda ventrikiiler duvar sertligini
arttirir ve hastay1 kardiyak isemiye yatkin hale getirerek miyorkardiyal kontraktiliteyi
azaltir. Perikardiyal hastaliklarin yanisira HCM de diyastolik fonksiyon bozukluguna
neden olur. Kontraktilite baslangicta ¢cogu olguda normaldir ancak artmis ventrikiil
dolum basinci konjesyona neden olur ve ventrikiiliin etkilenmesiyle kalpten ¢ikan kan

miktar1 azalabilir (Jackson et al., 2000).

Kalp yetmezliginin olusumu sistemik kompenzasyon mekanizmalarinin yanisira
miyokard ve vaskular hiicreler ile ekstraseliiler matriksteki yapisal ve fonksiyonel
degisimlerin olmasina neden olur. Kalbin boyutu ve seklindeki bu siirekli degisim
“cardiac remodeling” yani “yeniden sekillenme” olarak tanimlanir. Bu durumun
gelismesinde kapak hastaliklari, genetik mutasyonlar, akut yangilar, isemiler ve sistolik

dolum basincindaki artiglar rol oynamaktadir (Kemp, & Conte, 2011).

Miyorkardiyal hipertrofi, kardiyak hiicre kayb1 (apoptozis), asir1 intersitisiyel matriks
formasyonu ve miyositler arasindaki normal kollajen baglayicilarin kaybi ventrikiiler
yeniden sekillenme ile sonug¢lanmaktadir. Duvar ¢aplarindaki artma; duvar stresini ve
miyokardiyal oksijen ihtiyacini arttirir. Yeniden sekillenmeyi uyaran etkenler arasinda
mekanik kuvvet, cesitli norohormonlar, TNF ve IL gibi proinflamatuar sitokinler ve
diger faktorler de bulunmaktadir. Bunlarin yanisira oksidatif fosforilasyon, enerji fosfat
metabolizmasi, protein — protein etkilesimleri ve katekolamin metabolizmasindaki
biyokimyasal anormallikler de farkli tip ve siddetteki KK'Y modellerinde olas1 faktorler

olarak tanimlanmistir (Konstam, Kramer, Patel, Maron, & Udelson, 2011).

2.2.3.1. Norohormonal Mekanizma

Kalp yetmezliklerindeki en biiylik norohormonal reaksiyon; sempatik sinir tonunda
(SSS) artma, vagal tonusta azalma, renin anjiyotensin aldosteron sisteminde (RAAS)
aktivasyon ve antidiiiretik hormon saliniminda artmadir. Norohormonal sistem erken
kompenzasyon mekanizmasi olarak Na ve su tutulumu ile vaskiiler hacmi ve vaskiiler

tonu arttirarak akut hipotansiyon ve hipovolemiyi gidermeye katki saglamaktadir (Sekil-



3). Kisa siireli dolagim fonksiyonlarin1 normale getiren bu mekanizma (SSS ve RAAS),

uzun siireli aktif kaldiginda olumsuz gelismelere yol agmaktadir (Tablo-2)

Asiri su ve Na tutulumu 6dem gelisimine neden olurken, sistemik damarlardaki daralma;
kalbin ¢alisma yiikiiniin (preload — 6n yiik) artmasina, kalpte ileri atim yetmezligine ve
kalp kapaklarinda regiirgitasyonlara yol agabilmektedir. Daha O6nemli bir nokta ise
mekanizma hizinin artmasimin kardiyak fonksiyonu azaltmasi ve kalpte patolojik bir
degisime yol agmasidir. Vazodilator ve natriiiretik faktorlerin yanisira artmis endotel ve
proinflamatuar sitokin liretimi de ndrohormonal mekanizmanin sonuglar1 arasindaki

kompleks etkilesime katkida bulunur.

Damage

}

NP system

Natriuretic peptides —— &b Angiotensin 11 (AT,)
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¥ Blood pressure ST EICES ERETE s Blood pressure
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Adapted from Langenickel TH, Dole WP. Angiotensin receptor-neprilysin inhibition with LCZ696: a novel approach for the
treatment of heart failure. Drug Discovery Today: Therapeutic Strategies 2012;9:e131-e139.

Key: NP = natriuretic peptide; RAAS = renin-angiotensin-aldosterone-system

Sekil-3: Kronik kalp yetmezligi gelisiminde rol oynayan kompenzatuar mekanizmalar

(Philip, & Kalra, 2016)

2.2.3.2. Sentral Sinir Sistemi Etkisi: Farkli nérohormonal mekanizmalarin aktive
edilme derecesi, kalp yetmezliginin siddeti ve etiyolojisine gore degismekle birlikte

genellikle aktivite yogunlugu arttikca hastalifin  prognozu kétiilesmektedir.



Norohormonal mekanizma aktivasyonu baslangigta secici ve bdlgesel iken generalize
aktivasyon daha ge¢ olusmaktadir. Kardiyak ve renal sempatik aktivite ile natriiiretik
peptidlerin artan salinimi; baslangicta asemptomatik sol ventrikiil disfonksiyonu ile ve
sonrasinda da KKY ile sonuglanmaktadir. Nérohormonal mekanizmanin ilk uyaraninin
belirsiz oldugu bildirilirken, hipotansiyon uyariminin 6ncelikli oldugu diisiiniilmektedir.
Artan sempatik (azalan parasempatik) ton; kalp hizini, kasilma ve rahatlama oranim
arttirarak kalp debisinin artmasina ve viicut ihtiyaglarinin karsilanmasina olanak
saglamaktadir. Ancak bu siirecin uzun siire devam etmesi yani kronik sempatik uyarim
(katekolamin - norepinefrin salinim1); miyokardiyal stres ve fibrosis, oksijen ihtiyacinin
artmasi, hiicresel hasar ve kardiyak aritmi potansiyali gibi zararl etkiler olusturmaktadir

(Tablo-2).

Tablo-2: Norohumoral mekanizma ile aktive olan sistemler ve kompenzatuar
mekanizmalarin kisa siireli olumlu ve uzun siirede ortaya ¢ikan olumsuz etkileri

Norohumoral degisim Olumlu etkiler Olumsuz etkiler

Sempatik aktivite artis1 Kalp frekansi ve kontraktilite artar Arterial vasokonstriksiyon
Vasokonstriksiyon Ard yiik ve is yiikii artar
Vendz doniis artar Oksijen tiiketimi artar

Dolum basinci artar

Su ve Na tutulumu Vasokonstriksiyon
RAAS aktivasyonu
Vaskular direngte artma Ard yiik artis1
IL ve TNF artis1 Myosit hipertrofisi Apoptosis
Vasokonstriksiyon
Endotelin artis1 Ard yiik artist

Vaskular direngte artma

Katekolaminlere siirekli olarak maruz kalinmasi; miyokardiyal beta-1 reseptor
yogunlugunu azaltirken G-diizenleyici protein ile beta-2 reseptorlerin eslesmesini de

engellemektedir. Miyokardiyal beta-1 reseptorlerin katekolaminlerin kardiyotoksik ve
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aritmojenik etkilerine karst koruyucu etki yaptigi, ancak beta-2 ve alfa-1 reseptorlerin
miyokardiyal hasar ve aritmogenezise katkida bulundugu, kardiyak beta-3 reseptorlerin
de negatif inotropik etkiyle myokardiyal fonksiyonu azalttig1 bilinmektedir (Ware, 2011;
Kemp, & Conte, 2011).

2.2.3.3. RAAS etkisi: Renal beta-1 adrenerjik stimulasyon ile perfiizyon basinci ve renal
tubiilde Na azalmasi renal juxtaglomerular aygittan renin salimmina yol agmaktadir.
Renin; anjiyotensin (AT) prekiirsoriinii karacigerde AT-I’e doniistiiriirken, akcigerlerde
bulunan AT donistiiriicii enzim (ACE) de inaktif AT-I peptidini aktif AT-II enzimine
donistirmektedir (Sekil-3) (Ware, 2011; Kemp, & Conte, 2011). Giiclii bir
vazokonstiriiktor olan AT-II; proksimal tubullere direk etkiyerek ve adrenal korteksten
aldosteron salimimimi uyararak su ve Na tutulumuna neden olmaktadir. AT-II aym
zamanda istah artis1, antiditiretikhormon (ADH) salinimi ve adrenal epinefrin
sekresyonuna yol agmaktadir. Aldostreron hipokalemi ve hipomagnezemiyi artirirken
kardiyak inflamasyon ve fibrozis ile ventrikiiler fonksiyonlara zarar vermektedir (Ware,
2011; Packer, 1992; Kemp, & Conte, 2011). Kalpte sentezlenen natriiiretik peptitler kan
hacmini ve basincini diizenlemede 6nemli bir fizyolojik rol oynamaktadirlar. Natriiiretik
peptitler diiirezis, natriiirezis ve periferik vazodilasyonu desteklerken RAAS"n etkilerini
de antagonize etmektedirler (Ware, 2011). KKY’de baroreseptoér yanitinin azalmasi;
siirekli sempatik ve hormonal aktivasyon varligina ve inhibe edici vagal etkilerin
azalmasina yol agmaktadir. Baroreseptor disfonksiyonu miyokardiyal kontraktilitenin
artmasi, kardiyak yiikiin azaltilmasi ve AT-II inhibisyonu ile ortadan kaldirilabilir ve

boylece kalp yetmezliginde iyilesme saglanabilmektedir (Packer, 1992).

Endotelin-1 (ET-1) vasokonstriktor bir peptit olarak normal islevi; endotelyal kaynakli
vazodilatatorlere (nitrik oksit - NO ve prostasiklin) karsi1 vaskiiler tonu korumaktir. ET
tiretiminde hipoksi ve vaskiiler mekanik faktorler gibi uyaricilarin yanisira bazi hormon
(AT-II, ADH, epinefrin ve bradikinin) ve sitokinler (TNF ve IL-1) de rol oynamaktadir.
Kronik olarak ET-1 artisi; vaskiiler diiz kas ve miyokardiyal hipertrofiyi artirmak
suretiyle kardiyak yeniden yapilanmaya katkida bulunmaktadir (Ware, 2011; Packer,
1992).
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2.2.3.4. Sitokin Etkisi

Sitokinler otokrin ve parakrin mediyatorler olarak islev goren endojen peptitler
olup kardiyovaskiiler yapt ve fonksiyonlarin diizenlenmesinde rol oynamaktadirlar.
Sitokinlerin KKY'de artmasi, asir1 ve kronik yiikselimlerinin kalp yetmezliginin
ilerlemesine katkida bulunmasi; KKY ve inflamasyon arasindaki baglantiy1
giiclendirmektedir (Sekil-4). Baslatict unsur bilinmemekle birlikte sempatik aktivite,
AT-II ve aldosterondaki kronik artiglar daha fazla sitokin {iretimini uyarmaktadir. TNF
ayrica negatif inotropik etkilere sahip olan ve yeniden bicimlenme, hipertrofi ve
apoptozise katkida bulunan bir proinflamatuar sitokindir ve strese yanit olarak kalp,
makrofajlar ve diger dokular tarafindan tiretilmektedir. Bu durum baslangicta iskemi ve
hemodinamik agir1 yiik i¢in adaptasyon saglayici ve koruyucu bir yanit olsa da zamanla
olumsuz etkiler ortaya c¢ikartmaktadir (Tablo-1). Pro-inflamatuar sitokinler yiiksek
miktarda NO sentetaz (NOS) ekspresyonu ile miyokard iizerinde negatif inotropik ve

sitotoksik etkiler olusturabilmektedir (Kemp, & Conte, 2011; Packer, 1992).

4—»

Cytokines
(IL1-B, IL-6, TNFa,
TWEAK...)
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Sekil-4: Kalp yetmezligi gelisiminde sitokin (inflamatuar yanit) ve oksitadif stresin
etkileri (Belloum, Bekono, & Favier 2017)
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Doku hasar1 ve sepsis durumlarinda makrofajlar gibi hiicrelerden patern tanima
reseptorleri (PRR) araciligi ile hasara bagli (DAMP) ve patojene bagli molekiiler yapilar
(PAMP) dolasima yayilmaktadir (Scaffidi, Misteli, & Bianchi, 2002; Tizard, 2013). Bu
hiicreler ayn1 zamanda dogustan gelen bagisiklik sisteminin inflamatuar yanitinin da
anahtar bilesenleridir. Toll-like reseptdrler en ©nemli PRR'dir ve bu sentinel
hiicrelerdeki interlokin-1B (IL-1B), interlokin-6 (IL-6) ve tiimor nekroz faktor - alfa
(TNF-a) gibi li¢c ana pro-inflamatuar sitokin i¢in genleri aktive etmektedirler (Scaffidi et
al., 2002). Pro-inflamatuar sitokinlerin sentinel hiicrelerden salinmasi, bolgesel doku
inflamasyonu ile birlikte sistemik inflamatuar yanitlarin da gelisimine yol agmaktadir
(Herzum, & Renz, 2008). Makrofajlardan pro-inflamatuar sitokinlerin asir1 iiretimi ve
salinimi noétrofiller ile birlikte pihtilagsma sistemi ve organ yetmezligine yol agan diger
arac1 reaksiyonlar1 da aktive etmektedirler (Oda et al., 2005). IL-1pB, IL-6 ve TNF-a
ayrica hepatik akut faz yanitin1 aktive ederek Once yararli etkiler ortaya c¢ikarmakta,
uzun siireli aktivasyonlar sonrasinda da ¢oklu organ fonksiyon bozukluguna (MODS)

zemin olusturmaktadirlar (Baumann, & Gauldie, 1994; Steel, & Whitehead, 1994).

Sitokinler akut faz cevabinda hiicreler arasi iletisimde ve sistemik (endokrin)
reaksiyonlarin regiilasyonunda 6nemli rol oynayan ve bir¢ok hiicre tipini etkileyen
protein mediyatorleridir (Heinrich, Castell, & Andus, 1990; Le, & Vilcek, 1987; Day, &
Schultz, 2014; Murtaugh, 1994; Kumar et al., 1996). Sitokin aracil1 sinyaller gegicidir ve
iletilen mesaj zaman icinde degisebilir. IL-1fB tipi sitokinler birincil uyarim ile ikincil
sitokin sinyalini (IL-6 gibi) aktive ederken, IL-6 tipi sitokinler de IL-1f tipi sitokinlerin
tiretiminde negatif feed back etkisi yaratmaktadirlar (Aderka, Le, & Vilcek 1989;
Schindler et al., 1990).

Sitokin yanitinda degisken konak reaktivitesi septik hastalarin prognozunun
tanimlanmasinda 6nemli bir rol oynamaktadir (Marty et al., 1994; Oberhoffer et al.,
1999). TNF-a ve interlokinler (IL-1P ve IL-6 gibi) gen polimorfizmi, prognoz ve yasam
siiresine etki etmektedirler (Stuber, Petersen, Bokelmann, & Shade, 1996; Tomasdottir
et al., 2003; Herzum, & Renz, 2008). Sitokinler (IL-1B ve TNF-a) sepsiste miyokardiyal
depresyona da neden olmaktadirlar (Finkel et al., 1992; Kumar et al., 1996; Bozza et al.,
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1999; Parrillo et al., 1985; Schuette, Burch, Roach, & Parrillo, 1987; Gulick et al., 1989;
Balligand et al., 1993). Sepsiste ortaya ¢ikan ve myokardiyumu deprese eden maddelerin
(miyokardiyal depresan faktorler) 10 — 30 kD'lik molekiiler kiitleye sahip olmasi ve bu
nedenle de sitokinlerin molekiiler yapilarma benzerlik gostermesi; septik inflamasyon ve
sitokinlerin kalp yetmezligi patogenezindeki olasi rollerini gii¢lendirmektedir (Parrillo et

al., 1985; Reilly et al., 1989; Jha et al., 1993).

Inflamatuar sitokinler kalp hastaliklarinda &nemli bir rol oynamaktadir. Kald: ki kalp
yetmezligi ve inflamasyon arasindaki iligki yirmi yili askin bir siiredir bilinmektedir
(Levine, Kalman, Mayer, Fillit, & Packer, 1990). [nsanlarda kalp yetmezliginin siddeti
ile paralel olarak serum CRP seviyelerinin de arttifi gozlenmistir (Pye, Rae, & Cobbe
1990). CRP normal kosullarda serumda c¢ok diisiikk seviyelerde bulunan, ancak
inflamatuar yanitin baslangicinda karacigerde {retilerek hizla ve Onemli Olcilide
dolagimdaki diizeyi artan bir akut faz proteinidir. Serum CRP’nin siddetli kalp hastalikli
insanlardaki yiikselisi mortalite artistyla da dogru orantili bulunmustur (Alonso-
Martinez et al., 2002). CRP’nin yanisira kalp yetmezIligi bulunan hastalarda, hastaligin
siddeti ile iliskili olarak IL-6 ve TNF-a gibi dolasimdaki pro-inflamatuar sitokin
diizeylerinde de yiikselmeler gozlenmistir (Levine et al., 1990; Rauchhaus et al., 2000;
Torre-Amione et al., 1996).

Inflamatuar yamit mediyatorlerinin kalp yetmezliginin siddeti ile orantili olarak artmas;
bu mediyatorlerin hastaligin tanis1 ve siddetinin belirlenmesinde biyobelirte¢ olarak
kullanilabilecegini diisiindiirmektedir (Bozkurt, Mann, & Deswal 2010). Bu baglamda
asemptomatik hastalardaki serum IL-6 ve CRP seviyesindeki artiglarin kalp yetmezligi
olusumunu 6ngérmek icin kullanilabilcegi ileri siiriilmiistiir (Vasan et al., 2003). Kalp
yetmezliklerinde inflamasyon gézlenmesine ve sitokin reaksiyonlar1 aktive edilmesine
ragmen bu yanitlarin hastalarda primer 6liim nedeni olmayacagi; ancak, sistolik kalp
yetmezligi ve hayat:1 tehtit eden kardiyak aritmilerin gelisiminde rol oynayarak o6liime
zemin hazirlayabilecegi disiiniilmektedir. Bu nedenle KKY siirecinde inflamatuar
yanitlarin kontrol altina alinamadiginda prognozun olumsuz sekilde etkilenecegi de

yadsinamaz bir gergektir (Sharma, Coats, & Anker 2000).
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Farelerde deneysel kalp hastaligi modelinde CRP'nin asir1 ekspresyonu sitokin seviyeleri
ve fibrozisi arttirirken kardiyak fonksiyonlar1 da azaltmistir (Nagai et al., 2011; Zhang et
al., 2010). Ayrica kopeklerde pro-inflamatuar sitokin TNF-a inflizyonunun sistolik ve
diyastolik sol ventrikiil fonksiyonunda 6nemli azalmaya neden oldugu tespit edilmistir
(Pagani et al., 1992). Transjenik farelerde miyositlerde TNF-a {retiminin kardiyak
fibrozisi ve disfonksiyonu indiikledigi, ayrica TNF-a'nin apoptozu arttirdig1 ve apoptotik
miyositlerin kemoatraktanlar1 serbest birakarak makrofaj infiltrasyonunu arttirdig:

bulunmustur (Bryant et al., 1998).

Insanlarda yapilan calismalar atriyal fibrilasyonun inflamasyon ile iliskili oldugunu
gostermistir (Aviles et al., 2003). Atriyal fibrilasyonu olan hastalarin dolasimindaki CRP
seviyesinin diger hastalara oranla 2 kat fazla oldugu, ayrica kalici atriyal fibrilasyonu
olan hastalarin, paroksismal atriyal fibrilasyonu olan hastalara gore cok daha yiiksek
CRP diizeyine sahip olduklar1 belirlenmistir. CRP seviyesinin atriyal fibrilasyonun
ortaya c¢ikmasindan sonraki 24 saat i¢inde en yiliksek seviyelerine ulastig
gbzlemlenmistir (Chung et al., 2001; Anderson et al., 2004). Atriyal fibrilasyonu olan
hastalarin atriyumda inflamatuar hiicrelerin infiltrasyonunda da artis oldugu

kaydedilmistir (Chen et al., 2008).
2.2.4 Oksidatif Stres

Son yillarda, klinik ve deneysel calismalar, kalp yetmezliginde reaktif oksijen
tirtinlerinin (ROS) artmasiyla oksidatif stresin de arttigin1 gostermistir. ROS’lar hiicresel
islev bozukluguna, protein ve lipid peroksidasyonuna ve DNA hasarina yol agarken,
kardiyovaskiiler hastaliklarda geri doniisiimsiliz hiicre hasar1 ve Oliimiine de neden
olabilmektedir. ROS’larin kalp yetmezliginin gelismesi ve ilerlemesinden sorumlu
patofizyolojik mekanizmalarla ilgili olmasi oksidatif stresin Onemini giderek
arttirmaktadir (Tsutsui, Kinugawa, & Matsushima, 2011; Tsutsui et al., 2011). Kalp
fonksiyonlarinda merkezi rol oynayan proteinlerin ROS tarafindan modifiye edilmesi;
kasilma fonksiyonunu dogrudan bozabilmektedir. Bununla birlikte ROS’larin diger
olumsuz etkileri arasinda; g¢esitli hipertrofi sinyal kinazlar1 ve transkripsiyon

faktorlerinin aktive edilmesi, apoptozise aracilik edilmesi, kardiyak fibroblast
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proliferasyonunun uyarilmasi ve matriks metaloproteinazlarin aktive edilerek hiicre dis1
matrisin yeniden sekillenmesine yol acilmasi sayilmaktadir. ROS’lara bagli gelisen bu
hiicresel olaylar miyokardda morfolojik ve fonksiyonel degisimlerin baslamasi ve

ilerlemesinde rol oynamaktadir (Tsutsui, Kinugawa, & Matsushima, 2011).

Endojen metabolik yollardan ROS’larin asir1 miktarda iiretimi oksidatif strese ve kritik
molekiillerin zarar gérmesine neden olabilmektedir (Tsutsui et al., 2011). Viicut normal
kosullarda endojen antioksidan tiretmek yoluyla yeterli korumaya sahip olsa da pro-
oksidan / antioksidan oranindaki bir dengesizlik; lipidlerin peroksidasyon riskini
artirmakta, hatta DNA ve proteinlere zarar verebilmektedir (Freeman, Rush, Milbury, &
Blumberg, 2005). Kardiyovaskiiler sistemde oksidatif stres dogrudan sitotoksisiteye
neden olabilmektedir. Endojen antioksidan sistemi karmasiktir ve enzimatik
antioksidanlar1 (siiperoksit dismutaz ve glutatyon peroksidaz), serbest radikal

temizleyicileri (A, C ve E vitaminleri) ve metal selatorleri icermektedir (Jacob, 1995).

Antioksidanlarin bazilar1 dogrudan 6Slgiilebilmektedir. Bunun yanisira viicudun toplam
antioksidan kapasitesi (TAC) ve oksijen radikal emme kapasitesi (ORAC) testleri ile
genel bir dl¢iim yapilmaktadir. Insan kardiyovaskiiler hastaliklarinda antioksidan
arastirmalarin ~ bircogu  koroner arter hastalifinda lipoproteinlerin  oksidatif
modifikasyonuna odaklanmis olmasina ragmen, iskemik olmayan sekonder KKY olan
kisilerin ayrica oksidatif strese maruz kaldiklar1 ve antioksidan tedavilere yanit
verdikleri belirtilmistir. Domuz kalp yetmezligi modelinde miyokardiyal hipertrofinin
kompanze edilmesi oksidatif stresin azalmasi ile iligkilendirilirken, oksidatif stres
artisinin KKY gelisimi ve siddetlenmesine yol actign gdzlenmistir. Idiyopatik DCM’li
kopeklerde hastaligin siddeti ile baglantili olarak oksidatif stres diizeyinde artma, E
vitamini diizeyinde ise azalma saptanmistir (Freeman et al., 2005). Rubio et al. (2016)
yaptig1 bir calismada TAC’in belirlenmesi i¢in birgok yontem bulundugunu ve bu
yontemlerin; Trolox esdegeri antioksidan kapasite (TEAC), plazmanin ferrik indirgeme
kabiliyeti (FRAP) ve kuprik indirgeme antioksidan kapasitesi (CUPRAC) oldugunu
belirtmiglerdir. Bu konuda yapilan bircok ¢alismada ge¢miste oksidatif stres
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parametreleri olarak genellikle malondialdehit (MDA), siiperoksit dismutaz (SOD) ve
katalaz (CAT) diizeylerinin degerlendirildigi goriilmiistiir (Todorova et al., 2004).

2.2.5. Kalp Yetmezliklerinin Simiflandirilmasi

Kalp yetmezligi ile ilgili farkli smiflandirmalar yapilmaktadir; fonksiyonlarina gore
diyastolik ve sistolik kalp yetmezlikleri, kanin ilerleyis yoniine gore ileri atim (forward
failure) ve geri doniis yetmezlikleri (backward failure), anatomik bolgelerine gore de sol
ve sag kalp yetmezlikleri (left / right sided heart failure) olarak tanimlanmaktir. Bu
siniflandirmalarla birlikte hastalarin klinik sikdyet durumlarina gore kalp yetmezlikleri
kategorize edilmektedir. Bu amacla Uluslararas1 Kiiciik Hayvan Kalp Saghigi Konseyi
(ISACHC) ve insanlardan adapte edilen sekliyle New York Kalp Birligi (NYHA)
tarafindan  fonksiyonel siniflandirmalar gelistirilmistir (Tablo-3). Son yillarda ise
kopeklerde ACVIM tarafindan tavsiye edilen kalp yetmezligi siniflandirmasi yaygin
olarak kullanilmaktadir (Atkins et al., 2009; Keene et al., 2019).

Bu fonksiyonel siniflandirma sistemleri ayrintilarina gore kismen degisiklik gosterseler
de her biri hastanin klinik bulgularinin siddetine gore hastaligin ilerleyisini
degerlendirmeye hizmet etmektedirler. Bu kategorizasyon tedavi protokollerin
belirlenmesine yardimci olurken klinik olarak asemptomatik ve semptomatik hastalarin
siniflandirilmasina da temel olusturmaktadir. NYHA fonksiyonel kalp yetmezligi
siiflandirmasinda; Sinif I asemptomatik hastalari, Sinif II egzersiz ve yorucu aktiviteler
sirasinda  klinik bulgularin ortaya ¢iktigi semptomatik hastalari, Sinif III giinliik
aktivitelerde ve hafif egzersizlerde klinik bulgularin ortaya ¢iktig1 hastalart belirtirken,
Siif IV ise dinlenme durumunda bile klinik bulgularin ortaya ¢iktig1 kalp yetmezligini
tanimlamaktadir (Atkins et al., 2009). ISACHC ve NYHA gibi fonksiyonel
simiflandirma sistemlerinin degisen klinik bulgulara gore siklikla siibjektif sonuglar
vermesi, kalp yetmezlikli hastalar1 daha nesnel olarak smiflandirabilecek yeni bir
sistemin gerekliligini ortaya ¢ikartmistir; ACVIM simiflandirmas: (Atkins et al., 2009).
Bu yeni sistemin oncelikli hedefi; hastaligin her asamasini belirtilerin siddetine gore

uygun tedavilerle iligkilendirmek olmustur (Keene et al., 2019).
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Tablo 3: Farkli kuruluslara goére kalp yetmezliklerinin simiflandirilmast ve
karsilastirilmasi

ACVIM A Hastalikla B, Utiiriimii olan ancak C Kalp yetmezligi D Standart kalp
Atkins 2009 ilgili bulgusu radyolojik olarak kardiyak bulgulari bulunan yetmezligi
olmayan riskli biiyiimesi olmayan asemptomatik semptomatik hayvanlar tedavisine direng
gruptaki hayvanlar gosteren
hayvanlar hayvanlar
B, iifiirtimii ve radyolojik olarak
kalp biiytimesi olan
asemptomatik hayvanlar
NYHA I Ufiiriimii olan IT Radyolojik olarak | III Hafif veya orta | IV Dinlenme
Kvart, Haggstrom radyolojik olarak kardiyak bilytimesi derecede durumunda bile
et al., 2002 kalp biiyiimesi olan ancak pulmoner | semptomatik ciddi semptomlar
olmayan 6dem ve konjesyonu | bulgular gosteren Ssteren
asemptomatik bulunmayan hayvanlar (dispno, 8os
hayvanlar asemptomatik artmig kalp hayvanlar
hayvanlar frekansi, (Alveolar
intersitisiyel pulmoner 6dem)
o6dem)
ISACHC I a Kardiyak biiylimesi olmayan II Hafif vey aorta diizeyde III Siddetli
ISACHC 1994 asemptomatik hayvanlar klinik bulgu gdsteren diizeyde kalp
1 b Kardiyak biiyiimesi olan kardiyak biiytimesi olan yetmezligi
asemptomatik hayvanlar hayvanlar bulgulart gdsteren
a Evde bakimi
Onerilen
b Hospitalize
edilmesi
gerekilen
hayvanlar

ACVIM’e gore kalp yetmezligi dort temel asamada degerlendirilmektedir. A ve B
gruplar1 asemptomatik, C ve D gruplarn ise semptomatik hastalar1 ifade etmektedir. A
siifi; giincel olarak kardiyak problemi bulunmayan ancak yiiksek risk altinda olanlari
kapsamaktadir. B siifi; yapisal olarak kalp hastaligi bulunan ancak klinik belirtilerin
heniiz gelismedigi hasta grubunu tanimlamaktadir. Prognoz ve tedavi i¢in farkli klinik
uygulamalar nedeniyle B sinifi hastalar1i B1 ve B2 olarak iki gruba ayrilmislardir. Bl
grubu; radyografik ve ekokardiyografik olarak kardiyak sekil degisimi gdzlenmeyen
ancak kardiyak iiftirimii olan asemptomatik hastalar1 ifade ederken, B2 grubu kardiyak

ifiirtim ile birlikte radyografik ve ekokardiyografik olarak hastaligin tanimlanabildigi
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ve/veya hemodinamik degisimlerin de gozlendigi hastalar1 tanimlamaktadir. C sinifi
hastalar yapisal kalp hastaligina bagli olarak ge¢mis veya giincel klinik kalp yetmezligi
belirtileri olan hastalar1 gostermekte; tedavi sirasinda hospitalize edilmesi gerekenler C1
siifi, gerektirmeyenler de C2 sinifi hastalar olarak siniflandirilmaktadir. Standart kalp
yetmezligi tedavisine yanit vermeyen (refraktor), klinik kalp yetmezligi bulgular1 olan
son sathadaki kalp yetmezlikli hastalar D sinifi, hospitalizasyon ihtiyacina gore de D1 ve

D2 olarak tanimlanirlar (Atkins et al., 2009; Keene et al., 2019).
2.3. Kalp Yetmezliklerinin Tanis1
2.3.1. Anamnez ve signalament

Kardiyovaskiiler sistem muayenesinde ilk adim anamnez bilgisinin iyi bir sekilde
alinabilmesi ve bu dogrultuda fiziksel muayenenin yapilabilmesidir. Anamnez hastanin
dogmasal veya edinsel kalp hastaligi Oykiisiiniin sorgulanmasi ile birlikte sistemik,
metabolik, endokrin veya enfeksiydz kokenli herhangi bir hastalik ge¢misi bulunup
bulunmadiginin ve bakim — besleme kosullarinin belirlenmesine olanak saglamaktadir.
Kalp hastalig: ile ilgili olarak hasta sahipleri genellikle kopeklerinde; dispne, egzersiz
intoleransi, senkop, 0ksiiriik, siyanoz, asitese bagli abdominal genisleme, kilo kayb1 gibi

klinik sikayetlerden bahsetmektedirler (Fox, 1999).

Hastanin eskal bilgileri kalp hastaliklarinin tanimlanmasinda yardimci olabilecek
faktorlerdendir. Geng kopeklerde yash hastalardaki edinilmis kalp hastaliklarinin aksine
dogmasal kalp hastaliklar1 daha c¢ok goriilmektedir. Yash kopeklerde ise mitral ve
trikuspidal regiirgitasyonlar, kalp kdkenli tiimorler gibi edinilmis kalp hastaliklar1 daha
cok gozlenmektedir (Van Israél, French, Dukes-McEwan, & Welsh, 2003). Baz1 irklarin
(Doberman Pinschers, Cocker Spaniels, Great Danes, Irish Wolfhounds, Boxers,
Poodles, Pekingese ve Boston Terriers vb.) bazi kalp hastaliklarina (DCM, MMVD, PA
ve Ao stenozlar vb.) yatkinlig1 belirtilmektedir (Petri¢, 2015). Serfass et al. (2006)
yapmis olduklar1 caligmada mitral kapak hastaliklarina Cavalier King Charles Spaniel
irk1 kopeklerin diger irklara gore daha yatkin oldugunu saptamiglardir. Bunun yanisira

Doberman Pincher, Golden Retriever, Ingiliz Buldog, Great Dane irki kdpeklerin
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DCM’ye yatkin oldugu, hatta Great Dane 1rki kdpeklerde X kromozomundaki resesif bir
gen ile kusaklar arasinda aktariminin oldugu ortaya konulmustur (Broschk, & Distl,
2005). Erkek kopeklerin disi kopeklere oranla kalp yetmezliklerine daha yatkin oldugu
rapor edilmistir (Thrusfield, Aitken, & Darker 1985). Asir1 kilolu ve obez hastalarda
DCM gibi kalp hastaliklar1 ile birlikte hipotiroidizm gibi metabolizma hastaliklarinin da
olabilecegi unutulmamalidir. Kasektik hastalarda da kardiyak kaseksi varliginin
arastirlmas1 gerektigi Onerilmektedir. Hasta bir kopegin hangi alanda kullanildiginin
bilinmesi de ¢ok dnemlidir, ¢iinkii av kopeklerinin bulunduklar1 ortam kosullar1 geregi

kalp kurduna daha predispoze olduklar1 bilinmektedir (Fox, 1999).

2.3.2. Fiziksel muayene

Kardiyolojide biiyiik teknolojik ilerlemelere ragmen fiziksel muayene kalbin
degerlendirilmesinde halen en ©nemli unsur olmaya devam etmektedir. Fiziksel
muayenenin inspeksiyon ile baglamasi; dncelikle hastanin genel durumu, solunum igin
uyguladigi ¢caba, solunum hizi ve karakterinin gézlenmesi onerilmektedir (Ware, 2011).
Sol ve sag kalp yetmezliklerine gore hastalarda farkli klinik bulgular gézlenebilmektedir
(Tablo-4). Sol kalp yetmezliginde sistolik yetersizlik ile 1ilgili olarak mukoz
membranlarda solgunluk, periferal nabiz kalitesinde azalma ve mitral regiirgitasyonla
seyreden olgularda pulmoner 6dem gozlenirken, sag kalp yetmezliginde oOncelikle
siyanozis, viicut bosluklarinda sivi toplanmasi (asites ve hidrotoraks), dipnd ve jugular

dolgunluk 6n plana ¢ikmaktadir (Fox, 1999; Ware, 2011).

Toraks oskiiltasyonu akcigerler, kalp ve biiylik damarlar hakkinda bilgi saglayan
kardiyovaskiiler muayenenin en degerli parcasidir. Torasik oskiiltasyonu sistematik bir
sekilde yapilmali, tim toraks dikkatlice oskiilte edilmelidir (Fox, 1999). Kalp sesleri
degerlendirilirken solunum sesleri {ifiiriim seslerini taklit edebilir. Bu durumda hastanin
agz1 ve burun delikleri kapatilarak kisa siireli olarak solunum seslerinin karigiklik
yaratmasi engellenmelidir. Kalp oskiiltasyonu yapilirken mitral, aortik, pulmoner ve
trikiispidal kapak bolgeleri i¢in anatomik noktalar belirlenmistir; 6rnegin mitral kapak

sol tarafta 5. interkostal aralikta kostakondral eklem hizasindan, trikiispidal kapak ise
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sag tarafta 3.-5. interkostal aralikta kostakondral ekleme yakin olan kisimdan rahatlikla

oskiilte edilebilmektedir (Smith Jr ve digerleri, 2016).

Tablo 4: Kalp yetmezliginin yerlesim yerine gore klinik belirtileri ve olasi nedenleri
(Fox, 1999)

SOL KALP YETMEZLIGIi SAG KALP YETMEZLIGI

Klinik Belirti Nedeni Klinik Belirti Nedeni

Egsersiz Intoleranst Kas Perfiizyonu-Azalma Dispno-Tagipno Pulmoner Odem

Muk. Mem. Solgun Periferal Vasokostriksiyon Oksiiriik Reseptor Stimulasyonu

Ekstremite-Soguk

Tagikardi Sempatik Aktivasyon Jugular Dolgunluk Pasif Konjesyon
Hepatomegali

PNK Zayif Kalp Debisi Diistimesi Asites Pasif Konjesyon

BUN-Cr Artma GFR’de Diistime Hapsirma Alveolar Odem
Tiksirma

Oliguri GFR’de Diisiime Siyanoz Hipoksi

Susama Angiotensin II Aktivasyonu Kardiomegali S1vi Retensiyonu

Kalbin oskiiltasyonu sirasinda normal kalp sesleri disinda iifiirim ad1 verilen sesler de
duyulmaktadir. Kalp ifiiriimleri; normal, sessiz, laminer kan akiminin kesintiye
ugradiginda olusan tiirbiillansli  kan akisindan kaynaklanmaktadir. Ufiiriimlerin
yogunlugu 6 iizerinden puanlama sistemine gore belirlenmektedir. Buna gore; 1/6
tifiirim sadece Ozel bir ¢aba ile duyulurken, 2/6 {ifiiriim deneyimli bir arastirmaci
tarafindan duyulan, 3/6 {ifiiriim orta dereceli, 4/6 iifiirim ise yiiksek sesli ve kolayca
duyulabilen patolojik kalp sesleridir. Prekordiyal tril (palpasyonda parmak uglarinda
iifirim nedenli titreme) olusturan yiliksek sesli iifiirimler de 5/6 ve 6/6 olarak
derecelendirilmektedirler. Ufiiriimler sistolik, diyastolik ve siirekli iifiiriim olarak
siiflandirilirken, ifiirimiin ¢esidi hastaliklar arasinda ayirici tant yapilmasina katki

saglamaktadir; Ornegin sistolik iifiirlimler mitral ve trikiispidal yetmezliklerde tespit

edilmektedir (Fox, 1999; Ware, 2011).
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2.3.3. Toraks goriintiileme

Pratikte taniya giden en 6nemli adimlardan bir tanesi de radyografidir. Kaliteli torasik
radyografiler kalp hastalig1 olan kopeklerde genel kardiyak boyut ve sekil hakkinda
onemli bilgiler saglarken pulmoner kan damarlari, akcigerler, plevra, mediasten ve
diyafram hakkinda da detaylar vermektedir. Hastalarin laterolateral (LL) grafi ile birlikte
dorsoventral (DV) veya ventrodorsal (VD) grafi olmak iizere cift pozisyonda
degerlendirilmesi tavsiye edilmektedir. Kalp hastaliklarinin degerlendirilebilmesi i¢in
sag lateral yatis pozisyonu en uygun ¢ekim pozisyonu olarak kabul edilmektedir (Fox,

1999).

Irk farklihigina baglh olarak; kopeklerde farkli gdgiis yapilarindan dolayr kalbin
radyografik goriiniimiinde de farkliliklar olmaktadir. Yuvarlak gogiis yapisi olan
kopeklerde, kalbin LL pozisyonda sternal temasinin arttigt ve DV/VD pozisyonda oval
bir goriintiide oldugu; dar ve derin gogiis yapisindaki kopeklerde ise LL pozisyonda
daha dik ve uzun bir goriinimde, DV/VD pozisyonda da normalden daha kii¢iik veya
oval bir yapida oldugu goézlenebilmektedir (Ware, 2011). Gogiis yapisindan bagimsiz
olarak viicut agirligi ve kalp boyutu arasinda pozitif korelasyon s6z konusudur. Bu
korelasyon temelinde kopeklerdeki kardiyomegali varligint ve derecesini ortaya
cikarmak i¢in LL grafiler iizerinden hesaplanabilen vertebral kalp skoru (VHS)
gelistirilmistir (Buchanan, & Biicheler, 1995). VHS nin 8-10,5 arasinda olmasi ¢cogu 1rk
icin normal kabul edilirken bazi irklarda (6rnegin Minyatiir Schnauzer) varyasyonlar

olabilmektedir (Fox, 1999; Ware, 2011).

Kardiyak biiyiime (kardiyomegali); kalp boyutunun toraks ile karsilagtirilmasi ve toraks
icindeki yapilarin kalpteki boyut degisimine gore aldigi pozisyonlar temelinde
belirlenmektedir. Kardiyomegali olgularinda; kalp LL ve DV/VD pozisyonda normalden
daha genis (>3-3.5 interkostal alan) goriiniir ve genellikle yuvarlaklagma egilimindedir.
Trakea dorsale dogru yer degistirir ve kaudal vena kavanin diyaframdan kalbe dogru
egimi dikkat c¢ekici olmaktadir. DV/VD pozisyondaki grafilerde generalize

kardiyomegali ile birlikte kardiyotorasik oranin arttifi goézlemlenir. Kalbin maksimum
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enine genisliginin toraksin maksimum enine genisligine oran1 kdpeklerde normalde 0.6

iken, bu oran kardiyomegalik olgularda daha biiyiiktiir (Fox, 1999; Ware, 2011).

Sol kalp biiyiimelerinde; trakea ile kalbin sol atriyumunun kaudal sinir1 arasindaki agi,
sol atriyal genisleme nedeniyle degisim gostermektedir. Kaudal trakea ile birlikte sol ana
brong veya her iki brons birlikte dorsale dogru yer degistirmektedir. Sol atriyuma bagl
mekanik bronsiyal sikisma (bronkokonstriksiyon) KKY’nin bulunmadigi durumlarda
oksiirme nedeni olarak dikkate alinmaktadir. DV/VD goriintiilerinde de sol atriyal
dilatasyon gostergesi olarak; sol aurikiiliin sol ventrikiil sinirinin Otesinde saat 2 - 3
yonilinde bombelesme yaptig1 gozlenmektedir. KKY gelismeden 6nce sol atriyumda
genellikle degisen siddette biiylime tespit edilmektedir. Sag kalp biiylimelerinde ise LL
goriiniimde kardiyak siliietin sag atriyal uzantinin genislemesi nedeniyle kraniale dogru
biiyiidiigii ve trakeanin kalbin kraniyal kismindan gectigi noktadan dorsale dogru deviye
oldugu gozlenmektedir. DV/VD goriintiilerinde sag atriyal dilatasyon kalp sillietinde
saat 9 - 11 yoniinde bombelesme ile kendini belli etmektedir (Fox, 1999).

Toraks radyografisinde kalp, damarlar (aort, vena kava ve pulmoner arter ve venler) ve
trakea disinda degerlendirilen bir diger yapi; akcigerlerdir. KKY siirecinde olgularin
siddeti ile dogru orantili olarak akcigerlerde lokal ya da generalize alveolar veya
interstisyel desenler gozlenebilmektedir. Hafif olgularda sol atriyal dilatasyon ve kaudal
diaframatik akciger loblarinda 6dem tespit edilirken, siddetli KKY gelistiginde
generalize pulmoner 6dem (beyaz akciger) goriiniimii hakim olmaktadir. Akciger 6demi
tespitinde torasik ultrasondan da yararlanilmaktadir. Goriintii ekraninda yukaridan
asagiya dogru beyaz bir golge seklinde tespit edilen ve “B line” olarak tanimlanan

dalgalar 6demi ve siddetini gostermektedir (Ware, 2011).

2.3.4. Elektrokardiyografi (EKG)

EKG; pozitif ve negatif elektrotlar vasitasiyla kalpte degisen elektriksel aktivitenin
degerlendirilmesine olanak saglayan ve ritim analizi i¢in ideal kabul edilen tanisal bir
yaklasimdir (Ware, 2011). EKG kalbin morfolojik degisimlerinin belirlenmesinde

sensitif bir metot olarak onerilmemektedir (Martin, 2015). P dalga voltajinin yiikselmesi
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(P-pulmonale) sag atriyal biiylimeyi, siliresinin uzamasit da (P-mitrale) sol atriyal
bliylimeyi diisiindiirse de bu patolojik degisimlerin mutlaka ekokardiyografik dl¢iimlerle
dogrulanmasi gerekmektedir. QRS kompleksinin voltaji normale gore (maksimum 3-3.5
mV/DII) artmasi; sol ventrikiiler biiylimeyi disiindiirirken, azalmasi hidrotoraks
ve/veya perikardiyal eflizyonu akla getirmektedir. Bazi irklarda derin gogiis yapisina
gore fizyolojik olarak QRS kompleksi diisiik voltajli ¢ikabilmekte, bazi olgularda da
hipotroidizm gibi senkonder endokrin problemlerin yansimasi olabilmektedir (Ware,
2011). Derin Q ve S dalgalar; interventrikular septumdaki ileti uzamasimi gosterirken
ventrikiiler morfolojik ve ya patolojik degisimlerin belirteci olarak diisiiniilmektedir.
Derin S dalgalarn daha c¢ok sag ventrikiiler biiylimenin EKG bulgusu olarak
yorumlanmaktadir. ST elevasyonu ya da depresyonu da kardiyak ya da non-kardiyak

hipoksik olaylarin varlig1 ve takibine imkan saglamaktadir (Fox, 1999; Martin, 2015).

EKG de morfolojik degisimlerin mutlaka gorsel tani teknikleri ile dogrulanmasi
gerekmektedir. Ritim analizlerinde 6zellikle kalp yetmezliklerine eslik eden problemler
icinde; atriyal fibrilasyonu kapsayan supraventrikiiler tasikardiler, atrial veya ventrikiiler
prematiire vurumlar ve ileri durumlarda degisen derecelerde kalp bloklar
saptanabilmektedir. EKG uygulamas: tanisal avantajlar yaninda hekime tedavi
asamasinda ila¢ secimlerinde ve anti-aritmik ajanlarin gerekliligi konusunda O6nemli

katkilar saglamaktadir (Ware, 2011).
2.3.5 Kardiyak biyobelirtecler

Kalp yetmezligi yalnizca kalpte asir1 yiiklenme veya yaralanmadan degil ayn1 zamanda
kardiyak miyositler, kardiyak interstisyum veya her ikisi iizerinde etkili olan genetik,
norohormonal, inflamatuar ve biyokimyasal degisiklikler arasindaki karmasik
etkilesimler sonucu ortaya ¢ikmaktadir. Bu nedenle kardiyak stres ve islev bozuklugunu

yansitabilen biyobelirteclerin klinik 6nemi gittikge artmaktadir (Braunwald, 2008).

Biyobelirtecler altta yatan mekanizmalara 11k tutarken karmasik hastalik durumlarinin
daha 1iyi anlasilmasina da olanak saglamaktadirlar. Gegmisten bugiine teknolojik
gelismelere paralel olarak insan ve hayvanlarda bir¢ok kardiyak biyobelirteg

kullanilmistir. Bunlar arasinda bazi enzimler (AST, ALT, LDH, CK-MB, vb.),
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hormonlar (katekolaminler, natriiiretik peptidler), iz minareller (Cu, Zn ve Mg) ve
proteinler (myoglobin, endotelin-1 vb.) olsa da giincel olarak kardiyak troponinler ve
natriliretik peptidler yaygin olarak tercih edilmektedir (Rajappa, & Sharma, 2005;
Hochholzer, Morrow, & Giugliano 2010). Adrenomedullin, ST2 ve notrofil jelatinaz ile
iligkili lipokalin gibi parametrelerin kardiyak biyobelirte¢ olabilirlikleri {izerine
arastirmalar da devam etmektedir (Rehman, Mueller, & Januzzi, 2008; Bolignano et al.,
2009; Yanavitski, & Givertz, 2011). Kopek ve kedilerde ise kardiyak troponin (cTn)
icinde bulundugumuz donemde hastalifin teshisine olanak saglayan en Onemli

biyobelirte¢ olarak one ¢ikmaktadir (Sleeper, Clifford, & Laster 2001).

Troponinler sadece ¢izgili kaslarda bulunan kas proteinleridir. Bu nedenle iskelet kaslari
ve kalp kasi (myokardiyum) ile sinirli olup diiz kaslarda bulunmamaktadir. iskelet ve
kalp kasindaki c¢izgili desen miyofibriller igindeki filamentlerin (kalin ve ince)
diizenlenmesinden kaynaklanmaktadir (Wells, & Sleeper, 2008). Kalin filamentler
neredeyse tamamen biliziilme proteini olan “miyozin” den olusurken, ince filamentler ise
kontraktil protein “aktin” ile birlikte tropomiyosin ve troponin adi verilen diger iki
diizenleyici proteini icermektedir (Fox, 2006). Troponinler; ince filament boyunca
diizenli araliklarla uzanan hetero-trimerik bir komplekstir ve bu kompleks farkli 3
proteinden olusmaktadir: troponin C (cTnC), troponin T (¢cTnT) ve troponin I (cTnl)
(Solaro et al., 2008). Troponin kompleksini olusturan bu proteinler farkli fonksiyon, yap1
ve molekiiler agirliga sahiptirler. Bunlardan cTnl; troponin kompleksinin inhibitdr alt
birimi ve cubuk benzeri esnek bir proteini olup molekiil agirligi da 22 kDa'dir

(Collinson, Boa, & Gaze 2001).

Genel olarak c¢Tnl; ¢cTnT ve ¢cTnC'ye gore myokardiyal hasar1 gostermede daha spesifik
oldugu bilindiginden hem pratikte hem de bilimsel ¢alismalarda digerlerine gore daha
¢ok tercih edilmektedir. Bununla birlikte cTnl’nin daha az siddetli hastaliklarda da
serum diizeylerinin artmasi, ¢Tnl'nin miyokardiyal hasar i¢in daha duyarli oldugunu
desteklemektedir. Kaldi ki ¢Tnl hem myokardiyal hasarin boyutuna gore serum diizeyi
degisim gostermekte hem de diger kardiyak biyobelirte¢lerden daha dnce ve dramatik

bir yiikselim sergilemektedir (Langhorn et al., 2013).
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Tim natriiiretik peptitler onprohormonlar olarak iiretilmekte daha sonra pargalanarak
biyolojik olarak aktif peptitler haline donlismektedirler (D'Souza, Davis, & Baxter
2004). Biyobelirteg¢ olarak bilinen ve sik olarak kullanilan natriiiretik peptidler; atrial
(ANP) ve beyin natriiiretik peptidler (BNP)’dir (Sergeeva, & Cristoffels, 2013). C-tipi
natriiiretik peptid (CNP) ise damar duvarlar1 ile birlikte makrofajlar, néronlar,
osteoblastlarca da sentezlendiginden kardiyak biyobelirte¢ potansiyeli zayif olarak

degerlendirilmektedir (D'Souza, Davis, & Baxter 2004).

ANP’nin baglica sentez yeri kalp atriumu olmakla birlikte LV disfonksiyon ya da
ventrikiiler hipertrofi durumlarinda ventrikiill dokusundan da koken alabilmektedir.
Salgilanan peptidler atrium kas hiicreleri igerisindeki graniillerde depolanmaktadir. ANP
kalp disinda;, hipotalamus, hipofiz, adrenal medulla, gastrointestinal sistem, timus,
korpus luteum, ovaryum ve testis gibi organlarda da sentezlenebilmektedir. ANP
tiretildigi anda 126 aminoasit igeren bir pro-hormon olarak bulunurken, kana 28
aminoasitli olarak verilir. Bu durum atriyopeptidaz isimli enzimin 126 aminoasitli 6nciil
ANP’y1 98 ve 28 aminoasitli iki parcaya ayirmasiyla saglanmaktadir (D'Souza et al.,

2004).

BNP’nin ana kaynagi hemodinamik stres yasayan ventrikiiler kardiyak miyositlerdir.
BNP 32 amino asitten olusan bir ndrohormondur (Ware, 2011). BNP ventrikiillerde ve
oncelikle sol ventrikiilde sentez edilmekte, depolanmakta ve salgilanmaktadir. ProBNP
proteoliz ile aktif BNP’ye ve 76 amino asit iceren inaktif N-terminal proBNP’ye (NT-
proBNP) ayrismaktadir. BNP ve NT-proBNP ventrikiillerin geriliminde artis ve c¢esitli
norohormonal faktorlerin uyarisiyla miyositlerden ve miyokardiyal bolgedeki
fibroblastlardan iiretilerek koroner siniisler aracilifiyla pulsatif olarak dolasima
salinmaktadir (D'Souza et al., 2004). BNP’nin yar1 émrii kisa (yaklasik 20 dakika), NT-
proBNP’nin yar1 émrii ise daha uzundur (yaklasik 90 dakika). BNP etkisini vaskiiler diiz
kas hiicreleri, endotel hiicreleri, kalp, adrenal bez ve bobrekte bulunan natriiiretik peptid
reseptorlerine baglanarak gostermektedir. BNP’nin Oncelikli gorevleri: natriiirezisi

uyarmak, glomeriiler filtrasyon hizini arttirmak ve periferik arter dilatasyonu ile
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kardiyak dolum basinglarin1 azaltmak ve RAAS’n etkilerini antagonize etmektir (Del

Ry, Cabiati, & Clerico 2013).

2.4. Proteomik

“Proteom” terimi ilk kez 1995 yilinda bir genomun protein komplemanini belirsiz olarak
tanimlamak i¢in kullanilmistir (Blackstock, & Weir, 1999). Proteomik; bir hiicrenin
veya bir organizmanin protein ekspresyon analizi ile ilgilenen ve hizla gelisen bir
molekiiler biyoloji alamidir (Sekil 5) (Fields, 2001). Proteomik sadece proteinlerin
tanimlanmasi ve nicelendirilmesi degil ayn1 zamanda lokalizasyonlari, modifikasyonlari,
etkilesimleri, aktiviteleri ve sonu¢ olarak fonksiyonlarinin belirlenmesini de
icermektedir. 1k yillarda protein ayrilmasi ve tanimlanmasi i¢in sadece iki boyutlu jel
elektroforezini kapsayan proteomik calismalari, simdi gelisen teknoloji ile birlikte biiyiik
protein setlerini karakterize edebilecek diizeylere gelmistir. Bu konuda yapilan
caligmalara paralel olarak olaganiistii miktarda veriyi islemek, analiz etmek ve
yorumlamak icin yenilik¢i hesaplama araglar1 ve yontemleri de (biyo-informatik)

gelistirilmistir (Fields, 2001; Mehta et al., 2008).

Central Dogma
of Biology

DNA —> Genomics

‘Omics

Transcription

RNA ——>Transcriptomics

Translation

Protein — > Proteomics

Sekil 5: Genomik, transkriptomik ve  proteomik arasindaki  baglanti

(vanggenS564s18.weebly.com/transcriptomics.html)
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Bazi degiskenlere gore farklilik gosteren numuneler arasindaki protein ekspresyonunun
nicel calismasi ekspresyon proteomik olarak adlandirilmaktadir. Bu yaklasim ile
numuneler (hasta ve saglikli) arasindaki tiim protein ekspresyon farkliliklari
karsilagtillir ve bdylece hastalia 0zel proteinlerin tanimlanmasina olanak
saglanmaktadir. Ornegin; bir kanser hastasindan alman tiimdér numuneleri, normal bir
kisinin aym1 doku numunesi ile diferansiyel protein ekspresyonu ig¢in analiz
edilebilmekte; timor tan1 ve progresyonunda rol oynayan protein detaylari ortaya
cikarilabilmektedir. Proteomik analizlerde doku o6rneklerinin yanisira serum, plasma,
idrar ve sinovyal sivilar gibi viicut sivilar1 da kullanilabilmektedir (Sensen, 2001).
Klinisyen caligmalarinda daha c¢ok ekspresyon proteomiginin tercih edilmektedir.
Boylece; herhangi bir hastalifa sahip bireylerden elde edilen Ornekler (serum vb.),
saglikll bireylerin ayni tarz Ornekleriyle karsilastirilarak hastalik ve saglik durumunun
ayrilmasina olanak saglayan proteinlerin ortaya ¢ikartilmasina olanak saglanmaktadir

(Kocatiirk ve digerleri, 2016).

Ekspresyon proteomik’de normal ve hasta bireylerde aymi hiicre veya dokuyu
karsilastirmanin aksine yapisal proteomik’de; belirli bir hiicresel organelde bulunan
protein komplekslerinin yap1 ve dogasi ortaya ¢ikarilmaktadir. Bu yaklagimin amaci; bir
kompleksin i¢inde bulunan tiim proteinlerin tanimlanmas: ve bu proteinler arasinda
meydana gelen tiim protein - protein etkilesimlerinin karakterize edilmesidir. Spesifik alt
hiicresel organellerin veya protein komplekslerinin saflastirma yoluyla izole edilmesi;
hiicrelerin mimarisi hakkinda bilgi toplanmasina imkan saglarken bazi proteinlerin bir

hiicreye benzersiz 6zellikleri nasil kazandirdigini1 da gosterbilmektedir (Sensen, 2001).

Islevsel proteomik bir canli hiicrede bulunan molekiiler aglarin 6zelliklerini analiz etmek
igin proteomik yontemlerin kullanimi olarak tanimlanmaktadir. Bu yaklagimin ana
hedefi; bu aglara katilan molekiillerin belirlenmesi olarak tanimlanmaktadir.
Fonksiyonel proteomik ile 6nemli molekiillerin bir hiicrenin sitoplazmasindan ¢ekirdege
ve bunun tersine geg¢mesi i¢in 6nemli olan yeni proteinlerin tanimlanmasi miimkiin

olmustur (Sensen, 2001).

28



Proteomik; proteinlerin yapisi, islevi, modifikasyonu, miktar tayini ve yeri ile bunlar
arasindaki etkilesimlerin bilgisini icermektedir (Carrera, Gallardo, Pascual, Gonzalez, &
Medina, 2016). Protein ayirma ve tanmimlama ig¢in cesitli tekniklerin gelistirilmesi ile
birlikte serum proteomunun karakterizasyonu ve tanimlanmasi miimkiin hale gelmistir.
Bu teknikler; sodyum dodesil siilfat poliakrilamid jel elektroforezi (SDS-PAGE), iki
boyutlu elektroforez (2-DE), denatiire edici olmayan PAGE, izoelektrik odaklama (IEF)
gibi jel bazli proteomik teknikleri ve sivi kromatografisi (LC) gibi jel i¢ermeyen
proteomik teknikleridir (Carrera, Gallardo, Pascual, Gonzalez, & Medina, 2016)). Serum
proteomik c¢aligmalarinda giiniimiize kadar kiitle spektrometresine baglanmis sivi
kromatografisi (LC-MS) veya tandem kiitle spektrometrisi (LC-MS / MS), matris
destekli lazer dezorpsiyon iyonizasyon ugus kiitle spektrometrisi (MALDI-TOF / MS)
ve ylizey gelistirilmis lazer desorpsiyon / iyonizasyon ugus zamani kiitle spektrometrisi
(SELDI-TOF / MS) gibi teknikler kullanilmistir (Amado, Ferreira, & Vitorino 2013;
Shrader, 2014).

2.5. Kalp Yetmezligi Tedavisi

KKY’de tedavi hedefleri hastaligin evresine; kisa donem, akut dekompanse hastalar icin
uzun donem veya stabil pozisyondaki bir hastaya gore farkliliklar géstermektedir. Kisa
vadede hemodinamik fonksiyonun (atriyal basinglarin diisiiriilmesi ve kardiyak debinin
tyilestirilmesi, vb.) optimize edilmesi hayati oneme sahip olsa da uzun vadede
nérohormonal aktivasyonun modiilasyonu diigiiniilmelidir. Uygun tedavi yaklasimlarina
ragmen ventrikiiler yeniden sekillenmenin tersine ¢evrilme ve ani 6liimlerin 6nlenme
beklentisi bazen karsilanamayabilir (Fuentes, 2009). Son yillarda tanida 6ncelikli olarak
kullanilan ACVIM klasifikasyonu, tedavi segeneklerini belirlemek icin de veteriner
hekimlere klavuzluk etmektedir (Tablo 5). ACVIM’e gbre A ve B siniflar1 asemtomatik,
C ve D sinifi hastalar da semtomatik hastalar1 temsil etmektedir (Keene ve digerleri.,

2019).
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A smifi: Bu sisteme gore A smifi olarak tanimlanan kopekler; kalp hastaliklar igin
predispoze 1rklar1 icermekle birlikte asemptemotik durumda olduklarindan herhangi bir
ilag destegine ya da koruyucu uygulamalara (ilag, besin takviyeleri ya da diyeter
diizenlemeye) ihtiya¢ gostermemektedirler. Bu grup kopeklerin mitral regiirgitasyon
bulgusu varsa; yetistirmeden c¢ikartilmast ve genetik aktarim zincirinin kirilmasi

onerilmektedir (Keene et al., 2019).

B simifi: Bu grup hastalar asemptomatik fazda kalp hastaligi bulunan kopekleri
kapsamakta, Uifiirim ve kardiyomegali varligina gore de B1 ve B2 olarak alt gruplara
ayrilmaktadirlar. B1 grubu hastalara herhangi bir medikal ve diyeter uygulama
onerilmezken, B2 grubu hastalarda ila¢ ve takviye iiriin kullanilmasi konusunda tam bir
uzlagma saglanamamustir. B2 hastalarinda kalp hastaliginin ilerlemesini en aza indirmek
adina tedaviye baslamanin ¢ok degerli olacagini 6neren ¢alismalar s6z konusudur. ACE
inhibitorleri ve/veya furosemide uygulamasi ya da yalniz beta blokdr ilag uygulamasi bu
grup hastalar i¢in Onerilmis, ancak beklentilerin ¢ok da karsilanamadiglr goriilmiistiir.
Hatta ACE-i ilaglar RAAS’1 bloke ederek kardiyak adaptasyon mekananizmalarindan
birinin devre dis1 birakirken, beta-blokorler de sempatik sistem inhibisyonu ile kalp
frekansin1 diigiirmekte (negatif kronotropik etki) boylece yan etkilerin ortaya ¢ikmasina
yol agabilmektedirler (Fuentes, 2009). Diger taraftan Ouellet et al. (2009) yaptig
calismada B2 hastalarinda ACE-i kullanimina ek olarak pimobendan kullanilmasinin
mitral kapak yetersizliklerinde uzun vadede 6nemli katkilar sagladigini belirtmislerdir.
Son yillarda yapilan calismalarda ise; yalniz pimobendan uygulamasinin kdpeklerde
kalp yetmezligi progresyonunu dnemli dl¢iide azalttigini gosterilmistir (Summerfield et

al., 2012; Boswood et al., 2016).

C smifi: Bu siniftaki hastalar hastanede acilen (akut) tedavi edilmesi gerekenler (C1
grubu) ve evde kronik tedavi alabilen hastalar (C2 grubu) olarak degerlendirilmektedir.
C1 hastalarinda ilk hedefin her zaman oksijenizasyonu arttirmak oldugu ifade
edilmektedir. Solunum desteginin saglanmasina (oksijen takviyesi) ve/veya solunum
giicliigiine yol agan faktorlerin (plevral ve/veya perikardial efiizyon) minimal invazif

yontemlerle (torakosentez ve perikardiyosentez) ve medikal takviyelerle (furosemid)
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ortadan kaldirilmasina gereksinim duyulmaktadir. Tasipnd ya da dispnd sikayeti olan
hastalarda solunumun rahatlatilmasi icin NO dondrii ilaglarin (nitroprussid vb.) ve hafif
sedatiflerin (butorfanol 0.25 mg/kg, vb.) uygulanmasi da onerilmektedir (Fuentes, 2009).
Kopeklerde ozellikle DCM'de siddetli pulmoner 6dem ve diisik kardiyak output
bulgular1 icin kisa vadeli hedeflerde amag¢ oksijenasyonu ve doku perfiizyonunu
iyilestirmek olmalidir (Fuentes, 2009). Bu siiregte oncelikli strateji; hastanin durumunun

stabilize edilmesi ve evde tedavi alabilir hale getirilmesidir (Keene et al., 2019).

Kopekler bazen hafifce artan solunum cabasi veya oOksiriik, zayiflik veya egzersiz
intoleranst ile daha hafif KKY belirtileri gosterebilmektedir. Bu hastalar oral ilaglarla
ayakta ve evde hospitalize sekilde tedavi edilebilmektedirler. Evde tedavinin amaci;
anormal sivi tutulmasmi (6dem) ortadan kaldirmak, noérohormonal aktivasyonu ve
hemodinamik fonksiyonlar1 diizenlemektir. Bu nedenle C2 hastalarinda kronik (evde)
tedavisi; ACE-i, furosemid (idame dozlarda), pimobendan ve dieter diizenlemeleri

kapsamaktadir (Fuentes, 2009).

Kardiyak output 6zellikle DCM’li hastalarda azaldig: i¢in hastanin kalp frekansini ve
ritmini optimize ederek (6rnegin ventrikiiler tasikardiyi siniis ritmine doniistiirerek)
pozitif inotroplar ve/veya arteriyodilatorlerle yiikseltilmesi onerilmeliktedir. Dobutamin
kalp yetmezliklerinde hemodinamigi diizenlemek i¢in geleneksel olarak tercih edilen bir
pozitif inotroptur ve bu se¢imde beta reseptor aktivasyonu ile refleks tagikardi
olusturmadan kalp debisini yiikseltebilmesi rol oynamakatadir (Tuttle et al., 1977).
Dobutaminin siirekli infiizyon seklinde uygulanabilme avantaji, bu ilac1 akut ve acil
tedavi gerektiren hastalar icin (C1) ideal hale getirirken, C2 hastalar i¢in 6ncelikli olarak
pimobendan tavsiye edilmektedir. Pimobendan oral yoldan verildikten birkag saat icinde
pozitif inotropik etkilerin olustugu bildirilmistir (Fuentes, 2009). Digoksin zayif bir
pozitif inotrop olarak bu amagla kullanimi ¢ok etkili goriilmezken, atriyal fibrilasyonla
seyereden KKY’li hastalarda vagal aktivasyonla kalp frekansinin kontrol edilmesinde

oncelik almaktadir (Gheorghiade, & Ferguson, 1991).
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Tablo 5: ACVIM Kklasifikasyonuna gore teshis ve tedavi secenekleri (Keene et al., 2019)

ACVIM Smiflandirmasi Teshis Tedavi
A simifi Yilda 1 kez oskiiltasyon ve goriintiileme Tlag ve diyet tedavisi dnerilmez
B1;
Torasik radyografi . Tedavi 6nerilmez
B smifi Kan basimc dlglimii e 1-2 ay sonra tekrar degerlendirme
Ekokardiyografik muayene B2;
Serum biyokimyasal testler e ACE-i kullanilmasi énerilir.
Akut Terapi;

. Furosemid (1-4 mg/kg) tekrali bolus

. Suya erisim smirlandirilmamali

° Pimobendan: 0,25-0,3 mg/kg PO G2K

e Oksijen destegi

e  Eger var ise eflizyonlarin uzaklastirilmasi

Torasik rady.(.)grflfi R . Stresli hastalara (butorphanol,
Kan ba51.n01 olggmu buprenorphine veya diisiik doz
C smifi Ekokardiyografik muayene acepromazine) uygulanabilir

Serum biyokimyasal testler
Hastada Oksiiriik gibi klinik bulgular
gozleneblir.

. Sodyum nitroprusside
Kronik Terapi;

. Oral furosemid (hafif olgularda 1-2 mg/kg
G2K, siddetli olgularda 4-6 mg/kg G3K)

. Renal degerler ve elektrolitler monitorize
edilir

. ACE-i kullanilir ( Enapril 0,5 mg/kg G2K)

. Pimobendan uygulanir (0,25-0,3 mg/kg
G2K)

Akut Terapi;

. ACE-i ve Pimobendan kullanimi1 C sinifi
hastalardaki gibi onerilir.

. Azotemi yok ise furosemid miktar
arttirilabilir.

. Afterload diisiirmek i¢in;

e Nitroprusside: 0,5-1 pg/kg/min

e Amlodipine:0,05-0,1 mg/kg

. Hydralizine: 0,5-2 mg/kg PO

. Uygulama 6ncesi ve 24-72. Saat sonrasi
kreatinin degeri ol¢iilmeli

C sintfi ile benzer tanisal siireg izlenir, C
D simfi smifinda bulunup tedaviye cevap

vermeyen hastalardir o Mekanik ventilator uygulanabilir

Kronik Terapi;

e  Konjesyon bulgulari azalana kadar
furosemid titre edilerek verilebilir

. Doz arttirildiktan 24-48 saat sonra
kreatinin kontrol edilmeli

. Spironolakton (0,25-2 mg/kg) 12-24 saatte
1 kez

. Konjestif bulgular varsa B blokor

kullanimindan kagnilir.
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Insanlarda ve kiigiik hayvan hekimliginde pulmoner édem, asites ve plevral efiizyonu
ortadan kaldirmak icin furosemid (1-5 mg/kg, giinde 2-3 kez, PO/IV) uygulamasi
tedavinin temel dayanagi olarak kabul edilmektedir. Tiim anormal sivi birikiminin
ortadan kaldirilmasi i¢in dozun ayarlanmasi, hatta gerektiginde (siddetli azotemi
gelisene kadar) artan dozlarin uygunlanmas: tavsiye edilmektedir. Bu ila¢ kullanilirken
asirt tuz alimindan kag¢iilmasi da tedavinin etkinligi acisindan degerli goriilmektedir

(Brater, Chennavasin, Seiwell, & Dallas, 1980).

Norohormonal aktivasyonun diizenlenmesi i¢in en Onemli ilaclardan biri ACE
inhibitorleridir. Sodyum ve su tutulmasina yardimci olmanin yan sira, ACE inhibisyonu
yararl vazodilator etkilere ve potansiyel olarak da yararli miyokardiyal etkilere neden
olmaktadir. RAAS blokajina yardimci olmak i¢in ACE-i ile birlikte aldesteron blokorii
spironolakton da tedaviye eklenebilmektedir (Middlekauff & Mark, 1998).

Hemodinamik fonksiyonun optimize edilmesi, kardiyak debiyi artirmak ve dolum
basinglarini azaltmak i¢in pimobendan kullanilmalidir. Ayrica sitokin aktivasyonunu
azaltarak da faydali etkiler olusturabilmektedir. Atriyal fibrilasyonda digoksin
ventrikiiler cevabi kontrol etmek icin yetersiz kaldiginda; diltiazem veya bir beta-
blokdriin tedaviye eklenmesi tavsiye edilmektedir. Ventrikiiler aritmiler gelistiginde ani
Olim riskinin yiikseldigi belirtilmektedir. Boyle durumlarda meksiletin, sotalol veya
beta-blokerin tedaviye878u eklenmesi, ancak bronkokonstriiriktif etkilerinden dolay1
beta-blokerlerin kullanilmasina dikkat edilmesi ve dozlarin yavasga yukar: dogru titre

edilmesi gerektigi vurgulanmaktadir (Fuentes, 2009).

D simifi: Bazi1 hastalarda tedaviye ragmen siirekli klinik diizeyde KKY ile ilgili
belirtilerin olmas1 muhtemeldir. Bu hastalar da hastanede tedavi edilen (D1) ve evde
idame edilebilenler (D2) olmak iizere iki alt grupta degerlendirilmektedir. D sinifi
hastalar pratikte daha ¢ok C smifi olup tedavinin yetmedigi ya da tedaviye ragmen
hastaligin ilerlemesi ile ortayan ¢ikan hastalar1 kapsamaktadir. C sinifi hastalardaki

tedaviye ek olarak subkutan furosemid enjeksiyonlarinin uygulanmasi, spironolakton ve
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tiyazidler gibi diger ditiretik siniflarinin eklenmesi ve diyette agresif sodyum kisitlamasi
gibi uygulamalar yapilabilir (Tablo-5). Ancak spironolakton ve tiyazidlerin kullanimi
sirasinda hastalarin 6zellikle hiponatremi ve hipokalemiye karsi monitorize edilmesi

unutulmamalidir (Fuentes, 2009).
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3. GEREC VE YONTEM

Bu calisma igin Bursa Uludag Universitesi (BUU) Yerel Etik Kurulu’ndan etik raporu
alimmustir (20.03.2018 tarih ve 2018-05/02 say1). Caligma materyalini 2018 — 2019
yillar1 arasinda BUU Veteriner Fakiiltesi Hayvan Hastanesine getirilen kopekler

olusturmustur.

3.1 Hayvan Materyali ve Gruplar

Bu caligmanin materyalini farkli ik, yas, viicut agirligi ve her iki cinsiyetten
sorumlulugu hasta sahiplerinde olan toplam 29 kopek olusturmustur. Bu kopekler
kardiyolojik  inceleme temelinde @~ ACVIM  derecelendirme  sistemine  gore
siniflandirilmistir (Keene et al., 2019). Bu baglamda kopekler dort gruba ayrilmis; Grup
I'de saglikli kopeklere (A Sinifi, n = 8), Grup II'de asemptomatik kalp yetmezlikli
kopeklere (B Sinifi, n = 6), Grup III'te semptomatik kalp yetmezligi olan kopeklere (C
Sinifi, n = 10) ve Grup IV'te de (D Sinifi, n = 5) standart kalp yetmezligi tedavisine
direng gosteren semptomatik olgulara yer verilmistir. ACVIM siiflandirmasi B grubu
asemptomatik hastalari; mitral kapakta Uflirimi olan ve radyolojik olarak
kardiyomegalisi olmayan (B1 grubu) ya da olan (B2 grubu) olarak kabul etmektedir. Bu
yaklasim temelinde bu projede B grubu hastalardan sadece B2 olanlar1 ¢caligmaya dahil
edilerek Grup II olusturulmustur. Ayrica C simifi KKY’li kopekler (Grup IIT) medikal
tedaviyi takiben iki hafta sonra tekrar muayene edilerek; tedavi Oncesi ve sonrasi

degerlendirmeye alinmiglardir.
3.2 Olgularin Secimi

Calismaya katilan tiim olgularin se¢iminde ACVIM kriterlerine gore hareket edilmistir

(Keene et al., 2019). A ve B siniflar1 asemptomatik, C ve D smiflar1 da semptomatik
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hasta gruplarini olusturmustur (Tablo 6). Buna gore A sinift kopekler; saglikli ve kalp
hastaliklarina predispoze oldugu bilinen irklardan secilirken (Serfass et al.,, 2006;
Martin et al., 2009), B2 sinifit kopekler; hasta sahiplerinin herhangi bir klinik sikayet
bildirmedigi (asemptomatik olan) ancak fiziksel muayenede kalp oskultasyonunda mitral
kapakta ifiirim (1-3/6 dereceli), radyolojik olarak kardiyomegali (VHS > 10.5),
ekokardiyografik olarak da MMVD veya DCM’ye bagli kardiyomegali belirlenen
olgulardan se¢ilmistir. Radyolojik degerlendirmede VHS artis1 spesifik irk degerlerine
gore yorumlanirken, referans bildirilmeyen irklar icin VHS > 10.5 degeri calisma
kapsami icin ideal kabul edilmistir. Ekokardiyografide kardiyomegali; irk ve canli
agirhiga gore kalp bosluklarinda varyasyonlar oldugundan LA/Ao >1.6 ve LVIDDN >

1.7 olmas1 temelinde tanimlanmistir (Strohm, Visser, Chapel, Drost, & Bonagura, 2018).

Semptomatik hasta gruplar1 (C ve D siniflar1) i¢in hasta sahibi sikayetlerinde dncelikli
olarak son iki aylik periyodda oOksiiriik, egzersiz intoleransi, tasipnd / dispnd ve
abdominal distensiyon olmasi esas alinmig; mitral kapakta sistolik ifiirim (=3/6
dereceli), goriintiilii tan1 teknikleri (VHS>11.0, LA/Ao >1.8 ve LVIDDN >1.8) ile de
kardiyomegali varlig1 konfirme edilenler C sinifi olarak ¢alisma kapsamina alinmistir. C
simifti ekokardiyografik muayene ile MMVD (n=6) ve DCM’ye (n=4) bagh
kardiyomegali tanimlanan hastalardan olusturulmustur. Calisma kapsamina alinan ve
Grup I (A smifi), Grup 11 (B2 sinifi) ve Grup III’de (C sinif1) bulunan kdpeklerde son bir
ayda herhangi bir kardiyak ila¢ ya da ¢alisma sonuclarina etki edebilecek {iriinlerin
(kortikosteroidler, antibiyotikler vb.) kullanilmamis olmasina 6zen gosterilmistir. Grup
IV’de bulunan D smifi hastalar (n=5); MMVD (n=2) ve DCM’ye (n=3) bagli olarak
KKY gelisen olgular1 icermektedir. Bu grup; mitral kapakta siddetli sistolik tifiiriim (5-
6/6 dereceli), prekordiyal pulzasyon (tril), abdominal distensiyon (ascites) ve radyolojik
(VHS > 11.5) ve ekokardiyografik olarak kardiyomegali kriterlerini (LA/Ao > 1.6,
LVIDDN >1.9) saglamakla birlikte, tedaviye ragmen (pimobendan, furosemid,
spironolakton, enalapril ve / veya diltiazem gibi bir anti-aritmik) 6zellikle furosemidin
artan dozlarina (4 mg/kg, giinde 2-3 kez, PO) olumlu yanit veremeyen ve bu nedenle

klinik sikayetleri devam eden refraktor (niiks eden) olgulari kapsamaktadir. Dolayisiyla
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bu grup hastalarda medikal uygulamalarin proje kapsamindaki 6l¢iimii diisliniilen; serum
sitokin, oksidatif stress ve proteomik panelini degistirilebileceginden tedavi Oncesi ve

sonrast degerlendirmeler yapilmamustir.

A smifi kontrol grubunu (Grup I) temsil etmektedir. Bu grubun materyali BUU
Veteriner Fakiiltesi Hayvan Hastanesi c¢alisanlarinin ve 0Ogrencilerinin  saglikli
kopeklerinden olusturulmustur. Bu amagla kopeklerin klinik ve laboratuvar muayeneleri
ile birlikte (kalp oskultasyonu, tam kan sayimi, serum c¢Tnl ve rutin serum biyokimyasal
profil) radyolojik ve ekokardiyografik incelemeleri yapilmig; sonuglari normal

belirlenen olgular saglikli kabul edilerek ¢alisma kapsamina alinmislardir.

Tablo 6: Gruplarin ACVIM derecelendirme sistemine gore dagilimi ve klinik,
radyolojik ve ekokardiyografik (LA/Ao ve LVIDDN) bulgulara gore tanisal kriterleri

Grup ACVIM Klinik Radyolojik LA/Ao LVIDDN

I A simifi = Saglikli, predispoze wrklar = VHS < 10.5 <1.6 <17

= Asemptomatik
I B smnifi > 1.6 > 1.7
= MPM’da iifiirim 1-3/6 derece = VHS > 10.5

= Semptomatik: Gegmiste ve halen
= VHS > 11.0

it C smifi KKY bulgular >1.8 >1.8

= Pulmoner 6dem
= MPM’da iifiiriim >3/6 derece

= Semptomatik = VHS > 11.5
= KKY tedavisi alan niiks hasta * Pulmoner 6dem
v D sinifi » MPM’da iifiiriim (5-6/6 dereceli) ve | * Plevral 5dem >1.9 >1.9
Prekordiyal tril = Perikardial 6dem
= Ascites ve Jugular dolgunluk = Peritoneal 6dem

3.3 Cahismadan cikarma Kriterleri

Bu ¢alismanin materyal toplama asamasinda gruplara dahil edilme potansiyelinde olan
hastalarda, ¢alisma amacina yonelik spesifik muayene ve analizler yapilmis, ayrica eslik

eden veya altta yatan hastaliklarin belirlenmesi i¢in gerekli tanisal yaklagimlar
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gosterilmistir. Bu kapsamda enfeksiydz (pndmoni, alt {riner sistem hastaliklari,
pyoderma vb.) ve enfeksiydz olmayan hastaliklar (bobrek yetmezligi, atopi, yangisal
bagirsak hastaligi, hepatitis vb.), vektor kaynakli hastaliklar (lyme, ehrlisiyozis,
anaplazmozis, dirofilariazis, leishmaniazis), endokrin hastaliklar (diyabetes mellitus,
hipertiroidizm, cushing sendromu vb.) ve deri ya da i¢ organlardan koken alan tiimoral
olusumlara sahip olgular ¢alisma kapsamindan ¢ikarilmistir. Saglikli oldugu belirtilen ve
Grup I (A sinifi, kontrol grubu) icin diisiiniilen kdpekler; yukarida belirtilen hastaliklar
yoniinden taranmakla birlikte klinik forma (pre-klinik) donligmemis CVHD, DCM,
MVP veya kongenital kalp hastaligi bulundugunda ¢alisma kapsamindan ¢ikartilmistir.

3.4 Orneklerin toplanmasi ve él¢iimii

3.4.1. Klinik Muayene: Caligma materyali ayn1 zamanda hayvan hastanesinin rutin
sorumlulugunda oldugu icin standart klinik tan1 ve tedavi prosediirleri uygulanmis;
verileri kayit altina alinmistir. Bu ¢alismanin amaglarina uygun olarak; viicut 1s1s1, kalp
ve solunum sayilari ve kardiyak oskiiltasyon bulgulart oncelikli goriilerek g¢aligma

kapsamina alinmistir.

3.4.2. Radyolojik muayene: Hastalar klinik muayeneyi takiben kardiyo-pulmoner
sistem sikayetleri (Okstirlik, ekzersiz intoleranst vb.) ve/veya mitral punkta maksimada
alinan {ifiirim nedeni ile torasik radyolojik muayeneye yonlendirilmistir. Her hastanin
lateral, ventro-dorsal veya dorso-ventral grafileri ¢ekilmis; kalbin radyolojik morfolojisi,
VHS, akciger ve torasik damarlar incelenmistir. KKY’nin tanimlanmasi i¢in 6nerilen

radyografik kompozit skor kullanilmistir (Tablo 7) (Schober et al., 2010).

3.4.3. Elektrokardiyografik (EKG) muayene: Bu muayenenin yapilabilmesi i¢in
gerekli sekilde diizenlenmis EKG ve ekokardiyografi iinitesi kullanilmistir. Bipolar ve
unipolar ekstremite derivasyonlari onerildigi gibi hastalara uygulanmais, bu stiregte higbir
hastaya sedatif ila¢ verilmemistir. Kardiyak ritim analizleri ile EKG dalga ve aralik
Ol¢iimleri standart bir kalibrasyonla ikinci derivasyondan gerceklestirilmistir (10 mm /

mV, 50 mm / sn, DII) (Ware, 2011) (Sekil 5).
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Sekil 6: Elektrokardiyografi uygulamasi ve elektrotlarin baglanmasi

Tablo 7: Radyolojik bulgularin varlig1 ve siddetine gore skorlandirilarak konjestif kalp
yetmezliginin (KKY) belirlenmesi (Schober et al., 2010° dan modifiye edilmistir).

Radyolojik bulgu Derecelendirme Skor
Sol atriyal biiyiime Yok 0
Hafif 1
Orta — siddetli 3
Pulmonary ventz konjesyon Yok 0
Var 3
Kardiyojenik 6demle uyumlu Yok 0
Pulmoner infilitrat Hafif interstitial 1
Diftiiz interstitial 2
Alveolar 3
Pleural efiizyon Yok 0
Var 1
Vena cava dilatasyonu ve dorsale deviyasyonu Yok 0
Var 1
Tracheanin dorsale deviasyonu Yok 0
Var 1

Sonug Skor 0-2 KKY olas1 degil

Skor 3-4 KKY olas1
Skor >4 KKY muhtemel
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3.4.4. Ekokardiyografik muayene: Bu muayene sedasyon uygulamaksizin
gergeklestirilmistir (Sekil 6). Transtorasik ekokardiyografi ile kardiyak olgiimler elde
edilmis; bu amagla standart yontemler (iki boyutlu, M-modu ve renkli Doppler) ve
goriintiileme teknikleri (sag parasternal kisa ve uzun eksen, sol apikal 4-5 bosluk ve
subkostal pencereleri) kullanilmigtir. Kopeklerin gogiis yapisi ve canli agirliklarina gore
kardiyak phase array prob se¢imleri de yapilmistir; 2.5 — 5 MHz (biiyiik 1rk), 5.0 - 7.5
MHz (biiyiik ve orta biiytikliikteki irklar) ve 8 - 10 MHz (orta ve kiigiik irklar) (Caris
Plus Esaote, Italya ve Hitachi Aloka Arietta V70, Japonya) (Boon, 2011) .

Sekil 7: Ekokardiyografi muayenesinin uygulanmasi

Ekokardiyografik muayeneye baslamadan once kdpeklerin sag ve sol kardiyak apeks
noktalar ile birlikte subkostal muayene icin ksifoid bolgesi yaklasik 5 cm boyunda trag
edilmis ve iletkenligi arttirmak i¢in bdlgeye alkol ve ultrason jeli uygulanmistir (Boon,

2011).
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Iki boyutlu (2-D) ekokardiyografi: Sag parasternal kisa eksen papillar kas diizeyinden 2-
D ekokardiyografi ile LV, papillar kaslar, IVS ve RV yapilar incelenmis, bunlarin
geometrik ve fonksiyonel Olgiimleri not edilmistir. Bu goriintiide sistol ve diyastolde
kardiyak geometri olarak LV boyutu, IVS ve LVFW olciiliirken, fonksiyonel olarak
sistol ve diyastol sonu LV voliimii, %FS ve %EF degerleri cihaz tarafindan otomatik

olarak hesaplanmistir (Sekil 7) (Boon, 2011).

Sekil 8: Sol: Sag parasternal kisa eksen (RPSA) aort diizeyinden sol atriyal, aort ve
pulmoner arter ¢ap olgiimleri (A sinift 4 nolu kopek, 4 yas, erkek, 14 kg). Sag: RPSA
papillar kas diizeyinde sol ventrikiil M-mode o6lciimii (C sinift 7 nolu hasta, CKCS, 5
yas, disi, 11,5 kg).

Ayn1 pozisyonda probun acist degistirilerek kisa eksen aort diizey goriiniimii elde
edilmistir. Bu goriintii ile Ao, LA ve MPA caplart Ol¢iilmiis, LA/Ao orani
hesaplanmustir. Ideal dl¢iim igin Ao’un dairesel olarak goriintii penceresinin merkezinde
ve koroner / non-koroner kapakgiklarinin belirgin izlenebilir oldugu (ters Y goriiniimii)
nokta se¢ilmis, LA’un saat 6-7 ve MPA’nin saat 3-4 yoniine diisiiriilmesine 6zen

gosterilmistir (Sekil 7).

Sag parasternal pozisyonda kisa eksen goriiniimii takiben, probun sola dogru (saat
yoniinde) rotasyonu ile uzun eksen 4-5 bosluk goriiniimiine gecilmistir (Sekil 8). Bu
goriintiileme ile atriyumlar ve ventrikiiller ile birlikte Ao’un degerlendirilmesine olanak
saglanmigtir. LA’nin sirkiiler ve mitral kapak ac¢ilimin iki fazli olarak izlenebildigi

pencere ideal olarak kabul edilmistir. Bu pencerede 6l¢iim oncesi IVS’nin LVFW’ye
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paralel olmasina 6zen gosterilmisti. MMVD ve DCM saptanmasinda kisa ve uzun
eksen goriintiilerinden yararlanilmistir. Hasta gruplarinda uzun eksen goriiniimde LA ile
baglantili olan damarsal yapilar da izlenmistir. Bu amagla pulmoner ven ve pulmoner

arter caplarinin 6l¢iilebilecegi goriintiiler elde edilmistir.

Sekil 9: Sag parasternal uzun eksen 4 bosluk goriintiisii; sag ve sol atriyum ve
ventrikiiller (Saglikli kontrol 5, Labrador, Erkek, 4yas, 35 kg).

2-D ekokardiyografik muayeneye apikal 4-5 ve subkostal muayenelerle devam
edilmistir. Apikal yaklasimda kalbin bazisine (atriyumlar) goriintiiniin altinda, apeksine
(vetrikiiller) ise tustte ve her iki yapt da dogru bir hatta olacak sekilde pozisyon
verilmistir. Boylece sag ve sol atriyum ve ventrikiiller capsal ve voliimetrik olarak
degerlendirilebilmistir. Subkostal pencerede 6zellikle Ao kdk ve LV c¢ikisin (LVOT)
degerlendirilmesi yapilmistir. Bu pozisyonda yine Ao akim karakteristigi renkli Doppler

ile 6l¢tilmiistiir (Sekil 9c).

M-mode ekokardiyografi: Sag parasternal kisa ve uzun eksen goriintiilerde capsal
Ol¢iimler i¢in kullanilmistir (Sekil 5). Kisa eksen goriintiide ultrason ¢izgisine papillar
kaslarin tam ortasindan gegecek sekilde pozisyon verilmis, M-mode butonu ile dl¢timler
gerceklestirilmistir. Sirasiyla; RV, IVS, LV ve LVFW’nin 6nce diyastolik, takiben de

sistolik ¢aplart Olclilmiistiir. Uzun eksen goriintiilemede ultrason ¢izgisi IVS ve
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LVFW’yi doksan derecede ve mitral kapak aciliminin tepe noktasindan gececek sekilde
yerlestirilmis ve sirasiyla RV, IVS, LV ve LVFW diyastol ve sistol ¢aplar1 incelenmistir.
Boylece kisa eksen M-mode Olglimleri, uzun eksen oSlgiimleri ile dogrulanmistir. M-
mode ile diyastolik fonksiyon gostergesi olarak kullanilan mitral anterior kapagin son
diyastolde septuma olan uzakligin1 gosteren EPSS degeri manuel olarak hesaplanirken,
miyokardiyal kasilma fonksiyonlar1 olan fraksiyonel kasilma (% FS) ve ejeksiyon

fraksiyonu (% EF) otomatik olarak cihaz tarafindan hesaplanmistir.

Sag parasternal 2-D kisa eksen Ao diizey goriintiilemede ultrason ¢izgisi Ao ve LA’ nin
ortasindan gegirilerek LA/Ao oran1t da hesaplanmistir. Ao ¢ap1 sistolde, LA ¢ap1 da
diyastolde ol¢iilmiistiir. Apikal goriintiide sistolik fonksiyonlarin degerlendirilmesi i¢in
ultrason imleci 6nce mitral anterior, sonrasinda da trikuspid posterior kapagin lizerinden
90 derecelik aciyla gecirilerek M-mode aktif hale getirilmistir; boylece sirasiyla mitral
annular plane systolic excursion (MAPSE) ve trikiispid annular plane systolic excursion
(TAPSE) olarak isimlendirilen parametreler Olcililmiistiir. Calisma materyalinde
subkostal pozisyonda Ao ve caudal vena cava (CVC) caplart degerlendirilmistir.
Diyastolik fonksiyon gostergelerinden biri olan CVC c¢ap oOl¢iimii; ekspirasyon ve

inspirasyonda gergeklestirilmistir (Boon, 2011).

Renkli Doppler ekokardiyografi: Kalp i¢inde kanin akis yoniinii degerlendirmek igin
renkli Doppler ekokardiyografi teknigi kullanilmistir. Bu yaklasimla kalp kapaklart (MV
ve TV) ile damar kapakg¢iklarinda (Ao ve MPA) kacak (regiirgitant) akimlarin varligi
arastirllmistir. MPA incelemesi i¢in sag parasternal Ao diizey kisa eksen goriintiisii
tercih edilmis; renkli akim goriintiisii alinarak laminar ya da tiirbiilant (regiirgitant)
akimlar arastirilmistir (Sekil 10). MPA’ nin akim karakteristigini belirmek icin ultrason
cizgisi MPA kapakgiklar1 lizerinden dik ag¢1 olusturacak sekilde gegirilirken ultrason
imleci kapagin hemen proksimaline odaklanmis; once siirekli dalga akimi (continuous
wave - CW) sonrasinda atim dalga akimi (pulsed wave - PW) olciimleri
gerceklestirilmistir. MPA’nin Doppler akim goriintiisii ekrana ¢izginin altinda ¢ikarken,

regiirgitant akimlarin varlig1 i¢in iist tarafta da diyastol sirasinda ters yonlii akim olmasi
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esas almmistir. MPA’ nin maksimal velositesi (PAVmax) ve sag ventrikiiler ejeksiyon

zamanlar1 (RVET) tavsiye edilen sekliyle elde edilmistir (Boon, 2011).

HITACHI ARIETTA V70

Sekil 10: Kapak ve damar akim karakteristikleri; apikal 4-5 bosluk goriiniimiinde mitral
(A), trikiispid (B), aort (C) ile sag parasternal kisa eksen goriiniimde pulmoner arter
velosite ol¢iimleri (D)

MV, TV ve Ao kapakgiklarinin renkli Doppler akim degerlendirmeleri i¢in sol apikal 4
ve 5 bosluk gorintiileri kullanilmigtir. Ultrason imleci MV ve TV’ nin tepe noktasina
konularak CW ve PW modunda oOl¢limler gergeklestirilmistir. Goriintiilerde baseline
cizginin Ustiinde diyastol sirasinda MV ve TV’nin normal yonlii akimlari, ¢izginin
altinda da varsa sistol sirasinda regiirgitan akimlar incelenmistir. Normal akimlarda iki

tepeli goriintiilerde ilk olan1 E dalgasi olarak (EKG esliginde T dalgasini takip eden),
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ikincil olarak da E dalgasindan normalde daha kii¢lik goriinen A dalgas1 (EKG esliginde
P dalgasinin baglangicini takiben) olarak dlgiilmiistiir. E ve A dalgalarinin taranmasi ile
E ve A’nin maksimal velositeleri ve oranlar1 (E/A) otomatik olarak hesaplanmistir. E/A
oranlari ile hastanin diyastolik fonksiyonlari hakkinda bilgi sahibi olunmustur (Boon,

2011).

Sekil 11: B2 smifi kalp yetmezligi olgusunda pulmoner arterin renkli Doppler
muayenesi ve sol atriyal dilatasyon goriiniimii (Kopay, 4 yas, Disi, 21 kg).

Regiirgitan akimlarin degerlendirilmesi: MV ve TV’ye ait regiirgitan akimlarin
belirlenmesi apikal 4 bosluk goriintiide; kapak ag¢ilimlarimin net sekilde izlendigi
durumda (Sekil 11), ultrason imlecinin kapagin alt kismina yani sirasiyla LA ve RA
icine dogru yerlestirilmesi ve regilirgitan akim yolu ilizerine paralel diigiilmesi ile
gergeklestirilmistir. CW ve PW Doppler olgiimlerinde regilirgitan akimin velositesi de

degerlendirilmistir.
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Sekil 12: Apikal goriintii, mitral kapagin renkli akim ile muayenesi (Kopay, 4 yas, Disi,
21 kg, B2 hastas1)

P7-3 AP 97% MI0.0TIS 0.8
1 MR Vmaks
MR PGmaks 37.76
2 dt 06
dP/dt 533.33 mmHagls

(1 f g r I i ‘,‘1 ..

Sekil 13: Renkli akimin takip edilmesiyle CW Doppler modu ile mitral regiirgitasyon
velositesinin ve dp/dt oraninin belirlenmesi.
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Apikal 5 bosluk goriintide LV’de aortik ¢ikisinin net sekilde goriiniir hale geldigi
pozisyonda akima paralel pozisyonlandirilan ultrason imleci ile Ao akim karakteristigi
degerlendirilmistir; maksimum velosite (Ao Vmax) ve LV ejeksiyon zamanlar1 (LVET)
Olcililmiistiir. Hastalarda ekokardiyografide son olarak subkostal pozisyonda Ao ol¢iimii
yapilirken ultrason imleci akima paralel olarak yerlestirilmis ve daha once farkli
pencerelerden Olgiilmiis olan maksimum akim hizi (Vmax) ve LVET degerleri

dogrulanmistir (Boon, 2011).
3.4.5. Non-invazif Tansiyon Olciimii

Tansiyon 6l¢iim islemleri hastalarin stres kosullarinin en az oldugu durum ve ortamda
sag ve sol pedal arterlerden dlgiilmiistiir (VMed Vet-Dop2, Amerika Birlesik Devletleri).
Olgiim yapilmadan o&nce hastalarn sag veya sol arka ayaklarinda pedal arterin {ist
kismina gelen kismi yaklasik 3 cm boyunda tras edilmistir. Hastanin boyutuna gore
uygun olan kaf, hayvanin tarsal ekleminin iist kismi takilmistir. Cihazin probu hastanin
pedal arterinin iizerine yerlestirilerek sistolik ve diyastolik sesler duyulduktan sonra
Olciim islemine baglanmis, 5 kez seri Ol¢limler yapilmistir. Yapilan Ol¢iimlerin

ortalamasi alinarak hastanin gergek tansiyon degerine ulasilmistir (Mandigers, 2005).

Sekil 14: Non-invazif Doppler tansiyon 6l¢iimii uygulamasi
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3.4.6. Laboratuar Analizleri: Bu analizler tam kan saymm ile birlikte serum
biyokimyasal dl¢iimlerden (karaciger — bobrek ve elektrolit paneli, akut faz proteinleri
(APPs), D vitamini, d-dimer, oksidatif stres belirtecleri ve sitokin panelinden)
olusmustur. Kan drnekleri uygun teknikle kdpeklerin sefalik venlerinden hemogram i¢in
antikoagiilanli (EDTA), serum biyokimyasal 6l¢iimler i¢in de antikoagiilansiz tiiplere

toplanmustir.

APPs, oksidatif stres belirtegleri ve sitokin paneli ¢alisma kapsaminda hizmet alim ile
daha 6nce benzer calismalar1 yaptigimiz ekip (Prof. Dr. Jose Joaquin Ceron, Murcia
Universitesi, Klinik Patoloji ~Laboratuvari, Murcia — Ispanya) tarafindan
gerceklestirilmistir. Serum proteomik analizler de benzer sekilde hizmet alimi ile bu
konularda ortak ¢alismalar yiiriittiigiimiiz ekip (Dog. Dr. Ahmet Tarik Baykal, Acibadem

Universitesi, Molekiiler Biyoloji Laboratuvari, Istanbul) tarafindan gergeklestirilmistir.

3.4.6.1. Hematoloji: Kan ornekleri alinmasmi takiben Bursa Uludag Universitesi
Veteriner Fakiiltesi I¢ Hastaliklar1 Anabilim Dali laboratuarinda bir saat icinde (HMS5,

Abaxis) tam kan sayimi (I16kogram, eritrogram ve trombogram) gerceklestirilmistir.

3.4.6.2. Serum Biyokimyasal Analizler: Tiim kopeklerde serum enzim aktiviteleri
(alkalin fosfataz, alanin aminotransferaz, kreatinin kinaz ve amilaz), proteinler (albiimin,
globulin, toplam protein), elektrolitler (Ca, P), renal hasar belirtecleri (kan iire azot ve
kreatinin), glukoz ve total bilirubin Olglimleri belirlenmistir (Kapsamli Tani Profili
Rotor, VetScan VS2, Abaxis). Bununla birlikte tiroid paneli olarak serum tiroksin ve
kolesterol diizeyleri (VetScan T4 / Kolesterol Reaktifi Rotor, Abaxis), serum
miyokardiyal hasar belirteci olarak da kardiyak troponin I olgiimleri (I-Stat, c¢Tnl

kartusu, Abaxis) gerceklestirilmistir.
3.4.7. inflamatuar belirtecler

3.4.7.1. Serum sitokin analizleri: Bu analizler i¢in otomatik analizor kullanilmistir
(Luminex 200, Luminex Corporation, Austin, TX). Bir 6rnekte ayn1 anda 13 sitokin
Olciimil yapilmistir (Milliplex® MAP paneli, CCYTO-90K Millipore, Billerica, MA).
Bu sitokinler; interlokin-2 (IL-2), IL -6, IL-7, IL-8, IL-10, IL-15, IL-18, interferon gama
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kaynakli protein 10 (IP-10), monosit kemoatraktan protein 1 (MCP-1), graniilosit-
makrofaj koloni uyarici faktor (GM-CSF), keratinosit tiirevli kemokin (KC like), timor
nekroz faktorii - alfa (TNF-a) ve interferon - gama (IFN-y) olmustur. Analizler iiretici

firmanin prospektiis bilgileri temelinde ger¢eklestirilmistir.

Sitokin analizlerinin islem basamaklart su sekilde gerceklesmistir. Kitin her bir
hiicresine 200 pL test tamponu eklenip karistirilarak 10 dakika boyunca 20-25 ° C’de
bekletildikten sonra test tamponu ve artiklart emici bir havlunun {izerine kit ters
cevrilerek ¢ikartilmistir. Her bir kit hiicresine kontrol ve test orneklerinden 25 pL
konulduktan sonra 25 pL test tamponu ve ornek tiiriine gore (kontrol ve test) uygun
matris c¢ozeltisinden 25 pL numunelerin iizerine eklenmistir. Serum Orneklerini test
ederken, matris ¢ozeltisi olarak uygun kontrol Kkiiltiir ortami kullanilmistir. Kit
hiicrelerine 25 puL serum 6rnegi daha eklerken ayni anda vorteks karistirma sisesine 25
uL boncuk eklenmis ve ekleme islemi sirasinda sige siirekli karistirilmistir. Ardindan
kitin her bir hiicresi miihiirleyici ile kapatilmis ve kit folyo ile sarilarak 16-18 saat
boyunca 4°C'de inkiibe edilmistir. Bir gecelik inkiibasyon bazi analitler igin test
hassasiyetini artirabildigi i¢in farkli iki prosediir uygulanmistir. Kitler inkiibasyondan
alindiktan sonra uygun talimata gore 2 kez yikama yapilmistir. Kit oda 1sisina gelene
kadar beklendikten sonra kitin hiicrelerine 25 uL saptama antikoru eklenmistir ve kit
folyo ile kaplanarak 1 saat oda sicakhiginda bekletilmistir. Icerisinde daha onceden
eklenmis 25 pL saptama sollisyonu bulunan her bir hiicreye 25 pL Streptavidin-
Phycoerythrin eklenmis, 30 dakika boyunca hafif¢ce calkalayarak oda sicakliginda
inkiibe edilmistir. Daha sonra kit yeniden uygun talimata goére 2 kez yikanmistir.
Yikama isleminden sonra tiim hiicrelere 150 puL sheath soliisyonu eklenerek boncuklarla
birlikte 5 dakika boyunca calkalanarak oda sicakliginda siispanse edilmistir. Kit
Luminex® 200 yazilimi ile okunmus, Orneklerdeki analit konsantrasyonlart 5
parametreli bir lojistik yontem kullanarak Median Floresan Yogunlugu (MFI) elde
edilmistir. Sitokinlerin 6l¢iilebilir degerleri 3,2 - 21,7 uL arasinda degisiklik gosterirken,
testin dogrulugu da sitokinler arasinda farklilik (%91 - %109) gbstermistir .
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3.4.7.2. Akut Faz Proteinleri (APPs): APPs olarak bu ¢alismada serum orneklerinde
CRP, Hp ve ferritin diizeyleri belirlenmistir. CRP 6l¢iimleri immiinoturbidimetrik analiz
kiti (CRP OSR6147 Olympus, GmbH, Almanya) ve cihazi ile (Olympus AU600,
Olympus Diagnostica GmbH) gerceklestirilmistir. Ferritin konsantrasyonu ticari bir
immiinoturbidimetrik analizi (Tina-quant Ferritin, Roche) kullanilarak olgiiliirken, Hp
konsantrasyon Olc¢iimiinde ticari olarak temin edilebilen bir yontem (Tridelta Ltd., Brey,

Ireland) kullanilmistir (Eckersall et al., 1999).

3.4.7.3. Oksidatif stres belirtecleri: Bu amacla serumda kuprik indirgeyici antioksidan
kapasite (CUPRAC), trolox esdeger antioksidan kapasite (TEAC) ve thiol diizeyleri
irdelenmistir. CUPRAC ve TEAC diizeyleri kopekler icin valide edilmis yontemlerle
analiz edilmistir (Rubio et al., 2016a, 2016b). Serum thiol konsantrasyonlari ise Jocelyn
(1987) tarafindan gelistirilen, Costa et al. (2006) tarafindan modifiye edilen teknik ile

Olcllmustiir.

TEAC testi; bir numunede bulunan antioksidanlarin testte tretilen oksitli triinleri
azaltma veya inhibe etme kabiliyetine dayanmaktadir. Bu testin alt yapis;; ABTS nin
(2,2'-azino-bis (3-etilbenz-tiazolin-6 siilfonik asit) uygun bir kimyasalla inkiibe
edilmesini takiben bir ABTS radikalinin olusturulmasi esasina dayandirilmaktadir.
Ornekteki antioksidanlar konsantrasyonlar1 ile orantili bir sekilde ABTS'yi azaltarak
renk iiretimlerinde (mavi — yesil) degisime yol agmaktadirlar. Insan plazmasinda TEAC
Olctimleri esas olarak albiimin ve iirik asidi kapsarken, buna ek olarak; askorbik asit,
alfa-tokoferol ve bilirubin de dahil olmaktadir. Reaksiyon hizi genellikle E vitamininin
suda ¢oziliniir bir analogu olan Trolox ile kalibre edilmekte ve analiz sonuglar1 da mmol
Trolox esdegeri / L cinsinden ifade edilmektedir (Rubio et al, 2016¢). Toplam serum
tiyol konsantrasyonu da Hu (1994) tarafindan modifiye edilen yontem ile otomatik bir

biyokimya cihazi (COBAS MIRA® Plus) ile degerlendirilmistir.

3.4.7.4. Paraoksonaz 1 (PON-1) ve butirilkolinesteraz (BChE) aktivitesi: PON-1 ve
BChE aktiviteleri daha onceki ¢alismalarimizda oldugu gibi kopekler icin valide edilmis
yontemlerle 6l¢iilmiistiir. BChE aktivitesinin 6l¢limiinde Tecles et al. (2000) tarafindan

tavsiye edilen yontem kullanilmis (Olympus AU2700, Olympus Diagnostica GmbH) ve
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analiz icin DTNB ve 2-PDS adinda iki farkli kromofor kullanilmigtir. BChE aktivitesi;
hidrolize substrat / mL numune / dakika mikromol olarak ifade edilmistir. Hesaplama su
sekilde yapilmistir: 2 PDS i¢in, son aktivite = 340 nm x 1.55x% ilk seyreltmede absorbans
/ dakika degisim, DTNB icin ise son aktivite = 405 nm'de X 0.808x baslangi¢

seyreltisinde absorbans / dakika degisimi formiilleri kullanilmistir (Tecles et al., 2000;
Tvarijonaviciute et al., 2012). PON-1 aktivitesi de tavsiye edilen o6l¢iim metodu

(Haagen, & Brock, 1992) temelinde arilesteraz aktivitesinin 6l¢iilmesi ile belirlenmistir.

3.4.8. Proteomik analizler: Bu analizler bir dnceki g¢alismalarimizin onderliginde
gergeklestirilmistir (Kocatiirk ve digerleri, 2016; Levent ve digerleri, 2020). Protein
ekstraksiyonu i¢in hiicre pelleti; Universal Protein Extraction Kiti (Expedeon-44101) ve
proteaz inhibitor kokteyli (Thermo Sci.-87785) ile karigtirilmustir. Ornekler 5x10 saniye
dongiiye tabi tutulmuslar ve dongiiler arasinda da 30 sn buz iistiinde sogutulmuslardir
(sonikasyon). Bu islem sonrasinda 6rnekler 6nce 1000 rpm hizda, 95 °C’de / 10 dakika
karistirllarak 1s1l isleme tabi tutulmus, takiben de 14.000 rpm’de 10 dk santrifiij
edilmistir. Supernatant Ornekler alinarak yeni tliplere aktarilmistir. Peptitlerin elde
edilmesi icin; FASP Protein Digestion Kit (Expedeon-44250) ve tripsin enzimi (Pierce-
90057) kullanilmistir. Orneklerin son konsantrasyonu 200 ng/uL olacak sekilde % 0,1

formik asit ile dilue edilmis ve cihaza uygun tiiplere aktarilmistir.

Analizlere baglamadan 6nce, analizlerin gergeklestirildigi Xevo G2-XS Q TOF (Waters)
cihazina 6zgii olan MassLynx programi (V4.1-Waters) araciligi ile dedektér ve
kalibrasyon ayarlar1 yapilmistir. Metot SONAR’1n pozitif iyon ve sensitif moduna
getirilmesini takiben triptik peptitler hidrofobik yapilarina goére HSS-T3 (Waters-
186008818) kolonunda asetonitril gradienti ile fraksiyonlanmistir. Asetonitril % 5-35
araliginda arttirilarak peptitlerin kolondan ayrilmasi saglanmis, elektrospray iyonlasmasi
sonucu da kiitle spektrometresinde analizi yapilmistir. Analiz esnasinda 50-1950 m/z
araliginda ki peptitler icin veriler toplanmistir. Bu sayede MS analizi gergeklestirilerek
peptidin biitiinii hakkinda bilgilere ulagim saglanmistir (Sekil 14). Ardindan MS/MS
analizi yapilip peptidler parcalanmis ve sekans bilgileri elde edilmistir. Protein

tanimlamalar1 yapilirken UniProt protein veri bankasindaki canis lupus familialis’e ait
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protein sekans bilgisi kullanilmistir. Progenesis QIP yazilimi (Waters-2018) kullanarak

protein tanimlamasi ve istatistiksel analizler yapilmistir.

Reverse phase seperation
ESI-gTOF-MS analysis

MS
Low energy
ey
z -
E o MY
z W
1 N ! \ I
M ALY MS
time high energy
- Database search
Protein
identification
.’ dkll 1 (PLGS)
ML o
o ~‘>"t-\ Quantification :
: k N . (Progenesis LC-MS) ]

Sekil 15: Bu ¢alismada kullanilan proteomik analiz (LC/MS) algoritmasi

3.4.9. Orneklerin saklanmasi: Serum 6rnekleri -80 derecede ependorf ve cryo tiiplerde
saklanmistir. Tiim gruplardaki materyal sayilar1 tamamlandiginda 6rneklerin kuru buz
ile birlikte hizmve digerleritmi yapilan Istanbul Acibadem Universitesi Molekiiler
Biyokimya laboratuvarina elden ve Murcia Universitesi Veteriner Fakiiltesi Klinik

Patoloji Laboratuarina kargo araciligi ile gonderilmistir.

3.4.10. istatistiksel Analizler: Veriler ticari bir yazilim araci kullanilarak analiz
edilmistir (GraphPad Prism 6 ve SigmaPlot 12.0, GmBH, Germany). Farkli gruplar
arasindaki sonuglarda meydana gelen degisiklikler, kiiciik oOrneklem biytikligii
nedeniyle parametrik olmayan bir test (Kruskal-Wallis ve ardindan Dunn'in ¢oklu
karsilastirmasi) ile degerlendirilmistir. C sinifi hastalarda tedavi Oncesi ve sonrasi
verileri karsilastirmak i¢in Wilcoxon testi kullamilmistir. Degiskenler arasindaki
korelasyon Spearman testi kullamilarak belirlenmistir. Tiim olgularda enaz P < 0,05

istatistiksel olarak anlamli  kabul edilmistir. Proteomik analizlerde protein
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identifikasyonu ve istatistik analizleri Progenesis QIP software (Waters-2018) ile
yapilmis; kontrole gore enaz 1.2 kat degisim (artma ya da azalma) gdsteren ve P < 0.05
diizeyde istatistik farkliliga sahip olan proteinler anlamli olarak kabul edilmistir

(Kocatiirk ve digerleri, 2016).

Biyoinformatik analizlerde calismada elde edilen proteinlerin birbiri ile olan molekiiler —
biyolojik iligkileri bilgisayar ortaminda kullanimi serbest olan programlar araciligi ile

(www.string-db.com) gerceklestirilmis, ayn1 programda figiirleri olusturulmustur.

Proteinlerin yolak analizleri ve 6zellikleri bir diger programda (www.pantherdb.org)

calisilmistir (Levent ve digerleri, 2020).
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4. BULGULAR

Bu calisma farkli kalp yetmezligi simifinda yer alan kdpeklerin klinik ve laboratuvar
bulgularim1  icermektedir.  Dolayisiyla  bulgular; ACVIM  kalp  yetmezligi
klasifikasyonuna gore olusturulmus gruplardaki (A, B2, C ve D) degisimler temelinde
aktarilmig, ayrica C grubu hastalarin tedavi 6ncesi ve sonrasi bulgularina yer verilmistir.
A grubu kopekler saglikli kontrol grubunu, digerleri (B2, C ve D siniflar1) ise hasta
kopekleri yani test gruplarimi temsil etmektedir. Bu calismada farkli irk, yas ve

cinsiyetten toplam 29 kopek kullanilmistir (Tablo 8).

Tablo 8: Calismaya dahil edilen kdpeklerin irk dagilimlar: ve ACVIM siniflart

Irk ACVIM siifi

Labrador A
Border Collie

Samoyed

Cavalier King Charles Spaniel
Kangal

Golden Retrievers B2
Cocker Spaniel

Kopay

Jack Russell

Shih Tzu

Kangal

Pekingeses

Terriers

Shih Tzu

Cavalier King Charles Spaniel
Pincher

Kangal

Cocker Spaniels

Pit Bull

German shepherd

—_ ek kN = ok o= NN W s ek ek om0 = = = N W

(3]
=)

Toplam
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4.1. Klinik bulgular: Caligmaya dahil edilen kdpeklerin semptomatik fazda (C ve D
siiflar1) olanlarinda anamnez temelinde Oncelikli olarak egzersiz intoleransi, kronik
oksiiriik ve kilo kaybi1 not edilmisken, fiziksel muayene bulgularinda degisen derecelerde
mitral kapak punkta maksimasinda sistolik {iflirimler (3-6/6 derece), abdominal
genigleme (ascites) ve jugular dolgunluk tespit edilmistir. Ufiiriimiin siddeti ile uyumlu
olarak (>4/6 derece) hastalarda prekordiyal vibrasyon (thrill) da belirlenmistir.
Calismanin kontrol ve test gruplarini olusturan kopeklere ait klinik parametrelerin
ortalama ve standart hata degerleri ile minimum ve maksimum verileri Tablo 9’da
belirtilmistir. Buna gore kontrol ve test grubundaki kopeklerin yas ve canli agirliklariin
minimum ve maksimum degerleri arasinda farkliliklar olsa da ortalamalarinda istatiksel
bir degisim gozlenmemistir. Yas ortalamalar1 kontrol grubu icin 3,5 £ 0,9 yil, test
grubunda B2 sinifi i¢in 6,0 + 4,1, C sinif1 i¢in 8,6 = 5,4 ve D sinifi i¢in de 9,1 + 5,1
yil olarak belirlenmis, kalp hastalig1 siddeti yiikseldik¢e ortalama yas degerinin de
arttigr dikkat ¢ekmistir. Kalp ve solunum sayilar1 kontrol grubu (A smifi) ile
karsilastirildiginda test grubunu olusturan kalp yetmezligi gruplarinda (B2, C ve D
siniflar1) kademeli bir artis gostermistir. Kalp frekansinda D smift hastalarda
kontrole (P < 0,001) ve B sinif1 hastalara gore (P < 0,01); solunum sayisinda da test
grubunun tamaminda kontrole goére 6nemli artis (P < 0,01 — 0,001) belirlenmistir.
SAP degeri agisindan C simifi hastalarda kontrole (P < 0,05) ve B2 sinifi hastalara
gore (P < 0,01) yiiksek degerler elde edilmistir. D sinifi hastalarda SAP degeri A ve
B2 siniflarindaki degerlerden yiiksek olsa da standart hatanin genisliginden dolay1
istatiksel 6nem olugsmamistir. SAP i¢in C ve D siniflarinda maksimum degerlerin
sirasiyla 206 mmHg ve 162 mmHg belirlenmesi dikkate deger goriilmiistiir. Benzer
sekilde MAP degeri C sinifi hastalarda A ve B2 simiflarina gore daha yiiksek tespit
edilmis (P < 0,05), ancak DAP verilerinde gruplar arasi istatiksel bir farklilik

gozlenmemistir.

Tedavi ile birlikte bazi klinik bulgularda (SAP, DAP ve MAP) anlamli degisimler
izlenirken (P < 0,05), digerlerinde istatiksel diizeyde bir degisim belirlenmemistir

(Tablo 10).
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Tablo 9: Kontrol ve test grubu kopeklerde klinik parametrelerin ortalama ve minimum-

maksimum degerleri

Parametre

Yas

Viicut Agirhgi kg
Cinsiyet

Erkek / Disi

P /dk

R /dk

T°C

SAP mmHg

DAP mm Hg

MAP mm Hg

n=8)

3,5+0,3"
(2-5)

23,5 +3,8¢
(7-40)

2/6

119 £31°
(100-196)

36+ 14*
(20-60)

38,3 +0,2°
(38,0-38.,8)

135 + 16"
(120-170)

73+ 6°
(68-85)

104 + 10°
(95-125)

A Smifi (Kontrol)

B2 Smifi
(n=6)

6,0 + 1,6
(1-10)

19,1 +4,7*
(7-34)

2/4

128 + 23
(90-160)

59 + 6™
(48-68)

38,1 £0,1*
(38,0-38,4)

130 = 7¢
(123-139)

64+ 7°
(58-76)

97 + 5°
(91-103)

C Siif
(n=10)

8,6 £ 1,6b*
(1-17)

16,0 £ 5,6*
(4-60)

6/4

156 + 18%¢
(120-182)

68 + 14>
(52-100)

38,3 +£0,4°
(38,0-39,5)

154 + 19b™#™
(134-206)

77 £ 10°
(66-100)

115 + 14"
(102-153)

D Smifi
(n=5)

9,1 + 1,8b**
(1-15)

34,1 £ 8,5¢
(9-70)

3/2

191 £ 72674
(102-326)

63 + 19"
(32-100)

38,2+ 0,3°
(37,8-38,6)

145 + 19*
(112-162)

74+ 10°
(62-84)

109 + 9=
(97-123)

Aymni satirda ayni harfi tasiyan degerler arasinda istatistiksel farklilik yoktur.
# B grubu ile karsilastirildiginda * P < 0.05 ** P <0.01 ***P <0.001

Tablo 10: C sinift kdpeklerde klinik parametrelerin tedavi dncesi ve sonrasi degisimleri
(minimum-maksimum)

Parametre Tedavi Oncesi Tedavi Sonrasi P degeri
(n=10) (n=6)
Viicut Agirhg kg 16,0 + 18,5 158+16,3 0,973
(4-60) (4-52)
P /dk 156 £ 18 142 £ 17 0,110
(120-182) (116-160)
R/dk 68 + 14 58+9 0,106
(52-100) (44-72)
T°C 383+0,4 38,103 0,444
(38,39,5) (37,8-38,7)
SAP mm Hg 154+ 19 1377 <0.05
(134-206) (128-150)
DAP mm Hg 77+ 10 67+6 <0.05
(66-100) (60-76)
MAP mm Hg 115+ 14 102+6 <0.05
(102-153) (94-110)
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4.2. Radyolojik Bulgular: Calismaya katilan kopekler radyolojik olarak
incelendiginde; test grubunda B2 sinifi hastalarin tamaminda lateral pozisyonda
kalbin kapladigi interkostal alanin (>3,5 interkostal bosluk) ve VHS’nin arttigi
(>11,0), C ve D smifinda ise mevcut bulgularin daha belirgin ve siddetli oldugu
belirlenmistir. Semptomatik gruptaki kopeklerde kardiyomegali ile birlikte
pulmoner ve perihilar 6dem, vena cava caudalisin dilatasyonu ve yukar1 deviasyonu,
tracheanin dorsale deviasyonu, ventrikiiler sternal temas artis1 ve pulmoner ven ve
arterde dolgunluk bulgular1 ortak tespitler olmustur. Bazi hastalarda (2 adet C sinifi,
3 adet D simnifindan) radyolojik olarak pleural ve peritoneal serbest sivi (asites)
varligt da ortaya konmus, bu tespitler ilerleyen muayene semasi iginde

ultrasonografik olarak da konfirme edilmistir.

Sekil 16: C simifi hastanin laterolateral radyografisi (Shihtzu, 1,5 yas, disi, 4kg);
kardiyomegali, trekhea ve kaudal vena kavanin dorsole deviyasyonu, pulmonar
damar konjesyonu ve minimal interstitiel alveolar desen
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Sekil 17: C smifi hastanin ventrodorsal radyografisi (Shihtzu, 1,5 yas, disi, 4kg);
kardiyomegali, sol kardiyo-torasik oranda azalma (sol ventrikiiler bilyiime), minimal
interstitiel akciger deseni ve pulmoner damarlarda konjesyon.

4.3. EKG bulgulari: Hastalarin EKG incelenmesi sirasinda ritim analizleri
yapilmis; kontrol (A sinifi) ve asemptomatik test grubunda (B2 sinifi) bulunan
kopeklerin tiimiinde sinus ritim (n=14) tespit edilmistir. Bu olgularin bazilarinda
(6/14) respiratorik sinus aritmi belirlenmistir. Semptomatik test siniflarinda (C ve
D); sinus tagiaritmi (4/15) ve atriyal fibrilasyon (3/15) ile birlikte atriyal ve
ventrikiiler prematiir kompleksler (4/15) belirlenmistir. Ritim degerlendirmesine ek
olarak morfolojik degerlendirmeler de yapilmis; sol atriyal dilatasyon (P-mitrale,
2/15), sag atriyal dilatasyon (P-pulmonale, 3/15), sol ventrikiiler biiyiime (5/15),
kiiciik kompleks QRS olusumu (2/15), sag veya sol aksis deviasyonu (8/15)

bulgularina ulagilmaistir.
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Sekil 18: D smifi bir hastanin EKG goriintiisiit (Smm/mV - 50 mm/s); atriyal
fibrilasyon ve ventrikiiler ekstra sistol (Kangal, 6 yas, erkek, 50 kg)

4.4. Ekokardiyografik Bulgular: Tanisal siirecte ekokardiyografi teknigine uygun
olarak gerceklestirilmis; sag parasternal uzun eksen M-mode Ol¢ctimleri ile sol
ventrikil iligkili fonksiyonel ve geometrik degerlendirmeler yapilmistir (Tablo 11).
Bu degerlendirme ile birbirini takip edecek sekilde diyastol ve sistolde sag ventrikiil
(RVDd), interventrikiiler septum (IVSDd ve IVSDs), sol ventrikiil (LVDd ve LVDs)
ile sol ventrikiil serbest duvar (LVPWDd ve LVPWDs) caplari belirlenmistir. RVDd
degeri A siifindan baslayarak (0,62 £ 0,26 cm) D simifina (1,36 £ 0,78 cm) kadar
ortalama olarak artis gosterse de istatiksel bir fark olusmamistir. LVDd ve LVDs
caplart D sinifi hastalarda kontrol (A sinifi; P < 0,001) ve diger gruplara gére 6nemli
artig gostermistir (P < 0,01). C simnifi hastalarda LVPWDd ve LVPWDs degerleri
diger gruplara gore 6nemli diizeyde diisiik ¢ikmistir (P < 0,01 — 0,001). IVSDd ve
IVSDs c¢aplar1 ile FS ve EF degerlerinde gruplar arasinda istatiksel Onem
olusmamistir. Kontrol grubu ile karsilastirildiginda EPSS degeri test grubunda
anlamli degiskenlik gdstermemis, ancak D sinifi hastalarda rakamsal ytikseklik

dikkat ¢ekmistir (Tablo 11).
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Sag parasternal kisa eksen Ao diizey Ol¢limleri ile C ve D smfi kalp
yetmezliklerinde LA ve MPA c¢aplarinda A ve B2 siniflarina gore artis (P < 0,01)
belirlenmistir (Tablo 12).

Sekil 19: C siifi hastada 2-D ve renkli M-mode ile sag parasternal kisa eksen
papillar kas diizeyinden mitral regiirgitasyon 6rnegi (Cavalier King Charles, 5 yas,
disi, 11,5 kg).

Doppler ol¢iimlerinde Ao ve MPA maksimum velositeleri ile Ao ejeksiyon siiresi
gruplar arasinda onemli istatistiksel farklilik ortaya ¢ikmamistir. MV ve TV E/A
oranlart D simifinda (3,0 + 1,3 ve 2,3 &+ 0,6, sirasiyla) kontrol (1,9 + 0,6 ve 1,6 + 0,4)
ve diger kalp yetmezligi simiflarina gore yiikselis gostermis; ancak, istatistiksel

farklilik ortaya konulamamistir (Tablo 13).
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1 |Vsd 111 ecm
LVIDd 7.31 cm
LVPWd 1.11cm
EDV(Teich) 281.43 ml

2 |VSs

Sekil 20: C siifi bir hastada dilate kardiyomiyopati (Kangal, 1,5 yas, erkek, 45 kg); LV
diyastol c¢apinda artma, FS degerinde diisme, EPSS’de artma ve hiperkinetik
interventrrikiiler septum (LV basing artisin1 yansitmakta).

Sekil 21: Apikal 4 bosluk pozisyonunda mitral regiirgitasyon (Pekingese, 14yas, disi,
6kg).
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Tablo 11: Kontrol ve test grubu kopeklerde ekokardiyografik olctimlerin ortalama
degerleri ve standart hatalar1 (sag parasternal uzun eksen 4 bosluk M-mode 6l¢iimleri)

Parametre

RVDd (cm)
IVSd (cm)
LVd (cm)
PWd (cm)
IVSs (cm)
LVs (cm)
PWs (cm)
EPSS (cm)
FS %

EF %

A smifi1 (Kontrol)

n=8
0,62 + 0,09a
0,90 + 0,10a
3,24+ 0,22a
1,04 £0,11a
1,1 £0,12a
2,21 £ 0,24a
1,25+ 0,10a
0,28 £ 0,14a
32,2+ 2,0a
59,5 +3,8a

B2 Sinifi
(n=6)
0,96 +0,11a
1,1 £0,10a
3,01 £0,51a
0,91 £ 0,14a
1,3+0,13a
2,15+0,13a
1,21 £ 0,15a
0,42 + 0,08a
35,0+ 2,2a
65,1 £2,2a

C Sinifi
n=10)
0,97 +£ 0,33a
0,70 + 0,04a
3,98 + 0,44a
0,61 + 0,03b%**
0,90 + 0,02a
2,87 + 0,45a
0,74 + 0,01 b***
0,55 +0,16a
29,5 +2,0a
55,9 +3,8a

Aymni satirda ayni harfi tasiyan degerler arasinda istatistiksel farklilik yoktur.
# C grubu ile karsilastirildiginda

* P <0.05 ** P <0.01

D Simifi
(n=5)
1,36 £ 0,35a
1,05+ 0,11a
5,72 £ 2,05b#**
0,93 + 0,04a
1,24 £ 0,12a
4,36 £ 0,84b**#*
1,31 £ 0,10a
1,24 + 0,32a
26,7 £5,5a
49,8 £ 4,2a

Tablo 12: Kontrol ve test grubu kopeklerde ekokardiyografik ol¢iimlerin ortalama
degerleri ve standart hatalar1 (sag parasternal kisa eksen aort diizeyi dl¢iimleri)

Parametre
(cm)
LA (cm)
Ao (cm)
MPA (cm)
LA/Ao

A smifi (Kontrol)

(n=38)
2,2+0,5a
2,0+0,5a
1,7 £ 0,4ab
1,1 £0,0a

B2 Simifi
(n=6)
2,3+0,9a
1,9 +£0,5a
1,6 £ 0,5a
1,6 £0,1a

C Simfi
(n=10)
3,1 +1,2ab
1,4+ 0,4a
1,5+0,5a
2,2 +0,1b***

Aymni satirda ayni harfi tasiyan degerler arasinda istatistiksel farklilik yoktur.

*P<0.05 **P<0.01

wkE P <0.001

D Simifi
(n=35)
4,7 £ 1,5b**
1,9 +£0,5a
2,2 +0,5b*
2,3 +0,1b***

Tablo 13: Kontrol ve test grubu kopeklerde ekokardiyografik Olclimlerin ortalama
degerleri ve standart hatalari

Parametre
(cm)
PA Vmax mmHg
Ao Vmax mmHg
Ao ET m/s
MYV E/A
TV E/A

A smfi (Kontrol)
(n=28)
0,8+0,1a
0,9 +£0,2a
195 £ 25a
1,9 +£0,2a
1,6 £ 0,4a

B2 Simifi
(n=6)
1,0+ 0,3a
1,4+ 0,3a
231 £ 25a
2,2 +0,2a
1,8 £0,5a
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C Simfi
(n=10)
0,6 +0,1a
1,0+ 0,5a
194 + 38a
22+0,la
2,0+ 0,5a

D Sinifi
(n=35)
0,6 +0,2a
1,0+ 0,3a
181 + 38a
3,0+0,5a
2,3+ 0,6a



4.5. Laboratuar Bulgular

4.5.1. Hematoloji: Lokogram verileri incelendiginde total 16kosit (WBC) degerinde,

kontrol ve asemptomatik grup (B2 simifi) ile semptomatik gruplar arasinda

istatistiksel farklilik belirlenmistir. WBC ve nétrofil degerleri C ve D siiflarinda A

ve B siniflarina gore P < 0,001 diizeyinde yiiksek bulunmustur. Eritrogram degerleri

incelendiginde hematokrit yiizdesinin D sinifi hastalarda A ve B2 simiflarina gore

azaldig1 (P < 0,001), C smifina gore ise Onemli bir degisim gostermedigi tespit

edilmistir. Eritrogramin diger tiim parametreleri ve trombogram degerlerinde

gruplar arasinda istatistiksel farklilik olusmamistir (Tablo 14). Tedavi Oncesi ve

sonras1t hemogram verilerinde istatistiksel farklilik gézlemlenmemistir. (Tablo 15).

Tablo 14: Kontrol ve test grubu kopeklerde rutin hemogram parametrelerinin ortalama
ve minimum-maksimum degerleri (minimum-maksimum)

Parametre

WBC (x10°*/mm?®)
Nétrofil (x10%/mm?)
Lenfosit (x10*/mm?)
Monosit (x10*/mm?)
Eosinofil (x10°/mm?)
Basofil (x10°/mm?)
RBC (x10%mm?)
HGB gr/dL
Hematokrit %
MCYV fL

MCH gr/dL
MCHC gr/dL
RDW %

PLT (x10°/mm?)
PCT %

MPV L

PDW %

A sifi (Kontrol)
(n=38)
11,5+ 1,1a
(8,9-18,5)
7,9 +0,8a
(6,1-12,9)
24+ la
(1,1-4,2)
0,5+0,2a
(0,2-0,8)
0,4+0,2a
(0,1-0,8)
0,1 £0,0a
(0,02-0,2)
6,5 +0,4a
(6,02-7,07)
14,8 = 1,09
(13,7-16,2)
43,8 + 3,2ab
(39,8-48,9)
67,3 +2,6a
(62-70)
22,8 +0,9a
(21,8-24,4)
33,9+ 1,2a
(31,9-35,1)
17,2+ 1,3a
(15,5-20,1)
271 + 105a
(66-391)
0,27 £ 0,12a
(0,03-0,42)
9,6 £2,3a
(5,3-12,7)
37,5+ 6,5a
(23-44,3)

B2 Smifi
(n=6)
10,1 = 1,4a
(7,6-15,7)
7,3+0,9a
(5,6-11,2)
2+0,7a
(1,2-3,1)
0,4+0,1a
(0,2-0,5)
0,4 + 0,3ab
(0,07-0,9)
0,1 £0,0a
(0,02-0,24)
7,1 £0,3a
(6,4-7,6)
16,2+ 1,4
(14-17,9)
48,8 +£5,3a
(40,7-55,4)
68,5 +4,7a
(62-73)
22,7+ 1,2a
(21,5-24,9)
33,2+ 1,5a
(31,1-34,7)
18,2 + 2,5a
(16,2-21,9)
435 + 234a
(259-780)
0,48 £0,21a
(0,22-0,75)
8,0+ 1,5a
(6,2-10,3)
33,7 + 6,4a
(23,9-38,8)

C Smifi
(n=10)
18,4 £ 2,5b#**
(9,6-34,5)
14,4 £ 2,2b%**
(6,6-30,1)
2,5+ 1,4a
(1,1-6,2)
0,7+ 0,4a
0,2-1,4)
0,5 + 0,6ab
(0,022,1)
0,1 +£0,0a
(0,01-0,3)
6,25+ 1,1a
(4,2-8,2)
14,7+£2,6
(10,8-19,6)
43,6 £ 9,2ab
(28,7-61,2)
69,5+ 4,2a
(61-75)
23,6 + 2,4a
(20,1-29)
34 +2,6a
(29,2-38,4)
17,5+ 2,2a
(15,6-23,9)
385+ 185a
(136-829)
0,35+ 0,13a
(0,15-0,62)
94+ 1,2a
(7,5-11,8)
37,7+ 5,6a
(23-44.2)

Ayni satirda ayn1 harfi tagiyan degerler arasinda istatistiksel farklilik yoktur.

# B grubu ile karsilastirildiginda

*P <0.05

** P <0.01
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*#** P < 0.001

D Siifi
(n=5)
18,7 &+ 1,5b#**
(19,7-10,9)
15,7 £ 1,3b**
(8,3-19,7)
1,8+0,7a
(0,5-3,1)
1+0,6a
(0,1-2,1)
0,1 £ 0,0b*
(0,02-0,2)
0,0 £ 0,0a
(0-0,2)
58+1,1a
4,4-7,5)
13+£2,8
(9,8-17,6)
37,6 + Th***
(30,3-50,4)
64,3 + 4a
(58-68)
22,5+ 4,5a
(17,3-32,1)
34,8 +5,5a
(29-47,2)
17,5+ 2,4a
(15,4-21,9)
340 + 195a
(155-769)
0,28 + 0,13a
(0,11-0,50)
8,7+ 1,8a
6,5-11,1)
30,8 + 10,0a
(15-39,6)



Tablo 15: C sinifi kopeklerde rutin hemogram parametrelerinin tedavi 6ncesi ve sonrasi
degisimleri (minimum-maksimum)

Parametre Tedavi Oncesi Tedavi Sonrasi P degeri
(n=10) (n =6%)
WBC (x10°/mm?®) 18,4+ 8.4 16,2 + 6,9 0,587
(9,6-34,5) (9,9-30,6)
Notrofil (x10°/mm?®) 144+74 126 +6 0,526
(6,6-30,1) (7,4-25)
Lenfosit (x10°/mm?) 25+1,4 24+1,1 1
(1,1-6,2) (1-4,1)
Monosit (x10°/mm?) 0,78 £ 0,41 0,99 + 0,35 0,295
(0,2-1,4) (0,43-1,29)
Eosinofil (x10°/mm?) 0,5+0,6 0,13 + 0,09 < 0,05
(0,02-2,1) (0,02-0,29)
Basofil (x10*/mm’®) 0,13 +£0,09 0,06 + 0,05 0,079
(0,01-0,3) (0-0,14)
RBC (x10°mm?) 6,25+ 1,1 6,36 + 1,08 0,839
(4,2-8,2) (5,05-7,74)
HGB gr/dL 14,7+2,6 154+ 1,6 0,521
(10,8-19,6) (14,1-18,9)
Hematokrit % 43,6 £9,2 42,6 +6,5 0,824
(28,7-61,2) (34,7-55,1)
MCYV fL 69,5 +4,2 68,5 +3,7 0,630
(61-75) (63-75)
MCH gr/dL 23,6+24 25,0 +4,0 0,367
(20,1-29,0) (21,0-32,1)
MCHC gr/dL 34+£2,6 358+6,1 0,397
(29,2-38,4) (27,0-47,2)
RDW % 17,5+22 16,6 + 0,8 0,388
(15,6-23,9) (15,6-18,1)
PLT (x10°/mm?®) 385+ 185 379+ 116 0,856
(136-829) (263-571)
PCT % 0,35+0,13 0,34 + 0,08 0,980
(0,15-0,62) (0,25-0,51)
MPV fL 94+1,2 9,0+ 1,2 0,500
(7,5-11,8) (7,3-11,1)
PDW % 37,7+5,6 36,8 +2,6 0,341
(23-44,2) (32,7-39,8)

* tedavi sonrasi bazi olgularin (n=4) takibi yapilamamustir.

4.5.2. Serum Biyokimyasal Bulgular: Serum kardiyak troponin (cTnl), total
tiroksin (T4) ve rutin serum biyokimyasal degerler irdelenmistir (Tablo 16). Serum
cTnl degeri semptomatik hastalarda (C sinifi: 1,80 £ 1,39 ng/mL ve D sinifinda: 7,09
+ 12,24 ng/mL) kontrol grubu (A smnifi; 0,03 = 0,04 ng/mL) ve B2 sinifina gore
(0,03 £ 0,04 ng/mL) 6nemli diizeyde artis gézlemlenmistir. Tiroid panelinde serum
T4 ve kolesterol seviyeleri incelenmistir: Kontrol grubu ve test gruplar1 arasinda
istatistiksel onemde farklilik belirlenememistir. Serum T4 degeri kontrol grubunda

2,6 = 1,1 ug/dL, B2 sinifinda 1,8 £+ 0,8 ug/dL, C siifinda 2,0 = 0,9 ug/dL ve D sinifi
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hastalarda ise 1,1 = 0,5 ug/dL (P < 0,001) olarak O0l¢lilmiis; ancak, ortalama

degerlerin referans araliginda kaldigi goriilmiistiir. Maksimum serum kolesterol

degerlerinin tiim gruplarda birbirine yakin oldugu (317-340 mg/dL araliginda) tespit

edilmistir.

Tablo 16: Kontrol ve test grubu kopeklerde serum biyokimyasal parametrelerinin
ortalama ve minimum-maksimum degerleri

Parametre
ALB (g/dL)
ALP (U/L)
ALT (g/dL)
AMY (U/L)
TBIL (mg/dL)
BUN (mg/dL)
CA (mg/dL)
PHOS (mg/dL)
CREA (mg/dL)
GLU (mg/dL)
NA (nmol/L)

K (nmol/L)

TP (g/dL)
GLOB (g/dL)
T4 ug/dL
CHOL (mg/dL)

¢Tnl (ng/mL)

A smfi (Kontrol)
(n=8)
3,7+0,3a
(3,3-4,4)
35,2+ 22,5a
(17-83)
32,4 +73a
(24-43)
656 + 147a
(422-829)
0,24 £ 0,07a
(0,2-0,4)
14,1 £4,3a
(8-21)
10,2 + 0,4a
(9,7-10,9)
4,6 £0,5a
(3,9-5,2)
0,8 £ 0,2a
(0,4-1,2)
79,1 + 18,3a
(60-117)
137,5+4,1a
(129-142)
4,9 £0,4a
(4,1-5,5)
6,4 +0,2a
(6,1-6,9)
2,8 +0,4a
(2,3-3,4)
2,6+ 1,la
(1,6-3,8)
242 + 76a
(157-340)
0,03 £+ 0,04a
(0-0,02)

B2 Simfi
(n=6)
3,6 £0,25a
(3,3-4)
62,1 + 46a
(26-152)
45 £ 22,6a
(23-86)
552 + 166a
(341-828)
0,33 +0,13a
(0,2-0,6)
15,1+ 6,1a
(7-26)
10,4 + 0,4a
(9,8-11)
4,2+0,8a
(2,8-5,3)
0,8 +0,07a
(0,8-1)
84,6 +21,7ab
(55-103)
142,5 + 2a
(140-146)
5,5+0,3a
(5-6)
6,4 +0,2a
(6,1-6,8)
2,7+0,3a
(2,3-3,2)
1,8 £ 0,8ab
(1,5-3,1)
239 + 40a
(200-314)
0,03 + 0,03a
(0,01-0,09)

C Simfi
(n=10)
3,4+ 0,6a
(2,3-4,2)
86,3 + 57,4a
(9-179)
98,7 + 77,2b*
(35-305)
619 £ 327a
(310-1280)
0,31 + 0,06a
(0,2-0,4)
22,3+ 15,5a
(7-52)
10,6 + 0,6ab***
(9,9-12)
59+1,7a
4-8,7)
0,91 +0,3a
(0,6-1,8)
117,6 + 41,7ab
(72-210)
1419 £ 6,1a
(131-151)
55+%1,la
(4,1-8,5)
6,4 +0,8a
(4,7-7,9)
3+0,9a
(1,5-4,3)
2,0 + 0,9ab
(0,5-3,6)
234 + 49a
(158-326)
1,80 + 1,39b***
(0,14-4,5)

Aymni satirda ayni harfi tasiyan degerler arasinda istatistiksel farklilik yoktur.

* P <0.05

Rutin

*#* P <0.01

*#% P <0.001

serum biyokimyasal parametreler

icin kapsamli

D Sinifi
(n=5)
29+0,8a
2-4,1)
448 + 726a
(12-2100)
441 £ 1083ab
(20-3120)
681 + 256a
(435-1189)
0,3+ 0,07a
(0,2-0,4)
34,5 +24,2a
(12-89)
9,6 + 0,4ac
(9-10,3)
5,1 £0,6a
(3,9-6)
1+0,25a
(0,8-1,4)
116,1 + 27,5b*
(73-164)
136,8 + 8a
(120-143)
4,7+ 1,1a
(3-6,2)
5,8+ 0,9a
4,4-7,1)
2,6 = 0,6a
(1,9-3,6)
1,1 £ 0,5b***
(0,5-1,8)
198 + 75a
(124-317)
5,30 + 2,01 c***
(0,11-33,8)

profil rotoru

kullanilmis ve 14 parametre incelenmistir. Serum karaciger enzim degerleri
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incelendiginde, serum ALT diizeyinin C ve D sinifi hastalarda kontrol ve B2 sinifina
gore istatistiksel diizeyde arttigi ortaya konulmustur (P < 0,05). Bobrek
fonksiyonlar1 agisindan serum kreatin (Cr) ve kan iire azotu (BUN) degerleri
incelenmis; kontrol ve test gruplar1 arasinda onemli istatiksel farklilik olusmamuistir.
Incelenen diger parametrelerde albumin, amilaz), total biluribin (TBIL), kalsiyum
(CA), fosfor (PHOS), glukoz (GLU), sodyum (NA), potasyum (K), total protein
(TP) ve globulin (GLOB)] kontrol ve test gruplar1 arasinda istatiksel Onem
olmamakla birlikte degerler kopekler i¢in bildirilen referans araliklarinda yer
almistir (Tablo 16). Adi gecen parametrelerde tedavi Oncesi ve sonrasi
degerlendirmelerde istatistiksel bir farklilik belirlenmemistir (Tablo 17). Serum T4,
Chol ve c¢Tnl degerleri tedavi sonrasi 6l¢iim panelinde yer almamastir.

Tablo 17: C smifi kopeklerde serum biyokimyasal parametrelerinin tedavi Oncesi ve
sonrast degisimleri (minimum-maksimum)

Parametre Tedavi Oncesi Tedavi Sonrasi P degeri
(n=10) (n=6)
ALB (g/dL) 34+0,6 3,1+0,8 0,401
(2,3-4,2) (2-4,1)
ALP (U/L) 86 + 57 87+79 0,856
(9-179) (29-256)
ALT (g/dL) 98 + 77 61 +34 0,365
(35-305) (23-112)
AMY (U/L) 619 + 327 713 £213 0,548
(310-1280) (428-931)
TBIL (mg/dL) 0,31 + 0,06 0,41+0,11 0,061
(0,2-0,4) (0,3-0,6)
BUN (mg/dL) 22,3+ 15,5 30,7 + 26,0 0,418
(7-52) (7-80)
CA (mg/dL) 10,6 £ 0,6 10,3+£0,2 0,431
(9,9-12) (9,9-10,8)
PHOS (mg/dL) 59+1,7 54+£23 0,655
4-8,7) (2,2-8,6)
CREA (mg/dL) 0,91 + 0,30 0,84 + 0,33 0,699
(0,6-1,8) 0,4-1,4)
GLU (mg/dL) 117 £ 41 122 + 30 0,319
(72-210) (90-184)
NA (nmol/L) 1416 138+ 3 0,181
(131-151) (133-143)
K (nmol/L) 55+1,1 4.8+0,8 0,146
(4,1-8,5) (3-5,5)
TP (g/dL) 6,4+0,8 6,0 +0,8 0,344
4,7-7,9) (4,6-7,1)
GLOB (g/dL) 30+£0,9 2,7+0,4 0,421
(1,5-4,3) (2-3,1)
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Serum vitamin D ve D-dimer diizeylerindeki degisimlere bakildiginda; vitamin

D’nin C ve D smiflarinda A ve B2 smiflarina gore onemli Olgiide azaldigi

goriilmiistiir (P < 0,001). D-dimer degerlerinin ortalamalarinda rakamsal farkliliklar

olsa da standart hata yiiksekliklerinden dolay1 istatistik onem olusmamistir. B2 ve D

sinifi hastalarda maksimum d-dimer diizeylerinin sirasiyla 1000 ng/mL ve 351

ng/mL olmasi1 dikkat ¢ekici bulunmustur (Tablo 18). Tedavi Oncesi ve sonrasi

degerlendirmede her iki parametrede istatistiksel diizeyde bir fark belirlenmemistir

(Tablo 19).

Tablo 18: Kontrol ve test grubu kopeklerde vitamin D ve D-Dimer parametrelerinin

ortalama ve minimum-maksimum degerleri

Parametre A simifi (Kontrol) B2 Simfi
m=8) (n=6)
Vitamin D ng/mL 24,1 + 3,4ab 28,9 + 6,6ab
(20,1-28,3) (21,1-36,7)
D-Dimer ng/mL 88 + 38a 239 + 375a
(50-149) (50-1000)

Aymni satirda ayni harfi tasiyan degerler arasinda istatistiksel farklilik yoktur.

# B grubu ile karsilastirildiginda
*#% P <0.001

C Simifi
(n=10)
17,5 + 4,0#%%*
(12,8-23,1)
88 + 70a
(50-193)

D Simifi
(n=35)
11,8 £ 4,9¢c***
(6,19-17,3)
189 + 110a
(86-351)

Tablo19: C sinifi kdpeklerde serum biyokimyasal parametrelerinin tedavi oncesi ve

sonrast degisimleri (minimum-maksimum)

Parametre Tedavi Oncesi
(n=10)
Vitamin D ng/mL 17,5+ 4,0
(12,8-23,1)
D-Dimer ng/mL 88+ 70
(50-193)

* tedavi sonrasi bazi olgularin (n=4) takibi yapilamamustir.
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Tedavi Sonrasi

(n = 6%)
174 +7.6
(7,19-28,8)

104 + 40
(60-157)

P degeri

0,987

0,703



4.5.3. Serum Sitokin Bulgulari:

A ve B2 smifindaki kopekler C (P < 0,01) ve D (P < 0,05 smifi ile
karsilastirildiginda, KC-like degerinin 6nemli dl¢iide arttigr gézlemlenmistir (Sekil
15). IL-2, IL-6, IL-7, IL-8, IL-10, IL-15, IL-18, IP-10, MCP-1, GM-CSF, TNF-a ve
IFN-y sitokilerinde ise gruplar arasinda herhangi bir istatistiksel farklilik
saptanmamistir (Sekil 16 ve 17).
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[ |
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e
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Sekil 22: Saglikli kontrol (A) ile karsilagtirildiginda ACVIM’e gore farkl siddetteki
kalp yetmezligi olgularinda serum KC-like diizeylerindeki degisimler (Mavi-
MMVD, Kirmizi-DCM’li olgular1 gostermektedir).

D smmifi hastalarda CRP konsantrasyonlarinin A ve B2 sinifi hastalara gore daha
yiiksek oldugu belirlenirken (P < 0,05), Hp diizeyinde D sinifi hastalarda, A
sinifinda bulunan kd&peklere gore daha yiliksek oldugu saptanmistir (P < 0,05).
Negatif akut faz proteini PON1’in serum diizeyi D smifi hastalarda, A ve B2

68



sinifinda bulunanlara gére azalmasina (P < 0,05) ragmen biitirilkolinesteraz (BChE)
diizeyinde gruplar arasinda herhangi bir istatistiksel farklilik belirlenmemistir.
Gruplar arasinda istatistiksel farklilik belirlenen KC-like (P < 0,01), CRP (P < 0,01),
Hp (P < 0,01) ve PON1 (P < 0,05) diizeylerinde tedavi sonrast anlamli farkliliklar

gozlemlenmistir.
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Sekil 23: Saglikli kontrol (A) ile karsilastirildiginda ACVIM’e gore farkli siddetteki
kalp yetmezligi olgularinda serum sitokin degisimleri (IL-2, IL-6, IL-8, IL-10, IL-
18, IP-10)(Mavi-MMVD, Kirmizi-DCM’li olgular1 gostermektedir).
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Sekil 24: Saglikli kontrol (A) ile karsilastirildiginda ACVIM’e gore farkl siddetteki
kalp yetmezligi olgularinda serum sitokin degisimleri (IL-7, IL-15, MCP-1, GM-

CSF,

IFN-y,

gostermektedir.

TNF-0).

Mavi

renk MMVD’li
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Sekil 25: Saglikli kontrol (A) ile karsilagtirildiginda ACVIM’e gore farkl siddetteki
kalp yetmezligi olgularinda serum akut faz proteinlerinin degisimleri (Mavi-
MMVD, Kirmizi-DCM’li olgular1 gostermektedir).
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Sekil 26: Saglikli kontrol (A) ile karsilastirildiginda ACVIM’e gore farkl siddetteki
kalp yetmezligi olgularinda serum oksidatif stres parametreleri (Mavi - MMVD,
Kirmizi - DCM’li olgular1 géstermektedir).
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Sekil 27: C smifi hastalarda KC-like sitokin ve akut faz parametrelerinin tedavi
Oncesi ve sonrasi degisimleri. * P < 0,05 ve ** P < 0,01
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Sekil 28: C sinifi hastalarda oksidatif stres parametrelerinin tedavi dncesi ve sonrasi
degisimleri. * P < 0,05
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Tablo 20: Yangisal parametreler ile kardiyolojik parametreler arasindaki korelasyonlar

Parametre
WBC
NEU
BUN
CRP
Ferritin
PON1
BChE
TEAC
CUPRAC
Thiol
IL-2
IL-6
IL-7
IL-10
IL-15
IL-18
IP-10
MCP-1
GM-CSF
KC-like
TNF-a

Spearman's korelasyon tesi

c¢Tnl (p=10.57)
c¢Tnl (p=0.62)
cTnl (p = 0.40)
c¢Tnl (p=10.39)
c¢Tnl (p=0.51)
c¢Tnl (p=-0.41)
ALT (p=0.38)
LVDd (p=-0.41)
LVDd (p=-0.51)
LVDd (p =-0.49)
ALT (p=-0.45)

GM-CSF (p = 0.57)
LA/Ao (p = -0.44)

IFNg (p = 0.49)
ALT (p=-0.39)

GM-CSF (p = 0.80)

Cr (p=0.54)
c¢Tnl (p=0.45)

LA/Ao (p =-0.44)

cTnl (p = 0.45)

GM-CSF (p = 0.65)

LA/Ao (p = 0.55)
FS (p =-0.36)
WBC (p = 0.50)
LVDd (p = 0.40)
LA/Ao (p = 0.46)
LVDd (p =-0.63)

BUN (p =-0.41)
ALT (p = 0.38)
ALT (p = 0.38)
BChE (p = -0.44)
IL-2 (p = 0.65)
ALT (p=-0.37)

KC-like (p=0.41)
GM-CSF (p = 0.85)

IL-2 (p=0.71)

LVDd (p = 0.38)
BChE (p = -0.41)
LA/Ao (p = 0.52)
IL-2 (p = 0.85)

LA/Ao (p = 0.60)
NEU (p =0.56)
LA/Ao (p=0.60)
WBC (p=0.41)
LVDs (p =-0.49)

Hp (p=-0.49)
CRP (p =-0.51)
BUN (p =-0.41)

GM-CSF (p = 0.70)

BChE (p = -0.38)

IL-2 (p = 0.78)
IL-6 (p=0.72)

BUN (p =0.39)

WBC (p =0.59)
IL-6 (p = 0.73)

WBC (p = 0.96)

WBC (p = 0.56)
NEU (p = 0.46)

LA/Ao (p=-0.59)

CUPRAC (p = 0.87)

Hp (p=-0.53)
Cr(p=-0.38)

GM-CSF (p = 0.68)

IL-6 (p = 0.70)
IL-7 (p=0.71)

Hp (p = 0.40)

NEU (p = 0.58)
IL-7 (p=0.71)
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NEU (p = 0.60)
CRP (p = 0.54)
NEU (p = -0.43)

thiol (p = 0.90)

CRP (p=-0.43)

IL-2 (p = 0.68)

IL-7 (p=0.67)
IL-15 (p=0.81)

Ferritin (p = 0.38)

CRP (p=0.57)
IL-15 (p = 0.76)

Hp (p=0.47)
CRP (p =-0.64)

PONI (p = 0.60)

Hp (p =-0.50)

IL-6 (p = 0.49)

IL-6 (p = 0.66)

Hp (p=10.43)
IL-18 (p=0.78)

BChE (p = 0.43)
CUPRAC (p = 0.67)

CUPRAC (p = 0.89)

Ferritin (p = 0.56)



4.5.4. Serum Proteomik Bulgulari: Serum proteomlar1 Canis lupus familialis
(evcil kopek) veri tabanina gore listelenmis; kontrol grubuna gore en az P < 0,05
diizeyinde istatistiksel fark gosteren proteomlar anlamli kabul edilmistir. Bu
calismada Canis lupus familiaris i¢in toplam 157, anlamli olarak ise 29 farkl
protein tespit edilmistir. Tim izole edilen serum proteomlarinin accession
numaralari, degisim oranlar1t ve peptid sayilar1 gibi detaylar1 Tablo 21’de

aktarilmistir.

Tim proteinlerin PanterGo programi ile yapilan analizlerinde molekiiler
fonksiyonlar1 (binding ve katalitik ve regiilator aktivite), biyolojik siireclerde aldigi
gorevler (biyolojik regiilasyon, hiicresel ve immun sistem prosesleri ve signaling),
hiicresel yapilardaki dagilimlart (selliiler anatomik lokalizasyon, intraselliiler ve
protein iceren kompleksler), yolak analizleri (apoptosis, koagiilasyon, CCKR
signaling ve Parkinson hastalig1) ve protein siniflari (immunute, transfer, protein

baglama ve protein modifiye eden enzimler) sekiller ile (Sekil 28-32) aktariimaistir.

A (saglikli — kontrol) ve B2 simiflar1 arasinda serum protein ifade farkliliklan ile
ilgili olarak; izole edilen platelet proteomlarinin erisim (accession) numarasi, peptid
sayisi, degisim orani (fold change) ve protein tanimlamalar1 Tablo 22’de, reaksiyon
stiresi ve kiitle/yiik oranlarina (m/z) gore genel dagilimlar1 da Sekil 33’de gosterilmistir.
A siifina gore B2 sinifinda bir proteinde (angiotensinogen) artma (Sekil 34), 3
protein ise (lipopolysaccharide-binding protein, carboxypeptidase N subunit 2,
immunoglobulin iota chain-like) azalma saptanmistir (Sekil 35-37). B2 sinifinda
immunoglobulin iota chain-like proteinin kontrole gore 24 kat azalmasi dikkate

deger goriilmiistiir.

A (saglikli — kontrol) ve C siniflar arasinda serum protein ifade farkliliklar ile ilgili
olarak; izole edilen platelet proteomlarinin erisim (accession) numarasi, peptid sayisi,
degisim orani (fold change) ve protein tanimlamalar1 Tablo 23’de, reaksiyon siiresi ve
kiitle/ylik oranlarina (m/z) gore genel dagilimlart da Sekil 38’de gosterilmistir. C
sinifinda A smift ile karsilagtirtildiginda toplam 16 anlamli protein degisim

gostermis; bunlardan 8 protein artarken (Sekil 39-46), 8 protein de azalma
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gostermistir (Sekil 47-53). Artan proteinler; complement C3, carboxypeptidase N
catalytic chain isoform X1, inter-alpha-trypsin inhibitor heavy chain H2,
argininosuccinate lyase isoform X2, inter-alpha-trypsin inhibitor heavy chain H4
isoform X1, inter-alpha-trypsin inhibitor heavy chain H4 isoform X, nuclear mitotic
apparatus protein 1 isoform X2 ve complement C4-A olarak listelenmistir. Azalan
proteinler; pigment epithelium-derived factor, complement component C7 isoform
X2, complement factor I isoform X3, complement component C8 alpha chain
1soform X1, actin_ cytoplasmic 1, complement factor D isoform X1, apolipoprotein
C-II precursor ve hemopexin olarak belirlenmistir. Azalan proteinlerde maksimum
degisim gosterenler complement component C7 isoform X2 (2.77 kat) ve
hemopexin (2.46 kat), artan proteinlerde de carboxypeptidase N catalytic chain

isoform X1 (3,09 kat) ve complement C3 (2,76 kat) oncelikli yer almustir.

A (saglikli — kontrol) ve D siniflar1 arasinda serum protein ifade farkliliklar ile ilgili
olarak; izole edilen platelet proteomlarinin erisim (accession) numarasi, peptid sayist,
degisim orami (fold chance) ve protein tanimlamalar1 Tablo 24’de, reaksiyon siiresi ve
kiitle/yliik oranlarina (m/z) gore genel dagilimlann da Sekil 55’de gosterilmistir. D
sinifinda A simifi ile karsilastirtildiginda toplam 12 serum proteininde anlamli
degisim belirlenmis; iki protein (nuclear mitotic apparatus protein 1 isoform X2 ve
lipopolysaccharide-binding protein) artis gosterirken (Sekil 56-57), 10 proteinde
(serum paraoxonase/arylesterase 1, serum albumin precursor, serum albumin
isoform X1, platelet basic protein precursor, fetuin-B, adiponectin isoform X2,
actin_ cytoplasmic 1, tetranectin, immunoglobulin lambda-1 light chain isoform
X38 ve angiotensinogen) azalma belirlenmistir (Sekil 58-67). Artan proteinlerden
lipopolysaccharide-binding protein 3,53 kat kontrol degerlerden daha yiiksek elde
edilmisken, azalan proteinlerden ilk siralari serum albumin precursor (4,97 kat),
serum albumin isoform X1 (4,97 kat) ve immunoglobulin lambda-1 light chain

isoform X38 (4,49 kat) almistir.

A (saglikli — kontrol) ve C sinifi hastalarin tedavi sonraki degerleri arasinda serum

protein ifade farkliliklar ile ilgili olarak; izole edilen platelet proteomlarinin erigim
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(accession) numarasi, peptid sayisi, degisim orani (fold chance) ve protein tanimlamalari
Tablo 25’de, reaksiyon siiresi ve kiitle/yiik oranlarina (m/z) gore genel dagilimlar1 da
Sekil 68’de gosterilmistir. Tedavi sonras1 degerler A simifi ile karsilastirtildiginda
toplam 9 protein istatiksel diizeyde degisim gostermistir. Tedavi ile birlikte iki
protein (complement C3 ve carboxypeptidase N catalytic chain isoform X1) artmis
(Sekil 69-70), diger taraftan 7 proteinde ise (actin-cytoplasmic 1, fetuin-B,
immunoglobulin lambda-1 light chain isoform X38, complement factor H,
angiotensinogen, serum albumin precursor ve serum albumin isoform X1) azalma
gozlenmistir (Sekil 71-77). Tedavi ile birlikte kontrole gére complement C3’iin 1,77
kat ve carboxypeptidase N catalytic chain isoform X1 2,12 kat arttig1, oysa serum
albumin precursor’iin 3,53 kat ve immunoglobulin lambda-1 light chain isoform

X38’in de 2,69 kat azaldig1 belirlenmistir.

Bu calismada Canis lupus familialis protein veri bankasina gore tanimlanan tiim
proteinler ve bu proteinlerin birbiri ile olan iligkisi string analizi ile irdelendiginde
komplement sistemin kendi arasinda (C1, C2 ve C4), fetuin, serpin ve hemopexinin ise
diger proteinlerle olan molekiiler ve biyolojik iliskisi dikkat c¢ekici bulunmustur (Sekil

78).

Tablo 21: Kontrol grubuna gore kalp yetmezlikli kopeklerde tespit edilen tiim
proteinlerin (istatistiksel olarak anlamli ve anlamsiz) isim, peptid sayilar1 ve
tanimlamalar1

Accession No Peptid sayis1  Giiven Skoru  Kiitle Tammlanmis protein ismi
NP_001182774.2 8 71,1267 42079,017 actin_ cytoplasmic 1
XP_535835.2 10 84,8687 43188,7706 fetuin-B

XP_005639693.1 4 36,4206 59990,3151 carboxypeptidase N subunit 2
XP_542993.3 7 48,5286 53478,088 lipopolysaccharide-binding protein
XP_013977853.1 4 25,3048 36985,6351 complement factor D isoform X1
XP_022281488.1 126 1239,1701 194674,8394 complement C4-A
XP_005618890.1 14 108,1516 51977,8712 angiotensinogen
NP_001003026.1 72 745,8008 70600,5605 serum albumin precursor
XP_005628024.1 82 754,1669 70602,533 serum albumin isoform X1
XP_005633270.2 30 211,8986 180640,865 complement C3

78



XP_005630653.1
NP_001003221.1
XP_534989.4

XP_022280728.1
XP_005639866.1
XP_022266304.1

XP_022273600.1

XP_022266499.1
NP_001301045.1
XP_853676.1
XP_535195.2
NP_001071056.2
XP_536110.2
XP_003433491.1

XP_005642305.2
XP_848765.4

XP_544507.2

XP_022273595.1
XP_022262838.1
XP_013977971.1
XP_532697.2

XP_534901.2

NP_001295463.1
XP_003433793.1
XP_022280741.1
XP_022269775.1
XP_005622368.1
NP_001003369.2
XP_013969620.1
XP_005639325.1
NP_001003370.1
XP_013977261.1
XP_003431724.1
XP_022264446.1
XP_013965532.1
NP_001165243.2
XP_022278059.1
XP_005633787.1

NP_001257814.1
XP_022280742.1

150

58

18

12

14
50
14
55
19

69
77

12
206

36

21

13

48

36

10

32

35

26

51

10

11

46

1172,1034
6,2576
61,3779
601,4243
38,5876
216,2853

72,8015

12,0979
38,7643
94,2761
455,0048
104,224
430,6062
165,5129

703,8903
735,3425
76,4155
80,8649
1872,7394
23,3156
297,1865
146,7609
109,9691
47,9695
386,0816
54,0993
251,7129
76,3435
46,5394
67,8604
277,1694
22,5196
274,3179
218,3364
319,0327
29,0277
59,4492
101,1844

88,0156
433,285

519755,555
37086,4588
51067,6591
37281,4302
62531,0195
25090,0557

92752,0143

26390,9068
25554,2865
52079,3464
107374,4708
44321,0543
144352,0032
56957,1203

105648,2249
101575,7103
26524,1334
109242,1307
177621,9674
207812,926
97383,798
81670,4964
39207,3662
25867,2336
185537,3757
26454,729
70603,5403
10989,4473
49065,8309
69550,6157
52360,2119
19499,0865
87690,0382
126718,7194
325084,8146
13252,5005
46321,5882
14395,8622

15462,5736
88762,0923
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apolipoprotein B-100

cAMP-responsive element modulator
carboxypeptidase N catalytic chain isoform X1
apolipoprotein E

histidine-rich glycoprotein isoform X1

immunoglobulin lambda-1 light chain isoform X38 [Canis
lupus familiaris]

complement component C7 isoform X2 [Canis lupus
familiaris]

immunoglobulin iota chain-like [Canis lupus familiaris]
C-reactive protein precursor

hemopexin

inter-alpha-trypsin inhibitor heavy chain H2

pigment epithelium-derived factor

complement factor H

heparin cofactor 2

inter-alpha-trypsin inhibitor heavy chain H4 isoform X1
inter-alpha-trypsin inhibitor heavy chain H4 isoform X3
complement C1q subcomponent subunit B
complement component C6

complement C3

nuclear mitotic apparatus protein 1 isoform X2
fibrinogen alpha chain

complement C1r subcomponent

CDS5 antigen-like precursor

complement C1q subcomponent subunit C
complement C5

adiponectin isoform X2

C4b-binding protein alpha chain

apolipoprotein C-III precursor

argininosuccinate lyase isoform X2

complement factor I isoform X3

clusterin precursor

tetranectin

complement factor B

ceruloplasmin isoform X1

centromere-associated protein E isoform X1

platelet basic protein precursor
alpha-1-antiproteinase-like

serum amyloid A protein isoform X1 serum amyloid A
protein precursor

hemoglobin subunit alpha-like

gelsolin
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XP_533794.2
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XP_850219.1
XP_005630499.1

XP_003639742.1
XP_535424.1

XP_022269453.1
XP_005637230.1
XP_535367.1

XP_022260820.1
XP_022266311.1
XP_005626932.1
XP_022274751.1

28
26

138
140
89

58
27

o 0 WL =

13
20

23

27
63

16
16

40,4014
257,3294
226,2761
22,2957
63,3315
1295,4668
1348,3187
893,2923
14,768
57,0056
530,416
233,8101

6,0538
36,6319
62,0142
18,1191
545,5736
45,4703
140,1307
52,6119
13,9861
61,0963
56,9944
52,9262
214,9544
217,4408
31,9959
43,2089
7,7067
115,5549
124,5121
33,6701
21,7074

171,189
35,9611
194,6618
525,9069
39,9616
136,5335
183,5789
22,7052
60,4508

81461,0979
101454,3623
91897,3164
501458,9568
25456,3588
242337257
255505,9715
43821,3044
29398,0524
54504,3275
53036,7299
93469,3653

29091,0017
23266,0721
39769,6989
26122,4965
166644,8807
45993,3554
87714,328
56994,9672
23533,5696
15982,3057
79187,0527
72397,0292
50058,8674
24626,389
11226,7757
38689,2278
15607,9611
40046,3918
239604,4657
40267,9585
130605,7297

71729,1396
42361,2493
116905,0753
168106,659
26166,6066
44245,0331
24919,8908
40034,4403
67568,9232
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mannan-binding lectin serine protease 1 isoform X6
inter-alpha-trypsin inhibitor heavy chain H1 isoform X1
inter-alpha-trypsin inhibitor heavy chain H1 isoform X3
ankyrin-3 isoform X1

glutathione peroxidase 3 precursor

fibronectin isoform X11

fibronectin isoform X7

apolipoprotein A-IV

C4b-binding protein beta chain

vitronectin

antithrombin-IIT
phosphatidylinositol-glycan-specific phospholipase D
isoform X1

ficolin-2 isoform X2

retinol-binding protein 4

protein AMBP

mannose-binding protein C

alpha-2-macroglobulin

plasma serine protease inhibitor

complement C2 isoform X1

fibrinogen beta chain

alpha-1-acid glycoprotein 1

transthyretin

serotransferrin isoform X1

78 kDa glucose-regulated protein

fibrinogen gamma chain isoform X2
immunoglobulin lambda-1 light chain isoform X50
apolipoprotein C-II precursor

lumican

C-C motif chemokine 14

alpha-2-HS-glycoprotein

citron Rho-interacting kinase isoform X3

serum paraoxonase/arylesterase 1

zinc finger CCCH domain-containing protein 6 isoform
X1

prothrombin [Canis lupus familiaris]

actin_ alpha cardiac muscle 1

vitamin K-dependent protein S

pregnancy zone protein-like isoform X1
complement C1q subcomponent subunit A

plasma protease C1 inhibitor

immunoglobulin lambda-1 light chain isoform X46
fructose-bisphosphate aldolase B isoform X2

cadherin-1-like isoform X2



XP_003434170.1
XP_005637267.1
XP_005616468.1
XP_003639070.1
XP_022277465.1
NP_001300728.1
NP_001003265.1
XP_005619427.1
NP_001257813.1
NP_001183977.1
XP_022266965.1
XP_532398.2

XP_013965764.1
XP_005628336.1
XP_850996.1

XP_544610.3

XP_022276544.1
XP_022279160.1
NP_001273889.1
XP_536694.2

XP_005616085.1
XP_548489.4

XP_013968873.1
XP_534268.4

XP_535836.1

XP_005636398.1

NP_001003050.1
XP_022278188.1
XP_005636621.1
XP_854692.2

XP_005623826.1
XP_005623829.1
XP_005626342.1
XP_005636600.1
XP_013963625.1

XP_013963626.1
XP_013963629.1
XP_013963631.1
XP_013963638.1

XP_013963653.1
XP_013963658.1

19
23

41

10

15
12
56
12

16
35

33
28

20
28
106
63
18

13
10

24

17
17

17
15
17
17

21
17

156,8704
205,2328
16,1816
44,3839
336,707
67,927
74,9746
70,5733
129,8744
100,5248
463,378
88,8515
7,0891
112,604
316,6999
54,4712
13,7251
281,6287
239,27
68,2309
167,0171
263,0712
934,6655
594,5436
150,6863
5,2289

61,895
14,2608
112,9696
77,0881
24,0542
190,9939
7,0333
206,9539
225,5063

215,9041
198,9706
224,0285
215,9674

258,639
207,9209

73912,0218
79070,2871
98246,4076
67913,3771
46990,9646
11282,0913
39714,8658
65031,9685
16241,6383
9741,4324
135728,9023
18708,0462
23419,913
54571,3889
38839,0582
133605,1783
21729,8674
55181,4121
93907,1149
68709,8622
61984,4331
105665,8995
30181,1817
80273,3971
49431,3276
126359,6048

12130,3425
29965,9003
22458,3523
39272,0543
48039,4254
47368,1946
63185,3284
25096,9635
25517,24

25507,2015
25547,3097
25533,2828
25501,3512

25468,2175
24992,9421
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kininogen-1 isoform X1

complement Cls subcomponent
serine/threonine-protein kinase D2 isoform X1
complement component C8 alpha chain isoform X1
alpha-1-antitrypsin isoform X1

apolipoprotein A-II precursor

beta-2-glycoprotein 1 precursor

complement component C9

hemoglobin subunit beta-like

apolipoprotein C-I precursor

pregnancy zone protein-like isoform X3
immunoglobulin J chain

apolipoprotein D

vitamin D-binding protein

haptoglobin-like

thrombospondin-1

cofilin-1-like

alpha-2-antiplasmin isoform X1

plasminogen precursor

complement component C8 beta chain
alpha-1B-glycoprotein

inter-alpha-trypsin inhibitor heavy chain H3
apolipoprotein A-I

serotransferrin

kininogen-1 isoform X2

squamous cell carcinoma antigen recognized by T-cells 3
isoform X1

serum amyloid A1 precursor

uncharacterized protein LOC100683065
immunoglobulin lambda-like polypeptide 5
leucine-rich alpha-2-glycoprotein

kallistatin

alpha-1-antichymotrypsin

transcription complex subunit 6 isoform X2
immunoglobulin lambda-1 light chain isoform X34
immunoglobulin lambda-1 light chain isoform X6
immunoglobulin lambda-1 light chain isoform X2
immunoglobulin lambda-1 light chain isoform X7
immunoglobulin lambda-1 light chain isoform X1
immunoglobulin lambda-1 light chain isoform X9
immunoglobulin lambda-1 light chain isoform X20
immunoglobulin lambda-1 light chain isoform X11
immunoglobulin lambda-1 light chain isoform X28

immunoglobulin lambda-1 light chain isoform X41



XP_013963659.1
XP_013963660.1
XP_013966084.1

XP_022266277.1
XP_022266278.1
XP_022266279.1
XP_022266280.1
XP_022266281.1
XP_022266283.1
XP_022266284.1
XP_022266286.1
XP_022266289.1
XP_022266293.1
XP_022266297.1
XP_022266298.1
XP_022266300.1
XP_022266303.1
XP_022266305.1
XP_022266306.1
XP_022266308.1
XP_022266309.1
XP_022266312.1
XP_022279161.1

15
17
24

15
15
15
17
13
15
15
19
17
15
13
15
15
15
15
17
17
19
17
22

190,9874
216,0453
191,9153

200,4484
190,8462
190,9307
215,9886
174,7896
190,2796
190,9095
233,5811
215,3375
199,8475
165,5948
190,6527
208,7954
200,671

182,863

225,7289
233,8533
232,0118
208,6368
234,9051

25033,0503
25019,0234
89830,3847

25531,2669
25521,2284
25533,2828
25519,2559
25262,983

25505,4232
25515,3781
25595,4039
25491,3963
25264,9555
25158,8155
25144,7886
24865,7502
24839,6689
25006,969

24825,642

24851,7233
25082,9366
24905,8639
62367,5382
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immunoglobulin lambda-1 light chain isoform X33
immunoglobulin lambda-1 light chain isoform X43
phosphatidylinositol-glycan-specific phospholipase D
isoform X3

immunoglobulin lambda-1 light chain isoform X3
immunoglobulin lambda-1 light chain isoform X4
immunoglobulin lambda-1 light chain isoform X5
immunoglobulin lambda-1 light chain isoform X8
immunoglobulin lambda-1 light chain isoform X10
immunoglobulin lambda-1 light chain isoform X12
immunoglobulin lambda-1 light chain isoform X14
immunoglobulin lambda-1 light chain isoform X16
immunoglobulin lambda-1 light chain isoform X21
immunoglobulin lambda-1 light chain isoform X24
immunoglobulin lambda-1 light chain isoform X30
immunoglobulin lambda-1 light chain isoform X31
immunoglobulin lambda-1 light chain isoform X32
immunoglobulin lambda-1 light chain isoform X37
immunoglobulin lambda-1 light chain isoform X39
immunoglobulin lambda-1 light chain isoform X40
immunoglobulin lambda-1 light chain isoform X42
immunoglobulin lambda-1 light chain isoform X44
immunoglobulin lambda-1 light chain isoform X47

alpha-2-antiplasmin isoform X3



PANTHER GO-Slim Molecular Function
Total # Genes: 29 Total # function hits: 22

Click to get gene list for a category:
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Sekil 29: Kontrol grubuna gore hasta gruplarinda degisim gosteren serum
proteomlarinin molekiiler fonksiyonlari

PANTHER GO-Slim Biological Process
Total # Genes: 29 Total # process hits: 53

Click to get gene list for a category:

M biological regulation (GO:0065007) @

M cellular process (GO:0009987) &
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**Chart tooltips are read as: Category name (Accession): # genes; Percent of
gene hit against total # genes; Percent of gene hit against total # Process hits

Sekil 30: Kontrol grubuna goére hasta gruplarinda degisim gosteren serum
proteomlarinin biyolojik fonksiyonlar
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PANTHER GO-Slim Cellular Component
Total # Genes: 29 Total # component hits: 19

Click to get gene list for a category:

cellular anatomical entity (GO:0110165)

M intracellular (GO:0005622)

]

B protein-containing complex (GO:0032991)

&, web
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Color picker powered by "= VisiBone

**Chart tooltips are read as: Category name (Accession): # genes; Percent of gene hit

against total # genes; Percent of gene hit against total # Component hits

Sekil 31: Kontrol grubuna gore hasta

proteomlarinin seliiler yapilardaki dagilimlar

PANTHER Pathway
Total # Genes: 29 Total # pathway hits: 4

**Chart tooltips are read as: Category name (Accession): # genes; Percent of gene hit

against total # genes; Percent of gene hit against total # Pathway hits

Sekil 32: Kontrol grubuna goére hasta gruplarinda

proteomlarinin yolak analizi
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PANTHER Protein Class
Total # Genes: 29 Total # protein class hits: 16

**Chart tooltips are read as: Category name (Accession): # genes; Percent of gene
hit against total # genes; Percent of gene hit against total # Protein Class hits

Sekil 33: Kontrol grubuna gore hasta gruplarinda
proteomlarinin protein siniflari
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Sekil 34: Bu calismada kontrol grubuna gore B grubunda izole edilen istatistiksel
diizeyde anlamli serum proteomlarinin accession numaralari, reaksiyon siiresi ve

kiitle/yiik oranlarina gore dagilimlar
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Tablo 22: Kontrol ve B smifi hasta grubunda ortak olan ancak istatistiksel diizeyde
farklilik gosteren serum proteomlarinin accession numaralari, peptid sayilart ve skorlari

Accession Peptides | Score | Apava, Fold | Tags | Description Average Normalised
(p)* Abundances
A B
XP_005618890.1 14 (13) | 108.15 0.01| 1.62 O angiotensinogen [Canis lupus familiaris] 1.05e+005 | 1.70e+005
XP_542993.3 T(7)| 48.53 | 2.47e-003 | 1.72 e lipopolysaccharide-binding protein [Canis 904.12 526,17
lupus familiaris]
XP_005639693.1 4 (4) | 36.42 0.01| 1.58 e carboxypeptidase N subunit 2 [Canis lupus 4242.70 2680.25
familiacis]
XP_022266499.1 2(2)| 12.10 0.05 | 24.48 0 immunoglobulin iota chain-like [Canis lupus 2695.77 110.12
familiaris)

Accession XP_005618890.1

Description angiotensinogen [Canis lupus familiars]

Peptides 14 (13)
Score 108.15

Anoya 0.01
Fold 1.62

@ Anova p-value = 0.05
@ Max fold change > 1.2

ArcSinh Normalised Abundance

e

Sekil 35: Kontrol grubuna gore B2 sinifi hastalarda serum angiotensinogen diizeyindeki

degisim
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Accession XP_542993.3

Description lipopolysaccharide-binding protein [Canis lupus familjaris]
Peptides 7 (7)
Score 48.53
Angya 2.47e-003
Fold 1.72
@ Anova p-value = 0.05
@ Max fold change = 1. 2 |

ArcSinh Normalised Abundance

Sekil 36: Kontrol grubuna gore B2 sinifi hastalarda lipopolysaccaride binding protein
diizeyindeki degisim

Accession XP_022266499.1

Description immunoglobulin iota chain-like [Canis lupus familiaris]
Peptides 2 (2)
Score 12.10
Angya 0.05
Fold 24.48
em;--value = 0.05
@ Max fold change = 1.2

+%4

ArcSinh Normalised Abundance

Sekil 37: Kontrol grubuna gore B2 sinifi hastalarda immunoglobulin iota chain-like
diizeyindeki degisim
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Accession XP_005639693.1

Description carboxypeptidase N subunit 2 [Canis lupus familiaris]
Peptides 4 (4)
Score 36.42
Angya 0.01
Feld 1.58
Gmy@ p-value = 0.05
@ Max fold change = 1.2

i

ArcSinh Normalised Abundance

Sekil 38: Kontrol grubuna gore B2 simifi hastalarda carboxypeptidase N subunit 2
diizeyindeki degisim
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Sekil 39: Bu calismada kontrol grubuna gore C grubunda izole edilen istatistiksel
diizeyde anlamli serum proteomlarinin accession numaralari, reaksiyon siiresi ve
kiitle/yiik oranlarina gore dagilimlar
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Tablo 23: Kontrol ve C smifi hasta grubunda ortak olan ancak istatistiksel diizeyde
farklilik gosteren serum proteomlarinin accession numaralari, peptid sayilart ve skorlari

Accession Peptides | Score Angxa Fold | Tags | Description Average Normalised
»)* Abundances
A C
XP_022281488.1 | 126 (124) | 1239.17 0.05 | 1.67| @ |complement C4-A [Canis lupus famijliarisl 3.79e+005 | 6.23e+005
AP_B48765.4 77 (10) | 735.34 0.04 | 2.58 | @ |inter-alpha-trypsin inhibitor heavy chain H4 isoform X3 [Capjs | 7.92e+004 | 2.04<+005
lupus iliari
XP_005642305.2 69 (2) | 703.89 0.04 (2.58 | @ [inter-alpha-trypsin inhibitor heavy chain H4 isoform X1 [Canjs | 1.29e+004 | 3.32e+004
lupus iliar
XP_535195.2 50 (47) | 455.00 0.01|1.76 | @ |inter-alpha-trypsin inhibitor heavy chain H2 [Canjs lupus 3.51e+004 | 6.17+004
—— familiagis)
XP_005633270.2 30 (30) [ 211.90 | 7.08Be-003 | 2.76 ™) complement C3 [Canis Wpus familiakis] 1.28e+004 | 3.53e+004
NP_001071056.2 14 (13) | 104.22 0.01 | 1.68 @ pigment epithelium-derived factor [Canjs lupus familiaris] 4365.49 2598.86
XP_B53676.1 14 (14) 94.28 0.04 | 2.46 @ |hemopexin [Canis lupus famjliaris] 2.48e+004 | 1.01e+004
XP_022273600.1 12 (12) 72.80 0.03 | 2.77 < complement component C7 isoform X2 [Capjs lupus famjliaris] | 1.84e+004 6641.68
NP_001182774.2 8 (5) 71.13 0.03 | 1.47 @ actin_ cytoplasmic 1 [Canjs lupus familiaris] 1.11e+005 | 7.55e+004
XP_005639325.1 10 (10) 67.86 0.02 | 1.57 complement factor | iseform X3 [Canis lupus famijliais] 7605.21 4833.88
XP_B34989.4 6 (6) 61.38 0.01 | 3.09 carboxypeptidase N catalytic chain isoform X1 [Canjs lupus 2219.82 6858.16
= familiadis)
HP_013969620.1 5 (5) 46.54 0.02 | 2.75 argininasuscinate lyase isoform X2 [Canjs lupus familiaris) 613.48 1685.56
XP_003639070.1 7(7) 44.38 0.03 | 1.67 complement component C8 alpha chain isoform X1 [Canis 6446.22 3860.34
lupus il
NP_001002268.1 4 (4) 32.00 0.04 | 1.75 apolipoprotein C-Il precursor [Canis lupus familiaris] 4707.68 2687.92
XP_013977853.1 4 (4) 25.30 0.04 | 1.90 complement factor D isoform X1 [Canijs lupus familiakis] 1934.71 1016.85
XP_012977971.1 3(2) 23.32 0.04 | 1.64 nuclear mitotic apparatus protein 1 isoform X2 [Canjs lupus 228.88 375.83

Accession XP_013969620.1 (+1)

Description arginingsuccinate lyase isoform X2 [Canis lupus familiaris]
Peptides 5 (5)
Score 46.54

Aneya 0.02
Fold 2.75

@ Anova. p-value < 0.05
@ Max fold change = 1.2

-+ IS

+34

ArcSinh Normalised Abundance
ti+

Sekil 40: Kontrol grubuna goére C sinifi hastalarda argininosuccinate lysase diizeyindeki
degisim
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Accession XP_534989.4 (+1)

Description carboxypeptidase N catalytic chain isoform X1 [Canis lupus familiaris]
Peptides 6 (6)
Score 61.38
Angya 0.01
Fold 3.09
@ Angya.p-value = 0.05
@ Max fold change = 1.2

]
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Sekil 41: Kontrol grubuna gore C sinifi hastalarda carboxypeptidase N catalytic chain
isoform X1 diizeyindeki degisim

Accession XP_005633270.2

Description complement C3 [Canis lpus familiaris]
Peptides 30 (30)
Score 211.90
Angya 7.08e-003
Fold 2.76
e Angva, p-value < 0.05
@ Max fold change = 1.2 |

g

i

§ -
b

¥ X

£

1

Sekil 42: Kontrol grubuna gore C sinifi hastalarda complement C3 diizeyindeki degisim
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Accession XP_022281488.1

Description complement C4-A [Canis lupus familiasis]
Peptides 126 (124)
Score 1239.17
Aneva 0.05
Fold 1.67
@ 4nova, p-value < 0.05
@ Max fold change = 1.2

-+ IS

2.

3 -
;- ‘ ¥
5" g

Sekil 43: Kontrol grubuna gore C sinifi hastalarda complement C4-A diizeyindeki
degisim

Accession XP_535195.2

Description inter-alpha-trypsin inhibitor heavy chain H2 [Canis upus familiags]
Peptides 50 (47)
Score 455.00
Anegya 0.01
Fold 1.76
@ Angyva.p-value = 0.05
@ Max fold change = 1.2

ArcSinh Normalised Abundance
i+

Sekil 44: Kontrol grubuna gore C sinifi hastalarda ITIH2 diizeyindeki degisim
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Accession XP_005642305.2 (+1)

Deseription inter-alpha-trypsin inhibitor heavy chain H4 isoform X1 [Canis lupus familiaris]
Peptides 69 (2)
Score 703.89
Angya 0.04
Fold 2.58
@ Angya, p-value = 0.05
@ Max fold change = 1.2
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Sekil 45: Kontrol grubuna gore C sinifi hastalarda ITIH4 isoform X1 diizeyindeki
degisim

Accession XP_848765.4

Description inter-alpha-trypsin inhibitor heavy chain H4 isoform X3 [Canis lupus familiards]
Peptides 77 (10)
Score 735.34

Aneya 0.04
Fold 2.58

@ Annyva. p-value = 0.05
@ Max fold change = 1.2

o+ I

rel

ArcSinh Normalised Abundance
pE

Sekil 46: Kontrol grubuna gore C sinifi hastalarda ITIH4 isoform X3 diizeyindeki
degisim
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Accession XP_013977971.1 (+1)
Description nuclear mitotic apparatus protein 1 isoform X2 [Canis lupus familiaris]
Peptides 3 (2)
Score 23.32
Anova 0.04
Fold 1.64
@ Anoya p-value = 0.05
@ Max fold change = 1.2

ArcSinh Normalised Abundance
-
a

Sekil 47: Kontrol grubuna gore C sinifi hastalarda NUMA1 diizeyindeki degisim

Accession NP_001182774.2 (+3)

Description actin_ cytoplasmic 1 [Capis lupus familiaris]
Peptides 8 (5)
Score 71.13
Angya 0.03
Fold 1.47
@ Anova, p-value = 0.05
@ Max fold change = 1.2

-+ TS

ArcSinh Normalised Abundance
H
*"e

Sekil 48: Kontrol grubuna gore C sinifi hastalarda actin cytoplasmic 1 diizeyindeki
degisim
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Accession NP_001003368.1 (+1)

Description apolipoprotein C-Il precursor [Canis lupus familiaris]
Peptides 4 (4)
Score 32.00
Anova 0.04
Fold 1.75
@ Anova p-value = 0.05
@ Max fold change = 1.2

-+ IS

‘i

ArcSinh Normalised Abundance

Sekil 49: Kontrol grubuna gore C sinifi hastalarda apolipoprotein C-II precursor
diizeyindeki degisim

Accession XP_022273600.1 (+1)

Description complement component C7 isoform X2 [Canis lupus familiaris]
Peptides 12 (12)
Score 72.80

Aneya 0.03
Fold 2.77

@ Annva p-value = 0.05
@ Max fold change = 1.2

a2 IS

4

ArcSinh Normalised Abundance

Sekil 50: Kontrol grubuna gore C sinifi hastalarda complement component C7
diizeyindeki degisim
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Accession XP_003639070.1 (+1)

Description complement component C8 alpha chain isoform X1 [Canis lupus familiaris]
Peptides 7 (7)
Score 44.38
Aneva 0.03
Fold 1.67
@ Angya. p-value < 0.05
@ Max fold change = 1.2

<

<

ArcSinh Nommalised Abundance
S

Sekil 51: Kontrol grubuna gore C sinifi hastalarda complement component C8 alpha
chain diizeyindeki degisim

Accession XP_005639325.1 (+3)

Description complement factor | isoform X3 [Canis lupus familiaris]
Peptides 10 (10)
Score 67.86
Angya 0.03
Fold 1.57
@ Anova.p-value = 0.05
@ Max fold change = 1.2

=

ArcSinh Normalised Abundance
o

Sekil 52: Kontrol grubuna gore C sinifi hastalarda complement factor I diizeyindeki
degisim
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Accession XP_013977853.1 (+1)

Description complement factor D isoform X1 [Canis lupus familiaris]
Peptides 4 (4)
Score 25.30

Angya 0.04
Fold 1.90

@ Angva p-value = 0.05
@ Max fold change = 1.2

ArcSinh Normalised Abundance
a

Sekil 53: Kontrol grubuna gore C sinifi hastalarda complement factor D diizeyindeki
degisim

Accession XP_853676.1

Description hemopexin [Canis lupus familiars]
Peptides 14 (14)
Score 94.28
éneya 0.04
Fold 2.46
@ Anova p-value = 0.05
@ Max fold change = 1.2

-+ IS

K
k4
- -

ArcSinh Normalised Abundance
et

Sekil 54: Kontrol grubuna gore C sinifi hastalarda hemopexin diizeyindeki degisim
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Fatention time [ min|

87.1424
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Sekil 55: Bu calismada kontrol grubuna goére D grubunda izole edilen istatistiksel
diizeyde anlamli serum proteomlarinin accession numaralari, reaksiyon siiresi ve
kiitle/yiik oranlarina gére dagilimlar

Tablo 24: Kontrol ve D sinift hasta grubunda ortak olan ancak istatistiksel diizeyde
farklilik gosteren serum proteomlarinin accession numaralari, peptid sayilart ve skorlari

Accession Peptides | Score | Angva. Fold | Tags | Description Average Normalised
(5 Abundances
A D
XP_005628024.1 82 (13) | 754.17 | 4.34e-003 | 4.97 e serum albumin isoform X1 [Canis lupus familiaris) 2.41e+005 | 4.85e+004
HP_001003026.1 72 (3) | 745.80 | 4.34e-003| 4.97 | @) |serum albumin precursor [Canis lupus familiaris] 3.49e+004 | 7022.74
XP_022266304.1 18 (2) | 216.29 0.03| 4.49 0 immunoglobulin lambda-1 light chain isoform X38 3855.45 858.80
[Canis lupus familiaris)
XP_005618890.1 14 (13) | 108.15 0.04| 1.54 0 angiotensinogen [Canis lupus familiaris] 1.05e+005 | 6.802+004
¥P_535835.2 10 (10) | 84.87 | 9.17e-003 | 2.91 0 fetuin-B [Canis lupus familiaris] 3.08e+004 | 1.06e+004
NP_001182774.2 8(5) | 71.13 0.02| 1.96 | @ |actin_ cytoplasmic 1 [Canis lupus famikiaris] 1.11e+005 | 5.65e+004
XP_022269775.1 7(7)| 54.10 0.02|1.74 0 adiponectin isoform X2 [Canis lupus 8152.00 4674.06
familiaris]*AXP_022269774.1 adiponectin isoform
X2 [Canis lupus familiaris] “AXP_005639771.1
adiponectin isoform X2 [Canis lwpus fapiliaris]
AP 542993.3 7(7)| 48.53 0.05 3.53 0 lipopolysaccharide-binding protein [Capis lupus 904.12 3193.92
Fapniliagis]
XP_850219.1 5(4) | 33.67 | 1.45e-003| 2.91 | @ | serum paraoxonase/ anylesterase 1 [Canis lupus 6948.47 2383.80
famoiliaris]
NP_001165243.2 3(3) | 29.03 | 8.74e-003| 2.38 6 platelet basic protein precursor [Capis, lupus 2303.04 968.75
Familiagis]
XP_013977971.1 3(2)| 23.32 0.02| 1.52 0 nuclear mitotic apparatus protein 1 isoform X2 228.88 347.00
[Canis lupus familiavis]
XP_013977261.1 2(2) | 22.52 0.02(2.91 | @ |tetransctin [Canis lupus familiaris] 2878.07 987.55
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Accession XP_542993.3

Description lipopolysaccharide-binding protein [Canis.lupus familiaris]
Peptides 7 (7)
Score 48.53
Anaya0.05
Fold 3.53
@ 4noya p-value < 0.05
@ Max fold change > 1.2

L IS

rel

ArcSinh Normalised Abundance

Sekil 56: Kontrol grubuna gore D sinifi hastalarda lipopolisaccaride binding protein
diizeyindeki degisim

Accession XP_013977971.1 (+1)

Description nuclear mitotic apparatus protein 1 isoform X2 [Canis lupus familiaris]
Peptides 3 (2)
Score 23.32
Anaya.0.02
Fold 1.52
@ Anoya p-value < 0.05
@ Max fold change > 1.2

ArcSinh Normalised Abundance
I
o
84

Sekil 57: Kontrol grubuna gore D sinifi hastalarda NUMA1 diizeyindeki degisim
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Accession NP_001182774.2 (+3)

Description actin_ cytoplasmic 1 [Canis lupus famjliaris]
Peptides 8 (5)
Score71.13
Angya 0.02
Fold 1.96
@ Anaya p-value < 0.05
@ Max fold change = 1.2

-
e

ArcSinh Normalised Abundance

Sekil 58: Kontrol grubuna gore D sinifi hastalarda actin cytoplasmic 1 diizeyindeki
degisim

Accession XP_022269775.1 (+2)

Description adiponectin isoform X2 [Canis.lupus familiaris]-AXP_022269774.1 adiponectin isoform X2 [Canis lupus
familiaris]*AXP_0035639771.1 adiponectin isoform X2 [Canis.lupus familiaris]
Peptides 7 (7)
Score 54.10

Anqya0.02
Fold 1.74

@ Anoya p-value < 0.05

@ Max fold change > 1.2

ArcSinh Normalised Abundance
|
P+
PR
-

Sekil 59: Kontrol grubuna gore D sinifi hastalarda adiponektin diizeyindeki degisim
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Accession XP_005618890.1
Description angiotensinogen [Canislupus familiaris]
Peptides 14 (13)
Score 108.15

Anava0.04
Fold 1.54

@ 4noya p-value < 0.05
@ Max fold change 2 1.2 |

ArcSinh Normalised Abundance
o
+3e

Sekil 60: Kontrol grubuna gore D sinifi hastalarda angiotensinogen diizeyindeki degisim

Accession XP_535835.2

Description fetuin-B [Canis lupus familiaris]
Peptides 10 (10)
Score 84.87
Angva9.17e-003
Fold 2.91
@ Anoya p-value < 0.05
@ Max fold change = 1.2

-+ TS

S

434

ArcSinh Normalised Abundance

Sekil 61: Kontrol grubuna gore D sinifi hastalarda fetuin-B diizeyindeki degisim
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Accession XP_022266304.1

Description immunoglobulin lambda-1 light chain isoform X38 [Canis lupus familiaris]
Peptides 18 (2)
Score216.29
Angya0.03
Fold 4.49
@ Anoya p-value < 0.05
@ Max fold change > 1.2

+3+

ArcSinh Normalised Abundance

Sekil 62: Kontrol grubuna gore D sinifi hastalarda immunoglobulin lambda-1 light chain
diizeyindeki degisim

Accession NP_001165243.2

Description platelet basic protein precursor [Canis lupus familiaris]
Peptides 3 (3)
Score 29.03
Angva8.74e-003
Fold 2.38
@ Anoya p-value £ 0.05
@ Max fold change = 1.2

&t

ArcSinh Normalised Abundance

Sekil 63: Kontrol grubuna gore D sinifi hastalarda platelet basic protein precursor
diizeyindeki degisim
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Accession XP_005628024.1 (+1)

Description serum albumin isoform X1 [Canis.lupus familiaris]
Peptides 82 (13)
Score754.17
Angya4.34e-003
Fold 4.97
@ Anqya p-value < 0.05
@ Max fold change = 1.2

ArcSinh Normalised Abundance

Sekil 64: Kontrol grubuna gore D sinifi hastalarda serum albumin isoform diizeyindeki
degisim

Accession NP_001003026.1

Description serum albumin precursor [Canis.lupus familiaris]
Peptides 72 (3)
Score 745.80
Angva4.34e-003
Fold 4.97
@ Anoya p-value < 0.05
@ Max fold change = 1.2

ArcSinh Normalised Abundance

Sekil 65: Kontrol grubuna gore D sinifi hastalarda serum albumin precursor diizeyindeki
degisim

102



Accession XP_850219.1

Description serum paragxonase/ anylesterase 1 [Canis lupus familiaris]
Peptides 5 (4)
Score 33.67

Angya1.45e-003
Fold 2.91

@ Anoya p-value < 0.05
@ Max fold change > 1.2

E

L
A
a

ArcSinh Normalised Abundance

Sekil 66: Kontrol grubuna gore D sinifi hastalarda serum paranoxonase/arylesterase 1
diizeyindeki degisim

Accession XP_013977261.1

Description tetranectin [Canis lwpus familiaris]
Peptides 2 (2)
Score 22.52
Angya.0.02
Fold 2.91
@ Anoya p-value < 0.05
@ Max fold change > 1.2

-

s

ArcSinh Normalised Abundance

Sekil 67: Kontrol grubuna gore D sinifi hastalarda tetranectin diizeyindeki degisim
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Sekil 68: Bu calismada kontrol grubuna gore tedavi sonrasi grubunda izole edilen
istatistiksel diizeyde anlamli serum proteomlarinin accession numaralari, reaksiyon

Aetenton time (mn|

87 1424

104 553

K2 183

63.7h2—

D037+

72854

T T
1000 1500
Az

stiresi ve kiitle/ylik oranlarina gére dagilimlar

Tablo 25: Kontrol ve tedavi sonrasi

hasta grubunda ortak olan ancak istatistiksel
diizeyde farklilik gosteren serum proteomlarinin accession numaralari, peptid sayilar ve

skorlar1
Accession Peptides | Score | ARaya Fold | Tags | Description Average Horpmalised
p* Abundances
A After-T
XP_005625024.1 82 (13) | 754147 0.05 | 3.53 serum albumin isoform X1 [Cands lupus familiads] 2.41e+005 6.83e+004
MNP 001003026.1 72 (3) | 745.80 0.05 | 3.53 6 serum albumin precursor [Capis Wwpus familiacs] 3.4%2+004 9882.02
HP 536110.2 55 (52) | 430.61 0.03 | 1.87| W complement factor H [Canis, lupus familias] 3.96e+004 2.12e+004
#P 0233663041 18 (2) | 216.29 0.03 | Z.69 ﬁ immunoglobulin lambda-1 light chain isoform X38 [Capis 3855.45 1434.56
@ lupus familiads]
HP_005633270.2 | 30 (30) [ 211.90 | 3.66e-003 | 1.77 complement C3 [Capis lwpus familiats] 1.28e+004 2.26e+004
HP_005618890.1 14 (13) [ 108.15 0.04 | 2.58 angiotensinogen [Capis lupus familiacis] 1.05e+005 | 4.06e+004
XP 535835.2 10 (10) | 84.87 0.01 | 2.19 fetuin-B [Canis lupus familiacs] 3.08e+004 | 1.41e+004
NP 0011827742 8(5)| 71.13|8.29=-004 | .20 actin_ cytoplasmic 1 [Canis Wwpus familiacis] 1.11e+005 5.03e+004
XP 534989.4 6 (6) | 61. 0.04 | 2.12 carboxypeptidase N catalytic chain isoform X1 [Capis 2219.82 4696.74
38 lupus familiacs]
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Accession XP_534980.4 (+1)

Description carboxypeptidase N catalytic chain isoform X1 [Canjs lupus familiars]
Peptides 6 (6)
Score 61.38

Angya 0.04
Fold 2.12

@ Angya p-value < 0.05
@ Max fold change = 1.2

Sig

»;

-

ArcSinh Normalised Abundance
[wl e

Sekil 69: Kontrol grubuna gore tedavi sonrasi gruptaki hastalarda carboxypeptidase N
catalytic chain isoform diizeyindeki degisim

Accession XP_005633270.2

Description complement C3 [Canjs lupus familiars]
Peptides 30 (30)
Score 211.90
Anoya 3.662-003
Fold 1.77
@ Ao p-value = 0.05
@ Max fold change = 1.2

bzq

ArcSinh Normalised Abundance

Sekil 70: Kontrol grubuna gore tedavi sonrasi gruptaki hastalarda complement C3
diizeyindeki degisim
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Accession NP_001182774.2 (+3)

Description actin_ cytoplasmic 1 [Canjs lupus familiars]
Peptides & (5)
Score 71.13
Anoya 8.29e-004
Fold 2.20
@ 4pqya p-value = 0.05
@ Max fold change = 1.2

Y
Be

ArcSinh Normalised Abundance

Sekil 71: Kontrol grubuna gore tedavi sonrasi gruptaki hastalarda actin cytoplasmic 1
diizeyindeki degisim

Accession XP_005618890.1

Description angiotensinogen [Canjs lupus familiars]
Peptides 14 (13)
Score 108.15
Anaya 0.04
Fold 2.58
@ sogva p-value = 0.05
@ Max fold change = 1.2

ArcSinh Normmalised Abundance

Sekil 72: Kontrol grubuna gore tedavi sonrasi gruptaki hastalarda angiotensinogen
diizeyindeki degisim
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Accession XP_536110.2

Description complement factor H [Canjs lupus familiaris]
Peptides 55 (52)
Score 430.61
Anoya 0.03
Fold 1.87
@ 4ngy@ p-value = 0.05
@ Max fold change = 1.2

g0 3

e

¥
H | b d
b S

Sekil 73: Kontrol grubuna gore tedavi sonrasi gruptaki hastalarda complement factor H
diizeyindeki degisim

Accession XP_535835.2

Description fetuin-B [Canis lupus familiaks]
Peptides 10 (10)
Score 84.87
Angya 0.01
Fold 2.19
@ Apaya p-value = 0.05
@ Max fold change = 1.2

i .

¥ ¢ &

£ .
5. 04
g:-r

Sekil 74: Kontrol grubuna gore tedavi sonrasi gruptaki hastalarda fetuin-B diizeyindeki
degisim
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Accession XP_022266304.1

Description immunoglobulin lambda-1 light chain isoform %38 [Canis lupus familiars]
Peptides 18 (2)
Score 216.29
Angya 0.03
Fold 2.69
@ 4ngya p-value = 0.05
@ Max fold change = 1.2

+¥4

ArcSinh Normalised Abundance
+ 3

Sekil 75: Kontrol grubuna gore tedavi sonrast gruptaki hastalarda immunoglobulin
lambda-1 light chain diizeyindeki degisim

Accession XP_005628024.1 (+1)

Description serum albumin isoform X1 [Canis lupus familiacs]
Peptides 82 (13)
Score 754.17
Anoya 0.05
Fold 3.53
@ 4opy@ p-value = 0.05
@ Max fold change = 1.2

ArcSinh Nommalised Abundance
&

Sekil 76: Kontrol grubuna gore tedavi sonrasi gruptaki hastalarda serum albumin
isoform diizeyindeki degisim
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Accession NP_001003026.1

Description serum albumin precursor [Canis lupus familiars]
Peptides 72 (3)
Score 745.80
Angya 0.05
Fold 3.53
@ Angya p-value = 0.05
@ Max fold change = 1.2

H

+

ArcSinh Nermalised Abundance
e

Sekil 77: Kontrol grubuna gore tedavi sonrasi gruptaki hastalarda serum albumin
precursor diizeyindeki degisim

109



GPX3

-

Node Color Node Content Known Interactions Predicted Interactions Others
a ol nodes: ﬁ empty nades: O—  from curated databases EA—  gene neighborhood At textmining
query proteins and first shell of interactors \_/ proteins of unknown 3D structure @—8 axporimentally detarmined @—8 gone fusions @B coapressin
(&)  white nodes: Gl  filled nodes: B—&  gene co-occurrence B—@  protein homology
N2/ second shell of interactors N/ some 3D structure is known or predicted

Sekil 78: Bu ¢alismada canis lupus familialis protein veri bankasina gore tanimlanan
tiim proteinler ve bu proteinlerin birbiri ile olan iliskisi. Komplement sistemin kendi
arasinda (C1, C2 ve C4), fetuin (FETUB), serpin ve hemopeksinin (HPX) diger
proteinlerle olan iliskisi dikkat ¢ekicidir (www.string-db ile olusturulmustur).
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5. TARTISMA VE SONUC

Kopeklerde kalp yetmezliginin tanimlanmasinda klinik siire¢, gorsel tanisal unsurlar
(EKG, radyoloji, MR ve CT), serum biyobelirtegleri (cTnl ve NT-Pro-BNP vb.) ve
ekokardiyografi temelli ¢alismalar olmasina ragmen (Schober et al., 2010), insan ve
veteriner hekimliginde serum sitokin paneli, oksidatif stres seviyesi ve proteomlarin kalp
yetmezligi tan1 ve siniflandirilmasi igin kullanilabilirligini ortaya koyacak bilgiler eksik
kalmigtir. Bu calismada oOncelikli olarak ACVIM’e gore kalp yetmezligi tanimlanan
kopeklerde sagliklt kontrollerle karsilastirildiginda serum sitokin paneli ve
proteomlarinda meydana gelen degisimlerin belirlenmesi amaglanmis; bu degisimlerin
kalp yetmezligi tam1 ve patofizyolojik mekanizmalarinin detaylandirilmasina
verebilecegi olasi katkilar ele alinmigtir. Ayrica, semptomatik hastalarda tedavi dncesi
ve sonrasi yapilan analizlerle; incelenen parametrelerin tedavi izlenebilirligine katkilar
da degerlendirilmistir. Kopeklerdeki kalp yetmezliginin insanlar i¢in bir model oldugu
diistintildiiginde; bu c¢alisma sonuclart “tek saglik” konseptine de katki saglayabilir

goriilmektedir (Hasenfuss, 1998).
5.1. Kalp Yetmezligi ve Klinik Siirec:

Kalp yetmezligi ACVIM’e gore asemptomatik (A ve B siniflar1)) ve semptomatik
olgulardan (C ve D siniflar1) olugsmaktadir. A sinifinda bulunan hastalar herhangi bir
kalp hastaligi olmamakla birlikte kalp hastaliklarina predispoze 1rklar1 temsil
etmektedirler (Keene et al., 2019). Kalp yetmezligi insanlarda oldugu gibi kopeklerde de
yaygin olarak MMVD ve DCM’ye bagh olarak meydana gelmektedir (Reimann et al.,
2017, Broschk, & Distl, 2005). Bedensel olarak kiiciik irklarin MMVD’ye, biiyiik
wrklarin da DCM’ye predispoze olduklart bilindiginden (Broschk ve Distl, 2005;
Borgarelli et al., 2006) bu ¢alismanin materyali literatiire uygun olarak (Reimann et al.,
2017, Ghiassi, Shirani, Veshkiniand, & Bahonar, 2019) farkli irktaki kopeklerden

olusturulmustur. Bu ¢alismada her ne kadar cinsiyet farkliliklarina gére hedef 6l¢timlerin
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yapilmasi planlanmamis olsa da; materyalimizi olustururken kdpeklerin semptomatik
olanlarinda erkeklerin disilere gore daha fazla oldugu dikkati ¢ekmis, bu yoniiyle
calismamiz MMVD (Pankov, 2018) ve DCM ile ilgili (Broschk, & Distl, 2005;
Borgarelli et al., 2006) diger arastirmacilarin Onceki calisma bulgularina paralellik
gostermistir. Pankov (2018) MMVD’li kopeklerde cinsiyet faktoriiniin hastaligin
progresyonunda onemli olabilecegini ve erkeklerde disilere gore 6zellikle sol ventrikiiler

degisimlerin daha belirgin oldugunu bildirmistir.

ACVIM smiflandirmasina gore bu calismaya dahil edilen kopeklerde A ve B2
siniflarinda herhangi bir klinik sikayet not edilmezken, C ve D smniflarinda literatiir
(Keene et al., 2019) ve klasik kitap (Ware, 2011) bilgileri ile uyumlu olarak anamnez
temelinde egzersiz intoleransi, kronik Okstliriik ve kilo kaybi, fiziksel muayene
bulgularinda da degisen derecelerde mitral kapak lokalizasyonunda sistolik iifiirtimler,
kardiyak ritim bozukluklar1 (siniis tasikardi, atriyal fibrilasyon vb.) ve abdominal
genisleme (ascites) tespit edilmistir. MMVD’ye bagh olarak sol atriyumda preload (6n
yuk) artis1 pulmoner venlerde genislemeye ve pulmoner 6deme yol agmaktadir. Bu
durum ventrikiiler preload artisini tetikleyerek; sentral vendz basing artisi ve bu
calismanin bazi olgularinda goriildiigii gibi juguler dolgunluk, plevral eflizyon ve asites
ile sonuglanmaktadir (Chatterjee, & Rame, 2008; Ware, 2011). Calismamizda D simifi
olgularda tespit edilen kilo kaybinin kardiyak kaseksiye bagli olarak iskelet kas
kitlesindeki azalmadan, kardiyak kaseksinin de sistemik inflamasyon ve intestinal
hipoperfiizyondan ileri gelebilecegi diisiiniilmiistiir (Boswood et al., 2020). Bununla
birlikte KKY’1i kopeklerde gelisen istahsizlik ve buna bagh kalori aliminin azalmasi da

kilo kaybini arttiran unsurlar olarak dikkati ¢ekmektedir (Boswood et al., 2020).

Calismaya katilan kontrol ve test grubundaki kopeklerin yas ve canli agirliklarinin
minimum ve maksimum degerleri arasinda farkliliklar olsa da ortalamalarinda istatiksel
bir degisim gozlenmemistir. Bu ¢alismaya benzer olarak Li et al. (2019) da 7.9-13.7 yas
araliginda olan pre-klinik asama MMVD’li kopeklerde ¢alisma yapmiglardir. Ghiassi et
al. (2019) yaptiklar1 ¢alismada 37 adet MMVD’li kdpegin yas araligini 4-13 yas olarak
aktarmislardir. Seo et al. (2020) konjestif kalp yetmezligi tanimladiklar1 kdpeklerin yas
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araligim1 7.9-13.7 yil olarak rapor etmislerdir. Son yapilan bir ¢calismada (Mikawa et al.,
2020) MMVD’ye baghh KKY’ligi gelisen kopeklerin yas ortalamalar1 B2 sinifi i¢in 10.8
yas (7.0-15.2 yil), C ve D siniflar i¢in de 12.4 yas (8.6-14.2 y1l) olarak tespit edilmistir.
Bu caligmalarda yas araliklarindaki bu farkliliklar kalp yetmezliginin orta ve ileri yash

kopeklerde onemli bir saglik problemi olusturdugunu da ortaya koymaktadir.

Kalp ve solunum sayilarinin kontrol grubu (A sinifi) ile karsilastirildiginda test
grubunu olusturan KKY’li gruplarda (B2, C ve D siiflar1) kademeli bir artis
gostermesi kalp yetmezlikli kopeklerde klinik bulgularin aktarildigi ¢alisma verileri
ile (Boswood et al.,, 2020) uyumlu goriilmiis; bu degisimler artan metabolik
ihtiyaglarin ~ karsilanmasina  yonelik  olarak  hastalardaki ~ néro-humoral
mekanizmalarin aktive edilmesine baglanmistir. Bu bulgularimiza paralel olarak,
Boswood et al. (2020) MMVD’li olup ACVIM kalsifikasyonuna gore B2 siddetinde
kalp yetmezligi tanimladiklar1 kdpekleri pre-klinik siiregten konjestif kalp yetmezligine
asamasina kadar takip etmisler; solunum sayis1 (klinikte ve evde), kalp frekans1i ve VHS
parametrelerinin kalp yetmezligi sekillendiginde 6nemli diizeyde arttigini, benden
sicakligt ve canli agirligin ise azaldigini belgelemislerdir. Radyografik muayenede
kopeklerde MMVD ile ilgili olarak sol atriyal biliylime ve ana bronslarin dorsale
deviasyonunun en 6nemli ve yaygin iki bulgu oldugu belirtilirken (Ghiassi et al., 2019),
bu calismamizda radiografik kompozit skoru (Schober et al., 2010) kullanilmis ve yeterli
skora sahip (>4; konjestif kalp yetmezligi olma olasilig1 kuvvetle muhtemel) olanlar
KKY tanimlamasi ile ¢alismaya dahil edilmislerdir. Bu bulgular klinik siirecte hastalarin
mutlaka EKG ve ekokardiyografi ile kardiyolojik degerlendirilmeye alinmasi igin

onemli tespitler olarak kabul edilmistir.

Kalp frekansi D sinifi hastalar icin hem saglikli (A smnifi) hem de B2 grubu hastalara
gore istatiksel diizeyde anlamli degisim gostermistir. Bu artisin mitral reglirgitasyonun
siddetlenmesine bagli azalan stroke voliime (her bir kalp attminda pompalanan kan
miktar1) yanit olarak sempatik ton artisina bagli oldugu diisiiniilmiistiir (Boswood et al.,
2020). Beden sicakliginda konjestif kalp yetmezligi gelistiginde bozulan periferal

dolasim yetmezligine bagli olarak azalma olabilecegi ifade edilmesine ragmen
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calismamizda gruplar arasinda istatiksel anlamda bir fark olugsmamistir (Boswood et al.,
2020). Bu durum g¢alismamiza dahil ettigimiz semptomatik hastalarda 6zellikle D sinifi
kopeklerde tedavi ile birlikte dolasimin makul seviyelerde tutulabildiginin bir gostergesi
olarak dislintilmiistiir. Kaldi ki ekokardiyografik oOl¢limlerde miyokardiyal kasilma
indikatdrleri olan EF ve FS degerlerinin D sinifi hastalarda diger gruplara gore daha
diisik olmakla birlikte istatiksel diizeyde anlamli degisim gostermemesi de bu
tespitlerimizi destekler niteliktedir. Bu calismada semptomatik hastalardaki VHS artisi;
radyolojik olarak kalp boyutlarindaki artigin bir gostergesi olup mitral kapaktaki
miksamatdz degisimlerin siddetlenmesi ve buna bagli olarak kardiyak dilatasyon
yaratacak sekilde mitral regiirgitasyon derecesinin ve sol ventrikiiler voliim yiikiiniin

artmasi ile iliskilendirilmistir (Boswood et al., 2020).

Idiopatik DCM ile ilgili kdpeklerde yapilan calismalarda (Borgarelli et al., 2006;
Soares et al., 2010) ortalama SAP degeri referans degerlerde belirlenirken, benzer
sekilde Mishina et al. (1997) da kopeklerde SAP, DAP ve MAP degerlerinin saglikli
kontrol ve kalp hastalig1 olanlarda istatiksel anlamli farklilik géstermedigini rapor
etmislerdir. Bu ve diger calismalara (Li, Heaney, Langefeld-McCoy, Boler, &
Laflamme, 2019) paralel olarak bizim ¢alismamizda B2 sinifi hastalarda non-invazif
kan basing Ol¢iimii ile SAP ve DAP degerinde saglikli kontrollere gore istatiksel
anlamda bir fark bulunamamistir; ancak, C sinifi hastalardaki SAP degeri ortalama
(154 £ 19 mmHg) ve st smir olarak (206 mmHg) hipertansiyon egilimini, baz
olgularda ise varligin1 gostermistir. Bununla birlikte KKY’li képeklerde B2, C ve D
sinifi hastalarda non-invazif tansiyon 6l¢iim degerinde gozlenen bu varyasyonlarda
noro-humoral adaptasyon mekanizmalarinin (sempatik ton artisi) aktive olmasi
kadar beyaz Onlilk sendromu, ¢evresel haraketlilik ve/veya Ol¢limler sirasinda
hastalardaki olasi stresin de etkili olabilecegi diisiiniilmiistiir (Li et al., 2019). Bu
tespitler KKY’de noro-humoral diizenleyici mekanizmalarin aktive edildiginin klinik
gostergeleri olurken (Ware, 2011), tedavi asamasinda anti-hipertansif ilaclarin kullanim
gerekliligine de bir alt yap1 olusturmustur (Oyama, Peddle, Reynolds, & Singletary 2011).
Bu diisiincelere paralel olarak C sinifi hastalarda uygulanan tedavi ile (inadilatér, ACE-i,

ditiretik vb.) klinik parametrelerin bazilarinda (kalp ve solunum sayilar1) 6nemli degisim
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olmazken, diger parametrelerde (SAP, DAP ve MAP) istatistiksel olarak azalma

belirlenmesi iyilesme siirecinin klinik gostergeleri olmustur.

Kardiyolojik muayene semas: i¢inde insanlarda oldugu gibi veteriner hekimliginde
de EKG den yararlanilmaktadir. Klinik muayene siirecinde kalp oskultasyonu ile
tespit edilen tasiaritmilerin dogrulanmasi ve bu aritmilerin orjininin (atrial veya
ventrikiiler) belirlenmesi adina EKG muayenesine bas vurulmaktadir (Dukes-
McEwan, Borgarelli, Tidholm, Vollmar, & Héaggstrom, 2003). Bu calismada hastalarin
EKG incelenmesi sirasinda ritim analizleri yapilmis; kontrol (A simfi) ve
asemptomatik test grubunda (B2 sinifi) bulunan kopeklerin tiimiinde sinus ritim,
bazilarinda da respiratorik sinus aritmi belirlenmistir. Semptomatik test siniflarinda;
sinus tasiaritmi ve atriyal fibrilasyon ile birlikte atriyal ve ventrikiiler prematiir
kompleksler belirlenmistir. Bu yonii ile EKG bulgularimiz MMVD (Crosara et al.,
2010) ve DCM’li kopek calisma (Pereira et al., 2008; Dukes-McEwan et al., 2003)
bulgularina paralellik gostermistir. Ritim degerlendirmesine ek olarak morfolojik
degerlendirmeler de yapilmis; sol atriyal dilatasyon (P-mitrale), sag atriyal
dilatasyon (P-pulmonale), sol ventrikiiler biiyiime (R amplitiidiinde artma) ve sag
veya sol aksis deviasyonu bulgularina ulagilmistir. EKG’nin kalpte meydana gelen
morfolojik degisimleri ortaya koyma potansiyeli sinirli olarak goriilmekle birlikte
Pereira, Woolley, Culshaw, French, & Martin (2004) yaptiklar1 ¢alisma ile; R
amplitiidiinde artma, QRS siiresinde uzama ve derin Q dalgalarinin kardiyomyopati
i¢in 1yi bir indikatdr olabilecegini belirtmislerdir. Bu tespitler klinik siire¢cte EKG
muayenesinin Oonemini bir kez daha gostermis, hastalarin detay kardiyolojik

incelemeye alinma gerekliligini de ortaya ¢ikartmastir.

Ekokardiyografi kalp hastaliklarinin tanimlamasinda giiniimiizde altin standart
olarak kabul edilmektedir (Ware, 2011). Bu calismamizda farkli goriintiileme
pencerelerinde (sag parasternal, sol apikal ve sub-kostal) rutin ekokardiyografik
muayene teknikleri (2D, M-mode, renkli Doppler ve CW/PW Doppler) uygulanarak
kalp bosluklarinin (atriyum ve ventrikiiller) ve damarlarinin (aort, pulmoner arter ve

pulmoner venler) morfolojik degerlendirilmesi yapilmig, damar ve kalp
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kapake¢iklarindaki (mitral ve trikuspid kapaklar) akim karakteristikleri de
belirlenmistir. Bu incelemeler sirasinda hastalardan bir ¢ok veri elde edilmesine
ragmen c¢alisma amaclar1 dogrultusunda ACVIM kalsifikasyonuna olanak
saglayacak olanlara oncelik verilmistir. Bu yaklasimla klinik bulgularin yanisira
radyolojik ve ekokardiyografik 6l¢limleri de normal ¢ikan kopekler A sinifin1 (VHS
< 10.5, LA/Ao: < 1.6 ve LVIDDn < 1.7), mitral kapakta hafif-orta diizeyde iifiirimii
ve kardiyomegalisi (VHS > 10.5 ve LA/Ao: > 1.6) olan olgular da literatiirle uyumlu
bir sekilde (Keene et al., 2019) B2 sinifin1 olusturmuslardir. Semptomatik hasta
gruplarinda 6ncelikle sol kalp bosluklarinda (sol atriyum ve sol ventrikiil) A ve B2
sinifi hastalara gore LA/Ao ve LVIDDn degerlerinde istatiksel diizeyde artiglar
saptanmasi; C ve D smiflarinda kardiyak morfolojik sekil degisiminin (cardiac

remodeling) varligini ve siddetini yansitmaistir.

Son zamanlarda yapilan ¢aligmalarda da pre-klinik MMVD’li kopeklerin (ACVIM’e
gore B2 sinifi hastalarin) tanimlanmasinda, ¢alismamiza benzer sekilde radyolojik
(VHS > 10.5) ve ekokardiyografik ol¢timlerden (LA/Ao: > 1.6 ve LVIDDn > 1.7)
faydalanilmistir (Boswood et al., 2020; Sarcinella et al., 2019; Osuga et al., 2015).
Her ne kadar Dukes-McEwan et al. (2003) DCM tanimlamasi i¢in ekokardiyografi
temelli bir skorlandirma sistemi Onermis olsalar da Adin et al. (2019) DCM’li
kopekleri ¢alismalarina dahil edebilmek i¢in kriter olarak; bizim ¢alismamiza benzer
sekilde sol wventrikiil FS (£ %25) ve LVIDDn degerlerini (= 1.8) yeterli
gormislerdir. Calismamizda KKY’li hastalarin MMVD ve DCM’li olgulardan
secilmesi; ekokardiyografik degerlendirmelerde oncelikli morfolojik degisimlerin
LA ve LV caplarinda meydana gelmesinin de aciklamasini olusturmustur. M-mode
ile Olciilen EPSS degerinde D simifi hastalardaki istatiksel diizeydeki yiikselme; LV
dilatasyonunun ve sol kalp yeniden sekillenmesinin bir diger géstergesi olmustur
(Holler, & Wess, 2014). Bu bulgu ve yorumlarimiz bir onceki calismamizda
(Kocatiirk ve digerleri, 2016) DCM’li kdpeklerde sol kalp bosluklarinda biiyiime ve
EPSS degerlerinde elde ettigimiz degisimlerle paralellik gostermistir.

116



Ekokardiyografik olarak FS ve EF degerleri ile miyokardiyal kontraktilite kabiliyeti
(sistolik fonksiyon) degerlendirilirken, kalbin diyastolik fonksiyonlar1 da mitral
akim karakteristigi (E/A orami) ile ortaya konmaktadir. Bu calismada DCM’li
olgularda kalp hastalig1 siddetlendik¢e FS degeri azalirken, MMVD’li olgularda
onemli bir degisim olmamasi; DCM ve MMVD’nin patofizyolojisi ile uyumlu
goriilmiistiir (Ware, 2011; Dukes-McEwan et al., 2003). Mitral ve trikuspid E/A
oranlar1 kontrol grubu (A siifi) ile karsilastirildiginda B2 ve C siniflarinda istatiksel
diizeyde dnemsiz ancak D sinifinda 6nemli diizeyde artis gostermistir. Bu degisim D
sinifi hastalarda diyastolik fonksiyon bozulmasmin bir gdstergesi olarak kabul
edilmistir (Smith, Tilley, & Oyama 2016). Mitral akim profili bircok faktor tarafindan
belirlenen kompleks bir olusumdur ve bu olusumda; sol atriyal basing, relaksasyon, LV
sistolik basing, ventrikiiler suction (emis giicii), preload (6n yiik), kalp frekans1 ve atriyal
fonksiyonun rol oynadigi unutulmamalidir (Boon, 2011). Kalp yetmezlikli kopeklerde
erken LV disfonksiyon gdstergesi olarak transmitral akimda gecikmis relaksasyon (pik E
velositesi yiiksek, desselerasyon siiresi uzun >160 ms, pik A velositesi diisiik ve E/A:
<1) tespit edilirken (Schober et al., 2010), ileri donem kalp yetmezliginde LV dolum
basinci artigina bagli olarak “psdydonormal” ya da bu ¢alismamizda D sinifi hastalarda
oldugu gibi “restriktif” transmitral akimlar (mitral E/A>2) goriilebilmektedir (Schober et
al., 2010).

Calismamiza dahil edilen olgularda MM VD’ nin bir komplikasyonu olarak pulmoner
arter velositelerinde (PAVmax) her hangi bir artis saptanmamis, boylece pulmoner
hipertansiyon tespiti s6z konusu olmamistir (Borgarelli et al., 2015). Aort ejeksiyon
siiresi (Ao-ET) D sinifi hastalarda digerlerine gére daha kisa not edilmis; bu degisim
kalpte sekillenen tasikardi ile iliskilendirilmistir. Ao-ET olc¢iimii; kalpte sistolik
fonksiyonlarin degerlendirilmesinde kullanilan 6nemli parametrelerden biridir (Boon,
2011). Bu calismada Ao-ET siiresindeki azalma egilimi kardiyak debi i¢in gerekli
zamant kisaltip LV’de diyastol sonu basinci artirarak geometrik ve fonksiyonel

degisimlere yol agmis (Little, Kitzman, & Cheng 2000) olabilir.
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5.2. Kalp Yetmezligi ve Hemogram:

Giliniimlizde insanlarda oldugu gibi kopeklerde de sistemik inflamasyon (SIRS) ve
konjestif kalp yetmezligi arasinda giiclii baglardan bahsedilmektedir. Bu nedenle bu
calismada kalp yetmezlikli olgularda inflamatuar siireci irdeleyebilmek icin tam kan
sayimui ile birlikte serumda yangisal sitokinlerin ve akut faz proteinlerin (APPs) dlctimii

de gerceklestirilmistir.

Lokogram verilerindeki degisimler yangisal cevabin ortaya konmasinda klinik siirecte
yaygin kullanilan parametrelerdir (Willard, & Tvedten, 2012). Bu ¢alismada ortalama
WBC ve nétrofil sayilarinin semptomatik hastalarda (C ve D smiflar1) asemptomatik
(B2 simifi) ve saglikli kontrollere gore (A sinifi) istatiksel olarak yiiksek belirlenmesi,
stress 16kogram ve/veya SIRS’1in varligimi diisiindiirmiistiir. Stres 16kogram; notrofilik
lokositosisle birlikte lenfopeni, eozinopeni, monositosis ve/veya bazofili ile karakterize
edilmektedir (Willard, & Tvedten, 2012). Bu c¢alismada D simifi hastalarda lenfosit
sayisinin 500-3.100/uL araliginda belirlenmesi; bazi1 olgularda lenfopeni nedeni ile
stres faktorlinlin de etkili olabilecegini diigiindiirmiistiir. Semptomatik hastalarda elde
ettigimiz notrofilik 16kositosis degerlerinin diger arastirmadaki (Paltrinieri, Sartorelli,
Vecchi, & Agnes, 1998) siddetli kalp yetmezlikli kopeklerdeki verilere benzerlik

gostermesi; bu degisimlerin SIRS ile ilgili olabilecegi yaklasimini giiglendirmistir.

Insanlarda kalp hastaliklarinda eritrogram degisimlerini irdeleyen calismalar da soz
konusudur (Paltrinieri et al., 1998). Bu c¢alismada eritrogram degerlerinde gruplar
arasinda istatiksel diizeyde degisim gosteren tek parametre Hct olmustur. D smifi
hastalarda diger gruplara gore ortalama Hct degeri diisilk olmakla birlikte referans
sinirlarda bulunmus; ancak, minimum degerleri itibariyle de bazi olgulardaki anemi
egilimi dikkati ¢ekmistir. Bu durum D smifi hastalardaki yas faktorii ile birlikte kronik
organ/doku hastaliklarina (KKY gibi) bagli olarak kan yapiminin azalmasi ile
iliskilendirilmistir. Bu yonii ile calisma bulgularimiz Prihirunkit et al. (2014)’in
MMVD’li olup konjestif kalp yetmezligi gelisen kopeklerde tespit ettikleri yiiksek ve

istatiksel anlamli Het degisimlerine tezat olusturmustur.
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Bu ¢aligmada eritrosit indeksi ile ilgili parametrelerde gruplar arasinda istatiksel
onemde bir degisim saptanamamistir. Bu bulgumuza benzer olarak CVHD’si olan
kopeklerde yapilan bir calismada; eritrosit RDW degerinin saglikli kontrollere gore
onemli degisim gostermedigi, kalp yetmezligi gelisen ve gelismeyen olgular arasinda
da istatiksel bir fark olugmadigi rapor edilmistir (Guglielmini et al., 2013). Aym
calismada (Guglielmini et al., 2013) RDW’nin CVHD’nin siddeti ile ilgili LA/Ao orani
ile anlamli ancak zayif pozitif korelasyonu da ifade edilmistir. Son yillarda
kardiyovaskiiler hastaliklarin ortaya ¢ikmasi ve kotii prognoz tespitinde RDW artiginin
oneminden bahsedilmektedir (Groenveld et al., 2008; Tang, & Katz, 2006).

Insanlarda kalp yetmezliklerinde ve &zellikle kedilerde HCM’de platelet aktivasyonu
ve bununla ilgili komplikasyonlara (tromboembolizm) siklikla rastlanmaktadir (Ware,
2011). Bu nedenle bu ¢alismada da platelet sayist ve indeksleri (PCT, MPV ve PDW)
kayit altina alinmis; hasta gruplarinda (B2, C ve D smiflar1) saglikli kontrollere gore
anlamli bir degisim olmamakla birlikte degerlerin referans sinirlarda oldugu
gozlenmistir (Willard, & Tvedten, 2012). Benzer sekilde son yillarda yapilan
caligmalarda da (Prihirunkit et al., 2014; Levent ve digerleri, 2020) MMVD’li olup
konjestif kalp yetmezligi gelisen kopeklerde platelet sayilarinin kontrollere gore dnemli
bir fark gostermedigi ve referans siirlarda kaldiklar1 belirlenmistir. Levent ve digerleri
(2020) ACVIM Kklasitkasyonuna gore C sinifi kalp yetmezligi belirledikleri kopeklerde
platelet proteinlerini incelemisler; 10 anlamli degisim gosteren protein temelinde, bu
hiicrelerin  kalp yetmezligi patofizyolojisindeki gii¢lii potansiyellerini ortaya

koymusglardir.
5.3. Kalp Yetmezligi ve Organ - Doku Hasar Belirtecleri:

Kalp yetmezIligi doku ve sistemlerde hasarlanma ve yetersizliklere yol acabilmektedir
(Ware, 2011). Bu nedenle hastalarin sadece klinik ve goriintiilii tan1 teknikleri ile
degerlendirilmesi, kalp yetmezIligi ile ilgili multi-organ hasarlarinin gézden kagmasina
ve tedavi etkinliginin azalmasina neden olabilir. Bu kapsamda bu caligmada kalp
yetmezlikli kopeklerde rutin biyokimyasal profil irdelenmis; kalp, bobrekler, karaciger,

tiroid ve vitamin dengesi ortaya konmustur.
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Kii¢iik hayvan ve insan hekimliginde hastaliklarin tanisinda spesifik doku hasarini
gosteren biyobelirteclere ihtiya¢ her gecen giin artmaktadir (Langhorn, & Willesen,
2015). Kalp hastaliklar ile ilgili ge¢miste bazi enzim aktiviteleri (AST, LDH ve CK-
MB) kullanilmisken, gilinlimiizde kardiyak troponinler (¢Tnl) ve natriiiretik peptidler
(NT-pro-BNP) o6ncelik almistir (Bakirel, & Gunes, 2009; Cakiroglu ve digerleri, 2009;
Porciello et al., 2008). Serum cTnl ve NT-pro-BNP’nin sadece kalp kas1 ve ventrikiil
fonksiyon bozukluklarinda degil basta renal problemler olmak {izere diger hastaliklarda
da yiikselebilir diizeyde bulunmasi bilimsel calisma ve pratik kosullarda bazen
dezavantajlara neden olmaktadir (Langhorn, & Willesen, 2015; Porciello et al., 2008;
Ware, 2011). Bu nedenle bu calismada miyokardiyal hasar belirteci olarak serumda
cTnl calisilmis; azotemi nedenli yilikselmeleri ortaya koymak i¢in de renal fonksiyon
parametreleri (BUN ve Cr) belirlenmistir. Bu ¢alismada serum c¢Tnl ortalama degerinin
C (1.8 £ 1,3 ng/mL) ve D siniflarinda (7.0 £ 12,2 ng/mL) kontrol (0.03 £ 0.04 ng/mL)
ve B2 gruplarina gore (0.03 £ 0.04 ng/mL) daha yiiksek bulunmasi; semptomatik hasta
gruplarinda miyokardiyal hasarin varligi ve siddetini ortaya koymustur (Oyama, &

Sisson, 2004).

Kalp yetmezliginde ozellikle sistolik fonksiyon bozuklugunda (ileri atim
yetmezliginde) kardiyo-renal sendrom olarak tanimlanan ve renal hipoperfiizyon ile
karakterize komplikasyonlar ortaya ¢ikabilmektedir (Brewer et al., 2012; Pouchelon et
al.,, 2015). Bu ¢alismada kalp yetmezligi tanimladigimiz kopeklerde kardiyorenal
sendrom varligin1 belirmek adina serumda renal fonksiyon biyobelirtecleri (BUN ve
Cr) degerlendirilmis; ancak, saglikli kontrollerle karsilastirildiginda ortalama
degerlerde anlamli degisimler olusmamustir. Istatiksel diizeyde dnemin olusmamasinda
ozellikle semptomatik hasta verilerinde genis bir varyasyon olmasi da etkin olmustur. C
ve D sinifi hastalarda BUN degerlerinin maksimum 52 mg/dL ve 89 mg/dL (sirasiyla)
belirlenmesi; kalp yetmezligine bagli pre-renal azotemi egilimini ortaya koymustur. D
sinifi hastalardaki maksimum BUN degerlerinde refraktor kalp yetmezligi nedeni ile
stk ve yliksek dozlarda diiiretik (furosemid) kullanimi da etkin olabilir. Bu sinif
hastalardaki serum Na diizeyindeki azalma egilimi; diiiretik kullanimina bagl yan

etkileri de (elektrolit kayb1) ortaya koymaktadir.
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Kalp yetmezliginde renal fonksiyonlarin yanisira, karacifer de olumsuz
etkilenebilmektedir (Alvarez, & Mukherjee, 2011). Bu calismada serum karaciger
enzim diizeylerinde gruplar arasinda istatistiksel onemde farkliliklar belirlenememistir.
Bunun olas1 nedeni D sinifi hastalarda ortalama serum ALT ve ALP diizeyleri kontrole
gore daha yiiksek olmasina ragmen standart hatalarin ¢ok yiliksek olmasi olarak
diistintilmiistiir. Serum ALT ve ALP’nin maksimum degerlerinin C ve D sinifi bazi
hastalarda ¢ok yiiksek belirlenmesi; kalp yetmezligine bagh degisen derecelerde
hepatosit hasarini diisiindiirmiistiir. Kalp yetmezliklerinde serum karaciger enzim
aktivitelerindeki artisin olast nedenleri olarak diisikk kalp debisi ve/veya dolum
basincinin artmasi sonucu pasif konjesyon gelismesi ve hepatik perfiizyonun bozulmasi
gosterilmektedir (Alvarez, & Mukherjee, 2011). Kedi ve kopeklerde CVHD ve
kardiyomyopati nedenli konjestif kalp yetmezliginde olgularin %52’inde serum BUN
artis1, %26’sinda da karaciger enzim aktivitelerinde yiikselme belirlenmesi (Goutal,
Keir, Kenney, Rush, & Freeman, 2010), calisma sonuglarimizla kismen uyumlu
goriilmektedir. Alvarez, & 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. Insanlarda kalp
yetmezliginde serum albiiminde azalma, globiilinle birlikte total protein diizeylerin de
artma rapor edilmesi; adi gegen parametrelerin kdpeklerde de kalp hastaliklarinin tan
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 et al., 2016).

Insanlarda kalp hastaliklar1 ve glukoz metabolizmasi arasinda dnemli baglantilardan
bahsedilmektedir. Konjestif kalp yetmezligi olanlarda tip 2 diabetes mellitus goriilme
olasiligmin arttig1 ifade edilmektedir. Bu gelisimde; fiziksel aktivite kayb,
hipermetabolik durum, intraselliiler metabolik defektler, zayif kas perflizyonu ve koti
beslenmenin rol aldigi bildirilmektedir. Konjestif kalp yetmezliginde sempatik
aktivasyon nedeni ile insiilin rezistansligi artarken insiilinin pankreatik beta
hiicrelerden salinimi1 da azalmaktadir (Tenenbaum, & Fisman, 2004). Bu calismada

serum glukoz diizeylerinde kontrole gore test grubunda o©nemli bir degisim
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saptanamamugstir. Konjestif kalp yetmezlikli kdpeklerde yapilan bir ¢alismada (Goutal
et al., 2010) %27 oraninda hiperglisemi saptanmis, diger ¢calismada da (Brady, Hughes,
& Drobatz 2004) tedavi verilmeden Once yapilan Orneklemelerde hiponatremi ve
referans degerlerin iistiinde serum glukoz degerleri tespit edilmistir. Bu degisimlerin
tedavi etkinligi ve prognozu olumsuz etkiledigi vurgulanmistir (Brady et al., 2004). Bu
bilgiler insanlarda oldugu gibi kopeklerde de kalp yetmezligi ve diabetes mellitus
gelisim riskini arastiran materyal sayisi daha yiiksek ¢alismalara gereksinim oldugunu
gostermektedir. Eurich et al. (2009)’m kdpeklerde metformin tedavisi ile kalp
yetmezligi progresyonunun yavaslatilabilecegini ileri siirmeleri bu konuya farkli bir

bakis agis1 getirmistir.

Kalp yetmezliginde zayif doku perflizyonuna bagli olarak pankreatitis gelisimini
bildiren bazi ¢aligsmalar olmasina (Jiang et al., 2002) ragmen bu c¢alismada ACVIM
kalsifikasyonuna gore “C ve D smfi” kalp yetmezligi tanimladigimiz kopeklerde
serum amilaz degerlerinde kontrollere gore anlamli bir de§isim saptanamamistir.
Serum amilaz Olglimlerinin pankreatitis varligin1 ortaya koymak igin sensitivite ve
spesifitesinin diisiik oldugu, bu nedenle oncelikli olarak kopeklere spesifik lipase’nin
Olciilmesi Onerilmektedir (Willard, & 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 et al., 2002). Hem saglikli hem
de test grubunda serum amilaz degerleri referans sinirlar i¢inde kalmais, test grubunda

olas1 bir pankreatit varligin1 destekleyen her hangi bir bulgu s6z konusu olmamastir.

Tiroid fonksiyonlar1 kalp hastaliklarinin altyapisinda 6nemli bir yer tutmakta,
yetersizlik durumunda LV fonksiyonlar olumsuz etkilenmektedir (Karlopudi, Srikala,
& Rao 2012; Stephan, Nolte, & Hoppen 2003). Panciera, & Refsal (1994) deneysel
konjestif kalp yetmezligi sekillendirdikleri kopeklerde serum serbest (fT4) ve total
thyroxine (tT4) diizeylerinde azalma tespit etmislerdir. DCM’li kdpeklerde yapilan bir
caligmada diisiik serum fT4 ve tT4 temelinde hipotiroidizm varligina vurgu yapilmis
(Karlopudi et al., 2012), ancak bir diger ¢alismada (Beier et al., 2015) Doberman

pincherlarda DCM nin etyoloji ve progresyonunda hipotrioidizmin bir rolii olmadig1 ve
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tiroid destek tedavisinin klinik iyilesmeye katki vermedigi belirtilmistir. Hipotirodizmli
hastalarda cabuk yorulma, mukoz membranlarda solgunluk, anemi potansiyeli ve
karaciger enzimlerinde artislarin olmasi, konjestif kalp yetmezliginin klinik sunumuna
benzerlik gostermektedir (Karlopudi et al.,, 2012; Stephan et al., 2003). Bu bilgiler
tiroid fonksiyonlar1 ve kalp yetmezligi gelisimi arasinda celiskileri de beraberinde
getirmektedir. Bu ¢alismada da tiroid fonksiyonlar1 diger caligmalarda oldugu gibi
(Beier et al., 2015; Karlopudi et al., 2012) serum tT4 ve kolesterol diizeyleri ile
degerlendirilmis; her iki grup arasinda ortalama serum tT4 ve kolesterol agisindan
istatistiksel onemde farklilik olmamakla birlikte, minimum ve maksimum degerleri de
referans siirlarda kalmistir. Bu calismada 6zellikle C ve D simiflarinda bazi olgularda
saptanan diisiik fT4 diizeylerinin hipotiroid veya kalp yetmezligine bagl otiroid

(euthyroid) sendromu ile ilgili olabilecegi diisiintilmiistiir (Willard, & Tvedten, 2012).

D vitaminin (25-hidroksivitamin-D [25(OH)D]) insanlarda kalp fonksiyonunda rol
oynadigina dair bilgiler s6z konusudur (Bouillon et al., 2008; Lee et al., 2008). Son
yapilan caligmalarda (Kraus et al., 2014) kopeklerde serum D vitamini ile KKY
arasindaki iligski de ortaya konmustur. Bu c¢alismada serum D vitamini semptomatik
hastalarda asemptomatik olanlara gore istatistik diizeyde diisiik bulunmus, hatta D
sinifi hastalardaki ortalama deger C sinifina gore de belirgin diistik tespit edilmistir.
Kraus et al. (2014) KKY’li kopeklerde saglikli olanlara gore serum 25(OH)D diizeyini
%25 daha diisiik belirlemislerdir. Calisma verilerimiz kontrole gore C sinifi hastalarda
%25 diizeyinde, D sinifi hastalarda ise %50 diizeyinde bir azalmay1 gdstermis; KKY
siddeti ile serum 25(OH)D diizeyi arasinda negatif bir korelasyon olabilecegini
diisiindiirmustiir. Kalsitriol (D vitamininin aktif metaboliti) uygulamasinin deneysel D
vitamini eksikliginde gozlenen miyokardiyal kasilma yetersizligini gidermesi; KKY
tedavisi i¢in yeni ve farkli bir bakis acis1 getirmistir. Kdpeklerin diger birgok tiir gibi
kutanoz 7-dehidrokolesterolii D3 vitaminine doniistirememesi; tedavi asamasinda bu
vitamin takviyesini gerekli kilmaktadir (Kraus et al., 2014). Osuga et al. (2015)
kopeklerde yaptiklar: ¢calismada ortalama serum 25(OH)D diizeyini ACVIM’e gore B2
hastalarinda 33.2 nmol/L (13.2 ng/ml) ve semptomatik hastalarda da (C ve D sinifi
birlikte) 13.1 nmol/L (5.2 ng/ml) olarak belirlemisler; bu degerlerin B1 hastalarindan
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daha disiik (52.5 nmol/L veya 21 ng/ml) oldugunu tespit etmislerdir. Bizim ¢alisma
bulgularimiz da A sinifina gore (24,1 + 3,4 ng/ml) B2 (28,9 + 6,6 ng/ml), C (17,5
4,0 ng/ml) ve D smiflarinda (11,8 = 4,9 ng/ml) dereceli bir azalmay1 gostermis,
serum 25(OH)D diizeyinin KKY klasifikasyonunda kullanilabilirligini ve tedavi

asamasinda takviye edilmesinin yararli olabilecegini desteklemistir.

Osuga et al. (2015)’1n ifade ettigi gibi bulgularimiz (serum vitamin D diizeyinin kalp
yetmezligi siddetlendik¢e azalmasi) yetersiz D vitamini durumunun KKY’li kopeklerde
kardiyak yeniden sekillenmeye katkida bulunabilecegini gostermektedir. Bu sonuglar;
D vitamininin miyokardiyal hipertrofi ve fibrozis, RAAS ve proinflamatuar sitokinlerin
yanisira miyokardiyal ekstraselliler —matriks doniisimiiniin = modiilasyonunu
baskilayarak kardiyak yeniden sekillenmenin diizenlenmesinde oynadigi rolleri
destekler niteliktedir (Osuga et al., 2015). Ayrica, D vitamini miyokardiyal hipertrofi
ve fibrozda rol oynayan paratiroid hormonunun {iretimini baskilayarak miyokard
tizerinde dolayli bir koruyucu (anti-remodeling) etki de gostermektedir (Osuga et al.,

2015).

KKY ile hemostazis (koagiilasyon) arasinda 6zellikle insanlarda 6nemli bir baglant1 s6z
konusudur ve bdyle durumlarda trombin aktivitesi, fibrinolitik aktivite ve trombosit
aktivasyonununda artmadan bahsedilmektedir. Insanlarda kalp yetmezligine bagh
olarak tromboembolizm ve stroke (inme) olgulariyla sik karsilagilsa da KKY'li
kopeklerde bu  durumun prevalanst olduk¢a  diisliktiir.  Tromboembolik
komplikasyonlar; trombositoz, hemokonsantrasyon ve hiperviskozite gibi prokoagiilan
ve antikoagiilan faktorler arasindaki dengesizlige baglanmaktadir. Protein C ve
antitrombin III (AT-III) baslica dogal antikoagiilanlar olarak asir1 pihtilasmay1
onlemede 6nemli bir rol oynarlarken, fibrinojen ve d-dimer diizeyindeki yiikselmeler
de tromboembolik egilimi gostermektedirler. Tarnow et al. (2007) KKY’li kopeklerde
serum d-dimer diizeylerini saglikli kontrollere gore yiiksek bulmuslardir. Prihirinkut et
al. (2014) MMVD’li kopeklerde kalp yetmezligi siddeti arttikga serum d-dimer
diizeylerinde de istatiksel bir yiikselme belirlemisler; bu durumun hiperkoagiilasyon

indikatorii olabilecegini ileri siirmiislerdir. Bu calismada KKY siniflar1 arasinda
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standart hatanin yiiksek olmasi nedeni ile rakamsal farkliliklar olmasina ragmen
istatiksel bir farklilik olusmamis; B2 ve D smifi hastalarda maksimum d-dimer
diizeylerinden dolay1 bazi olgularda fibrinolitik aktivitenin yiiksek (tromboembolizm

riski) olabilecegini diisiindliirmiistiir.
5.4. Kalp yetmezligi ve Inflamasyon

Insan ve kopeklerde yapilan ¢alismalar sistemik inflamasyonun KKY gelisiminde
onemli rol oynadigim1 gostermistir (Braunwald, 2008; Petric et al., 2018).
Inflamasyon tanimlamasinda serum akut faz proteinleri (APPs) ve sitokin diizeyi
Olclimlerinden yararlanilmaktadir. Bu calismada APPs olarak; CRP, haptoglobin
(Hp), ferritin, PON1 ve BChE, sitokin paneli olarak da 13 sitokin Ol¢iimii
yapilmistir. Insanlarda TNF-a, CRP ve interlokinleri de igine alan sitokinlerin kalp
yetmezliginin siddetine paralel olarak artis gosterdigi tespit edilmistir (Oikonomou
et al., 2011). Rutin ¢aligmalarda inflamasyon varlig1 ve siddeti tam kan sayiminda
total ve diferansiyel 10kosit sayilari ile ortaya konmaktadir. Glinlimiizde
teknolojinin yayginlagsmasi ile bu amagla kopeklerde serum CRP Olgiimleri de
yaygin olarak kullanilmaktadir. Son yillarda kopeklerde yapilan bir calismada
serum CRP diizeyinin total WBC ve notrofil sayilan ile pozitif korelasyona sahip
oldugu, ancak bu istatiksel diizeydeki anlamli korelasyonun sadece siddetli KKY’li
olgularda goriildiigii belirlenmistir (Petric et al., 2018). Bu calismada inflamatuar
yanitlarin belirlenmesi adina serum APPs bakilmis; serum CRP ve Hp’nin 6zellikle
siddetli kalp yetmezligi grubunda (D sinif1) kontrol (A sinif1) ve B2 siniflarina gore
istatiksel diizeyde artiglarina, serum PON1’in ise azalmasina tanik olunmustur. Bu
sonuclar KKY siirecinde de kopeklerde CRP ve Hp’nin pozitif ve major APPs
olarak, PON1 ve BChE’nin de negatif APPs olarak davranislarim1 sergiledigini
gostermistir. Benzer sekilde insanlarda kardiyovaskiiler hastaliklarda bir¢ok pozitif
APPs’nin (CRP, SAA, fibrinojen, ferritin ve seruloplasmin) arttigi, negatif
APPs’lerin ise (albiimin, transferrin, retinol baglayici protein, antitrombin ve

transkortin) azaldig1 rapor edilmistir (Ahmed, Jadhav, Hassan, & Meng, 2012).
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Dekompenze konjestif kalp yetmezlikli kopeklerde total WBC ve nétrofil sayilarinin
kompanze kalp yetmezlikli ve saglikli kontrollere gore daha yiliksek oldugu rapor
edilmistir (Petric et al., 2018). Ayn1 ¢alismada (Petric et al., 2018) bu yangisal yanitlar
serum 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 diisiindiirmektedir (Petric et al., 2018). Serum
CRP degerinin mitral akim E dalga maksimal velositesi ile pozitif korelasyonda olmasi
(Petric et al., 2018); bu ¢caligmamizda LV diyastolik fonksiyon bozuklugunda ve mitral
akim restriktif E/A oranlarinin olusumunda inflamatuar siirecin de katkist olabilecegini

akla getirmektedir.

Calismamizda D smifi kopeklerde serum PONI'deki azalma, PONI1'in HDL’nin
oksitlenmesine engelleyen koruyucu etkisindeki eksikliginin KKY'nin siddetlenmesine
yol agabilecegini ve PONI1 aktivitesi ile kalp yetmezliginin siddeti arasindaki negatif bir
korelasyon olabilecegini gostermistir. PONI1; arterosklerozis ve ilgili vaskiiler
hastaliklarda kardiyoprotektif etki yaratan bir enzim olarak bilinmekte (Chistiakov,
Melnichenko, Orekhov, & Bobryshev, 2017) ve aktivitesi insanlarda KKY’de (Kim et
al., 2013; Eren ve digerleri, 2015) ve oksidatif stresin arttifi diabetes mellitus ve
hiperkolaesterolemi gibi durumlarda azalma gostermektedir (Elkiran ve digerleri, 2007).
Serum PONI aktivitesinin makrofajlardaki oksidatif stres ile ters orantili oldugu ve
eksikliginin ROS {iretimini artirdig1 bilinmektedir (Elkiran ve digerleri, 2007). Bu
nedenle kemokin, APPs ve PONI diizeyinde saptadigimiz degisimler; KKY nin
progresyonunda oksidatif proses ve sistemik inflamatuar aktivitenin roliinii ve PON1’in
potansiyel anti-oksidant kompanzatorik etkilerini destekler niteliktedir. Mahadesh-
Prasad et al. (2014)’1n ¢alismasina paralel olarak bu ¢alismada DCM’li kdpeklerdeki
serum PONI aktivitesi MMVD’li kopek degerlerinden daha diisiik bulunmus, PONI

aktivitesi ve DCM siddeti arasinda negatif korelasyon oldugu diistiniilmiistiir.

Serum ferritin diizeyi viicuttaki demir rezerleri hakkinda dolayli olarak bilgi veren
sensitif bir biyoindikatordiir. CRP’ye paralel degisim gosteren serum ferritinin pozitif

bir APPs oldugu ve kalp hastaliklar1 ve diabetes mellitus gibi yangisal durumlarla ilgili
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oldugu rapor edilmistir (Ahmed et al., 2012). Yiiksek serum demir (yiiksek ferritin)
diizeyinin kardiyovaskiiler riski en az 2 kart artirdigi, bunun da HDL kolesterol
oksitlenmesindeki artistan ileri geldigi bildirilmistir (Ahmed et al., 2012). Bu ¢alismada
istatiksel diizeyde olmamakla birlikte D sinifi hastalarda ortalama ferritin diizeyinin
(>200 pg/L) diger gruplara gore daha yiiksek olmasi; ileri KKY’li kopeklerdeki ferritin
ve buna bagli HDL oksitlenmesi ile vaskulitis ve arterosklerozis risklerinin artis1 olarak
yorumlanabilir. Insanlarda serum ferritin > 200 ng/mL oldugunda miyokardiyal
infarktiis riskinin 2.2 kat artmasi, KKY’li kopeklerde serum ferritin diizeyindeki
artmanin olasi etkileri ve komplikasyonlar1 agisindan yeni ¢alismalarin yapilmasini

gerekli kilmaktadir.

Serum Hp bir diger major pozitif APPs dir ve yliksek oranda hemoglobin molekiile
baglanma affinitesi gostermektedir. Bu baglanma in vivo hemoliz ile ortaya ¢ikan ve
oksidatif hasar olusturma potansiyelindeki hemoglobinin detoksifikasyonuna da imkan
saglamaktadir (Ahmed et al., 2012). Bu calismada serum Hp diizeyinin saglikli
kontroller ile karsilagtirildiginda sadece ileri kalp yetmezligi grubunda (D sinifi)
istatiksel diizeyde artma gostermesi; Hp nin pozitif APPs davraniglarimi ile uyumlu
bulunurken, dalagimdaki olas1 serbest hemoglobin diizeyinin diisiiriilmesine yonelik bir
davranis olarak da diisiiniilmiistiir. Hp ve hemoglobin kompleksinin endojendz nitrik
oksit diizeyini yiikseltmesi (Ahmed et al., 2012), bu baglanmanin vaskiiler sistem ve
anti-oksidasyon agisindan viicudun bir savunma reaksiyonu olabilecegi diislincesini

giiclendirmektedir.

Bu calismada negatif APPs olarak kabul edilen serum BChE diizeyinde gruplar
arasinda istatiksel diizeyde bir farklilik olusmamistir. Memeli kan dolagiminda iki tip
kolinesteraz bulunmakta; biri eritrosit kolinesterazi olarak bilinen asetilkolinesteraz,
digeri de temel olarak karacigerden sentezlenen ve plazma kolinesterazi olarak bilinen
BChE’dir. BChE’nin lipid metabolizmasi ve inflamasyon patogenezindeki rollerinden
bahsedilmektedir (Tvarijonaviciute et al., 2012 ve 2013). BChE’in PON1’i oksidatif
stresden korumasi (Tvarijonaviciute et al., 2012); APPs’nin birbiri ile aralarinda var

olan kompleks patofizyolojik etkilesimlerin bir O6rnegini yansitmaktadir. Son bir
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calisgmada (Sun, Qi, Tan, & Yang, 2016) BChE aktivitesi akut koroner sendromlu
hastalarda bagimsiz bir prognostik faktér olarak gosterilmis, ancak altta yatan
mekanizma tam olarak agiklanamamistir. Aymi ¢alismada serum BChE aktivitesi KKY
olgularinda diyagnostik agidan 6nemli bir parametre olarak tanimlanmistir. Insanlarda
serum BChE ile LV-EF degeri arasinda pozitif korelasyon gosterilmis, hatta akut
miyokardiyal infarktiislii olup yasayanlarda olenlere gore serum BChE diizeyi daha
ylksek bulunmustur. Bu bulgular diisiik BChE diizeyinin akut miyokardiyal infarktiislii
hastalarda zayif kalp fonksiyonlar1 nedeni ile kotii prognoz bulgusu olabilecegini

gostermistir (Sun et al., 2016).

Son yillarda klinik ve deneysel ¢alismalar kalp yetmezliginde reaktif oksijen tiriinlerinin
(ROS) artmasiyla oksidatif stresin de arttigini gostermistir. ROS’lar hiicresel islev
bozukluguna, protein ve lipid peroksidasyonuna ve DNA hasarina yol acarken,
kardiyovaskiiler hastaliklarda geri doniisiimsiiz hiicre hasar1 ve O6liimiine de neden
olabilmektedirler (Tsutsui, Kinugawa, & Matsushima 2011). Bu konuda yapilan birgok
calismada oksidatif stres parametreleri olarak genellikle malondialdehit (MDA),
stiperoksit dismutaz (SOD) ve katalaz (CAT) diizeyleri degerlendirilmisken (Todorova
et al., 2005; Michalek, Tabis, & Noszczyk-Nowak 2020), bu caligmada Rubio et al.
(2016a) tarafindan Onerildigi gibi total anti-oksidan kapasite (TAC), serum trolox
esdegeri antioksidan kapasite (TEAC), ve kuprik indirgeme antioksidan kapasite
(CUPRAC) degerleri ile irdelenmistir. Bulgularimiz A ve B2 smifi hastalara gore ileri
KKY’si olan D smifi hastalarda serum TEAC, Thiol85/ ve CUPRAC degerlerinin
istatiksel diizeyde diistiigiinii géstermis, bu durum; anti-oksidant sistemdeki azalma ile
KKY arasinda negatif bir korelasyon olabilecegini gostermistir. Bu diislincemiz; insan
(Deswal et al., 2001) ve kopek calismalarinda (Zois et al., 2012; Polizopoulou et al.,
2015; Michalek et al., 2020) APPs ve yangisal sitokinler kadar oksidatif stresin de KKY

patogenezinde onemli rol oynadigini gésteren caligma bulgularini destekler niteliktedir.

Giliniimilize kadar yapilan ¢alismalar APPs, inflamatuar sitokinler ve oksidatif stresin
insanlarda (Deswal et al., 2001) ve kopeklerde (Zois et al., 2012; Polizopoulou et al.,

2015) KKY patogenezinde rol oynayabilecegini gostermesine ragmen kalp
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yetmezliginin farkli asamalarinda inflamatuar biyobelirteglerin nasil degistigi heniiz

bilinmemektedir. Bu calismanin amaglarindan biri de bu eksikligin giderilmesi i¢indir.

KKY’li insanlarda inflamatuar sitokinlerin ve birka¢c kemokin ekspresyonunun ve
saliminin arttigini gosteren bazi yayimlar bulunmaktadir (Gullestad et al., 2012; Aukrust
et al., 1998; Aukrust et al., 1999). Bu ¢alismada serum sitokin ve kemokin paneli 13
parametre ile (IL-2, IL-6, IL-7, IL-8, IL-10, IL-15, IL-18, IP-10, MCP-1, GM-CSF, KC-
like, TNF-a ve IFN-y) degerlendirilmig; KKY’nin semptomatik (C ve D smiflar)
evrelerinde asemptomatik (B2 sinifi) ve saglikli kopeklere gore (A sinifi) sadece serum
KC-like diizeyinde istatiksel diizeyde degisim (artma) belirlenmistir. Notrofil
kemotaksisi ile ilgili bir parametre olan KC-like proteini ile ilgili bilgiler sinirli olmakla
birlikte sistemik inflamasyonda rol oynadigi disiiniilmektedir. KC-like’nin plazma
diizeylerindeki artislar yash farelerde siddetli kardiyak depresyon ile iligkilendirilmistir
(Slimani et al., 2014). Bu ¢alismada KC-like ile diger parametrelerin (CRP, Hp, ferritin
ve WBC ve notrofil sayilari) pozitif korelasyon gostermesi KKY ’nin ilerlemesinde bu
kemokin ile APPs arasindaki etkilesimin rolii olabilecegini diisiindiirmektedir. KC-like
gibi inflamatuar mediatorlerin hasarli miyokardiyumdan ya da dolasimdaki bazi
hiicrelerden (WBC, endotel hiicreleri ve plateletler) ve dokulardan (karaciger ve
akcigerler) salinarak miyokardiyal depresyon, endoteliyal disfonksiyon ve kardiyak
myosit apoptozisine yol agabilecegi diisiiniilmektedir (Yndestad et al., 2006;
Cunningham et al., 2012).

Calismamiza benzer olarak bir dnceki ¢alismada Zois et al. (2012) KKY’1i kopeklerde
bir diger kemokin olan serum MCP-1 diizeyinin saglikli kopeklere gore arttigini, bazi
IL'lerin (IL-2, IL-7 ve IL-8) ise hastalik siddeti ile azaldigim bildirmislerdir. Insan
calismalar1 da KKY patogenezisinde inflamasyonun 6nemli bir rol oynadigini, sitokin
liretim ve serum diizeylerindeki artmanin (TNF-a, IL-1, IL-6 ve IL-8) hastaligin
progresyonu ve negatif prognozla ilgili oldugunu gostermistir (Mavropoulu et al., 2016).
Kopeklerde yapilan bir calismada saglikli kontrollerle karsilastirildiginda MMVD’li
kopeklerde serum IL-8 diizeyinin yiiksek c¢iktigi, hatta MMVD siddeti ile pozitif
korelasyon gosterdigi tespit edilmistir (Mavropoulu et al., 2016). Calismamizda C sinifi
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hastalarda bazi olgularda IL-8 degerlerin kontrollere gore daha yiiksek oldugu goriilmiis,
ancak muhtemeldir ki diisiik 6rnek sayis1 nedeni ile istatiksel bir 6nem olugmamustir.
Camacho et al. (2017) MMVD’li kopeklerde B2 ve C siniflarinda saglikli kontrollere
gore serum IL-1PB ve IL-4 diizeylerinde anlamli derecede artma belirlemisler, serum
TNF-a ve CRP seviyelerinde ise istatiksel diizeyde bir degisim saptayamamaiglardir. Bu
degerlendirmeler IL diizeylerinin kalpteki morfolojik degisimlerde rol oynayabilecegini

gostermektedir.

Calismamizda kalp yetmezliginin ilerlemis evrelerinde tiim antioksidan biyobelirteclerin
diisik diizeyde oldugu goézlenmistir. Belch, Bridges, Scott, & Chopra (1991)’nin
yaptiklar1 calismada elde ettikleri bulgu (KKY’li insanlarda tiyol diizeyinin azalmasi) ile
caligma sonuglarimiz paralellik gostermektedir. Miyokardiyal kontraktilite azalmasi
veya basing / voliim yiiklenmesi miyokard iskemisine yol agarken ksantin oksidazda
(XO) bir artig, SOD ve GPx aktivitesinde ise azalma rapor edilmistir (Guarnieri et al.,
1980). ROS tarafindan LDL’nin oksidatif hasara ugratilmasinin; kapak lezyonlarinin
baslamasi ve ilerlemesinde de etkili olabilecegi belirtilmistir (Olsson et al., 1999). Bu
durum KKY’li hayvan modellerinde miyokardiyal antioksidan savunmanin da
bozulabilecegini oneren hipotezler ile uyumlu goriilmektedir (Mak, & Newton, 2001).
Ayrica, kalp kasindaki ROS artisinin sicanlarda kardiyak fibrozise yol agtigi da
unutulmamalidir (Tanaka, & Shimizu, 2012). Sunulan bu ¢alismada D sinifi hastalarin
serum antioksidan kapasite ve antioksidan enzim diizeylerinde belirledigimiz bu azalma;
KKY altyapisinda var olan ve hastaligin ilerlemesiyle de devam eden oksidatif stres
durumu ile ilgili olabilir. Bu ve diger ¢alismalar (Guarnieri et al., 1980; Mavropoulu et
al., 2016; Mak, & Newton, 2001) antioksidan biyobelirteglerin dolasimdaki diizeylerinin
azalmasi ve antioksidan ve oksidanlar arasindaki dengesizliklerin bazi inflamatuar
sitokinlerin indiiklenmesine ve serum diizeylerinin artisina yol agabilecegini
gostermektedir. Bu calismada D smifi kopeklerde inflamasyon ve oksidatif stres
belirteclerindeki degisikliklerin daha belirgin olmasi; inflamasyon aktivitesi ve
antioksidan sistemdeki bozulmanin derecesi ile hastaligin yani KKY nin siddeti arasinda

negatif bir korelasyon olabilecegini gostermistir.
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Caligmaya katilan tiim kopeklerin tedavi Oncesi ve sonrasi degerleri ele alindiginda;
inflamasyon biyobelirteglerinin serum diizeylerinin azalmasinin yaninda antioksidan
biyobelirteglerde de bir artis géze ¢arpmistir. Bu sonuglar; ¢alismaya katilan kopeklerin
sayilarinin az ve farkli irklardan olmasina ragmen CRP ve antioksidan biyobelirtegler
gibi parametrelerin 6zellikle D sinift hastalarda tedavinin izlenebilirligi i¢in kullanigh

klinik biyobelirtecler olabilecegini destekler niteliktedir.

CRP diizeyleri ile LV cap1 ve LA / Ao oranmi arasindaki pozitif korelasyon bulgumuz
KKY’li kdpeklerde daha 6nce yapilan bir ¢aligma ile uyumlu goriilmektedir (Reimann et
al., 2016). Bu bulgularla birlikte ekokardiyografik degiskenler ile serum PONI diizeyleri
arasinda bulunan negatif korelasyon da APPs’nin kopeklerde KKY patofizyolojisinde
olast rollerini gostermektedir. Serum MCP-1 proteinin serum cTnl ve ekokardiyografik
parametre LVIDDn ile pozitif korelasyonu; insanlarda oldugu gibi (Ritter et al., 2017)
MCP-1’in miyokardiyal hasar ve kardiyak yeniden sekillenmede 6nemli bir role sahip
olabilecegini gostermistir. Ayrica, serum antioksidan parametreleri ile (CUPRAC,
TEAC, tiyol diizeyleri) LV caplan arasindaki negatif korelasyon saptanmasi; B2
siifindan D smifi kalp yetmezligine dogru kardiyak yeniden sekillenmenin gelisiminde
antioksidan sistemdeki yetersizligin rolii olabilecegini diigiindlirmektedir. Yapilan
calismalarda antioksidan kapasite eksikliginin miyokardiyal hasar ve KKY gelisimi i¢in
bir risk faktorii olabilecegi (Hill ve Signal, 1996), hatta KKY gelisiminde antioksidan
eksikliginin yani sira oksidatif stres artisinin da rol oynayabilecegi ileri siirlilmiistiir (van
der Pol, van Gilst, Voors, & van der Meer, 2019). Bu bulgulara dayanilarak tedavide
antioksidan takviyelerin kopeklerde KKY nin ilerlemesini yavaslatmak veya onlemek

i¢in yararl olabilecegi sdylenebilir.
5.5. Kalp Yetmezligi ve Serum Proteomlarindaki Degisimler:

Bu calismada ACVIM siniflandirmasina gore kalp yetmezIligi tanimlanmis kopeklerde
diisiik molekiiler agirlikli serum proteinlerinin (proteom) analizi yapilmis; Canis lupus
familiaris (evcil kopek) veri bankasina gore (www.uniprot.org) proteinler tespit

edilmistir.
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Son yillarda kiitle spektrometresi (MS) ve kromotografik seperasyon teknikleri birlikte
kullanilarak protein tespitleri yapilmakta, boylece daha saglikli ve giivenilir sonuclar
elde edilmektedir. Ultra performans likit kromotografi (UPLC) tekniginin; MS ve LC-
MS yaklasimina gore daha iistiin oldugu, daha kisa siirede, yiiksek dogrulukta ve diisiik
molekiiler agirliktaki proteinlerin detaylandirilmasina olanak sagladig: belirtilmektedir.
UPLC sistemi MS ile kombine edildiginde; bilinen (yapilan ¢alismalarla tanimlanan)
proteinlerin hizli ve dogru analizi ile birlikte kompleks matriks yapida bilinmeyen
(tanimlamas1 heniiz yapilmamis) proteinlerin de agiklamasi yapilabilmektedir (Xue et
al., 2014). Bu bilgiler, sunulan bu ¢alismada proteomik analizler i¢in giincel ve giivenilir
metotlarin kullanildigini 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 et al., 2014) Waters UPLC analizi ile ortaya ¢ikartilmistir. Bu yaklagimla 6ncelikle
orneklerdeki makro molekiiler agirliktaki proteinler (albiimin, globiilin, transferin,
immunoglobulinler, haptoglobin vb.) immiinolojik olarak ortamdan uzaklastirilmis ve
geride kalan diisiik molekiiler agirlikli (low abundance) proteinlerin analizine imkéan

yaratilmis, boylece bu ¢alisma i¢in toplam 157 protein tespitine olanak saglanmistir.

Tium proteinlerin Pantergo programi ile yapilan analizlerinde molekiiler (baglayici,
katalitik ve regiilator aktivite) ve biyolojik (biyolojik regiilasyon, signaling ve
hiicresel ve immun sistem prosesleri) gorevleri diisliniildiigiinde bu proteinlerin
KKY siirecinde oynayabilecegi rollerin goriindiiglinden daha fazla olabilecegi
soylenebilir. Hiicresel lokalizasyonlardaki (intraselliiler, ekstraselliiler ve protein
iceren kompleksler) cesitlilik bu proteinlerin uyarilma, sekresyon ve dolasima
salinma asamalarinda hiicrelerin bir biitiin olarak reaksiyona katki verdigini
gostermistir. Bununla birlikte tespit edilen bu proteinlerin apoptosis ve koagiilasyon
siireclerinde yer almasi; KKY’li olan hastalarda myokardiyal nekrosis ve
tromboemboli komplikasyonlarinin patofizyolojisinin agiklanmasina katki verebilir
goriilmektedir. Bu ¢alismada tespit ettigimiz proteinlerin immunute, transfer, protein

baglama ve enzimler {lzerindeki olast etkileri KKY patofizyolojisinin
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detaylandirilmasina ve tant - tedavi segeneklerinin gelistirilmesine olanak

saglayabilir.

Kopeklerde serum proteomlarinin belirlendigi ¢alismalarin sayist az olmakla birlikte
(Kocatiirk ve digerleri, 2016; Locatelli et al., 2019; Kules et al., 2020), farkli kalp
yetmezligi siniflarinin birlikte calisildigi herhangi bir arastirmaya rastlanilmamustir.
Kalp yetmezlikli kdpeklerde serum proteomik calisilmasi ile ilgili olarak Locatelli et al.
(2019) mitral kapak hastalikli kopek (n=8) verilerini saglikli kontrol grubu (n=4) ile
karsilastirmislar; 8 anlamli protein bulabilmiglerdir. Bu caligmada kontrol grubuna gore
B2 smifi hastalarda 1 proteinde artis, 3 proteinde azalis; C sinifi hastalarda 8 proteinde
artis, 8 proteinde azalis ve D sinifi hastalarda da 2 proteinde artis, 10 proteinde ise azalig

belirlenmistir.
5.5.1. B2 Simifi Protein ifade Farkhihklar

Kontrol grubuna gore B2 smifi hastalarda angiotensinogen (AGT) seviyesi artarken,
lipopolysaccharide binding protein (LBP), carboxypeptidase N subunit 2 (CPN2) ve
immunoglobulin iota chain like (VREBI1) seviyelerinde azalma belirlenmistir. B2
hastalarinda serum AGT diizeyinde saptanan bu artis; pre-klinik (asemptomatik) safhada
olmalarina ragmen MMVD ve DCM’li kopeklerde sempatik sistem aktivasyonun bir
gostergesi olarak degerlendirilmistir. Ancak B2 hastalarinda saptanan bu artisin D sinifi
hastalarda da benzer diizeyde olmasi; KKY’nin simiflandirilmasi veya hastaligin
siddetinin belirlenmesinde serum AGT diizeyinin kullamigli bir biyobelirteg
olamayacagimi diisiindiirmiistiir. Bu bakisa paralel olarak Uijl, Ren, & Danser (2017)
AGT’nin sol kalp sistolik fonksiyon yetersizligi olan (LV-EF <%350) insanlarda
artmasina ragmen tek basina hastaligit ve siddetini yansitan bir biyobelirte¢
olamayacagini ileri siirmislerdir. Diger taraftan Xu, Rong, & Zhang (2020) AGT’nin
kalp yetmezligi, arterosklerozis, hipertansiyon ve diger kardiyovaskular risklerle
yakindan ilgili oldugu bildirimleri bu c¢alismada asemptomatik ve semptomatik
hastalarda bu proteinde saptadigimiz yiikselimler ile birlestirildiginde; AGT nin
kopeklerde de KKY patofizyolojisinde o6nemli olabilecegi  varsayimlarinm

giiclendirmektedir.
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Karacigerden tiretilen AGT Oncelikle bdobrekler tarafindan salgilanan renin ile
agiotensin-I’e, takiben de doniisim enzimleri (ACE) ile agiotensin-II’ye
dontstiiriilmektedir. AGT’nin molekiiler gorevleri arasinda; endopeptidaz inhibitor
aktivitesini ger¢eklestirmesinin yani sira G proteinine bagli reseptdr sinyal yolu olmak,
bobrek gelisimi, ndrotrofin reseptér sinyal yolunun diizenlenmesi, janus kinaz
aktivitesinin pozitif regulasyonu, protein tirozin aktivitesinin diizenlenmesi, kalp
iletiminin diizenlenmesi ve RAAS ile sistemik arteriyel kan basincinin diizenlenmesi
gibi fonksiyonel gorevleri bulunmaktadir. Lu et al. (2016) AGT nin tiim angiotensin
peptidlerinin onclisii oldugunu ve genel olarak RAAS sisteminin pasif bir substrati

olarak goriilmesine ragmen fonksiyonlarinin karmasik oldugunu vurgulamislardir.

Insanlarda yapilan bir calismada (Iyer, Heublein, Benike, & Burnett, 2015) kalp
yetmezligi ile saglikli kontrollerin serum AGT diizeylerinde istatiksel diizeyde bir
farklilik olmamasina ragmen ftriner AGT’de kalp yetmezligi grubunda anlamli bir
ylkselim belirlenmistir. Bu yiikselimde AGT’nin lokal olarak renal tubuler hiicreler
tarafindan da {iretilebiliyor olmasi etkili goriilmiistiir. Ayrica Yokoyama et al. (2019)’1n
insanlarda yaptiklar1 bir ¢alismada idrar AGT/Cr oranimin KKY’li hastalarda arttigini,
tedavi sonrast bu oranin azalmasina ragmen niikslii hastalarda yeniden arttigini
saptamiglardir. Bu ve bizim ¢alisma sonucglarimiz birlikte degerlendirildiginde; tiir
farkliligina baglh olarak serum AGT degisimlerinde farkliliklar yasanabilece§i gibi
kopeklerde de kalp yetmezliklerinde idrar AGT diizeylerinin incelenmesinin yararl
olabilecegi kanisi uyanmistir. Bir diger insan ¢alismasinda (Millen, Woodiwiss, Gomes,
Michel, & Norton, 2018) LV diyastolik fonksiyon bozulmasi ile serum AGT diizeyi
arasindaki iliskiden bahsedilmesi; bu calismadaki kopeklerin (B2 ve D siniflar1) LV
fonksiyonlarinda belirledigimiz anormalliklerin (sistolik ve diyastolik) mekanizmasinda

serum AGT nin de bir rolii olabilecegini diisiindiirmektedir.

Bu calismada bir diger serum proteini LBP nin A sinifi ile karsilastirildiginda B2 sinifi
hastalarda azaldigi, D sinifi hastalarda ise arttig1 belirlenmistir. Bu sonuglar serum LBP
diizeyinin kalp yetmezligi siddeti ve siiresine bagli olarak bifazik reaksiyon

verebilecegini, LBP’nin bir akut faz proteini oldugu diisiiniildiigiinde de (Lepper et al.,
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2011; Asada et al., 2019) D smifi hastalarda siddetli inflamatuar durumun ve KKY
siddetinin bir yansimasi olabilecegini gostermektedir. LBP’nin “uniprot” gen veri
bankasindaki fonksiyonlarina bakildiginda; lipopeptid, lipopolisakkarit ve lipoteikoik
baglayict olmasimmin yamisira sinyal-reseptdr baglantisinda goérev aldigi da
belirtilmektedir. Asada et al. (2019) insanlarda yaptiklar1 bir ¢aligmada yiliksek serum
LBP diizeylerinin kardiyovaskuler hastalik gelismesi ile iliskili oldugunu ifade
etmislerdir. Bir 6nceki ¢alismada ise yanik hasarini takiben yiiksek LBP diizeylerinin in
vitro ortamda kardiyomyosit sarkomer kontraktil fonksiyonlarini restore ettigi, bunu
termal hasara bagli olarak endotoksinlerin kardiyomyosit tizerindeki inhibitor etkilerini
ortadan kaldirarak yaptig1 rapor edilmistir (Niederbicher et al., 2011). Dolayisiyla bu
calisgmada D sinifi hastalarda serum LBP diizeyinde saptadigimiz énemli yiikselim,
KKY siirecinde lipopolisakkaridlere (LPS / endotoksin) siirekli maruz kalimin ve kronik
inflamatur yanitlarin bir gostergesi olarak goriilebilir (Asada et al., 2019). Kontrol
grubu ile karsilastirildiginda D sinifi hastalarda serumda LBP diizeyi yiikselirken B2
hastalarinda diisme egiliminde olmasi; gruplar arasinda (B2 ve D) yangisal reaksiyon

siddetinin farkli olmasiyla iliskilendirilmistir.

Bu ¢aligmada kontrole gore B2 hastalarinda serumda diizeyi azalan bir diger protein;
CPN2 olarak belirlenmistir. CPN2’nin ana islevi net olarak bilinmemekle birlikte
tamamlayici bir anafilatoksin oldugu, kan dolagiminda bulunan peptidleri (kinin ve CK-
MM vb.) regiile ettigi ve peptid aktivitesi ve reseptor baglantilarini degistirme
yetenegine sahip oldugu bildirilmistir (Wu, 1989). CPN’nin viicudu inflamatuar
peptidlerden (kininler) ve anafiotoksinlerden (komplement C3 gibi), hatta kalbi asir
basing yliklemesinden korudugu rapor edilmistir (Chen et al., 2020). Bu ¢alismada B2
hastalarinda saptadigimiz azalmanin hemodinamik stres ve komplement aktivasyonunun
(C3) baskilanmast adina koruyucu bir mekanizmadan ve/veya CPN’nin asiri

kullanimindan ileri gelebilecegi diistiniilmiistiir.

Calismamizda serum immiinoglobulin iota chain-like protein (VREBI1) diizeyi B2
hastalarinda A smifina (kontrol) gore diisiik bulunmustur. immunoglobulin free like-

chain (FLC) proteini ile ilgili calismalar olmasma ragmen (Jackson et al., 2015;
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Matsumori et al., 2020) heniiz VREBI1 diizeyinde meydana gelen degisimlerin KKY’de
ne anlama gelebilecegini agiklayan veriler s6z konusu degildir. FLC-kappa / lamda
oranin miyokarditis ile birlikte kalp yetmezligi icin biyobelirtec olabilecegi
diistintilitken (Matsumori et al., 2020), serum FLC diizeyleri dekompanze kalp
yetmezlikli hastalarda mortalite tahmini i¢in kullanish indikatorler olarak ileri
stiriilmiistiir (Jackson et al., 2015). Bu protein ailesi icinde yer alan VREB1’in B-hiicre
farklilasmasinda immunoglobulin genlerini regiile ettigi (Ferrari et al., 2007), B-hiicre
sinyal yolagim aktive ettigi, immiinoglobulin iiretimi ve lokosit gog¢iinden sorumlu
oldugu bilindiginden bu ¢alismada bu proteinde saptadigimiz azalmanin KKY siirecinde

kopeklerde immunolojik yanitlarin azalmasina yol agabilecegi degerlendirilmistir.
5.5.2. C Simifi Protein ifade Farkhhklari

Kontrol grubuna goére C sinifi hastalarda 8 proteinde artma, 8 proteinde ise azalma
belirlenmistir. Artan proteinler; complement proteinleri (C3 ve C4a), carboxypeptidase
N catalytic chain isoform 1 (CPN1), argininosuccinate lyase (ASL), inter alpha trypsin
inhibitor heavy chain H2 (ITIH2) ve H4 (ITIH4; isoform X1 ve X3) ve nuclear mitotic
apparatus protein 1 (NUMA1) iken, azalan proteinler; complement proteinleri (C7, C8a,
factor 1 isoform ve factor D), pigment epithelium-derived factor (PEDF), actin
cytoplasmic (ACTB), apolipoprotein C2 precursor (Pre-ApoC-II) ve hemopexin (HPX)

olmustur.

Komplement sistem hem immiinoprotektif hem de pro-inflamatuar oOzellikteki
sitokinlerin iiretimi ve regiilasyonu i¢in birlikte hareket eden yirmiden fazla serum
proteininden olusmaktadir. Bu komplementlerin aktive olmasi; l6kosit aktivasyonu,
sitokin liretimi, miyosit lizisi, endotel hiicre aktivasyonu, vazokonstriksiyon ve tromboz
yoluyla kardiyak doku hasarina yol agabilmektedir (Clark et al., 2001). Bu caligmada C
sinifi hastalarda serum komplement C3 ve C4a diizeyleri yiiksek bulunmasina ragmen
diger komplement iirtinleri (C7 ve C8a gibi) diisiik bulunmustur. Bu bulgular KKY
patofizyolojisinde komplement sistemin rolii olabilecegini belirtilen ¢alisma bulgularini
desteklerken (Clark et al., 2001), bunu farkli komplement proteinlerin farkli yondeki

(up-regiilasyon / down regiilasyon) degisimleriyle gerceklestirdigi sdylenebilir. Serum
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C3 diizeyindeki bu artma kalp hastaliklarindaki kronik immun-inflamatuar aktivasyonun
bir gostergesi olarak da diisiiniilebilir (Mukherjee et al., 2014). Bu degisimler insanlarda
kalp yetmezliginin siddetlenmesi ve kardiyak yeniden sekillenme icin risk olarak kabul
edilmekte ve KKY’li ve mitral stenozisli hastalarda zayif prognoz nedeni olarak
goriilmektedir (Mukherjee et al., 2014). Bu ve bir diger ¢aligmadan (Frey et al., 2013)
elde edilen bulgular (serum komplement C3 diizeyi yiiksek olan sistolik kalp yetmezlikli
hastalarin, diizeyi diisiik olan hastalara gére daha uzun sag kalim siirelerine ulagsmalari
ve komplement C3 seviyesi yiikseldikce daha yiiksek LV-EF ve daha diisiik serum
NTpro-BNP degerlerine sahip olmalar1); komplement proteinlerin KKY’nin
progresyonunu yavaglatmak ic¢in gii¢lii terapotik ve profilaktik hedefler olarak ileriki

donemlerde daha fazla ¢alisilmasi gerektigini géstermektedir.

Serum CPN diizeyi bu calismada farkli kalp yetmezligi gruplarinda bifazik bir degisim
gostermis; kontrole gére B2 hastalarinda CPN subunit 2 (CPN2) azalirken, C sinifi
hastalarda ise CPN catalytic chain isoform 1 (CPN1) artmistir. Bu gruplarda farkli yonde
degisim gosteren CPN’lerin farkli izoformlarda olmasi; CPN enzimin KKY
progresyonunda kompleks roller iistlendigini diisiindliirmiistiir. Bu proteinin B2
hastalarinda hemodinamik stres ve komplement aktivasyonuna karsi koruyucu bir
mekanizma olarak azalirken (Chen et al., 2020), C sinifi hastalardaki artisin KKY’li

kopeklerde artan oksijen ihtiyacinin karsilanmasina yonelik olabilecegi diistiniilmiistiir.

Argininosuccinate lysase’in (ASL) ornitin yoluyla argininin islenmesinde gdrev aldigi
bilinmektedir. Erez ve digerleri (2011) insan ve farelerde ASL kaybinin hiicre disi
arjinin kullanma yeteneginin bozulmasi nedeniyle nitrat sentezini de azalttigini tespit
etmislerdir. Winslaw et al. (1995) ise kalp yetmezliginin siddeti arttik¢a nitrat miktarinin
da arttigini belirtilmistir. Bu bilgiler 1s1§inda bu c¢alismada C sinifi hastalarda serum
ASL diizeyinde saptadigimiz artmanin; serum NO diizeyini yliksek tutmak ve bdylece
damar bitlinliigiini korumak ve dolasimi aktive etmek igin protektif bir konake1
reaksiyonu olabilecegi diisiiniilmiistiir. DCM’li hastalarin sag ventrikiil dokusunda
yiiksek kapasiteli indiiklenebilir nitrik oksitin (iNOS) in vitro miyokardiyal gevsemeyi

arttirmasi da (Winslaw et al., 1995) bu diisiincemizi destekler niteliktedir.
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Inter alpha trypsin inhibitor heavy chain ve alt iinitelerinin (ITIH2 ve ITIH4) serin tipi
endopeptidaz inhibitor aktivitesinde goérev almalarinin yani sira akut faz ve sitokin
yanitlarini olusturma potansiyelleri de bulunmaktadir. Bu nedenle ¢alismamizda ITIH2
ve ITIH4’lin C sinifi hastalarda saglikli kontrollere gore artmasi; hastaliga kars1 viicudun
akut faz yanitin1 aktive etmesi ile iliskilendirilmistir. Bu reaksiyonda ITIH4’{in anti-
inflamatuar bir protein olarak rol olabilecegi de diisiintilmiistiir (Kashyap et al., 2009).
Xu et al. (2013) insanlarda yaptiklar1 ¢alismada o6zellikle ITIH4’{iin koroner kalp
hastaliginda yeni bir biyobelirte¢ olabilecegini belirtmislerdir. Jiang et al. (2019) ITIH3
ve ITIH4’lin inflamasyon ve karsinogenesis ile ilgisinden bahsetmesi, kismen bu

calismamizin KKY ve inflamasyon baglantisina destek olur niteliktedir.

Uniprot gen veri bankasi bilgileri NUMATI’in mitoz bdlinmede rol oynadigini,
kromozomlarin ayrilmasin1 tesvik ederken hiicre boliinmesini kolaylagtirdigini
gostermektedir. NUMAT1 bes farkli NUMA ailesinin (NUMA1, NUMAZ2, centrosome,
middle body ve F-centromere) bir {iyesi olarak bilinmekte ve bu proteinlere karsi gelisen
antikorlarin oto-immun hastaliklarin tanimlanmasindaki 6nemi vurgulanmaktadir (Szalat
et al., 2010; Rattner, Mack, & Fritzler 1998). Bu ¢alismada C ve D sinifi hastalarda
serum NUMAL1 diizeyinde saptadigimiz artma, NUMA proteinlerine karsi olast oto-
antikor tdretimi ile kopeklerde KKY gelisiminde oto-immun mekanizmalarin da

patogenezisde aktive edilebilecegini diisiindiirmektedir.

Sunulan ¢aligmada C smnifi hastalarda kontrol grubuna gore serum PEDF diizeyinin
azaldig1 belirlenmistir. PEDF'nin damar duvar1 ve trombositlerdeki anti-inflamatuar,
antioksidan ve antitrombotik etki ile koroner kalp hastaligi, miyokard enfarktiisii ve
aterosklerozda koruyucu bir rol iistlenmesi; C sinifi hastalardaki bu azalmanin koruyucu
mekanizmalar1 zayiflatabilecegini ve bunun da ilgili proteinin asir1 kullanimindan ileri
gelebilecegini diislindiirmiistiir. Rychli et al. (2010) insanlarda yaptiklar bir ¢calismada
kardiyak miyosit ve fibroblast apoptozunu indiikleyerek olusturulan kalp yetmezliginde
PEDF’in roliinii incelemisler; klinik veriler dogrultusunda PEDF konsantrasyonlarinin
serum BNP’ye ek olarak kalp yetmezligi prognozunun degerli bir biyobelirteci

olabilecegi sonucuna varmiglardir. Ratlarda yapilan bir ¢aligmada miyokardiyal
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enfarktiislii hastalarda PEDF diizeyinin haftalar gectik¢e azalmasi (Ueda, Yamagishi,
Matsui, Jinnouchi, & Imaizumi, 2011), bu c¢alismamizda elde ettigimiz bulgulara
benzerlik gostermis; kalp yetmezligi kroniklestikce bu protein diizeyinde azalma

olabilecegi kanisini kuvvetlendirmistir.

Sunulan calismada C ve D siniflarinda yani semptomatik KKY’li kdpeklerde saglikli
kontrollere gore serum actin cytoplasmic-1 (ACTB) diizeyleri azalmistir. Uniprot
verilerine gore ACTB kalbin enerji metabolizmasinda aktif olarak gorev alan
proteinlerden biri olarak tanimlanmaktadir. Kalp yetmezlikli hastalarda adenozin
trifostat (ATP) rezervleri azalirken kasilma i¢in gerekli enerji ihtiyaci artmakta ve bu
durum aritmi, iskemi gibi durumlara olan duyarlilig1 arttirmaktadir (Ingwall, 2009). Bu
nedenle bu calismamizda ileri kalp yetmezliginde serum ACTB miktarinin azalmasi;
miyokardiyal doku tarafindan kullanilan ATP miktarinin azalmasina, miyositlerde enerji

aciginin ortaya ¢ikmasi ile de KKY ’nin ilerlemesine katki verebilir gortilmektedir.

Serum apolipoprotein C-II (ApoC-II) bu calismada C sinifi hastalarda azalan bir diger
protein olmustur. ApoC-II silomikronlarin, ¢ok diisiik yogunluklu lipoprotein (VLDL),
diisiik yogunluklu lipoprotein (LDL) ve yiiksek yogunluklu lipoproteinin (HDL) bir
bilesenidir (Kei, Filippatos, Tsimihodimos, & Elisaf, 2012). Bu ¢alismada serum ApoC-
IT diizeyinin azalmasi; liporotein lipase (LPL) aktivitesinin azalmasi ve lipid
metabolizmasinin bozulmasi ile kardiyovaskiiler risklerin artmasi ile iliskilendirilmistir.
Bu bulgumuza paralel olarak Kocatirk ve digerleri (2016) de serum ApoC-II

ekspresyonunun DCM’li kopeklerde azaldigini rapor etmislerdir.

Calismamizda hemopexin’in (HPX) C smifi hastalarda kontrol grubuna gore azaldig
belirlenmistir. HPX’in dogrudan endotelyal duvar iizerinde etkili olan ve NO’yu etkisiz
hale getirerek vaskiiler fonksiyonu bozan serbest heme aracili ROS iiretimini 6nlemesi,
bu ¢alismada HPX’in anti-oksidan olarak asir1 kullanilmasi ile serum diizeylerindeki
diismeyi agiklayabilir. Deney hayvani ¢alismalarinda HPX tedavisi ile kardiyovaskiiler
fonksiyonlarin korunma stratejisi de (Vinchi et al., 2013) bu diislincemizi destekler
niteliktedir. HPX diizeyi azaldiginda kalpte biriken serbest heme'in sistolik

disfonksiyonu arttirmasi, oksidatif stres ile birlikte anti-oksidan N-Acetyl-L-sistein

139



etkinliginin de smirlanmasi;; HPX’in kalbi koruyucu mekanizmalardaki kompleks
patofizyolojik roliinii yansitmaktadir (Ingoglia et al., 2017). Calisma sonuglarimiz heme
gibi toksik fdriinlerin ve ROS’larin uzaklastirilmasi siirecinde HPX’in asir
tiiketilebilecegini, bu durumun da kalp fonksiyonlarini bozabilecegini diigiindlirmiistiir.
Bu bilgilerin HPX diizeyini yiikselten boylece ROS birikimini ve kalpteki antioksidan
genlerin indiiksiyonunu 6nleyecek tedavi yaklagimlarinin gelistirilmesi i¢in 6nemli bir

altyap1 olusturdugu sdylenebilir.
5.5.3. D Sinifi Protein ifade Farkliliklar

Bu calismada D sinifi hastalarin serumlarinda 2 proteinde (NUMA1 ve LBP) artma, 10
proteinde ise; paraoxonase/arylesterase-1 (PONT1), serum albumin precursor (Pre-ALB),
serum albumin isoform X1 (ALB), platelet basic protein precursor (PPBP), fetuin-B
(FETUB), adiponectin isoform X2, ACTB, tetranectin (TN), immunoglobulin lambda-1
light chain isoform X38 (IGLC1) ve AGT degerlerinde azalma belirlenmistir. Bu grupta
artan serum proteinlerinden LPB’nin B2 hastalarinda azalmasi, NUMA1’in ise C sinifi
hastalarda artmasi; D smifi hastalarda sirasiyla akut faz yaniti (Lepper et al., 2011;
Asada et al., 2019) ve oto-immunite aktivasyonunun (Szalat et al., 2010) gostergeleri

olarak degerlendirilmistir.

Azalan proteinler irdelendiginde PON1’in HDL kolesterolii oksidatif stresten koruyan
bir enzim oldugu goriilmektedir. Kopeklerde endotoksemi modelinde (Tvarijonaviciute
et al.,, 2012) ve akut pankreatitiste (Tvarijonaviciute et al., 2015) serum PON-1
diizeyinin azaldig1 belirlenmistir. Bu calismada da serum PON1 diizeyinin kontrole gore
diisiik belirlenmesi; PON1’in negatif APP olabilecegini Oneren calisma bulgularim
(Tvarijonaviciute et al., 2012 ve 2015) destekler niteliktedir. Diisiik serum PON-1
aktivitesi, insanlarda aterosklerotik kalp hastaliginda oldugu gibi (Dursun, Demirtas,
Bayrak, & Yarali, 2006) bu ¢alismadi ki D sinifi kopeklerde de ek bir risk faktorii olarak
diistintilmiistiir. Buna paralel olarak sistolik kalp yetmezlikli insanlarda serum PON-
l'deki azalmanin uzun vadede kardiyak hastalik riskini yiikselttigi ileri siirtilmiistiir
(Tang et al., 2011). Mahadesh Prasad et al. (2014) DCM’li olup NYHA fonksiyonel

siniflandirmasina goére 4 gruba ayrilan kdpeklerde, serum PONI seviyesinin hastaligin
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siddeti ile paralel azaldigini gozlemislerdir. Bu bilgiler 1s18inda bu ¢alismada D
sinifindaki  hastalarda goézlenen diisik PONI1 seviyesinin, kalp yetmezliinin
progresyonunda antioksidan kapasite azalmasina yol acabilecegi, bu nedenle de oksidatif
stresi Onleyen ya da azaltan yaklasimlarinin KKY profilaksi ve tedavisinde degerli

olabilecegi kanisina varilmustir.

Insanlarda hipoalbuminemi kalp yetmezliginde yaygimn bir bulgu olup, artan yas ve
hastalik siddeti ile uyumlu goriilmektedir. Bu calismamizda D sinifi hastalarda serum
albiiminde kontrole gore (ortalama 3.7 gr/dL) istatiksel diizeyde olmayan bir azalma
belirlenmis (ortalama 2.9 mg/dL), ancak albiimin prekiirsor diizeyi 6nemli 6l¢iide diisiik
tespit edilmistir. Albuminin karacigerde oncelikli olarak prekiirsor proteinden iiretildigi
ve sonra dolasima salindig1 bilindiginden (Weigand, & Alpert, 1981), D sinifi hastalarda
heniiz hipoalbuminemi olusturacak diizeyde bir yetersizlik olmadigi sdylenebilir.
Hipoalbumineminin kaseksi, inflamasyon, malniitrisyon, hemodilisiiyon, karaciger
yetmezligi, protein kayipli enteropati ve nefrotik sendromdan kaynaklandigi
bilinmektedir (Hanson et al., 2018). Bu nedenle KKY’li kopeklerde 6zellikle D sinifi
hastalarda serum albiimin diizeylerinin irdelenmesi; tan1 ve tedavi asamasinda eksiklerin
giderilmesi ve 1iyilesme siirecine katki verilmesi agisindan Onemli goriilmektedir
(Arques, & Ambrosi, 2011). Pre-albumin’in son zamanlarda transthyretin (TTR) olarak
da adlandirilmas1 ve bu proteinin dolasimda tiroksin hormonu ve retinol binding
proteinin tasiyicisi olarak gorev almasi (Hanson et al., 2018); D sinifi hastalarda albumin
prekiirsoriinlin goriiniinden daha kapsamli roller iistlendigini diisiindiirmektedir. Bu
diisiincemiz Hanson et al. (2018)’1n insanlarda diisiik serum TTR degerinin kardiyak
fonksiyon bozulmasi ve kotii prognoz ile ilgili olabilecegini oOnerdikleri calisma
bulgular ile desteklenir niteliktedir. Bununla birlikte D sinifi hastalarda bir negatif APP
olarak pre-albumin (TTR) diizeyinde saptadigimiz bu azalma; KKY’de akut faz yanit1 ve

inflamasyon varligini desteklemektedir (Johnson et al., 2007).

Uniprot gen verileri tetranektin’in (TN) molekiiler olarak Ca iyonu, karbonhidrat ve
heparini bagladigini, kemik mineralizasyonunda, biiytime faktoriiniin doniigiimiinde,

plateletlerin degranulasyonunda ve plazminojen aktivasyonunda gorev aldigim
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gostermektedir. Sunulan ¢aligmada D sinifit hastalarda kontrol grubuna goére TN
diizeyinin azaldig1 gézlenmis, bu tespit; koroner arter hastaligi olan insanlarda hasarh
damar sayis1 arttikga serum TN seviyesinin de azaldigini bildiren ¢aligmaya benzerlik
gostermistir (Chen et al., 2015). TN’nin akut myokariyal infarktiislii hastalarda serum
diizeyinin azalmasi ileri kalp yetmezligi olan kopeklerdeki ¢aligma bulgularimizi
destekler niteliktedir (Kamper et al., 1998). Diger taraftan TN fibrinolizisin regiilatérii
olarak tanimlansa da (Kamper et al., 1998) ¢alismamizda fibrinolizisin gostergesi olan
serum d-dimer diizeylerinde gruplar arasinda anlamli bir degisim belirlenememistir. Her
ne kadar bu calismamizda kopeklerde KKY siirecinde olasi arterosklerozis gibi damar
hasarlarin1 belirleme sansimiz, imkanimiz ve planimiz olmamakla birlikte bu
bulgularimiz hali hazirda insan ve ileride bu konuda yapilacak kdpek calismalarina bir
alt yap1 olusturabilir diisiincesindeyiz. Bu konuda Edgar et al. (2019)’1n serum TN’yi
kalp yetmezlikli insanlarda azalmasi temelinde tan1 ve monitorizasyon i¢in umut verici
yeni bir biyobelirteg olarak oOnermeleri, kopek c¢alismalari i¢in yeni bir bakis agisi

olusturmustur.

Sunulan ¢alismada D sinifi hastalarda serum adiponektin seviyesinin kontrollere gore
istatiksel diizeyde diisiik ¢ikmasi, bu proteinin negatif APP davranislar ile uyumlu
bulunmustur (Tvarijonaviciute et al., 2011). Kules et al. (2020)’1n siddetli klinik seyir
gosteren CVHD’li kopeklerde adiponektin diizeyini azalmis olarak tespit etmeleri D
siifi hastalarda elde ettigimiz bulgulara paralellik gdstermistir. Bu bulgumuza tezat
olusturacak sekilde, baz1 insan (Kistorp et al., 2005; George et al., 2006) ve kdpek
calismalarinda (Damoiseaux et al., 2014; Kim et al., 2016) KKY’li hastalarda serum
adiponektin seviyesinin yiikseldigi, hatta bu degisimlerin prognoz ve mortalite tahmini
icin kullanilabilecegi ifade edilmistir. Calismalar adiponektinin glukoz metabolizmasi,
kronik inflamasyon, apoptosis, oksidatif stres ve arterosklerotik proseslerde yararli
oldugunu gostermektedir (Menzaghi, & Trischitta, 2018). Dolayisiyla bu c¢alismada
adiponektin diizeylerinde ki azalmada inflamasyon ve oksidatif stres kontrolii i¢in asir1
kullaniminin etkili olabilecegi diisiiniilmiistiir. Adiponektin anti-inflamatuar etkisini
inflamatuar sitokinleri (IL-8, TNF-a ve MCP-1) baskilayarak, anti-inflamatuar sitokin

IL-10 ekspresyonunu da arttirarak gostermektedir (Menzaghi, & Trischitta, 2018).
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Diisiik adiponektin diizeyinin insanlarda (Kistorp et al., 2005) ve kopeklerde (Kim et al.,
2016) kardiyovaskular hastaliklar icin onemli bir risk faktorii olarak goriilmesi, D sinifi
hastalarda belirledigimiz bu azalmanin kotii prognoz gostergesi olabilecegini
diistindiirmektedir. Diger taraftan serum adiponektin yanitlarinin insan ve kopeklerde
kalp hastaliklarinda farkli yonde tespit edilmesinde tiir farkliliginin da rol

oynayabilecegi hatirda tutulmalidir (Nelson et al., 2017).

Fetuin; sistatin siiper ailesinin bir liyesi olarak osteogenez ve kemik rezorpsiyonu,
insiilin ve hepatosit biiyiime faktorii reseptorlerinin diizenlenmesi ve sistemik
inflamasyon olmak iizere bir ¢ok reaksiyon ve metabolik faaliyette rol oynamaktadir.
Fetuin ailesi karaciger tarafindan fretilen fetuin-A ve -B olmak iizere iki Onemli
proteinden olusurken, bunlarin fertilizasyondaki goérevlerinden de bahsedilmektedir
(Dietzel et al., 2013). Protein alt tipleri farkli olmakla birlikte, calisma sonucglarimiz D
siifi hastalarda serum fetuin-B diizeyinin azaldigin1 gosterirken, insanlarda sistolik kalp
yetmezliginde serum fetuin-A diizeyinin azaldig1 belirlenmistir (Kecebag ve digerleri,
2014). Diger taraftan akut miyokard enfarktiislii insanlarda serum fetuin-B
ekspresyonunun artmasi (Jung et al., 2015), calisma bulgularimiza tezat olusturmustur.
Zhu et al. (2017) yiiksek fetuin diizeylerinin koroner arter hastali1 i¢in potansiyel bir
biyobelirte¢ gorevi gorebilecegini ileri siirmiislerdir. Sunulan ¢aligmada serum fetuin-B
diizeyindeki azalmanin KKY siirecinde inflamasyon ve akut faz reaksiyonunun
aktivasyonu ile ilgili olabilecegi disiiniilmiistir. Olivier et al. (2000)’1n ratlarda
deneysel inflamasyona yanit olarak meydana gelen akut faz reaksiyonunda fetuin-B
mRNA diizeylerinde azalma belirlemeleri bu diisiincemizi destekler niteliktedir. Fetuin
ailesinin patolojik mineralizasyonu inhibe edebilme potansiyeli kemik gelisimi ve
osteogenesis icin Onemli olmakla birlikte (Dietzel et al., 2013) azalan serum

diizeylerinin kalp kapakciklarinda kalsifikasyon riskini artirabilecegi de diistiniilmelidir.

Platelet basic protein (PBP); prekiirsor protein pro-PBP (PPBP)’den iiretilmekte ve CXC
kemokin ailesinin bir iiyesi olarak plateletlerin oncelikli granular bir proteini olarak
kabul edilmektedir. PPBP ve derivatlarinin katyonik antimikrobiyal peptidlere sahip

oldugu ve bir ¢ok mantar ve bakteriyi oOldiirebilecegi belirlenmistir (El-Gedaily,
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Schoedon, Schneeman, & Schaffner, 2004). PPBP’nin derivatlarindaki c¢esitlilik
(connective tissue activating peptide III, thrombocidin 2, B-thromboglobulin, neutrophil
activating peptide - 2 ve thrombocidin - 1) diisiintildiiglinde; PPBP fonksiyonlarinin
kompleks ve multifonkisyonel oldugu oOngoriilebilir. Bu calismada serum PPBP
diizeyinde saptadigimiz azalma mononuklear fagosit sistemin aktive edilmesi ve
antimikrobial etkinliginden dolay1 asir1 kullanilmasiyla ilgili olabilir (El-Gedaily et al.,
2004). Baz1 interlokinlerin (IL-4 ve -10) ve glukokortikoidlerin PPBP’nin
monositlerdeki mRNA seviyelerini ve serum diizeylerini diisiirmesi (EI-Gedaily et al.,
2004); bu proteinin yangisal reaksiyonlarda (fizyolojik ve/veya patolojik stres
kosullarinda) olas1 roliinii géstermistir. Bu ¢calismamizda ileri kalp yetmezligi grubunda

PPBP’nin negatif bir APP gibi davrandig: diigiintilmiistir.

Immiinoglobulin lambda-1 light chain isoform X38 (IGLC1) immunglobulin ailesinin
bir iiyesi olmakla birlikte insan ve kopeklerde bu protein ile ilgili yeterli ¢aligmaya
rastlanmamustir. Hatali yonde degisim (misfolding) gosteren proteinler nedeni ile protein
hemostasisi bozulmakta, bu durum sonunda yiliksek morbitide ve zayif prognozla
karakterize kalp hastaligina yol agabilmektedir. Bu proteinler miyokardiyumdan koken
olabilecegi gibi IGLCI gibi eksternal yapilardan da kaynaklanmaktadir (Ha et al., 2014).
Mevcut bilgiler mitral darli§i olan insanlarda IGLC1 diizeyindeki azalmayr immun
sistemin bir yanitt olarak gostermektedir (Mukherjee et al., 2014). Bu nedenle bu
caligmada serum diizeyi azalan IGLC1’in D smifi hastalarda immun supresif sonuglar
dogurabilecegi diisiiniilmiistiir. Normal bireylerde immunglobulin kappa ve lamda orani
2:1 olarak tanimlanmisken (Gertz, Lacy, & Dispenzieri 2002), ileri kalp yetmezlikli
hastalarimizda IGLC1 deki bu azalmanin her ne kadar kopeklerdeki oran heniiz
bilinmiyor olsa da bir dengesizlik yaratacagi ve immiinolojik fonksiyonlari
degistirebilecegi asikardir. Bazi arastirmalarda (Ha et al., 2014; Gertz et al., 2002) renal
amiloidosis ile IGLC arasinda baglanti kurulmasi, KKY’li kdpeklerde bu proteinin

patofizyolojide oynayabilecegi rolleri ¢esitlendirmektedir.

D smufi hastalarda azalan diger proteinler; ACTB ve AGT’dir. Bu proteinlerden
ACTB’nin azalmasi C sinifi hastalarda oldugu gibi ileri kalp yetmezligi olan kopeklerde
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de artan miyokardiyal enerji ihtiyaci karsilanirken asir1 tiiketilme olasihigr ile
iliskilendirilmistir. Serum AGT’nin D smifi hastalarda kontrole gore diisiik
belirlenmesinde; bu gruptaki hastalarin refraktor kalp yetmezligi olarak tanimlanmasi ve
gee¢mislerinde ACE inhibitorleri gibi sempatik aktiviteyi sinirlandiran ilag kullanimlari

etkili olabilir.

5.5.4. Tedavinin Serum Proteomlarina Etkisi

Bu calismada sadece C sinifi hastalar tedavi oncesi ve sonrast degerlendirmeler i¢in
kullanilmis, bu yaklagimla bu grupta son zamanlarda kardiyak medikasyon almamis
hastalar {izerinden ilaglarin proteinler iizerine olasi etkileri ortadan kaldirilmistir. D
sinifi hastalarin tedavi alan ve bu tedaviye ragmen niiks eden (refraktdr) hastalar
olmasi, C simifi hastalarin bu amag¢ ic¢in tercih edilmesine yol a¢cmistir. Tedavi
sonras1 degerlerde toplam 9 proteinde istatiksel diizeyde degisim belirlenmistir.
Tedavi ile birlikte iki proteinin (complement C3 ve CPN1) serum diizeyleri artarken
yedi proteinin ise (ACTB, fetuin-B, IGLCI1, complement factor H, AGT, serum

albumin precursor ve serum albumin isoform X1) azalmistir.

Serum komplement C3 diizeyi yiiksek olan sistolik kalp yetmezlikli hastalarin, serum
diizeyi diisiik olan hastalara gore daha uzun sag kalim siirelerine sahip olmalar1 ve LV-
EF degeri yiikselirken serum NTpro-BNP degerinin diismesi (Frey et al., 2013), bu
calismada tedavi sonrasinda bu proteinde saptadigimiz artmay1 yasam siiresi ve kalitesi
(prognoz) agisindan elverigli hale getirmistir. Tedavi ile birlikte serum CPNI
diizeyindeki artma (Chen et al., 2020); kalpteki hemodinamik stresin korunmasi ve

idamesi i¢in olumlu bir yanit olarak degerlendirilmistir.

Tedavi ile birlikte hastalarin klinik ve diger tanisal unsurlar (kan sayimi, biyokimya,
EKG, rontgen ve ekokardiyografi) temelinde daha iyi duruma gelmesinde artan
proteinler kadar azalan proteinlerin de katkisi olabilir. Bu siiregte azalan bazi
proteinlerin (fetuin-B, AGT, IGLC1, albumin precursor ve albumin isoform X1) hali

hazirda niiks (refraktor) hastasi olarak tanimlanan D sinifi hastalarda da azalmis olmasi;
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her iki grupta da tedavi ile birlikte olas1 degisimleri diisiindiirmiistiir. Tedaviye ragmen
proteinlerin molekiiler ve biyolojik rollerine gére immiinolojik reaksiyonlarin (fetuin-B,
IGLC1, complement C3) ve karacigerden alblimin {retiminin (serum albumin
precursor ve isoform X1) olumsuz etkilenebilecegi sdylenebilir. Bu degisimlerin
inflamatuar siireci tetikleyen veya devam ettiren bir durumun gostergesi mi ya da
anti-inflamatuar reaksiyonlarin bir par¢ast mi1 oldugunun ortaya konabilmesi i¢in

molekiiler diizeyde daha kapsamli1 ve detayli ¢alismalarla ihtiya¢ duyulmaktadir.

Bu calismada canis lupus familialis protein veri bankasina gore tanimlanan tiim
proteinler ve bu proteinlerin birbiri ile olan iliskisi string analizi ile irdelendiginde
komplement sistemin kendi arasinda (C1, C2 ve C4), fetuin, serpin ve hemopexinin ise
diger proteinlerle olan molekiiler ve biyolojik iliskisi dikkat g¢ekici bulunmustur.
Dolay1siyla proteinlerin bireysel ve/veya diger protein ve protein gruplar ile etkilesimde
olmasi; KKY patogenezinin kompleks yapisini ortaya koymaktadir. Chen et al. (2020)
hemopeksin ve serpin diizeylerindeki degisimlerin diizenlenmesi ile diyabetli hastalarda
yara iyilesmesinde olumlu katkilar almalari, bu ¢alismada protein — protein

etkilesimlerinin diizenlemesinin KKY tedavisi i¢in 1yi bir 6rnek olusturmaktadir.

5.6. Calismay1 simirlandiran faktorler

Bu calismada bazi smirlayici (study limitation) faktorler séz konusudur. Ilk olarak
orneklem sayisi diisiik ve calisma gruplar farkli hastaliklara (MMVD ve DCM) gére alt
gruplar seklinde organize edilmemistir. Bu durum; belirli bir siirede projenin
tamamlanmasi gerektiginden bir hastaliga (MMVD / DCM) ya da her iki hastaliga ait
yeterli sayida hasta materyali bulunamamasindan kaynaklanmistir. Bu yaklasim her ne
kadar dezavantaj yaratir gibi goriinse de bu sekilde kopeklerde KKY’de karma hasta
popiilasyonu ile yapilan calismalarin varligi da dikkat ¢ekmistir (Petric et al., 2018;
Damoiseaux et al., 2014). Bu nedenle bu c¢alisma bir pilot calisma olarak
diisiiniilmelidir. Ileride daha fazla sayida ve ayni hastaliga (MMVD veya DCM) sahip

orneklerin oldugu ek ¢aligmalara gereksinim duyulmaktadir.
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Ikinci olarak ¢alismaya dahil edilen kdpeklerin canli agirlik ve 1rk cesitliginin olmasidir.
Zira, her iki parametrenin de bir ¢ok ekokardiyografik ol¢iimii (LA ve LV g¢aplari,
LVIDDn ve EPSS degerleri gibi) etkiledigi bilinmektedir (Boon, 2011). Canli agirlikla
ilgili olarak gruplar arasinda istatiksel bir fark olmamasina ragmen mevcut farkliliklar
dahi LVIDd degerlerini etkileyebilir; bu nedenle bu arastirmada itk ve canl agirliga
gore varyasyonlarin olumsuz etkilerini ortadan kaldirmak i¢in LVIDd ile inflamatuar,
oksidatif stres ve kardiyak hasar biobelirtecleri arasinda korelasyon c¢alismalar
yapilmistir. Ekokardiyografik LA/Ao oran1 LA dilatasyonunun bir gostergesi olup kalp
yetmezliginin siddeti ile pozif korelasyon gostermektedir (Han et al., 2018; Hansson et
al., 2002). LVIDDn (allometrik M-mode oOlciimii) kopeklerde LV dilatasyonu ve
siddetinin degerlendirilmesi i¢in oncelikli bir parametre olarak onerilmektedir (Cornell
et al., 2004). Bu nedenle bu ¢alismada olasi sinirlayici faktorleri ortadan kaldirabilmek
ve ekokardiyografik kardiyak yeniden sekillenmeyi tanimlayabilmek icin LVDDn

degerleri kullanilmistir.

Bir diger sinirlayici faktor kontrol grubunu olusturan képek yaslariin hasta gruplarinin
degerleriyle birebir eslestirilememesidir. Buna ragmen sunulan bu ¢alismada segilen
kopeklerin yas ortalamalart (saglikli kontroller i¢in 3.5 yas, B2 smifi i¢in 6.0 yas, C
smift icin 8.6 yas ve D smift icin 9.1 yas) Reimann et al. (2017)’1in caligmasinda
kullandig1 kopeklerin yas ortalamalarina benzerlik gostermistir. Bunlarla birlikte cinsiyet
ve canli agirhik farkliliginin serum sitokin olgiimlerine dnemli bir etki yapmadigi da

belirtilmistir (Zois et al., 2012).

5.7. Sonug

Bu caligma verileri asagida belirledigimiz sonuglar1 ortaya ¢ikartmistir:

1- Kalp hastaliklarinin tan1 agamasinda klinik muayene disiplininden uzaklasilmamasi,
ozellikle rontgen ile kardiyomegali siiphesi veya varliginda mutlaka ekokardiyografik

degerlendirme ile hastalardaki olas1 kalp patolojilerinin belirlenmesi gerektigi,
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2- Laboratuvar ¢alismasinda noétrofilik 16kositozis gibi degisimlerin kalp yetmezliginin
altyapisinda bulunan kronik inflamasyonu gosterebilecegi, ancak ACVIM’e gore kalp
yetmezligi siniflandirmasina katki veremeyecegi,

3- Akut faz yaniti proteinlerinden 6zellikle CRP artis1 ve PON1 azalmasmin kalp
yetmezliginde patofizyolojisinde rolii olabilecegi ve bu degisimlerin B2 ve D sinifi kalp
yetmezliginin tanimlanmasinda yararl olabilecegi,

4- Sitokin paneli (IL-2, IL-6, IL-7, IL-8, IL-10, IL-15, IL-18, IP-10, MCP-1, GM-CSF,
KC-like, TNF-a ve IFN-y) irdelendiginde bu 13 sitokin icerisinde sadece keratinosit
derive kemokinin (KC-like) bir inflamasyon indikatorii olarak gruplar arasinda anlamh
degisim gosterdigi (arttig1) ve kalp yetmezliklerinin ayriminda kullanilabilecegi,

5- Kalp yetmezliginin 6zellikle ileri sathasinda (ACVIM’e gore D sinifi) anti-oksidan
parametrelerde (CUPRAC, TEAC ve Thiol) bir azalma oldugu; bunun da tani ve tedavi
asamasinda hekimlere katki saglayabilecegi,

6- Serum proteomik analizlerle toplam 157 proteom belirlenmis, bunlardan istatiksel
diizeyde A siifina gore B2 smifinda toplam 4, C smifinda 16, D sinifinda da 12
proteinin degisim (artan ya da azalan) gdosterdigi,

7- Serum proteomik analizlerin; proteinlerin farkli gruplarda azalan ya da artan
degisimleri ile ACVIM’e gore kalp yetmezligi smiflandirmasina ve hastaligin
progresyonunda rol alabilecek proteinlerin belirlenmesine katki verebilecegi,

8- Proteomik analizlerde azalma ya da artma egiliminde olan proteinlerin inflamasyon
stireci ile ilgili olarak negatif ya da pozitif akut faz yanit1 proteini gibi davrandiklari,

9- Tedavi ile birlikte baz1 proteinlerin (C3 ve CPN1) artarken, bazilarin ise azalabilecegi
(ACTB, fetuin-B, IGLCI, complement factor H, AGT, serum albumin precursor ve
isoform X1); bu nedenle tedavi etkinliginin degerlendirilmesinde adi gecen
proteinlerin rolii olabilecegi ve

10 — Bu calisma ile tedavi asamasinda Ozellikle inflamatuar (KC-like) ve anti-
oksidan (CUPRAC, TEAC ve Thiol) parametrelerin, akut faz proteinleri (CRP ve
PON1) ve serum proteom degisimlerini kontrol altina alabilecek yaklagimlarin

tyilesme siirecine katki verebilecegi sonucuna varilmaistir.
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7. SIMGE ve KISALTMALAR

uL Mikrolitre

2-DE Iki Boyutlu Elektroforez

ACE Anjiyotensin Doniistiiriicii Enzim
ACTB Actin Cytoplasmic

ACVIM Amerikan I¢ Hastaliklar1 Koleji
ADH Antiditiretik Hormon

AFP Akut Faz Proteinleri

AGT Angiotensinogen

ALB Albumin

ALP Alkalen Fosfataz

ALT Alanin Amino Transferaz
AMY Amilaz

ANP Atrial Natritiretik Peptid

Ao Aort

APPs Serum Akut Faz Proteinleri
ASL Argininosuccinate Lyase

AT Anjiyotensin

ATP Adenozin Trifosfat

BChE Butirilkolin Esteraz

BNP Beyin Natriiiretik Peptid

BUN Kan Ure Nitrojen

BUU Bursa Uludag Universitesi

C3 Komplement

CA Kalsiyum

CAT Katalaz

CHF Chronic Heart Failure

CKCS Cavalier King Charles Spaniel
CNP C tipi Natriiiretik Peptid

CPN Carboxypeptidase

CPN1 Carboxypeptidase N Catalytic Chain Isoform 1
CPN2 Carboxypeptidase N Subunit 2
CRE Kreatinin
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CRP
cTnC
cTnl
cTnT
CUPRAC
CcvC
CVHD
Cw
DAMP
DAP
DCM
DV
EDTA
EF
EKG
EPSS
ET

ET
FETUB
FLC
FRAP
FS
GLOB
GLU
GM-CSF
HCM
HDL
Hp
HPX
IEF
IFN
IGLC1
IL
ISACHC
ITIH2
ITIH4
IAA
IVSDd
IVSDs
iNOS
K
KC-like

C-reaktif protein

Troponin C

Troponin I

Troponin T

Kuprik Indirgeme Antioksidan Kapasitesi
Kaudal Vena Cava

Kronik Valviiler Hastalik

Continious wave

Hasara bagli Molekiiler Yapilar

Diyastolik Arteriyal Basing

Dilate Kardiyomiyopati

Dorsoventral

Etilen Diamin Tetra Asetik Asit

Ejection Fraction

Elektrokardiyografi

E-point septal seperation

Endotelin

Ejection Time

Fetuin-B

Immunoglobulin free like-chain

Ferrik Indirgeme Kabiliyeti

Fractional Shortening

Globulin

Glukoz

Graniilosit Makrofaj Koloni Uyaric1 Faktor
Hipertrofik Kardiyomiyopati

Yiiksek Yogunluklu Lipoprotein
Haptoglobulin

Hemopexin

Izoelektrik Odaklanma

Interferon

Immunoglobulin Lambda-1 Light Chain Isoform X38
Interldykin

Uluslararas1 Kiigiik Hayvan Kalp Sagligi Konseyi
Inter Alpha Trypsin Inhibitor Heavy Chain H2
Inter Alpha Trypsin Inhibitor Heavy Chain H4
Interventrikiiler Septum

Interventrikiiler Septum Diyastol Capi
Interventrikiiler Septum Sistol Cap1
Indiiklenebilir Nitrik Oksit

Potasyum

Keratinosit Kemotaktik benzeri
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KKY

LA

LBP

LC
LC/MS
L-CHF
LDL

LL

LPL

LPS

LV
LVDd
LVDs
LVFW
LVOT
LVPWDd
LVPWDs
MALDI-TOF/MS

MAP
MAPSE
MCP
MDA
MFI
MMVD
MPA
MV
MVP
Na

NH

NO
NOS
NT-proBNP
NUMA1
NYHA
ORAC
PA
PAGE
PAMP
PAVmax
PEDF
PHOS

Kronik Kalp Yetmezligi

Sol Atriyum

Lipopolisakkarit baglayici protein

S1vi Kromatografisi

Likid kromatografi kiitle-spektrometresi
Sol Kalp Yetmezligi

Diisiik Yogunluklu Lipoprotein
Laterolateral

Lipoprotein Lipaz

Lipopolisakkarit

Sol Ventrikiil

Sol Ventrikiil Diyastol i¢ Capi

Sol Ventrikiil Sistol i¢ Cap1

Sol Ventrikiil Serbest Duvari

Sol Ventrikiil Cikist

Sol Ventrikiil Serbest Duvar Diyastol Cap1
Sol Ventrikiil Serbest Duvar Sistol Cap1
Matris Destekli Lazer Dezorpsiyon Iyonizasyon Ugus Kiitle
Spektrometresi

Ortalama Arteriyal Basing

Mitral Annular Plane Systolic Excursion
Monosit Kemoatraktan Protein
Malonaldehit

Median Floresan Yogunlugu
Miksamat6z Mitral Kapak Dejenerasyonu
Ana Pulmoner Arter

Mitral Kapak

Mitral Kapak Prolapsusu

Sodyum

Norohormonal

Nitrik Oksit

Nitrik Oksit Sentetaz

N terminal pro Beyin Natriiiretik Peptid
Nuclear Mitotic Apparatus Protein 1
New York Kalp Birligi

Oksijen Radikal Emme Kapasitesi
Pulmoner Arter

Denatiire Edici Olmayan

Patojene Bagli Molekiiler Yapilar
Pulmoner Arter Maksimum Velositesi
Pigment Epithelium-Derived Factor
Fosfor
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PON

PPBP
Pre-ApoC-I1
PRR

PV

PW

PWDD

RA

RAAS
R-CHF

ROS

RV

RVDd
RVET

SAA
Sag-KKY
SAP
SDS-PAGE
SELDI-TOF/MS

SIMD
SIRS
SOD
Sol-KKY
SSS
TAC
TAPSE
TBIL
TDI
TEAC
TN
TNF-a
TP
TTR
TV
UPLC
VD
VHS
VLDL
VREBI1
WBC
XO

Paranoksanaz

Platelet Basic Protein Precursor
Apolipoprotein C2 Precursor

Patern Tanima Reseptdrleri

Pulmoner Kapak

Pulsed wave

Pulsed wave Doku Doppleri

Sag Atriyum

Renin Antijotensin Aldosteron Sistemi
Sag Kalp Yetmezligi

Reaktif Oksijen Uriinleri

Sag Ventrikiil

Sag Ventrikiil Diyastol Cap1

Sag Ventrikiiler Ejeksiyon Zamanlari
Serum Amiloid A

Sag Kalp Yetmezligi

Sistolik Arteriyal Basing

Sodyum Dodesil Siilfat Poliakrilamid Jel Elektroforezi
Yiizey Gelistirilmis Lazer Desorpsiyon Iyonizasyon Ucus Kiitle
Spektrometresi

Sepsis Iliskili Miyokardiyal Disfonksiyon
Sistemik Inflamatuar Yanit Sendromu
Siiperoksit Dismutaz

Sol Kalp Yetmezligi

Sempatik Sinir Tonu

Toplam Antioksidan Kapasitesi
Trikiispid Annular Plane Systolic Excursion
Total Biluribin

Doku Doppleri

Trolox Esdegeri Antioksidan Kapasite
Tetranektin

Tiimor Nekrozis Faktor Alfa

Total Protein

Transthyretin

Trikiispid Kapak

Ultra Performans Likit Kromotografi
Ventrodorsal

Vertebral Kalp Skoru

Cok Diisiik Yogunluklu Lipoprotein
Immunoglobulin iota chain like

Total Lokosit

Ksantin Oksidaz
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8. EKLER

TABLO LiSTESI

Tablo-1: Kronik kalp yetmezliginin (chronic heart failure; CHF) oncelikli patofizyolojik
mekanizmalari, bunlari tetikleyen hastaliklar (etiyoloji) ve olusturduklar: kalp yetmezligi
tipi (L-CHF; sol kalp yetmezligi ve R-CHF; sag kalp yetmezligi)

Tablo-2: NOyrohumoral mekanizmada aktive olan sistemler; kompenzatuar
mekanizmalarin kisa siireli olumlu ve uzun siirede ortaya ¢ikan olumsuz etkileri

Tablo 3: Farkli kuruluglara gore kalp yetmezliklerinin siniflandirilmast  ve
karsilastirilmasi

Tablo 4: Kalp yetmezliginin yerlesim yerine gore klinik belirti ve olasi nedenleri

Tablo 5: ACVIM Kklasifikasyonuna gore teshis ve tedavi secenekleri

Tablo 6: Gruplarin ACVIM derecelendirme sistemine gore dagilimi ve klinik,
radyolojik ve ekokardiyografik (LA/Ao ve LVIDDN) bulgulara gore tanisal kriterleri
Tablo 7: Radyolojik bulgularin varlig1 ve siddetine gore skorlandirilarak konjestif kalp
yetmezliginin belirlenmesi

Tablo 8: Calismaya dahil edilen kopeklerin 1rk dagilimlar1 ve ACVIM siniflar

Tablo 9: Kontrol ve test grubu kopeklerde klinik parametrelerin ortalama ve minimum-
maksimum degerleri

Tablo 10: C smifi kopeklerde klinik parametrelerin tedavi 6ncesi ve sonrast degisimleri
(minimum-maksimum)

Tablo 11: Kontrol ve test grubu kopeklerde ekokardiyografik Olciimlerin ortalama
degerleri ve standart hatalar1 (sag parasternal uzun eksen 4 bosluk M-mode 6l¢iimleri)
Tablo 12: Kontrol ve test grubu kopeklerde ekokardiyografik Ol¢iimlerin ortalama
degerleri ve standart hatalar1 (sag parasternal kisa eksen aort diizeyi 6l¢iimleri)

Tablo 13: Kontrol ve test grubu kopeklerde ekokardiyografik Ol¢iimlerin ortalama
degerleri ve standart hatalar1

Tablo 14: Kontrol ve test grubu kopeklerde rutin hemogram parametrelerinin ortalama
ve minimum-maksimum degerleri (minimum-maksimum)

Tablo 15: C sinifi kopeklerde rutin hemogram parametrelerinin tedavi 6ncesi ve sonrasi
degisimleri (minimum-maksimum)

Tablo 16: Kontrol ve test grubu kopeklerde serum biyokimyasal parametrelerinin
ortalama ve minimum-maksimum degerleri

Tablo 17: C smifi kopeklerde serum biyokimyasal parametrelerinin tedavi Oncesi ve
sonrast degisimleri (minimum-maksimum)

Tablo 18: Kontrol ve test grubu kopeklerde vitamin D ve D-Dimer parametrelerinin
ortalama ve minimum-maksimum degerleri

174



Tablo19: C smifi kopeklerde serum biyokimyasal parametrelerinin tedavi oncesi ve
sonrasi degisimleri (minimum-maksimum)

Tablo 20: Yangisal parametreler ile kardiyolojik parametreler arasindaki
korelasyonlar

Tablo 21: Kontrol grubuna gore kalp yetmezlikli kopeklerde tespit edilen tiim
proteinlerin (istatistiksel olarak anlamli ve anlamsiz) isim, peptid sayilart ve
tanimlamalar1

Tablo 22: Kontrol ve B siifi hasta grubunda ortak olan ancak istatistiksel diizeyde
farklilik gdsteren serum proteomlarinin accession numaralari, peptid sayilar1 ve skorlari
Tablo 23: Kontrol ve C siifi hasta grubunda ortak olan ancak istatistiksel diizeyde
farklilik gdsteren serum proteomlarinin accession numaralari, peptid sayilar1 ve skorlari
Tablo 24: Kontrol ve D simifi hasta grubunda ortak olan ancak istatistiksel diizeyde
farklilik gdsteren serum proteomlarinin accession numaralari, peptid sayilar1 ve skorlari
Tablo 25: Kontrol ve tedavi sonrasi hasta grubunda ortak olan ancak istatistiksel
diizeyde farklilik gosteren serum proteomlarinin accession numaralari, peptid sayilar: ve
skorlar1

SEKIL LISTESI

Sekil-1: Kalp ve kalp ile baglantis1 olan damarlarin anatomisi, kalp i¢inde kanin akis
yonleri (A) ve kalp odaciklar1 arsindaki basing farkliliklar: (gradyan) (B).

Sekil-2: Mitral regiirgitasyona bagli sekonder pulmoner hipertansiyon seklillenme
mekanizmast

Sekil-3: KKY gelisiminde rol oynayan kompenzatuar mekanizmalar

Sekil-4: Kalp yetmezligi gelisiminde sitokin (iflamatuar yanit) ve oksitadif stresin
etkileri

Sekil 5: Genomik, transkriptomik ve proteomik arasindaki baglanti

Sekil 6: Elektrokardiyografi uygulamasi ve elektrotlarin baglanmasi

Sekil 7: Ekokardiyografi muayenesinin uygulanmasi

Sekil 8: Sag parasternal kisa eksen aort diizeyinde yapilan sol atriyal ve aort cap Slgiimii
(Sol), sag parasternal kisa eksen aort diizeyinde yapilan pulmoner arter ¢ap Ol¢iimii
(Sag), sag parasternal kisa eksen papillar kas diizeyinde yapilan sol ventrikiil M-mode
Olcliimii

Sekil 9: Sag parasternal uzun eksen 4 bosluk goriintiisii

Sekil 10: Kapak ve damar akim karakteristikleri; apikal 4-5 bosluk goriiniimiinde mitral
(A), trikiispid (B), aort (C) ile sag parasternal kisa eksen goriiniimde pulmoner arter
velosite ol¢timleri (D)

Sekil 11: B2 smifi kalp yetmezligi olgusunda pulmoner arterin renkli Doppler
muayenesi

Sekil 12: Apikal goriintii, mitral kapagin renkli akim ile muayenesi

Sekil 13: Renkli akimin takip edilmesiyle CW Doppler modu ile mitral regiirgitasyon
velositesinin belirlenmesi

Sekil 14: Non-invazif Doppler tansiyon dl¢timii uygulamasi

Sekil 15: Proteomik analiz (LC/MS) algoritmasi

Sekil 16: C sinifi hastanin laterolateral radyografisi (Shihtzu, 1,5 yas, disi, 4kg)
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Sekil 17: C sinifi hastanin ventrodorsal radyografisi (Shihtzu, 1,5 yas, disi, 4kg)
Sekil 18: D sinifi hastanin EKG goriintiisii (Smm/mV-50 mm/s): atriyal fibrilasyon
ve ventrikiiler ekstra sistol (Kangal, 6 yas, erkek, 50 kg)

Sekil 19: C sinifi hastada mitral regiirgitasyon 6rnegi (Cavalier King Charles, 5 yas,
disi, 11,5 kg)

Sekil 20: C sinifi hastada dilate kardiyomiyopati (Kangal, 1,5 yas, erkek, 45 kg)

Sekil 21: Apikal 4 bosluk pozisyonunda mitral regiirgitasyon (Pekingese, 14yas, disi,
okg)

Sekil 22: Saglikli kontrol (A) ile karsilastirildiginda ACVIM’e gore farkli siddetteki
kalp yetmezligi olgularinda serum KC-like diizeylerindeki degisimler. (Mavi-
MMVD, Kirmizi-DCM’li olgular1 gostermektedir.)

Sekil 23: Saglikli kontrol (A) ile karsilastirildiginda ACVIM’e gore farkl siddetteki
kalp yetmezligi olgularinda serum sitokin degisimleri (IL-2, IL-6, IL-8, IL-10, IL-
18, IP-10)(Mavi- MMVD, Kirmizi-DCM’li olgular1 gostermektedir.)

Sekil 24: Saglikli kontrol (A) ile karsilastirildiginda ACVIM’e gore farkli siddetteki
kalp yetmezligi olgularinda serum sitokin degisimleri (IL-7, IL-15, MCP-1, GM-
CSF, IFN-y, TNF-a )(Mavi- MMVD, Kirmizi-DCM’li olgular1 géstermektedir.)
Sekil 25: Saglikli kontrol (A) ile karsilastirildiginda ACVIM’e gore farkl siddetteki
kalp yetmezligi olgularinda serum akut faz proteinlerinin degisimleri (Mavi-
MMVD, Kirmizi-DCM’li olgular1 gostermektedir.)

Sekil 26: Saglikli kontrol (A) ile karsilastirildiginda ACVIM’e gore farkli siddetteki
kalp yetmezligi olgularinda serum oksidatif stres parametreleri (Mavi - MMVD,
Kirmizi - DCM’li olgular1 gostermektedir)

Sekil 27: C siifi hastalarda akut faz parametrelerinin tedavi oncesi ve sonrasi
degisimi

Sekil 28: C sinifi hastalarda oksidatif stres parametrelerinin tedavi dncesi ve sonrasi
degisimi

Sekil 29: Kontrol grubuna gore hasta gruplarinda degisim gosteren serum
proteomlariin molekiiler fonksiyonlari

Sekil 30: Kontrol grubuna gore hasta gruplarinda degisim gosteren serum
proteomlarinin biyolojik fonksiyonlar

Sekil 31: Kontrol grubuna gore hasta gruplarinda degisim gosteren serum
proteomlarinin seliiler yapilardaki dagilimlari

Sekil 32: Kontrol grubuna gore hasta gruplarinda degisim gosteren serum
proteomlarinin yolak analizi

Sekil 33: Kontrol grubuna gore hasta gruplarinda degisim gosteren serum
proteomlarinin protein siniflar

Sekil 34: Bu calismada kontrol grubuna gore B grubunda izole edilen istatistiksel
diizeyde anlamli serum proteomlarinin accession numaralari, reaksiyon siiresi ve
kiitle/yiik oranlarina gére dagilimlari

Sekil 35: Kontrol grubuna gore B2 siifi hastalarda serum angiotensinogen diizeyindeki
degisim

Sekil 36: Kontrol grubuna gore B2 sinifi hastalarda lipopolysaccaride binding protein
diizeyindeki degisim
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Sekil 37: Kontrol grubuna gore B2 sinifi hastalarda immunoglobulin iota chain-like
diizeyindeki degisim

Sekil 38: Kontrol grubuna gore B2 sinift hastalarda carboxypeptidase N subunit 2
diizeyindeki degisim

Sekil 39: Bu caligmada kontrol grubuna goére C grubunda izole edilen istatistiksel
diizeyde anlamli serum proteomlarinin accession numaralari, reaksiyon siiresi ve
kiitle/yiik oranlarina gore dagilimlar

Sekil 40: Kontrol grubuna gore C siifi hastalarda argininosuccinate lysase diizeyindeki
degisim

Sekil 41: Kontrol grubuna gore C sinifi hastalarda carboxypeptidase N catalytic chain
isoform X1 diizeyindeki degisim

Sekil 42: Kontrol grubuna gore C sinifi hastalarda complement C3 diizeyindeki degisim
Sekil 43: Kontrol grubuna gore C simufi hastalarda complement C4-A diizeyindeki
degisim

Sekil 44: Kontrol grubuna gdre C sinifi hastalarda ITIH2 diizeyindeki degisim

Sekil 45: Kontrol grubuna gore C sinifi hastalarda ITIH4 isoform X1 diizeyindeki
degisim

Sekil 46: Kontrol grubuna gore C sinifi hastalarda ITIH4 isoform X3 diizeyindeki
degisim

Sekil 47: Kontrol grubuna gore C sinifi hastalarda NUMA diizeyindeki degisim

Sekil 48: Kontrol grubuna gore C smifi hastalarda actin cytoplasmic 1 diizeyindeki
degisim

Sekil 49: Kontrol grubuna goére C smifi hastalarda apolipoprotein C-II precursor
diizeyindeki degisim

Sekil 50: Kontrol grubuna gore C simfi hastalarda complement component C7
diizeyindeki degisim

Sekil 51: Kontrol grubuna gore C smifi hastalarda complement component C8 alpha
chain diizeyindeki degisim

Sekil 52: Kontrol grubuna gdére C sinifi hastalarda complement factor I diizeyindeki
degisim

Sekil 53: Kontrol grubuna gore C simifi hastalarda complement factor D diizeyindeki
degisim

Sekil 54: Kontrol grubuna gore C sinifi hastalarda hemopexin diizeyindeki degisim
Sekil 55: Bu calismada kontrol grubuna gore D grubunda izole edilen istatistiksel
diizeyde anlamli serum proteomlarinin accession numaralari, reaksiyon siiresi ve
kiitle/yiik oranlarina gore dagilimlar

Sekil 56: Kontrol grubuna goére D siifi hastalarda lipopolisaccaride binding protein
diizeyindeki degisim

Sekil 57: Kontrol grubuna gdre D sinifi hastalarda NUMAL diizeyindeki degisim

Sekil 58: Kontrol grubuna gore D sinifi hastalarda actin cytoplasmic 1 diizeyindeki
degisim

Sekil 59: Kontrol grubuna gore D siifi hastalarda adiponektin diizeyindeki degisim
Sekil 60: Kontrol grubuna gore D sinifi hastalarda angiotensinogen diizeyindeki degisim
Sekil 61: Kontrol grubuna gore D sinifi hastalarda fetuin-B diizeyindeki degisim
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Sekil 62: Kontrol grubuna gore D sinifi hastalarda immunoglobulin lambda-1 light chain
diizeyindeki degisim

Sekil 63: Kontrol grubuna gore D smifi hastalarda platelet basic protein precursor
diizeyindeki degisim

Sekil 64: Kontrol grubuna gdre D sinifi hastalarda serum albumin isoform diizeyindeki
degisim

Sekil 65: Kontrol grubuna gore D sinifi hastalarda serum albumin precursor diizeyindeki
degisim

Sekil 66: Kontrol grubuna gore D sinifi hastalarda serum paranoxonase/arylesterase 1
diizeyindeki degisim

Sekil 67: Kontrol grubuna gdre D sinifi hastalarda tetranectin diizeyindeki degisim

Sekil 68: Bu calismada kontrol grubuna gore tedavi sonrasi grubunda izole edilen
istatistiksel diizeyde anlamli serum proteomlarinin accession numaralari, reaksiyon
stiresi ve kiitle/yiik oranlarina gore dagilimlar

Sekil 69: Kontrol grubuna gore tedavi sonrasi gruptaki hastalarda carboxypeptidase N
catalytic chain isoform diizeyindeki degisim

Sekil 70: Kontrol grubuna gore tedavi sonrasi gruptaki hastalarda complement C3
diizeyindeki degisim

Sekil 71: Kontrol grubuna gore tedavi sonrasi gruptaki hastalarda actin cytoplasmic 1
diizeyindeki degisim

Sekil 72: Kontrol grubuna gore tedavi sonrasi gruptaki hastalarda angiotensinogen
diizeyindeki degisim

Sekil 73: Kontrol grubuna gore tedavi sonrast gruptaki hastalarda complement factor H
diizeyindeki degisim

Sekil 74: Kontrol grubuna gdre tedavi sonrasi gruptaki hastalarda fetuin-B diizeyindeki
degisim

Sekil 75: Kontrol grubuna gore tedavi sonrast gruptaki hastalarda immunoglobulin
lambda-1 light chain diizeyindeki degisim

Sekil 76: Kontrol grubuna gore tedavi sonrasit gruptaki hastalarda serum albumin
1soform diizeyindeki degisim

Sekil 77: Kontrol grubuna gore tedavi sonrasi gruptaki hastalarda serum albumin
precursor diizeyindeki degisim

Sekil 78: Bu ¢alismada canis lupus familialis protein veri bankasina gore tanimlanan
tiim proteinler ve bu proteinlerin birbiri ile olan iligkisi. Komplement sistemin kendi
arasinda (C1, C2 ve C4), fetuin (FETUB), serpin ve hemopeksinin (HPX) diger
proteinlerle olan iligkisi dikkat ¢ekicidir (www.string-db ile olusturulmustur).
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9. TESEKKUR

Doktoraya bagsladigim ilk giinden beri her zaman yanimda olan sadece bilimsel
olarak degil maddi manevi beni destekleyen degerli hocam, abim, en iyi
arkadasim Prof. Dr. Zeki YILMAZ’ a, tez calismasinin yapilabilmesi i¢in maddi
destek saglayan Bursa Uludag Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri
Birimi’ne (OUAP(V)-2018/12), tezin laboratuvar analizleri icin bilgi ve hizmet
alimi sagladigimiz Dog. Dr. Ahmet Tartk BAYKAL ve asistan1 Emel AKGUN’e
(Acibadem Universitesi Tip Fakiiltesi Tibbi Biyokimya AD, Istanbul),
kardiyoloji alaninda gelismeme ve tez ¢alismamin ekokardiyografik goriintiilerini
edinmemde verdigi desteklerden dolayr Prof. Dr. Ryou Tanaka Shimizu’ya,
kardiyoloji hastas1 bakmaya basladigim ilk giinlerde bana ¢ok yardim eden Dog.
Dr. Carlos Fernando Agudelo Ramirez’e, sitokin analizleri i¢in hizmet alimi
sagladigimiz calisma arkadaslarimiz Prof. Dr. Jose Ceron ve Camilla Perez
Rubio’ya, doktora egitimim siiresince mesleki becerilerimi gelistirmeme yardimi
olan ve destegini hi¢bir zaman esirgemeyen Dog. Dr. Meric KOCATURK e, tez
calismam siiresince ve sonrasinda her zaman yanimda olan arkadasim Veteriner
Hekim Dr. Pinar LEVENT e, okumay1 6grendigim ilk glinden doktor oldugum
giine kadar maddi manevi her sekilde beni destekleyen, gilivenlerinden bir kere
bile siiphe duymadigim babam Ali SARIL, annem Ezel SARIL ve kardesim
Ayberk SARIL’a, destegini kelimelere sigdiramadigim hayatin her aninda
yanimda olan, olmasaydi olmazdi dedigim esim Veteriner Hekim Dr. Canan

ALTINCI SARIL’a tesekkiirii bir borg bilirim.
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10. OZGECMIS

1991 yilinda Bergama’da dogmustur. Ik ve orta okulu Bergama Ziibeyde Hanim
[Ikégretim Okulu'nda, lise &grenimi 2009 yilinda Bergama Akif Ersezgin
Anadolu Lisesinde tamamlamistir. 2009 yilinda yerlestigi Bursa Uludag
Universitesi Veteriner Fakiiltesi'nden 2015 yilinda mezun olmus, 2016 giiz
yartyilinda Uludag Universitesi Saglik Bilimleri Enstitiisii'ne kaydin1 yaparak
Bursa Uludag Universitesi Veteriner Fakiiltesi i¢ Hastaliklar1 Anabilim Dali’nda

doktora programina baglamistir.

Doktora egitimi siirecinde ulusal ve uluslararasi kongrelere katilimei olmus,
bazilarinda poster sunumu yapmustir. Kiiciik hayvan kardiyolojisi oncelikli ilgi

alanmdir.
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