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OZET

Bu calismada amag, infeksiyon ve anstabil anjinas1 olmayan kalp yetmezligi hasta-
larinda sitokin (interlkin 1B, 2R, 6 ve 8), nitrik oksit ve antioksidan enzimlerden
stiperoksit dismutaz diizeylerini karsilastirmak ve miyokard disfonksiyonu derecesi
ile iligkilerini incelemektir. Bu amagla kardiyomiyopati tanis1 konulan 60 hastadan
(ejeksiyon fraksiyonu < %35 olan 30 (grup 3) ve ejeksiyon fraksiyonu = %35-50
olan 30 hasta (grup2)) ve 20 saglikli bireyden (grup 1) alinan kan Orneklerinden
stiperoksit dismutaz ve nitrik oksit ile birlikte sitokin diizeyleri ¢alisildi. Nitrik oksit
diizeyleri kontrol grubuna gore hasta gruplarinda artmakla birlikte gruplar arasinda
istatistiksel olarak anlamli bir fark bulunamadi. Eritrosit siiperoksit dismutaz seviye-
lerinde grup 3 ile kontrol grubu arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark vardi
(p=0,01). Ancak grup 2’de eritrosit SOD diizeyleri kontrol grubuna gore diismiis
olmasina ragmen istatistiksel olarak bu fark anlaml degildi. Tiim sitokin seviye-
lerinde grup 3 ile grup 1 ve grup 3 ile grup 2 arasinda istatistiksel olarak anlamli
fark vardi (p=0,01). Sonug olarak; eger sitokinler siirekli yiiksek konsantrasyonda
kalirsa, kisa yarilanma omrii olan serbest radikaller siirekli iiretilir ve kalpte hiicre
hasarinin devam etmesine destek saglar. Bu acidan antioksidanlar ve antisitokin teda-
vi bu hasara kars1 etkili olabilir.

Anahtar Kelimeler: Kalp yetmezligi, sitokin, nitrik oksit, serbest radikaller

ABSTRACT

The purpose of this study was to examine cytokines (interleukin 1B, 2R, 6 and 8),
nitric oxide and an antioxidant enzyme, superoxide dismutase levels in patients with
heart failure free of infection and unstable angina, and the relationship between the
degree of myocardial disfunction and these markers. Therefore, we have measured
these parameteres in 60 patients with cardiomyopathy (30 patient have ejection frac-
tion < %35 (group 3) and, 30 patient have ejection fraction = %35-50 (group 2) and
20 healhty volunteers as control (group 1). Nitric oxide levels were higher in pati-
ents than controls but the difference was not significant. Erythrocyte superoxide dis-
mutase levels in group 3 were significantly lower than the control group (p=0,01).
In group 2 erythrocyte superoxide dismutase levels were lower but the difference
was not significant. There were significant differences between group 3 and group
1, and between group 3 and group 2 (p=0,01) in all the cytokines. In conclusion; in
the circulation if cytokines remain at high concentrations, free radicals having short
half lives are continuously produced. This results in the promotion of cell injury in
myocard. Antioxidants and anticytokine treatment may be efficient in the prevention
of myocardial injury.
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GIRIS

Sitokinler hiicresel biiylime, inflamasyon, immiinite,
doku onarimi1 ve hematopoez gibi 6nemli biyolojik
olaylarda rol oynayan, diisiik molekiil agirlikli glikop-
roteinlerdir (1,2). Kalp yetmezligi gelisiminde sitokinler
tarafindan olusturulan immiinolojik yanitin, patogenez-
de 6nemli bir rol oynadigina dair artan sayida ipuclari
bulunmaya baglanmistir (3). Yaklasik on yil 6nce bas-
layan ilk caligmalarda yiiksek sitokin seviyelerinin ve
kalp yetmezliginin bir arada oldugu gosterilmis fakat bu
fenomenin sebebi veya etkilerinin olup olmadig1 tespit
edilememigtir. Son ¢alismalarda kalp yetmezliginin dere-
cesi ile bazi sitokin seviyeleri arasinda pozitif korelas-
yon gosterilmigtir (4).

Inflamatuar sitokinler, inflamasyona erken cevabin
diizenlenmesine katilirlar ve siiperoksit tiretimi ile indiik-
lenebilir nitrik oksid sentazin (iNOS) iyi bilinen indiik-
leyicileridir. Ancak siiperoksit anyonunun, sitokinlerin
olusturdugu in vivo hiicre hasarindaki roliiniin de tam
olarak anlagilmasina ihtiya¢ vardir (5).

Serbest oksijen radikalleri (SOR), bir ¢ok kalp hastaligin-
da olusur (6). Koroner okliizyon ve reperfiizyon sirasin-
da bunlarin hiicresel, iskemi reperfiizyonun olusturdugu
hasara destek verebilir. Ayrica bir ¢ok mekanizma ve
mediyatdr, degisik basamaklarda kalp hasari ile ilgili
olabilir. Kalp hasarinin bu iiriinleri arasinda dolagimdaki
anjiotensin II, siiperoksit ve nitrik oksitin (NO) arttig1
tespit edilmistir (6,7). Son zamanlarda endoteliyal dis-
fonksiyondaki ilerlemenin nitrik oksit sentaz ve siiperok-
sit asir1 iiretimi ve bunun sonucu olarak da peroksinitrit
olusumunda bir artigla baglantili oldugu ileri siiriilmiis-
tiir (6,7).

Kalp yetmezliginin patogenezinde, miyokardiyal hasa-
rin immiin mekanizmasi i¢in gozlenen ipuglari 15181nda,
immiin diizenleyici veya antisitokin tedavi eklenmig bir
terapotik miicadele onerilebilir. Biz de bu ¢aligmamizda
hastalar1 ekokardiyografik degerlendirme ile miyokard
fonksiyonunun derecesine gore gruplara ayirarak, sito-
kinler, nitrik oksit ve serbest radikallerin, disfonksiyo-
nun ilerlemesinde etkisi olup olmadigini ve birbiriyle
iligkilerini aragtirdik.

METOD

Bu ¢alisma Inénii Universitesi Tip Fakiiltesi Kardiyoloji
Klinigi’nde izlenen; klinik bulgular1 ve ekokardiyografi
ile kardiyomiyopati tanist konulan 60 hastada yapildi.
Calismaya alinma kriterleri; 1) koroner anjiyografide
en az bir epikardiyal koroner arterde >%70 darlig1 olan
ve ekokardiyografi ve sol ventrikiil sineanjiyografi ile
ejeksiyon fraksiyonu < %50 olan iskemik kalp yetmez-
ligi olan hastalar, 2) konvansiyonel tedaviye ragmen
klinik olarak kalp yetmezligi olan hastalar. Calismaya
alinmama kriterleri: 1) Son ii¢ ay igerisinde akut koroner
sendrom (ST elevasyonlu miyokard infarktiisii, non-ST
elevasyonlu miyokard infarktiisii ve anstabil anjina pek-
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toris) Oykiisti olan olgular, 2) hipertansif, romatizmal,
konjenital, infeksiyoz veya perikardiyal hastaliklara, val-
vuler kalp hastaligina, mitral kapak prolapsusuna veya
hipertrofik KMP’ye baglh kalp yetmezligi olan olgular
calisma dis1 birakildi. Hastalarin fonksiyonel kapasite-
leri New York Kalp Cemiyeti Smiflandirmasina gore
Class III ve IV olarak degerlendirildi. Bu hastalar sol
ventrikiil ejeksiyon fraksiyonlarma (EF) gore < %35 (30
hasta) ve EF= %35-50 (30 hasta) olmak iizere iki gruba
ayrildi (sirasiyla grup 3 ve grup 2). Hastalarm tiimii diji-
tal, diiiretik, anjiotensin-doniigtiiriicii enzim inhibitorii
ve nitrat kullanmaktaydi. Kontrol grubu olarak sigara
icmeyen, hipertansiyon, kalp hastalif1, bobrek, karaci-
ger hastaligi, diyabet gibi hicbir kronik hastalig1 olma-
yan hastalarla ayn1 yas grubunda 20 saglikli kisi secildi
(grup 1).

Kan o6rnekleri heparinize tiiplere alindi ve bekletilmeden
3500 rpm’de 10 dakika santrifiij edildi. Soguk izotonik
ile li¢ kez yikanan eritrositlerden hemolizat hazirlanarak
stiperoksit dismutaz (SOD), plazmadan ise plazma SOD
ve nitrik oksit ile birlikte proinflamatuar sitokinlerden
tiimor nekrozis faktor oo (TNFau), interlokin 13 (IL-1p),
IL6, IL8 ve IL2R diizeyleri ¢alisildi. Eritrosit hemoglo-
bin tayini Drabkin reaktifi (8) ile, plazmada total protein
tayini ise Lowry (9) metodu kullanilarak belirlendi.

Sitokin konsantrasyonlart IMMULITE hormon cihazin-
da BIODPC firmasinin ticari kitleri (Diagnostic Product
Corporation, Los Angeles, CA, USA) kullanilarak kemi-
luminesans enzim immunometrik metod ile olgiildii. IL-
1B i¢in referans araligi <5.0 pg/ml oldugu igin saglikli
kontrollerde bu metodla IL-1f tespit edilemedi.

SOD enzim aktivitesi Sun ve ark’nin (10) tarif ettigi
metoda gore belirlendi. Nitrik oksit ise Griess reaksiyo-
nu kullanilarak ol¢iildii (11).

Istatistik analizler SPSS programu ile yapildi. Sonuglarin
degerlendirilmesinde One Way ANOVA testi uygulandi.
Veriler ortalama =+ standard hata olarak verildi. Grup i¢i
karsilagtirmalarda ise LSD testi kullanildi. Ayrica Micro-
soft Excel programinda, % EF diizeylerine gore ¢aligilan
parametrelerin korelasyon grafikleri cizildi.

BULGULAR

Tablo 1’de grup verilerinin karsilagtirilmasi ve anlam-
lilik degerleri verilmigtir. Calismaya alinan hastalar,
ekokardiyografi ile tespit edilen EF diizeylerine gore
gruplara ayrildi ve ortalama EF diizeyleri; kontrol gru-
bunda (1. grup) %63,951£0,92; hafif kalp yetmezligi
olan (EF=%35-50) 2. grupta %38.,8710,73 ve agir kalp
yetmezligi olan (EF<%35) 3. grupta %25,97+0,7 olarak
hesaplandi.

NO diizeyleri kontrol grubuna gore hasta gruplarinda,
ozellikle de EF<%35 olan grup 3’te daha fazla artmakla
birlikte gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamli bir
fark bulunamadi (p=0,09). Buna ragmen EF diizeylerine
karst NO diizeylerinin korelasyon analizinde lineer ve
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Tablo 1

Incelenen verilerin gruplar arasi farklihiginin istatistiksel degerlendi-

rilmesi.
Grup 1
(kontrol)
EF > %50 |Grup 2(n=30) Grup 3(n=30)
(n=20) EF=%35-50 EF < %35 P
1 | Yas (y1l) 49,10+£1048 | 56,00+8,98 60,53£1,69 p=0,00""
2 | EF (%) 63,9540,92 38,8740,73 25,9740,70 p=0.00">¢
3 | TNA (pg/ml) 4,9040,36 6,5510,55 7814083 p=001"
4 [IL1P (pg/ml) 5,00£0,00 5,0240,02 5,0310,03 p=0,6
5 |IL6 (pg/ml) 6,99+0,65 9,14£137 20,25+5,05 p=0,01"¢
6 | IL8 (pg/ml) 5,2640,13 7,85+0,96 13,09+2,60 p=0,01"¢
7 |IL2R (U/ml) 551,504£35,07 | 725,63+42,65 | 1233,56+246,84 | p=0,01"¢
8 [NO, (umol/L) 20,08+2,36 28,53+3,64 34,0245,13 p=0,09
9 | Hb (g/dl) 14,9540,23 14,5640,26 14,06+0,38 p=0,17
10 | Exit.SOD (U/g Hb) | 339,29£7,97 | 311,7248,18 | 288,96+14,56 p=001*
11 | pl. prot (g/dl) 7,99£0,09 7,7240,16 7,6720,16 p=0,11
12 | pl. SOD (U/g prot) | 95,1745,50 94,30+4,04 89,96+5,51 p=0,7

Veriler ortalama + standard hata olarak verildi. p<0,05 anlaml1 olarak kabul edil-
di. a, b ve ¢ gruplar aras1 anlamliliklari gosterir. a= grup 1 ve 3 arast anlamli, b=
grup 1 ve 2 arasi anlamli, c= grup 2 ve 3 arasi anlamli.

negatif bir korelasyon gozlendi ve p=0,03 olarak hesap-
land1 (sekil 1).

Eritrosit SOD seviyelerinde kontrol grubuna gore sira-
styla grup 2 ve 3 de %8 ve %15’lik bir diisiis vardi. EF
diizeyi ileri derecede diismiis olan (EF< %35) grup 3 ile
kontrol grubu arasinda ki fark istatistiksel olarak anlamli
bulundu (p=0,01). Ancak EF diizeyi hafif derecede diis-
miis olan (EF= %35-50) grup 2’de eritrosit SOD diizey-
leri kontrol grubuna gore diigmiis olmasina ragmen
istatistiksel olarak bu fark anlamli degildi. Ayrica EF
diizeyleri ve eritrosit SOD diizeylerinin korelasyon grafi-
ginde de pozitif ve lineer bir korelasyon saptandi (sekil
2).Plazma SOD diizeyleri ise kontrol grubuna gore hasta
gruplarinda 6zellikle de grup 3’te daha fazla azalmakla
birlikte gruplar arasi fark anlamli degildi.

TNFa, IL6, IL8 ve IL2R diizeyleri kontrol grubuna
gore hasta gruplarinda hastaligin siddetine baglh olarak
artmaktaydi. Ttim sitokin seviyelerinde grup 3 ile kont-
rol grubu ve yine grup 3 ile grup 2 arasinda istatistiksel
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olarak anlamli fark vardi (p=0,01), ancak grup 2’de
sitokin seviyeleri kontrol grubuna gore artmakla birlikte
fark anlaml degildi. Ayrica EF diizeylerine karsi ¢izilen
korelasyon grafiklerinde sitokin seviyeleri ile EF diizey-
leri arasinda lineer ve negatif bir korelasyon oldugu goz-
lendi (TNFa., IL6, IL8 ve IL2R igin sirasiyla sekil 3, 4,
5 ve 6). IL-1B diizeylerinde ise gruplar arasinda anlamli
bir fark tespit edilememesine ragmen, dl¢iilebilir seviye-
deki tiim sonuglar hasta gruplarindan (3 sonug¢ grup 3’te,
1 sonug da grup 2’de olmak iizere) elde edildi.

TARTISMA

Ayrmtili mekanizmasi tam olarak aydinlatilamamasina
ve esas klinik 6nemi kesin olmamasina ragmen inflama-
tuar sitokinlerin, kardiyovaskiiler fonksiyonlar: cesitli
mekanizmalarla diizenleme kapasitesinde oldugu fikri
oOne siiriilmiistiir (12).

Retikiiloendotelial hiicreler veya polimorfoniikleer 16ko-
sitler, sitokinler tarafindan aktive edildiginde yiiksek
konsantrasyonda nitrik oksit ve siiperoksit lretebilir-
ler. NO, yiiksek ve sabit bir hizda radikal sonlandirma
reaksiyonu ile daha toksik bir oksidan olan peroksinitrit
(ONOO) olugturmak iizere siiperoksit ile reaksiyon verir
(13,14).

Artmig NO iiretiminin koruyucu olarak etki gostermesi-
nin beklenmesine ragmen Bouloumie ve ark. (15) ratlar-
da yaptiklar1 bir calismada, indiiklenebilen nitrik oksit
sentaz (iNOS)’daki artigin aort endotel fonksiyonlarinda
gelismeden ziyade gerileme ile korele oldugunu gozle-
miglerdir. Bu,NOS’1n L-arginin ve/veya tetrahidrobiyop-
terin azliginda siiperoksit liretebilmesi ile aciklanabilir.
Son zamanlarda yapilan ¢aligmalar, NO sinyal yolunun,
in vivo ve in vitro kalp kasinin kasilma ozelliklerini
diizenlemede dogrudan bir role sahip olduguna dair ipug-
lar1 vermektedir (16).

iNOS tarafindan olugturulan NO ve daha sonra olugan
peroksinitrit in vivo sitokinlerin olusturdugu miyokard
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Sekil 1: Sol ventrikiil ejeksiyon fraksiyonlari ile nitrik Sekil 2: Sol ventrikiil ejeksiyon fraksiyonu ile eritrosit

oksit metabolitleri (nitrit+nitrat) diizeyi arasindaki iligki.
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Sekil 3: Sol ventrikiil ejeksiyon fraksiyonlari ile timor
nekrozis faktor alfa (TNA) arasindaki iligki

disfonksiyonunun patogenezinde O6nemli bir rol oynar
(17,18). Peroksinitrit, Ca** transport sistemini bozarak
ve miyokard kontraktil proteinlerinin fonksiyonunu
zayiflatarak Ca*™* akigim arttirabilir ve mitokondrial
ATP sentaz ve akonitaz gibi hiicresel enzimlerin aktivi-
tesini inhibe edebilir (17). Radikalin roliinii aragtirmak
icin spesifik bir peroksinitrit toplayicist kullanilabilir.
Ancak boyle bir toplayici heniiz miimkiin degildir.
Ciinkii diigiiniilen peroksinitrit toplayicilar (iirik asit ve
desferoksamin gibi) hidroksil radikali ile de reaksiyon
verebilir (17).

Calismamizda kontrol grubuna gore hasta gruplarinda,
ozellikle agir miyokard disfonksiyonu olan grupta anlam-
I1 olmak iizere azalmig eritrosit SOD aktivitesi tespit
ettik. Plazma SOD aktivitesinde de anlamli olmasa da
diisiis vardi. Bunlar da artmig serbest radikal iiretiminin
bir isareti olarak kabul edilebilir. Artmig serbest radikal
diizeyleri SOD enziminin inhibisyonunda rol oynamakla
birlikte, peroksinitrit olusumu yoluyla hem daha toksik
bir radikal olugturmakta hem de NO’in yararlanimini
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Sekil 5: Sol ventrikiil ejeksiyon fraksiyonlari ile IL-8
diizeyleri arasindaki iligki
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Sekil 4: Sol ventrikiil ejeksiyon fraksiyonlar: ile IL-6
diizeyleri arasindaki iligki

azaltmaktadir (14,15,19).

Satoh ve ark. (20) yaptiklar1 caligmalarda dilate kardi-
yomiyopati hastalarinda TNFo ve nitrik oksit diizeyle-
rini yliksek bulmuglardir. Ayrica farelerde artmis TNFo.
seviyelerinin, azalmig ventrikiil fonksiyonu ve kalp
yetmezligi gelisimine bagli yiiksek mortalite hizi ile
iligkili oldugu rapor edilmistir (21). Yokoyama ve ark.
(22) ise erigkin memeli miyokardinda dogrudan TNFo
tarafindan olusturulan bir negatif inotropik etkiyi ileri
stirmiiglerdir. Bunun gibi pek cok calismada sitokin
diizeylerinin ¢esitli kalp hastaliklarinda arttig1 gosteril-
migtir (20-24). Ancak biz ¢aligmamizda ekokardiyografi
ile olgiilen ejeksiyon fraksiyonlari ile, hastalar1 miyo-
kard disfonksiyonunun derecesine gore gruplara ayirdik
ve fonksiyon bozuklugunun ilerlemesi ile calistigimiz
parametreler arasinda fark olup olmadigini arastirdik.
Boylece sitokinler ve serbest radikallerin kalbin kasilma
giicli ve kalp yetmezliginin prognozuna etkilerini anla-
maya calistik. Ileri derecede kalp yetmezligi (EF< %35)
olan grupta ozellikle sitokin seviyelerinde (TNFa, IL6,
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Sekil 6: Sol ventrikiil ejeksiyon fraksiyonlar: ile IL2R
diizeyleri arasindaki iliski
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IL8, IL2R) hem kontrole hem de hafif kalp yetmezligi
olan gruba gore anlamli farkliliklar tespit ettik. Hafif
derecede kalp yetmezligi (EF= %35-50) olan grupta
ise anlamli kabul edilmese de kontrole gore artis vardi.
IL1B degerlerinde anlaml farklilik gozleyemedik ¢iin-
kii numunelerin ¢ogunda tespit edilebilir sinirin altinda
degerler elde ettik. Sadece hasta grubunda ol¢iilebilir
degerler saptadik. Bunlara ragmen, sitokinler nétrofille-
rin yani sira dogrudan kalp hiicreleri tarafindan da salin-
digindan, bu calismayr doku Orneklerinde yapsaydik
muhtemelen hasta gruplar1 arasinda daha anlaml sonuc-
lar elde edebilirdik.

Sonug olarak; yarim yiizy1l once kalp yetmezligi, 6de-
mat6z bir durum olarak degerlendirilir ve ditiretikler
verilirdi. 30 yil kadar 6nce kalp yetmezligi bir pompa
olarak hemodinamik bozukluk olarak kabul edildi ve
vazodiladatorler ile inotropik ajanlar tedavinin temelini
olusturdu. Son zamanlarda kalp yetmezliginin sadece
kalp disfonksiyonu ile degil norohormonal bozuklukla
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