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OZET

AKUT MIYOKARD INFAKTUSU PROGNOZUNU BELIRLEMEDE
APOPTOZ BELIRTECLERI iLE ANJIOGENEZIS BELIRTECLERININ
ROLU

Amag¢: Bu calismamizda; akut miyokard infarktiisiinde iskemik hasardan
sonra hiicre de apoptozis mi, anjiyogenezis mi gelisiyor, hiicre hangi yolu tercih

ediyor bunu 6grenmeyi amagladik.

Gere¢ ve Yontem: Calismamiz; AMI tanis1 alan 42 hasta (26 erkek, 16
bayan) ve saglikli 42 kontrol (23 erkek, 19 bayan) grubundan olusturuldu.
Gruplandirilarak biriktirdigimiz kanlardan TNF-a, Kaspaz-9, IGF-1 ve IL-8
parametrelerini ¢aligtik. Calismamizda, hastalarin ilk acile bagvurusunda, 24. saatte

ve bir ay sonraki (30.giin) kontrolleri sirasinda kan 6rnekleri alindi.

Bulgular: IL-8 degeri i¢in Kontrol-24.saat arasi ve Kontrol-30.giin aras1 fark
bulundu. Hasta grubun da IL-8 degerleri karsilagtirmasinda anlaml farklilik bulundu.
IGF-1 degerleri karsilastirmasinda anlamli fark bulunmadi. TNF-a degerleri i¢in
kontrol grubu ile zamanlar arasi karsilastirmada Kontrol-0.saat ve Kontrol-24.saat
arast anlamli fark bulundu. Hasta grubunda zamana gore TNF-a degerleri
karsilagtirmasinda 24.saat-30.giin arasinda ve 0.saat-30.giin arasinda fark bulundu.
Kaspaz-9 degeri karsilastirmasinda anlamli farklilik bulunmadi. IL-8 ve TNF-a

arasinda anlamli pozitif korelasyon bulundu.

Sonu¢: Miyokard infarktiisii gecirildikten sonra TNF-o diizeyinde artis,
Kaspaz-9, IGF-1 ve IL-8 diizeylerinde diisiis olmustur. Bir ay sonraki lgtimler de
TNF-o diismeye baslamig diger parametreler ise ylikselme gostermistir. Bu veriler
miyokart infarktiisiine yeni anlamlar sunacaktir. ileri calismalar icin miyokard

infarktiisii gegiren hastalar daha uzun siire izlenmelidir.

Anahtar kelimeler: Akut Miyokard Infarktiisii, Apoptozis, Anjiyogenezis, 1L-8,
IGF-1, Kaspaz-9, TNF-a
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ABSTRACT

PROGNOSIS OF ACUTE MIYOCARDIAL INFARCTION,
ANGIOGENESIS MERKERS IN DETERMINING ROLE OF APOPTOSIS

Introduction: In this study, acute myocardial infarcion apoptosis in cells
after ischemic injury, is developing angiogenesis, cell prefers the way in which it

aimed to learning.

Materials and Methods: Our study of 42 patients with a diagnosis of AMI
(26men, 16 women) and 42 healthy controls (23men, 19women) from the group was
created. We collected blood grouping of TNF-a, Caspase-9, IGF-1 and IL-8
parameters have tried. In our study, patients in the initial emergency contact, 24 per

hour, and a month later (30th day of) blood samples were taken during the controls.

Results: IL-8 for the value of the conrtol-24.hours and control-30.day
differences were found between. IL-8 levels in patients a according to the time found
no significant differences in comparison. IGF-1 levels were not significantly
different in comparison. TNF-o values for the intertemporal comparison with the
control group and in the control-0.hours significant differences were found between
the control-24.hours. TNF-a in patients according to the time value comparison
between the 24.hours-30.day found no difference between 0.hours-30.day. Caspase-9
did not differ significantly in value comparison. IL-8 and TNF-a significant positive

corelation was found.

Conclusion: After undergoing myocardial infarction, the TNF-a increased,
Caspase-9, IGF-1 and IL-8 levels declined. One month later measurement of TNF-a.
also has started to decline while other parameters did not Show. These data will
provide new meaning to myocardial infarction. For further studies of myocardial

infarction patients should be monitored for a longer period.

Key words: Acute Myocardial Infarction, Apoptosis, Angiogenesis, IL-8,
IGF-1, Caspase-9, TNF-a
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1 GIRIS VE AMAC

Miyokardin iskemi sonucunda nekroza ugramasina, miyokard infarktiisii (MI)
denir. Akut miyokard infarktiisii halen en 6nemli 6liim nedenleri arasindadir.
Herhangi bir tedavi uygulanmadiginda mortalitenin %15 dolaymnda oldugu
bilinmektedir (Allen ve ark. 1993). Gelismis bat1 iilkelerinde, tiim 6liimlerin en az
yaris1, kardiyovaskiiler hastaliklara ve bunlarin da ¢ogu aterosklerotik koroner arter
hastaligina baghdir. Yapilan c¢alismalar, tiim diinyada kardiyovaskiiler
hastaliklardan 6liim oranmin 1990 ve 2020 yillar1 arasinda %28,9’dan %36,3’¢
yiikselecegini gostermektedir (Braunwald ve ark. 2002).

Hiicrelerin genel olarak iki tip 6liim bigimi tanimlanmistir. Ilki nekroz,
ikincisi apoptozis ile gerceklesir. Apoptoziste fizyolojik sartlar altinda, hiicreler
dogarlar, genetik olarak programlandiklari belirli bir siire kadar yasarlar ve sonra
Oliirler. Ayrica bir sekilde DNA’s1 hasarlanmis (virlis, ¢evresel vs) nedenler
hiicrelerde organizmanin zarar gérmemesi i¢in kendilerini dldiirtirler (‘cell suicide’)
ve bunu organizmanin yarar1 i¢in yaparlar. Yani apoptozis morfolojik olarak
hiicrenin 6lme seklinin ifade edilmesidir. Apopitoziste hiicreyi parcalayan yani
apoptotik morfolojinin olusumunu saglayan etkenler vardir (Demiray ve ark. 2006)
(Ulukaya ve ark. 2007). ilk olarak hiicre i¢i veya dis1 gelen bir sinyalle genetik
mekanizma harekete geger ve hiicre apoptozise gider (Thompson 1997). Bazi dis
etkenler DNA hasar1 olusturacak apoptozis meydana getirirler (Gerschenson ve
Rotello 1992). Memeli hiicrelerinde dis yol ve mitokondriyal i¢ yol olmak tizere
iki biiylik apoptotik yol belirlenmistir. Dis yol membranda bulunan O6lim
reseptorlerine ligantlar baglandiginda aktive edilmektedir. Reseptor-Ligant
etkilesimi sonucunda reseptor aktivasyonu ile hiicresel 6liim gerceklesebilmektedir.
Bu reseptorler icerisinde en onemlisi Tiimor Nekrozis Faktor (TNFR) ailesidir

(Sanders ve ark. 1997).

Tiimor Nekroz Faktor (TNF), tiimorlerde hemorajik nekroz yaptigi i¢in bu ad
verilmigtir. Kasektin olarakta bilinir. TNF, TNFa ve TNFP olmak {izere ikiye
ayrilir. TNF alfa ve TNF beta arasinda yaklasik % 30 oraninda benzerlik vardir. 6.
kromozom fizerinde yer alan 2 ayr1 gen tarafindan yapilir. TNF alfanin molekiil

agirhigr 17 kDa’dir (Tokgoz 1997). Tiimor Nekrozis Faktor alfa endotelden, diiz kas
1



hiicrelerinden ve makrofajlardan ¢esitli biyolojik etkilere yanit olarak dolasima
salinmaktadir (Warner ve Libby 1989). Onceleri, tiimér hiicreleri {izerine hemorajik
nekroz etkileri ile tanimlanan TNFo’nin sonraki yillarda Kardiyovaskiiler sistem
tizerine etkileri de tamimlanmistir (Ridker ve ark.2000) (Frangogiannis ve ark
2002).

Iceriden ve disaridan gelen sinyaller sonucunda hiicre igerisinde kaspaz adi
verilen bir grup proteeaz aktive olur. Kaspaz olusumu ve apoptozisin
diizenlenmesinde mitokondrinin 6nemli rolii vardir. Mitokondriyel yolakta
apoptozom olusumu ile apoptozis uyarilir. Apoptozom ¢ok proteinli bir yap1 olup
sitokrom-c, Apaf-1 (apoptozis proteaz aktive edici faktor 1), prokaspaz-9 ve ATP
icerir (Pinarbas1 2007). Apoptozis olayinda aktive olduklar1 siraya gore baslatict ve
uygulayict olmak iizere iki temel gruba ayrilirlar(Earnshaw, Martins ve Kaufmann
1999). Baslatici olanlardan kaspaz-9 ve kaspaz-8 énemlidir(Pop ve Salvasen 2009).
Baslatic1 kaspaz bir kez aktive olduktan sonra diger kaspazlarin hizli ve sirali

aktivasyonu ile 6liim programi baslar (Lankamfi ve ark. 2007).

Koroner kollateral dolasim, normal kalpte bulunan ve kan akimini bozan
ciddi bir darlik ve tam tikanma gelistiginde lezyonun distalinde kalan miyokart
dokusunun perfiizyon ve canliligini korumak iizere iskemik miyokard alanina kan
akimim1 saglamak amaciyla, ayni koroner arterin boliimleri arasinda veya farkl
koronerler arterler arasinda kronik, uyum saglayict bir yamit olarak gelisen
potansiyel damarsal yapilar olarak tanimlanmaktadir (Folkman ve Shing 1992).
Embriyogenez boyunca vaskiiler sistemin gelisiminde iki temel olusum vardir:
vaskiilogenez ve anjiyogenez. Kisaca anjiyogenezis yeni damar gelisimi olarak
tanimlanmaktadir (Folkman ve Shing 1992). Anjiyogenezis olduk¢a karmasik bir
mekanizma ile gergeklesir (Goodsell 2003)(Brooks 1996). Anjiogenezis ¢ok sayida
proanjiogenik ve antianjiogenik molekiillerin regiile ettikleri olduk¢a kompleks ve
dinamik bir siirectir. Erigkin insanlardaki vaskiiler endotelyal hiicreler tipik olarak
diisiik turnover hizinda olmalarina ragmen, yasamlar1 boyunca yeni kan damarlari
olusturacak ¢ogalma kapasitesine sahiptirler. Bu siire¢, embriyonik gelisim, normal
doku biliylimesi ve yara iyilesmesi, miyokardiyal iskemi, okiiler neovaskiiler

hastaliklar, Von-Hippel-Lindau Hastaligi, Herediter Hemorajik Telenjiektazi gibi



genetik hastaliklar, romatoid artrit gibi kronik inflamatuvar hastaliklar ve
kadinlarda {ireme dongiisli i¢inde oldugu gibi malign neoplazlarin biiylime ve
metastatik yayilimlarinda da yer almaktadir(Tamanini 2004). Anjiogenezisi uyaran
faktorler arasinda Insulin Benzeri Biiyiime faktorii (IGF-1) ve Interlkin-8

gosterilmistir(Clemmons 1994).

Insiilin benzeri biiyiime faktorii (IGF-1), fotal ve ¢ocukluk evresi boyunca
normal gelismede esas rol oynar. IGF-1 mitojenik ve antiapopitotik etkiye sahip
olan peptid yapida bir hormondur(Fiirstenberger ve Senn 2002). Molekiil agirlig
7649 kDa’dur (Tamanini 2004). Hiicre poliferasyonu ve farklilasmasi tizerine giiglii
bir etkisi vardir ve apopitozisin gii¢lii bir inhibitoriidiir(Grimberg ve Cohen
2000)(Firstenberger ve Senn 2002). IGF-1’in hiicresel etkisi IGF-1 reseptor (IGF-
1R) tarafindan diizenlenir (Pete ve ark. 1999). IGF-1R trozin kinaz ativitesine sahip
bir hiicre membran reseptoriidiir. Herhangi bir nedenle IGF-1R aktive edilince,
hiicre i¢i trozin fosforilasyon =zinciri indiiklenir ve bu da sonugta hiicre
poliferasyonu ve transformasyonu i¢in gerekli transkripsiyon faktorlerinin
aktivasyonuna yol acar. Ayrica anjiyogenezis faktorlerini uyararak yeni damar

olusumunu diizenleyip tiimoriin biiytimesini baglatirlar(Czech 1989).

Interlokin 8 (IL-8), 16kositler ve fibroblastlar i¢cin kemotaktik aktivitesi olan
bir sitokin ailesi tamimlanmistir. Bu kemotaktik sitokinler kemokinler olarak
adlandirilmis olup molekiil agirliklart 8000 ile1600 arasinda degisir %20-50
aminoasit dizisi ile birbirlerine benzerler. IL-8’in hedef hiicreleri ise nétrofillerle T
hiicreleridir. Nétrofillerin mobilizasyonu, aktivasyonu ve degranulasyonunu saglar,
anjiyogenezde rolii vardir (Oppenheim ve Ruscetti 1997). Anjiyogeneziste IL-8
kobayda  korneal neovaskiilarisazyon modelinde endotel hiicrelerinin
proliferasyonunu stimiile ederek yeni kan damarlar1 olusumunu uyarmaktadir. Bu
da organogenez yara iyilesmesi, tiimor biiylimesi, metastazlarda etkilerinin
olabilecegi yoniinde fikirler olusturmaktadir (Rosenwasser ve Borish 2003)
(Church ve ark. 2003) (Hiroto ve ark. 2003).

Proenflamatuvar bir sitokindir ve kardiyopulmoner bypas gecirenlerde iskemi

sonrasi miyokart depresyonunda veya miyokardiyal hibernasyon (sersemleme)



durumu ile iligkili olabilir. IL-8 sitokinin iskemik miyokartta olustugu gosterilmistir
(Gessler ve ark. 2003).

Bu ¢alismamiz da; akut miyokard infarktiisiin de iskemik hasardan sonra hiicre de
apoptozis mi, anjiyogenezis mi gelisiyor, hiicre hangi yolu tercih ediyor bunu

ogrenmeyi amagladik.



2 AKUT MIiYOKARD iNFARKTUSU

2.1 Tanimi ve Etiyolojisi

Akut miyokard Infarktiisii (AMI), aterosklerotik koroner arterin trombiis
tarafindan tikanmasi ile meydana gelen ve genellikle ciddi ve siirekli gogiis agrisi
ile karakterize klinik tablonun tanimidir (Franzosi ve ark. 1998) ( Dauerman ve ark.
2000). Olgularda nekrozun nedeni; aterosklerotik zemin tizerinde; riiptiire olmus
veya endotelde fonksiyon bozukluguna yol agan aterom plagi veya plagin iizerine
yerlesmis ve koroner damarlarda total tikanikliga sebep olan bir trombozis olayinin

yol a¢tig1 miyokardial iskemik hasardir (Heper 2002).

Hemen hemen tim  miyokard infarktiisleri  koroner arterlerin
aterosklerozisinden ve genellikle bunlarin iizerine eklenen akut koroner
trombozisten meydana gelir. Trombozisin en sik nedeni aterosklerotik plagin
catlamasidir. AMVI’inde aterosklerotik progenin nedeni ne olursa olsunsonug,
koroner arter agacinin luminal daralmasi ve ardindan total okliizyondur (Gillum ve

ark. 1984).
2.2 Epidemiyoloji

Akut Miyokard Infarktiisii (AMI), gelismis iilkelerde hastanede yatmakta
olan hastalara en sik konulan tanilardan birisidir (Antman ve ark. 1997). Tan1 ve
tedavisinde son 20 yilda kaydedilen 6nemli gelismeler, morbidite ve mortalite
yoniinden 6nemli bir iyilesme saglamis olmakla birlikte, AMI giinlimiizde halen

o6nemini korumaktadir (Franzosi ve ark. 1998) (Dauderman ve ark. 2000).

ABD’de her yil ortalama 1,5 milyon AMI vakasi goriilmektedir. Mortalite
orant yaklasik % 30 olup, hastalarin yarisindan fazlast hastaneye ulasamadan
yasamlarin1 kaybetmektedir(Antman ve Braunwald 1997). AMI ‘ne eslik eden
oliimlerin % 60°tan fazlasi infarktiisiin ilk bir saati icinde meydana gelir ve en ¢ok da

aritmilere, bunlardan da en c¢ok ventrikiiler fibrilasyona bagl olmaktadir (ilgin ve
ark. 2003).

Avrupa da koroner kalp hastaligi, 45 yas iizeri erkeklerde ve 65 yas tizeri

kadinlarda 6liim nedeni olarak birinci sirada yer almaktadir. Ulkemiz de her yil
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yaklagik 200 bin yeni akut koroner vakasi tespit edilmektedir(Boersma, Doornbos ve
Bloomberg 1999).Bunlarin % 30 ‘u unstabil angina, % 60’1 Q dalgali miyokard
infarktiisii ve % 10’ u Q dalgasiz miyokard infarktiisii olarak tan1 almaktadir (Heper
2002).

2.3 Risk Faktorleri

Miyokard Infarktiis i¢in ana neden aterosklarozdur. Ateroskleroza yol agan
faktorler MI iginde risk faktorleri olarak sayilmaktadir (Ridker ve ark. 2000).

Risk faktorleri; aterosklerotik silireci uzatmasi (plak yayginligi), olusmus
plaklarin kararsiz hale gelmesi (hassasiyet, erozyon ve riiptiir), lokal (plak
trombojenitesi) yada sistemik faktorlerle trombozun uyarilmas: seklinde etkili
olabilir (Davies 1992).



Tablo 2.1: Ateroskleroz gelisiminde etkili olan risk faktorleri (H. Dortlemez
1997)(O. Dértlemez 1997)(Demircioglu ve Yazicioglu 1990).

oy s Minor Risk
Major Risk Faktorleri Faktérleri
a)Degistirebilir olanlar b)Degistirilemeyenler | *Stres
*Dislipidemi:LDL- *Genetik yatkinlik-aile
kolesterol oykdisii *Kisilik yapist
yiiksekligi, HDL-
kolesterol diistikligii *Cinsiyet *Hipertirisemi
*Hipertrigliseridemi, *Yas *Hiperkoagiilabilite
Lipoprotein @)
yiiksekligi *Hiperkalsemi
*Sigara *Homosistein
*Diabetes Mellitus *Alkol
*Hipertansiyon *Antioksidan  diizeyinin
diisikligi
*QObezite
*Eser elementler
*Fiziksel inaktivite
*Vazektomi
*Kalp transplantasyonu

2.4 Fizyopatoloji:

Akut miyokard infarktiisiiniin en sik sebebi, anstabil ya da riiptiire olmus bir
aterosklerotik plak ftistiine oturmus bir trombiistiir (Davies 1992). Koroner arterler
icindeki otoregiilatuvar mekanizmalar, aterosklerotik plaklar bulunsa bile
miyokardda yeterli oksijen sunumunu genellikle devam ettirirler. Ancak bu koruyucu
mekanizmalar bozuldugunda uzamis iskemi veya miyokard infarktiisii gelisebilir

(Gék 2002).



2.5 Tani:

Miyokard infarktiisii tanis1 i¢in klasik olarak WHO kriterleri kullanilir.
Asagidaki kriterlerin ikisi varsa bliyiik ihtimalle, {i¢ii varsa kesin olarak miyokard

iskemisi tanisi konur:
1.20 dakikadan uzun siiren iskemik tipte gogiis agris1 olmasi
2.Seri EKG ¢ekimlerinde degisiklikler olmasi

3.Kreatin Kinaz, Troponin-I ve Laktat Dehidrogenaz gibi kalp i¢in spesifik

enzim ve markirlarda artis ve diisiisler olmasi (Gillum ve ark. 1984).

WHO kriterleri, kardiak biyomarkirlara daha fazla 6nem vermek icin 2000
yilinda yeniden diizenlendi. Yeni tanimlara gore kardiak troponindeki yiikselise eslik
eden tipik semptomlar, patolojik Q dalgasi, ST elevasyonu veya depresyonu veya
koroner girisimler MI igin tan1 koyucudur (Albert ve ark. 2000)

2.6 Anamnez

AMI oncesi prodromal semptomlar siktir ve hastaliklarin en az % 60 ‘inda
mevcuttur. AMI vakalarinin en az %8-10’u agrisiz olmakta ve bir¢ok iskemik epizod
sessiz gecirilmektedir (Fuster ve ark. 2002). AMI oncesi hastalarin bir kisminda
hicbir semptom gozlenmezken bir kisminda angina mevcuttur. Koroner arter
hastaligr oldugu bilinen kisilerde genellikle klasik anginaya benzeyen ancak ya
istirahatte ya da eskiye oranla daha kiiclik efor da ortaya ¢ikan ve daha uzun stirede
gecen agrilarin baslamasi akut miyokard infarktiisiine Onciilik eder. Miyokard
infarktiisiinde agr1 degisken olabilmekle birlikte cogu zaman siddetlidir ve en az 30
dakika devam eder, saatlerce de siirebilir. Genellikle baski tarzinda ezici-bogucu
nitelikte bir agridir. Nadiren bicak saplamasi veya oyucu tarzda agri olabilir.
Genellikle retrosternal lokalizasyonludur ve sol taraf basta olmak iizere gogiistin her
iki tarafin1 da igine alir. Sol kolun unlar yiiziine yayilarak kol, bilek, el ve

parmaklarda uyusmaya yol acar. Kii¢ciimsenmeyecek sayida hasta grubunda ise agri



epigastrik bolgede baslar ve bu nedenle hazimsizlik bulgusu olarak diisiiniiliip
taninin atlanmasina yol acgabilir. AMI geciren hastalarin % 50 ‘sinden ¢ogunda
bulanti-kusma agriya eslik eder. Ileri derecede halsizlik soguk terleme ¢arpint1 ve
O0lim korkusu agriya eslik eden diger semptomlardir. Tiim nonfetal miyokard
infarktiislerinin % 20-60’min hasta tarafindan fark edilmeden gegirildigi, daha
sonraki donemlerde c¢ekilen EKG ile tasadiifen tam1 konuldugu gozlenmistir.
Hastalarin yeniden sorgulamasi yapildiginda bu infarktiislerin %350’sinin (tiim
vakalarin  %25°1) hicbir bulgu vermeksizin gelistigi kalan kismimin ise atipik

prezentasyon nedeniyle hasta tarafindan fark edilmedigi ortaya ¢ikmistir(Omiirlii ve
Oral 1998).

2.7 Fizik Muayene

Hastalar endiseli ve streslidir, buna bagli olarak kaderli bir yiiz ifadeleri
vardir. Soluk cilt ve soguk terleme siktir. Kalp hizi derin bradikardiden tasikardiye
kadar degisen aralikta olabilir. Infarktiisiin erken donemlerinde agr1 ve anksiyeteye
bagli olarak artis gosteren solunum sayist giderek normale doner. Genis miyokard
infarktiisiinde doku nekrozuna nonspesifik yanit nedeniyle ilk 24-48 saat iginde
viicut 1s1s1 yiikselir, 38 dereceye ulasip 5-6 giin iginde rezorbe olur (Omiirlii ve Oral
1998). AMI’'nin ilk saatlerinde kalp hizi ve ritmi kalp fonksiyonlarnin 6nemli
belirtecleridir. Normal bir hiz genellikle hastanin ciddi hemodinamik sorun
yasamadigim1  gosterir. Sekonder hipotansiyon iligkili olabilen bradikardi,
miyokarddaki reseptorlerin vagal afferentlerle uyarilmasi sonucu olusur. ilk 24-12
saatten sonra devam eden siniis tasikardisi yiiksek mortalite ile beraberdir. Kan
basinci genellikle normaldir ama anksiyeteye sekonder yiikselmis ya da kalp
yetersizligi sebebi ile diigmiis olabilir. Hipertansiyon hastalarinda kan basinci normal

seyredebilir (Fuster ve ark. 2002)

Genellikle norolojik muayene normal olmasina ragmen azalan debiye bagh
hipoperfiizyonun yol actigt mental durum degisiklikleri goriilebilir. AMI’li
hastalarda siklikla anksiyete, depresyon ve bulundugu durumu inkar gibi emosyonel
degisiklikler gozlenebilir (Antman 2001) (Sonel 2003).



2.8 Elektrokardiyografi (EKG)

Elektrokardiyografi (EKG), AMD’niin tanilamasinda basit, kullanish ve en
onemli ydntemlerden biridir. Infarktiisten sonra enzimlerin yiikselmesi saatler hatta
giinler gerektiginden erken tedavi ve acil tedavideki yeri kisith kalmaktadir. Halbuki
EKG degisiklikleri ¢ok daha erken olmakta ve bdylece erken tanidaki Onemini
yillardir korumaktadir. AMI’'nin tanilamasinda erken donemde seri g¢ekilen 12
derivasyonlu EKG’nin tanisal degeri yiiksektir. Bundan dolayr MI siniflandirmasi
EKG bulgularina gére yapilmaktadir. (ST elevasyonlu MI, ST elevasyonsuz MI) ST
segment degisiklikleri, miyokard iskemisinin ilk gostergeleridir. ST segmentinde
izoelektrik ¢izgisinin Imm’nin {izerinde ¢okme veya ylikselme yoniinde artmasi
anlamli olarak kabul edilmektedir.Elektrokardiyografinin  duyarliigr  %60°1,
ozgilligl %90°1 gegmemektedir. MI gegiren olgularin yaklasik %10’unda normal
EKG bulgular1 saptanabilmektedir (Antman ve Braunwald 2001)(Gok
2002)(Antman, Hand ve Armstrong 2008).

2.9 Kardiak Markirlar

Biyokimyasal markerler hem miyokardiyal nekrozun tanisinda, hemde
prognozun belirlenmesinde yararlidir. iskemi sirasinda miyokard hiicresi membran
biitiinliiglinlin ~ bozulmas1  sonucunda intraseliller ~makromolakiiller —once
interstisyuma, oradanda lenfatik dolasima gecer ve sonu¢ olarak periferik
dolagimda saptanabilirler (Zimmerman ve ark. 1999). Kardiyak belirteglerin hepsi
miyokardial proteinler olmalarina karsin, miyosit ic¢indeki yerlesimleri, hasar
sonrasi salinimlar1 ve klirensleri agisindan farklilik gosterirler (Burtis ve Ashwood
2005). ideal bir kardiyak belirte¢ su 6zellikleri tasimalidir: (Kiiltiirsay 2004)

1.Sadece miyokard hasarinda yiikselmeli.
2.Hafif miyokard hasarinda dahi diizeyi yiikselmeli.

3.Hasardan hemen sonra salinabilmeli.
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4 Hasar derecesi ile orantili miktarda salinmali

5.Kanda uzun dénem yliksek kalmali.

6.Tekrarlayan hasar1 gdstermeli.

7.Kolay ve ucuz olgiilebilmeli

8.Test istek-sonug¢ alma siiresi kisa olmali.

Miyokardin hasarlandigini belirleyen proteinler sunlardir; myoglobin, kreatin
kinaz izoenzimleri, kardiyak troponinler, yag asidi baglayici proteinler (FABP).
Asprtat amino transferaz ve laktat dehidrogenaz gibi serum enzimlerinin miyokard
infarktiisii tanisinda hala yeri olmakla beraber artik sik kullanilmamaktadir(Ellis

1991).

2.9.1 Miyoglobin

Miyoglobin, kalp ve iskelet kasinda bulunan diisik molekiil agirlikli bir
proteindir.(17.8kDa) Yapilan ¢ailsmalarda diisitk molekiil agirliga sahip oldugundan
miyokardiyal hasar meydana geldiginde serumda c¢ok kisa silirede arttig
gosterilmistir. Miyoglobin, miyokard enfarktiisiiniin duyarli bir merkeridir ancak
Ozgiilliigii yoktur. Miyokarddan hizla salinir ve bobrekten hizla atilir. Hizli kinetigi
nedeniyle, akut bir olayin baslangicindan sonra erken yiikselir ve bu nedenle,
kardiyak hasarin erken saptanmasi ve/veya ekarte edilmesi agisindan giivenilirdir.
Ancak 06zgiilliigii olmadigr icin, gilivenilir olan potitif prediktif degerinden ziyade,
negatif prediktif degeridir.4-6 saatlik siire icinde miyoglobinde artis olmamasi veya 6
saat gectikten sonra artis olmamasi, kardiyak hasari ekerte etmek icin dogru bir

kriterdir (Martin 1998) (Rajappa ve Sharma 2005).

2.9.2 Kreatin Kinaz

Kreatin fosfokinaz (CPK) stoplazmik ve mitokondrial bir enzimdir. Kalp kast,
iskelet kasi, beyin, prostat ve uterusta bulunur. Kontraktilite i¢in gerekli olan ATP
olusum reaksiyonunu katalizler. Ayni zamanda doniisiimlii olarak, fosfat vericisi

ATP’yi kullanarak kreatini fosfatlar. M ve B subiinitelerinden olusmus dimerik bir
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yapidadir. Bu iki subiinitenin aralarindaki kombinasyonla ii¢ izoenzim meydana

gelir.

Tablo 2.2: Kreatin kinaz izoenzimleri ve bulunduklari dokular(Erener ve
Ako6z 2011)

Kreatin Kinaz Izoenzimleri Bulunduklar1 Dokular

CK 1 (CK-BB) Beyin dokusunda bulunur.

CK 2 (CK-MB) Miyokard dokusunda bulunur ve
total enzimin %3 iinii olusturur.

CK 3 (CK-MM) Iskelet kasinda bulunur ve total
enzim diizeyinin % 97 ‘sini olusturur.

Kreatin kinaz (CK)’nin 6l¢imii, uzun yillar akut miyokard enfarktiisii tanisi
icin altin standart olmustur. Artig, enfarktiisten 6 saat sonra baslar. Pik degerler,
kabaca 24 saatte olusur ve CK-MB 36-72 saatte normale doner.Bu nedenle 8-12
saatte bir kan alinmasi Onerilir.Uygun klinik ortamla birlikte, yiikselen ve diisen

degerler oldukca diagnostiktir (Zimmerman ve ark. 1999).

Herhangi bir nedene bagli miyokardial hiicre 6liimii, CK-MB de artisa neden
olacaktir. Bu artislar, kardiyak kontiizyon, elektriksel hasar, miyokard tutulumu ile
birlikte ciddi perikardit ve miyokardit olan hastalarda agik bir sekilde gozlenmistir.
CK-MB’de artisin iskelet kas1 hasaria bagli olabilecegi olasiligr diistiniilmelidir. Bu
durumda oran kriterinin kullanilabilecegi one siirlilmiistiir. Bu yaklagimin temel,
kalp, ¢ok yiiksek CK-MB orani olan tek organ oldugu i¢in, kandaki total CK
miktarina gore daha yliksek CK-MB oraninin, iskelet kasindan ziyade kalp kasindan
saliniminin olmasidir. Yine CK-MB degerinin kronik bdbrek yetmezligi tanisi olan
hastalarda yiiksek tespit edilmesi tartigma yaratmigtir. Bu artiglar kalsiyum, fosfor ve
paratiroid hormonunun, protein kas turnover’i tizerindeki etkilerine bagli olabilir

(Jaffe ve ark. 1984).

2.9.3 Troponin

Kardiyak troponinlerin gelistirilmesi, kardiyak hasar tanisinda devrim
yaratmigtir. Saptanan troponin izoformlari, kardiyak hasar acisindan tamamen
spesifiktir ve bunlarin artan duyarliligi ve uzun siiren diagnostik penceresi, daha 6nce

bilinmeyen pek ¢ok bozuklugu saptamaya baslamistir.
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Ucg kardiyak troponin vardir: Troponin | (¢cTnl), T (¢TnT) ve C (cTnC). Bu
proteinler, aktin ve miyozinin kalsiyuma bagl etkilesimini regiile ederler. cTnC, diiz
kasta bulunan troponin izoformu ile ayni oldugu i¢in, kardiyak spesifitesi yoktur.
Ancak, cTnl ve cTnT’nin kardiyak formlari, 6zel genlerden gelmektedir ve bu

nedenle, kardiyak ozgiilliikleri ytiksektir.

Kardiyak 6zgiilliik konusu, ¢Tnl i¢in barizdir. Giiniimiiz de, ¢Tnl kalp disinda
hicbir dokuda bulunamamistir. (Sadece neonatal gelisim esnasinda bulunan
dokular).Bu son gozlem onemlidir, ¢iinkii CK’nin B zincirinde oldugu gibi, neonatal
gelisim esnasinda taginan proteinler ¢ogunlukla doku hasarina yanit olarak yeniden

tasinirlar.

Troponinlerin en &nemli kullanim alam AMI erken tamisidir. Yapilan
calismalarda troponinlerin AMI’indeki duyarlilik ve 6zgiilliigiiniin diger kardiyak
enzimlerden daha yiiksek oldugu bildirilmistir. Kardiyak hasar1 tespit etmede ¢TnT
ve cTnl esit duyarlilik ve 6zgilinliige sahiptir (Martin ve ark. 1998)

Kalbe spesifik olan kardiyak troponin I (cTnl)’dir. Insan c¢TnI’s1 iskelet kasi
ile karsilastirildiginda 30 aminoasit uzundur ve bu kardiyak o6zgilligilini
saglar.cTnl’nin insan ve hayvan iskelet kasinda eksprese olmadigi gosterilmistir

(Bodor ve ark. 1995).

Kardiyak troponin T (cTnT)’nin kendine has 11 aminoasitlik dizisi kardiyak
ozgullugi verir. Fakat iskelet kasinda az miktarda da olsa yapilmaktadir. Bu da ¢TnT
insan fetal gelisimi esnasinda rejenere olan kas dokularmin hastalik hallerinde
yapilmaktadir. Ornegin polimyozit, muskuler distrofi ve kronik bébrek yetmezligi
olan hastalarin iskelet kasi orneklerinde ¢TnT bulunmaktadir (Ricchiuti ve ark.
1998).

2.9.4 Diger Serum Kardiyak Belirtegleri

Laktat Dehidrogenaz: Laktat dehidrogenaz (LDH), tipki1 CK gibi pek ¢ok dokuda
bulunur. Kalp disinda 6zellikle bobrek, eritrosit, iskelet kasi, beyin, mide ve
karacigerde bulunur. LDH’m 5 izoenzimi vardir. Bu izoenzimlerden LDH-1 ve

LDH-2 miyokard nekrozunun tanisinda kullanilir.
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Serum total LDH aktivtesi, gdgiis agris1 bagladiktan sonra 8-12 saatte yiikselir,
24-48 saat sonra pik degerine ulasir, 7 giin veya daha uzun siirede normal degerine
iner. LDH-1/LDH-2 oraninin  >1 olmast miyokard nekrozunu gosterir.
Hospitalizasyondan giinler oncesi gegirilen enfarktiis tanisi i¢in yararli olabilir.
Ancak glinimiizde kardiyovaskiiler hastalarin degerlendirme ve tedavisinde

kullanilmamaktadir.

Aspartat Aminotransferaz: Aspartat aminotransferaz (AST), 8-12 saat iginde
degerleri yiikselmeye baslar, 24-72 saatte pik yapar ve 2-5 giin yiiksek kalir. Serum
seviyeleri pek ¢ok hastalikta yiikselmektedir. Bu nedenle tani koymada artik

kullanilmamaktadir.

2.10 Tedavi

Teshis sonrasi dogru tedaviyle sagkalim oraninin arttig1 bilinmektedir. Bizim
hastalarimizda dogru teshis ve tedavilerinin sonucu olarak 30.giinde kardiyoloji
poliklinigine kontrollerine gelmis ve kan Ornekleri de bu sirada elde edilmistir.
Cesitli kliniklerin tedavi protokolleri klinigin ve hastalarin 6zelliklerine gore bazi
degisiklikler gosterse de genel olarak MI gegiren hastaya uygulanan tedavi basliklar
halinde asagida verilmistir(Sonel 2003)(Enar 2006). AMI’de tedavide genel ilkeler:

A.Gogiis agrisinin tedavisi

B. Trombolitik ilaglarla reperfiizyonun baslatilmasi

C. Hastanin koroner bakim tiinitesine alinip monitor edilmesine baslanmasi

D. Basit ve hafif diyet, ilk birka¢ giin i¢in sodyum kisitlamasi

E. Oksijen verilmesi

F. Kisa siireli -blokor verilmesi

G. Hasta tam aktif hale gelinceye kadar, venoz tromboz ve pulmoner
embolizmi O6nlemek i¢in heparin veya diisiik molekiil agirlikli heparin, hirudin vb.

verilmesi
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H. Antitrombotik tedavi
J. Statin tedavisi
K.Cerrahi tedavi

3 APOPTOZIS

Siklikla programli hiicre 6liimiine esdeger olarak kabul edilen apoptozis, ¢ok
hiicreli organizmalarin genetik sifrelerinde bulunan “’hiicre intihar1’’ programlarinin
gelisimsel ve/veya ¢evresel uyarimlarla etkinlesmesi sunucu ortaya ¢ikan, gelisim ve
farklilagsma sirasinda organ yapist ve islevlerinin aktif degisimini saglayan fizyolojik

hiicre 6limii olarak tanimlanmaktadir ( Alles ve ark. 1991).

Apoptoz Yunanca bir sdzciik olup (apo:den/dan ve ptosis: diismek) ilk kez
Kerr ve ark. (Kerr ve ark. 1972) tarafindan 1972 yilinda bir ¢esit hiicre 6lim seklini
tanimlamak i¢in kullanilmistir. Enerjiye bagimli olarak gergeklesen apoptoz,
morfolojik degisimlerle kendini gosterir. Ilk olarak hiicre biiziiliir, niikleusta
kromatin yogunlasir ve DNA parcalanir. Bu DNA pargalart ve cesitli hiicresel
organeller hiicre zar1 ile paketlenir (apoptotik cisimcikler) ve ortamdan komsu hiicre
veya makrofajlar tarafindan fogositozla uzaklastirilirlar (Mills ve ark. 1999). Duke
ve arkadaglar1 1983 endoniikleazlarin neden oldugu DNA kiriklarimi jel
elektroforezinde gostermisler ve apopitotik hiicre oliimii ilk defa biyokimyasal
anlamda ifade edilmistir. Bu tarithten sonra apoptozisle ilgili ¢alismalar hizli bir
sekilde artmistir (Wyllie ve Duvall 1992) (Thompson 1997). Takiben 1990’11 yillarin
ikinci yarisinda apoptozis ile ilgili ¢ok sayida arastirma yapilmis ve apopitozisin
olusmasinda rol oynayan kaspaz (caspase) aktivasyonu, apoptotik hiicrelerin
fagositozu ve mitokondriyal membran gegirgenligindeki degisiklikler tarif edilmistir

(Majno ve Joris 1995).

3.1 Apoptozisin Goriildiigii Olaylar
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Apototik hiicreler organizmanin bazi dokularinda ve hiicrelerinde stirekli
olarak olugmaktadirlar ve bu olusum 6miir boyu devam etmektedir. Boylece 6liim
(apoptozis) ve yeniden yapim  (mitozis) bu dokularda doku homeostazisini
olusturmak tiizere dinamik bir denge halinde siiregelir (Wright ve ark. 1996).
Apoptotik hiicrelerin uzaklastirilmasi ve yerine yenilerinin konmast glinliik 1x10"
hiicre olarak tahmin edilmektedir ki yetiskin bir bireyin total viicut agirliginin her 18-

24 ayda bir degisimine esittir (Ulukaya 2007).

Apoptozis ¢ok hiicreli canlilarin gelisimi esnasinda da goriiliir. Cok hiicreli
canlilarin normal ve dogru gelisimleri se¢ilmis bazi hiicrelerin apoptozisle dlmesine
baglidir. Ornek olarak 1mm uzunlugunda transparant bir kurtguk olan Caenorhabditis
elegans’in baslangigcta 1090 olan hiicre sayis1 tam olarak apoptozisle 131 hiicre azalir
ve boylece hermafroditik formdan yetigskin forma doéniisiir(Hermann ve Kalden
2003).

Hiicrelerin yasam siireleri hiicre tipine gore degismektedir. Bagirsak hiicreleri
3-5 giin, epidermal hiicreler 20-25 giin, eritrositler ise 120 giin kadar yasayabilirken,
miyositler veya ndronlar 6miir boyu yasarlar (Tomatir 2003). Miyositlerin veya
noronlarin yaklastk % 10-15’1 Oomriin sonuna dogru kaybedilmektedir. Zamani
gelince Olen bu hiicreler, daha Onceden programlanmis sekilde Oliirler
(“’programmed cell death’’). Oliimler fizyolojik sartlarda meydana geldigi igin
fizyolojik hiicre dliimii (‘’physiological cell death’’) olarak da adlandirilir. Ayrica,
bir sekilde DNA’s1 hasar gormiis (viriis etkisi veya cevresel nedenlerle) hiicreler
organizmanin zarar gérmemesi ve organizmanin yarart i¢in kendilerini o6ldirtirler
(“’hiicre intihar1 veya cell suicide’’). Doku homeostazisi i¢in (6rnegin yara iyilesmesi
veya bagirsak hiicrelerinin kendilerini yenilemelerinde (tunover) oldugu gibi )
hiicreler ortamdan odlerek kaybolurlar (‘’cell deletion).Iste tiim bu kavramlar
apoptozis (effercytosis) ile es anlamli olarak kullanilabilen ve literatiir de yer alan

ifadelerdir (Tomatir 2003)(Altunkaynak ve Ozbek 2008).

Programlanmis hiicre 6liimii, embriyogenezis, organ involiisyonu (6rn:timus),
immiinolojik reaksiyonlar ve diferansiye hiicrelerin yasam siirelerinin sonlanmasi
gibi bir ¢ok fizyolojik olayda yer almaktadir (Alles ve ark. 1991). Apoptozis fetusta

normal doku gelisiminin temel o6zelligidir (Alles ve ark. 1991). Normal eriskin
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dokularinda ise hiicre biiyiimesi ve apoptozis bir denge i¢indedir. Bu dengenin biri
lehine bozulmasi ¢esitli patolojilere yol agmaktadir. Genetik hiicre 6liim programinin
hatal1 ekspresyonu veya apoptotik hiicre 6liim programinin eksik uygulanmasi ¢esitli
karsinom, otoimmiin hastaliklarin ve viral infeksiyonlarin patogenezinde rol
oynamaktadir (Searle ve ark. 1982) (Saikumar ve ark. 1999). Kurbagalarin
metamorfozisi esnasinda kuyruklarinin  kaybolarak erigskin forma ge¢meleri
apoptozisle gerceklesir. Bdoylece yetiskin forma gegerler. Kuyruktaki hiicreler
apoptozisle dlerek kaybolur. Insan embriyosunun el parmaklar1 arasinda bulunan
perdelerin  buradaki hiicrelerin  apoptozisle 6lmesi sonucu kayboldugu

distintilmektedir (Mcphie ve ark. 2003) (Piret ve ark. 2004).

Apopitozisin gorildigi fizyolojik olaylara verilebilecek ornekler asagida

siralanmustir:

*Embriyogenez ve metamorfoz silirecinde programli hiicre yikimi (fetus
implantasyonu, organogenezis ve gelisim siirecinde yasanan involiisyon)(Levison ve

Hopvvood 1976).

*Erigkinde hormona bagimli involiisyon (mentriiel siklusta endometriyum
hiicrelerinin yikimi, menopozda folikiil atrezisi, laktasyonun kesilmesinden sonra

meme bezlerinin rejenerasyonu) (Cohen 1993).

*Siirekli ¢cogalan hiicre gruplarinda hiicre sayisinin dengelenmesi amaci ile

hiicre azaltilmasi (barsak kripta epitelleri) (Majno ve Joris 1995).

*Immiin hiicrelerin se¢imi (hem B hem de T hiicrelerinin sitokin
deplasyonundan sonra ve timusun gelisimi sirasinda otoreaktif T hiicrelerinin ortadan
kaldirilmasi )(Cohen 1993)

Apopitozisin goriildiigii patolojik olaylara verilebilecek Ornekler asagida

siralanmastir:

*Timorlerde hiicre 6limii (hem biiyliime hem regresyon agamasinda) (Cohen
1993).

17



*Hormonlara bagli dokularda patolojik atrofi (kastrasyon sonrasi prostat
atrofisi, glukokortikoid kullanimi sonrasi timusta lenfosit kaybi) (Bellamy ve ark.
1995).

*Parankimden zengin dokularda duktus tikanmasindan sonra patolojik atrofi

(pankreas ve bobrek tiibiillerinde oldugu gibi).

*Sitotoksik T hiicreleri ile olusturulan hiicre 6liimii (otoimmiin hastaliklar)

(Cohen 1993).

*Cesitli etkenlerle olusan hiicre Oliimii (radyasyon, antikanser ilaglari,

hipertermi, hipoksi, travma)(Schwartzman ve Cidloski 1993).
3.2 Apopitozis Mekanizmasi

Hiicrenin kendi otomatik saati olan genlerin aktivasyonu veya ¢evreden gelen

sinyallerle apoptozis baslamaktadir(Erdogan 2003).

Apoptozis Oonceden hazir olan hiicrelerde primer baslatilabilir ya da bir uyaran
sonucu sekonder olarak gelisir. Hiicre dis1 uyaranlar arasinda; tiimor nekroz faktori
(TNF), koloni uyaric1 faktorler (CSF), noron biiyiime faktorii (NGF) (Giirbilek ve ark
2004), IL-2 gibi maddelerin ortamda azalmasi, glukokortikoidler, radyasyon, ilaglar,
cesitli antijenler 6nemli yere sahiptir. Otoimmiin hastalik gelisiminde rolii oldugu
belirtilen Fas/FasL (Bender ve ark. 2005), s Fas proteinleri, viriisler de (HIV gp 120
proteini, influenza virlisiu TNF reseptorii iizerinden; adenoviriis hiicre genetik
yapisini bozarak) hiicreyi apoptozise gotiirmektedir(Erdogan 2003). Organizmada
apoptozisi uyaran ve engelleyen ¢ok sayida gen bulunmaktadir (Oktem ve ark. 2001).

Yapilan c¢aligmalar gostermistir ki; transmembranik sinyal iletimi, biiyiime
faktorleri ve hormonlar gibi hiicre 6lim mekanizmalarini baskilayan faktorlerin
ortamdan cekilmesi sonucunda apoptozis gerceklesmektedir. Ayrica tiimor nekroz
faktor reseptorii (TNFR) gibi plazma membran reseptorlerinin aktivasyonu ya da
diisiik dozda ¢esitli zedeleyici ajanlarin ve glikokortikoidlerin intraseliiler sinyal
iletimi ile apoptoziste gorevli proteinlerin sentezinin arttirilmas: da apoptozis

olusumuna katki saglar. Apoptozisten sorumlu mekanizmalarin basinda kaspaz
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enzim ailesinin aktivasyonu gelmektadir. ‘’Interleukin converting enzim (ICE)”’
olarak da adlandirilan kaspazlar, endoniikleazlar1 aktive ederek DNA sarmalina ve
proteaz etkisiyle dogrudan stoplazmadaki proteinlere etki ederek morfolojik
degisikliklerin ortaya ¢ikmasina yol agarlar. Ayrica apoptoziste Bcl-2 gen ailesi, p53
geni ve Fas (CD95) geni gibi ¢esitli genlerin rolleri de vardir (Kargi ve ark. 2007).

Tablo 3.1: Apoptozis ve Genler (Oktem ve ark. 2001)

Apoptozisi baskilayan genler

Apoptozisi indiikleyen genler

*Bcl-2 grubundan;

BHRL-1,bcl-xI, bcl-w, bfl-1,

* Bcl-2 grubundan;

Bad, Bax, Bak, Bcl-Xs,

brag-1, mcl-1, Al bid, bik, Hrk1
*c-abl geni *C-myc
*ras onkogeni *p53, p21
*¢oziinebilir fas *fas (CD95/APQ1),
FADD/MORT, RIP, FAST
*p35
*interlokin doniistiiriicii enzim
*A20 benzeri proteinler (ICE)

*LOH (MTS1/CDK41)

Apoptozisi etkileyen hiicre i¢i uyaranlar arasinda sitokinler, hiicre igi
kalsiyum miktarinda artig, timor nekroz faktér, DNA hasari nedeniyle bir timor
slipressor gen olan p53’in aktive olmasi, viral-bakteriyel enfeksiyonlar,
glukokortikoidler ve onkojenlerin (cmyc gibi) yer aldigi bilinmektedir. Ayrica
hipertermi, radyasyon, sitotoksik antikanser ilaglart ve hipoksi gibi nekroz
olusturabilen etkenler hafif dozlarda apoptoz meydana getirirler. Apoptozda hiicre
olumii cevreye rahatsizlik vermeksizin gelisse de bazen apoptozis dolayli olarak
cevre dokuda nekrozu baslatabilir ya da tam tersi nekroz apoptozis gelismesine yol

acabilir (Oktem ve ark. 2001).

Apoptoz stirecinde belli basli ii¢ anahtar bilesen vardir. Bunlar; Bcl-2 ailesi
proteinleri, kaspazlar ve Apaf-1 (Apoptotik protease activating factor-1) proteinidir.
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Bu bilesenlerin biyokimyasal aktivasyonu, apoptozda gézlenen mitokondriyal hasar,
cekirdek zar1 kirilmasi, DNA fragmentasyonu, kromatin yogunlagmasi ve apoptotik
cisimlerin sekillenmesi gibi morfolojik degisikliklerden sorumludur (Staley ve ark.
1997). Giiniimiizde apoptoz siirecinde rolii olan biyokimyasal ve genetik
komponentlerin aydinlatilmasiyla birlikte apoptozun aktivasyonuna ya da
inhibisyonuna yonelik calismalar; kanser, AIDS ve otoimmun bozukluklar gibi
bir¢ok hastalikta yeni tedavi olanaklarini giindeme getirmektedir (Estaguier ve ark.
1994).

DNA Hasari
) P53‘
Hiicre siklus durmasi Hiicre siklus durmasi
DNA tamiri Tamir edilemeyen hasar
Apoptozis

Sekil 3.1: P53 aracil1 apopitoz (Yuan ve ark. 1993)

Apoptozis, oncelikle kaspazlari aktive eden birbirinden farkli ancak sonugta

¢ ¢

birbiriyle birlesen ‘’Ekstrentik= 06liim reseptorleri ile baslatilan yol ve
Intrensik=mitokondriyal’’ yoldan olusan ‘’Baslangi¢ Faz1’’ ad1 da verilen bir donem
ile baslar. Daha sonra enzimlerin hiicre 6liimiine neden oldugu ‘’Uygulama Faz1’’
denilen asama ile sonlandirilir (Hokelek ve ark. 2009). p53 ilk olarak 1979 yilinda
timor gelisimi lehine islev gosteren bir protein olarak tanimlanmistir (Lane ve

Crawford 1979). p53’iin hiicresel islevlerine bakildiginda, hiicrenin yasamasi ya da
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Olmesi ile iliskili yolaklarda merkezi konumda bulundugu goriilmektedir (Velculescu
ve El-Deiry 1996)(Harris 1996).

3.3 Apoptoz Uyaricilar:

a)Genetik kontrol (Embriyolojik evreden dogum sonrasi yasam boyu
etkilidir.)

b)iyonize radyasyon

c)ilagc ve ¢evresel faktorler (steroid tedavisi, keomoterapi, insektisitler,

tarimda kullanilan ilaglar, kozmik 1sinlar)

d)Iskemi reperflizyon, mekanik travmalar, viremi, bakteriyemi, sonrasi

gelisen sepsis ve septik soklar.
3.4 Apopitotik Hiicre Oliimiiniin Asamalari

Apopitoz hiicre i¢inden veya disindan gelen sinyallerle baslatilan ve birbirini

takip eden bir olaylar zinciri olarak seyreder. Bu asamalar;
I)Apopitozun baslatilmasi
I)Hiicre i¢i proteazlarin (kaspazlarin) aktivasyonu
I11)Hiicrede ¢esitli morfolojik ve biyokimyasal degisikliklerin olusmasi,

IV)Fagositoz, olarak 6zetlenebilir (Afford ve Ranthawa 2000).
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SINYAL
KASPAZ AKTIVASYONU
Endontikleaz Hiicre iskeletinde Hiicre yiizeyinde
aktivitesi ile DNA degisiklikler degisiklikler
kiriklar:
FAGOSITOZ

Sekil 3.2: Apopitoz basamaklari(Oztiirk 2002)

Hiicre i¢inden veya disindan gelen sinyaller, kaspazlari aktive eder. Aktive olan
kaspazlar hedef proteinlerini yikarak, hiicre i¢i degisikliklere neden olur. Sonucta
hiicre pargalanarak apopitotik cisimlere ayrilir. Apopitotik cisimler fagositoz yoluyla
yok edilirler.

I)Apopitozun Baslatilmas1 (Sinyal Uretici Yollar)

Hiicrenin apopitoza gidebilmesi icin ilk once, ilgili genetik mekanizmay1
harekete gecirecek bir sinyalle karsilagmasi gerekir. Bu sinyal hiicre i¢inden veya
disindan gelebilir (Thompson 1999)(Mountz ve Zhou 2001)(Afford ve Ranthawa
2000).

Hiicre Disindan Kaynaklanan Sinyaller

Hiicrelerin maruz kaldig1 dis etkenler; Hipoksi, 1s1, antikanser ilaglar,
radyasyon, gamma ve ultraviyole isinlar gibi etkenler DNA hasar1 olusturarak

apopitoz meydana getirirler (Renehan ve ark. 2001) (Cotran ve ark. 1999).

Cevresel yasam sinyallerinin ve biiylime faktorlerinin yetersizligi: Hiicreler
cevre hiicrelerden ve ekstraselliiler matriksden gelen yasam sinyallerine, biiyiime
faktorlerine ihtiya¢ duyarlar. Bu sinyaller diizenli bir sekilde ve yeterli miktarda
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olmazsa hiicreler apopitoza giderler (Thompson 1999). Orn: néronlar ‘’nerve growth
factor (NGF)’’ yetersizliginde apopitoz gosterebilirler (Cotran ve ark. 1999).
Cevreden gelen sinyallerin kesilmesi ile hiicre 6liimiiniin nasil basladigi tam olarak
bilinmemektedir. Biiylime faktoriine bagimli hiicrelerin kiiltiirlerinde, biiylime
faktorleri ¢ekildigi zaman, hiicrelerin metabolizmalarinda ani bozulmalar ve hiicre

siklusunda duraklama oldugu izlenmistir (Thompson 1999).
I1) Oliim reseptorlerinin aktivasyonu ( Reseptor-Ligand etkilesmesi)

Bazi sitokinler hiicre membraninda bulunan reseptorlere baglanarak o6liim
programini harekete gegiren sinyaller tiretebilirler(Thompson 1999) (Cotran ve ark.
1999) (Carlson 1999). Apopitozda rol alan membran reseptorleri iginde en onemli
grup “’tumor necrosis factor receptor (TNFR)’’ ailesidir. Bu reseptdr grubunun en
az 19 tiyesi vardir. Bu reseptorlerin biyolojik etkileri gesitlidir ve apopitoz ile sinirl
degildir (Afford ve Ranthawa 2000). Bir kismi apopitoz olustururken, bir kismi
proliferasyona neden olur. Bir kismi ise her ikisini de olusturur. TNRF icinde
apopitoz olusturan reseptorlerden en onemlileri Fas ve TNRF1°dir. Bu reseptdrler
uyarildiklarinda, hiicrenin stoplazmasinda bulunan pargalari, ‘’adaptor proteinlere’’
baglanir. Adaptor proteinlerin 6liim effektor pargalar: vardir. Bunlar da apopitoz i¢in
baslatici olan kaspazlara (6rn:prokaspaz 8) baglanirlar (Jones ve Gores 1997) (Cotran
ve ark. 1999).

Fas-Fas ligand aracili apopitoz: Bu tip apopitoz hiicre yiizey reseptorii Fas (CD95,
APO-1) araciligr ile olusur. Fas ligandin Fas reseptoriine baglanmasi ile Fas
reseptoriiniin hiicre i¢inde bulunan pargasi, Fas adaptor proteinle (FADD-Fas adapter
protein with a death domain) birleserek 6liim baglatan sinyal kompleksini (death
inducing signalccomplex-DISC) olusturur. Bu da prokaspaz-8 in aktiflesmesini
saglar (Budd 2002).

Fas ligand membrana bagli veya solubl olabilir. Solubl fas ligand (FasL,
CD95L) immun sistem hiicreleri tarafindan olusturulur. Bu ligandin T hiicreleri
membraninda bulunan Fas reseptoriine baglanmasiyla, immiin reaksiyonla aktive
olmus ve gorevlerini tamamlamis olan lenfositlerin apopitoz ile yok edilmeleri

saglanmig olur (Thompson 1999)(Cotran ve ark. 1999)(Gastman 2001).
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Tumor Necrosis Factor (TNF) aracili apoptozis: Bir sitokin olan TNF’nin TNF
reseptorleri ile birlesmesi (6rn TNFR1) sonucunda reseptoriin hiicre i¢cinde bulunan
pargasi, TNFR adaptér protein (TRADD- TNFR adapter protein with a death
domain) ile etkilesirr TRADD daha sonra FADD ile birleserek prokaspaz 8 ‘i
aktiflestirerek apopitozo neden olur (Cotran ve ark. 1999).

Fas reseptoriiniin aksine, TNFRI1’in TRADD’la etkilesmesi her zaman
apopitoz ile sonuglanmaz. TRADD, FADD yerine bagka adaptor proteinlere
baglanabilir. Bunun sonucunda 6nemli bir transkripsiyon faktorii olan niikleer faktor
—kB(NFkB) harekete gecebilir. Bu durumda hiicre canli kalir. Hiicrede hangi yolun,
nasil secildigi agik degildir. Ancak, hiicrede aktif NFkB (bazi tiimorlerde bulunur)

bulundugu zaman, hiicrenin canli kaldig1 diistiniilmektedir (Cotran ve ark. 1999)

Tiimor Nekroz Faktor(TNF)

Tiimdrlerde hemorajik nekroz yaptigi icin bu ad verilmistir. Kagektin olarak
da bilinir. TNF, TNF-o. ve TNF-B olarak ikiye ayrilir. TNF-a ve TNF-§ arasinda
yaklasik %30 oraninda benzerlik vardir. 6. Kromozom iizerinde yer alan iki ayr1 gen
tarafindan yapilir. Ayni hiicre yiizey reseptoriine baglanmak i¢in yarisirlar. TNF-
a’nin molekiil agirhigr 17kDa’dir. TNF-a baslica aktif makrofajlar tarafindan yapilir.
TNF’nin iki ayr1 gen tarafindan kodlanan 2 ayri reseptorii vardir. Tip II reseptor

baslica miyeloid hiicrelerde bulunurken Tip I pek ¢ok hiicrede mevcuttur (Tokgoz
1997).

TNF-a’nin  biyolojik fonksiyonlar1 konsantrasyonuna baghdir. Diisiik
konsantrasyonlar da etkisi lokaldir. Lokositler ve endotel hiicreleri iizerine otokrin ve
parakrin etki yapar. TNF-a, damar endotelinde bazi adezyon molekiillerinin ortaya
¢ikmasina yol agar. Adezyon molekiilleri endotelin 6nce nétrofiller daha sonrada
mononiikleer 16kositler i¢in yapigkan olmasmi saglar. Bdylece inflamatuar
reaksiyondan sorumlu hiicreler infeksiyon sahasina toplanir. TNF-a, noétrofil,
eozinofil ve mononiikleer fagositlerin mikroorganizmalar1 6ldiirmesini aktive eder,
mononiikleer fagositler ve diger bazi hiicrelerin inflamatuar yanitta 6nemli rolleri

olan IL-1, IL-6, TNF-o ve kemokin gibi sitokinlerin {iretimini uyarir (Tokg6z 1997).
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TNF-0’nin Genel Sistemik Etkileri:

1-TNF-a, endojen pirojendir. Hipotalamik etkiyle ates olusturur. Bu atesin

nedeni, hipotalamik hiicrelerin asir1 prostoglandin sentezlemesidir.

2-TNF-a, mononiikleer fagosit ve vaskiiler endotelin IL-1 ve IL-6,
hepatositlerin ise akut faz proteinlerini sentezlemesini uyarir. Akut faz proteinleri,
organizmada bir doku hasari ve inflamasyon oldugu zaman plazma diizeyleri
degisiklik gosteren proteinlerdir. Bunlardan bazilarinin konsantrasyonu artarken (C-
reaktif protein, serum amiloid-A, alfa-2 makroglobulin, fibrinojen, seruloplazmin,

ferritin, kompleman komponent-3 gibi) bazilarinki diiser (alblimin, transferin gibi).

3-TNF-0, damar endotelinin prokoagiilan ve antikoagiilan fonksiyonlarinda

degisiklikler yaparak pihtilagsma sistemini aktive eder.

4-TNF-0, uzun siire verildiginde kemik iliginde kok hiicre bdliinmesini

baskilayarak lenfopeni, immiin yetmezlik ve kaseksi gelismesine yol agabilir.

TNF-a osteoblastik alkalen fosfataz aktivitesini, osteoklastlarin kemik
rezorbsiyonunu, kondrositlerin kartilaj turnover’ini, fibroblast ve sinoviyal hiicrelerin
proliferasyonunu uyarir. Asirt miktarda TNF-a salinimi dolasim yetmezligi ve

dissemine intravaskiiler koagiilasyon (DIC) ile 6liime sebep olabilir (Tokgdz 1997).

Timor nekrozis faktor-o (TNF-a), endotelden, diiz kashiicrelerinden ve
makrofajlardan, ¢esitli biyolojik etkilere yanit olarak dolagima salinmaktadir (Warner
ve Libby 1989). Onceleri, tiimér hiicreleri, iizerine hemorajik nekroz etkileri ile
tanimlanan TNF-o’nin sonraki yillarda kardiyovaskiiler sistem iizerine etkileri de
tanimlanmistir. Ozellikle hayvanlarla yapilan ¢alismalarda, TNF-o’nin progresif sol
ventrikiil disfonksiyonuna, pulmoner 6deme, sol ventriikiil yeniden bigimlenmesine,
fetal gen ekspresyonuna ve kardiyomiyopatiye neden oldugu gosterilmistir (Ridker

ve ark 2001) (Frangogiannis ve ark. 2002).

Sitotoksik T lenfosit aracili apopitoz: Sitotoksik T lenfosit (CTL) infekte olmus

olan konakg1 hiicrelerin yiizeyinde bulunan yabanci antijenleri tanirlar. CTL’lerin
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ana gorevi malign ve/veya virus ile infekte olmus olan hiicrelerin 6ldiiriilmesidir

(Cotran ve ark. 1999) (Rodenburg ve ark. 2000).

Yabanci antijenleri tanidiklarinda yiizeylerinde Fas ligand olusur. Hedef hiicrelerin
Fas reseptorlerine tutunurlar. CTL’ler sitoplazmalarin da granzyme B (serin proteaz)
ve perforin ad1 verilen ve apopitoz olusmasini saglayan proteinler igeren stoplazmik
graniillere sahiptirler (Redenburg ve ark. 2000). Perforin, transmembran por
olusturucu bir proteindir. CTL’ler hedef hiicrelerin membranlarinda perforin ile
porlar olusturarak, sitoplazmalarina granzyme B salgilarlar. Granzyme B hedef

hiicrelere girerek kaspazlari aktive eder (Cotran ve ark. 1999).
Hiicre i¢cinden Kaynaklanan Sinyaller:

DNA hasari, hiicre i¢i Cat++ seviyesinde artig, hiicre ici PH’da diisme,
metabolik ve/veya hiicre siklus bozukluklar1 hiicreyi apopitoza gdtiiren merkezi

hiicre 6liim sinyallerini baglatabilmektedir (Thompson 1999).
II) Hiicre Ici Proteazlarin Aktivasyonu
Kaspazlar

I¢ ve dis sinyallerle hiicre iginde bulunan bir grup proteaz aktive olur. Bu
proteazlara ’Kaspaz ( caspase= cysteine-containing aspartate spesific proteases) adi
verilmektedir. Insan hiicrelerinde 10°dan fazla kaspaz tespit edilmistir (Cotran ve
ark. 1999).Kaspazlar hasarli veya fazla olan hiicrelerin ¢evrelerine zarar vermeden
ortadan kaldirilmasimni saglayan programlanmis hiicre oliimii (apoptozis) uyaran
proteazlardir. Apoptotik hiicrede meydana gelen morfolojik ve biyokimyasal
degisiklikler sistin proteazlar olan kaspazlar tarafindan gergeklestirilmektedir. Tiim
kaspazlar amino asit sekanslari, yapilari ve substratlart yoniinden benzerlik
gostermektedir. Hepsi proenzim olarak sentezlenmektedir. (30-50 kDa). U¢ 6nemli
domain i¢ermektedirler; amino ucu domain (prodomain), biiyiik alt birim ve kiiciik
alt birim. Aktif merkez, biiylik alt birimde yer almaktadir. Aktivasyon bu domainler
arasinda peptit baglarimin kirilmasi1 ve daha sonra biiylik ve kiigiikk alt birimler
birleserek iki aktif merkez igeren tetramerik aktif enzimi olustururlar. Kaspazlar

proteazlar arasinda en ¢ok spesifisite gosteren enzimlerdir. Kesinlikle aspartik asitten
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sonra substratlarini kirmaktadirlar. Aspartik asitin dniindeki 4 amino asit (tetrapeptit)
kompozisyonu ve bunlarin li¢ boyutlu yapisi spesifisitede 6nemli etkiye sahiptir.
Apoptoziste gorev alan kaspazlar tablo 3.2 da gortlmektedir (Cohen 1993)(Reed
2000)

Efektor kaspazlar katepsin veya kalpein (Ca+? tarafindan aktive edilen hiicre
hareketinde ve adhezyonda rol alan proteaz) gibi diger proteazlar tarafindan da aktive
edilebilmektedir. Kaspaz enzimlerinin aktivasyonuna ve dolayisiyla apoptozis
uyarilmasina neden olan dis etkenlerden bazilar1 UV 1sin1, gama 1simni1, radyasyon,

ilaglar ve toksinler sayilabilir (Philchenkov 2004).

Tablo 3.2: Kaspazlarin Yapisal Ozellikleri(Philchenkov 2004)

Enzim Baglatici Molekiiler Agirlik (kDa) Alt Birimler

Kaspazlar

Kaspaz-2 51 19/22
Kaspaz-8 55 18/11
Kaspaz-9 45 17/10
Kaspaz-10 55 17/12
Kaspaz-12 50 20/10

Efektor Kaspazlar

Kaspaz-3 32 17/12
Kaspaz-6 34 18/11
Kaspaz-7 35 20/12
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Sekil 3.3:Kaspaz alt birimlerinden aktif kompleks olusmasi (Nicholson 1999)

Saglikli hiicrelerde kaspazlar, enzimatik olarak inaktif ve aktif forma gore
daha uzun bir polipeptid zincir olarak bulunurlar. Buna zimogen form denir.
Kaspazlar baslatic1 ve sonlandirici kaspazlar olarak ikiye ayrilirlar. Oliim reseptérleri
adaptdr proteinler aracilig ile, i¢ sinyaller mitokondri araciligi ile baslatici kaspazlari
aktive ederler. Aktive olan bagslatici kaspazlar da, zincirleme olarak diger kaspazlar

aktive ederler (Cotran ve ark. 1999)

Gerek oliim reseptorleri yolu gerekse mitokondriyal apoptozda rol alirlar.
Kaspazlarm giiniimiize dek 14 izoformu kesfedilmistir. Ilk kesfedilen kaspaz C.
elegans‘in ced-3’1 olup memelilerde interleukin-1 beta doniistiiriicii enzim (ICE) ile

denktir. Daha sonralar1 kaspaz-1 olarak adlandirilmistir.
Kaspazlar ii¢ kategoride incelenir:
Baslatic1 kaspazlar (kaspaz-8,9)
Etkileyici kaspazlar (kaspaz-3,7)

Inflamatuvar kaspazlar (digerleri)
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Kaspaz aktivitesi proteolitik kaskad yoluyla olmaktadir. Kaspaz inaktif iki
prokaspazin hidrolizi, yani uzun ve kisa bacaklarin kendi aralarinda yan yana
gelmesiyle aktive olurlar. DED ve CARD inhibitér prodomenini i¢eren uzun kollar
yarilarak ortamdan uzaklasir. Asil aktif kistm yan yana bir arada bulunan iki kisa
koldur. Baslatic1 kaspazlar otoaktivasyonla, etkileyici kaspazlar ise transaktivasyon
yoluyla otokatalitik olarak aktive olmaktadirlar (Strasser ve ark. 2000).

Apoptoz siiresince olusan bir¢ok morfolojik ve biyokimyasal degisimler
kaspazlarin aktivasyonu ile gergeklesir. Sistein proteazlar olarak bilinen kaspazlar,
aspartik asitten sonraki peptid bagini kirarlar. Apoptozda kaspazlarin iki farkli yolla
gerceklesebilir. Hiicre yiizeyindeki 6liim reseptorlerini kullanan dis (ekstrinsik) yol,
ozgiil 6liim sinyallerinden sorumludur. I¢ (intrinsik) yol ise endoplazmik retikulum

ve mitokondri aracilikli sinyalleri igerir (Danial ve Korsmeyer 2004).

D1s yolda, Fasl tiimor nekroze edici (TNF) gibi 6liim ligantlar reseptdrleri ile
birlestiginde kendilerinde dogal olarak bulunan ve 6liim bolgeleri olarak adlandirilan
FADD ( Fas associated death domain) ve TRADD (TNFR associated death domain)
ile etkilesime gegerler (Shi ve Wei 2007). FADD ve TRADD prokaspaz-8’i keserek
aktif kaspaz-8 de, prokaspaz-3’ii keserek aktif kaspaz-3’ii olusturur. Boylece

kaspazlarin kaskat seklinde aktivasyonlar1 baglamis olur.

I¢ yolda mitokondri, 6liim sinyallerini iletmede ve yiikseltgemede énemli role
sahiptir. Radyasyon ve sitotoksik maddeler gibi uyarimlar proapoptotik etkili Bax ve
Bak’in mitokondri membranima transloke olup sitokrom-c¢’nin mitokondriden
saliverilmesine neden olurlar. Sitokrom-c mitokondriden saliverildikten sonra
APAF-1’e ( “’apoptotic protease activating factor-I"") baglanir ve onu etkinlestirir.
ATP’nin de bu yapiya katilmasiyla apoptozom adi verilen kompleks bir yap1 olusur.
Sitokram-c sitoplazmada APAF-1, kaspaz-9 ve ATP ile birlesir. Olusan bu yapiya
apoptozom denir(Ferri ve Kromer 2001)(Hatton 2001). Bu yap1 inaktif olan
prokaspaz-9 aktif kaspaz-9’a doniistiirtir. Kaspaz-9 da kaspaz-3’i etkinlestirir. Aktif
kaspaz-3, kompleks halinde bulunan kaspaz ile aktiflesen deoksiriboniikleaz ve
inhibitdriinii keserek birbirinden ayirir. Boylece serbest haldeki kaspaz ile aktiflesen
deoksiriboniikleaz, apoptozun gostergesi olan kromatin yogunlagsmasina ve DNA

parcalanmasina neden olur.
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Apoptozom olusumu, kaspaz inhibitorii (IAP-Inhibitor of apoptosis proteins)
ile engellenebilir. Mitokondriyal proteinler olan Smac/DIABLO ve Omi/HtrA2 ile de

IAP’1n etkisi antagonize edilir.

Ayrica ekstrinsik uyart ile mitokondriyal yol da etkinlesir. Aktif haldeki
kaspaz-8, proapoptotik etkili Bid’i etkin ederek sitokrom-c saliverilmesine neden

olur (Takai ve ark. 2001).

TiP 1 APOPTOZIiS
Fas

TNFR-1 TiP 2 APOPTOZIiS

APAF-1

a TRADD

FADD RIP ¥ Prokaspaz 9
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€ A Apoptozom
\\\ _______ v Bid
d Aktive Kaspaz 3 1
1 Aktive Kaspaz 3
ZAIN 71N
Substratlar Substratlar

N

Sekil3.4: Apoptotik yolaklarin birlikte gosterimi. (Deniz ve Akar 2008)

. APOPTOZIS

a. Fas’in ligandina baglanmasi.b./c. Prokaspaz-8’in kaspaz-8’e doniiserek
aktiflesmesi. d./i. Aktif kaspaz-3’iinsubstratlarina yonelmesi. e. Bid’in
mitokondriye transportu. f. Bcl-2’ninapoptozom olusumu i¢in prokaspaz-9 ve
Apaf-1’1 uyarmasi. g.Mitokondridensitokrom ¢ salinimi h. Apoptozom olusumu. j.

Hiicrenin apoptozise girmesi
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III)Hiicrede Olusan Biyokimyasal Ve Morfolojik Degisiklikler

Biyokimyasal Degisiklikler: Sonlandirici kaspazlar aktive olduktan sonra

stoplazmada ve ¢ekirdek icinde hedef proteinleri yikarlar.

1-DNA kiriklarinin olusmasi: Hedef proteinlerden bir tanesi DNA endoniikleaz ile
bag yapan bir proteindir. Kaspazlar bu proteini yikarak endonukleazi
serbestlestirirler. Cekirdek i¢ine giren Ca++-Mg++ bagimli endoniikleaz, DNA
kiriklart olusturur. Kiriklar niikleozomlarin arasindan mono veya oligoniikleozomal
olarak meydana gelir. 180 baz ¢ifti ve katlar1 seklinde kirilma olusur (Cotran ve ark.
1999) (Griffiths ve ark. 1999).

2-Hiicre iskeletinin yikilmasi: Kaspazlarin aktiflestirdigi bir bagka protein ise hiicre
iskeletinin ana bilesenlerinden olan aktini yikan bir proteindir. Aktin filamanlarinin

yikilmasi ile hiicre normal seklini kaybeder (Griffiths ve ark. 1999)

3-Hiicre membran degisiklikleri: Kaspazlarin etkisiyle hiicre membraninin
asimetrisi bozulur. Plazmalemmanin i¢ yiiziinde bulunan fosfatidilserin yer
degistirerek membranin dis yiizeyine yerlesir. Ayrica bazi apopitotik hiicreler hiicre
membranlarinda thrompospondin denilen adheziv bir glikoprotein ve bazi hiicre
adhezyon molekiilleri (6rn: ICAM 3) igerirler. Biitiin bu membran degisiklikleri
apopitotik hiicrelerin gevre fagositler tarafindan fark edilmelerini ve fogositozlarinm

saglamaktadir (Cotran ve ark. 1999) (Afford ve Ranthawa 2000).

Transglutaminaz aktivasyonu ile membran proteinlerde olusan c¢apraz
baglanmalar, membranlarin par¢alanmasimni ve apopitotik cisimlerin olusmasini

saglar (Cotran ve ark. 1999).
3.5 Morfolojik Degisiklikler

Hiicreler o6zellesmis yiizeysel yapilari1 ve diger hiicrelerle olan temas
yiizeylerini kaybederler. Su kaybederek kiiciiliirler, biiziisiirler. Sitoplazminan
yogunlastig1, organellerin birbirlerine yakinlagtig1 izlenir. Membranlar biitlinliiklerini
korurlar. Organeller genel olarak saglamdir. Bazen ribozomlarda ¢okme izlenebilir.

Sitoplazma da yiizeye paralel yerlesmis mikrofilaman kiimelesmeleri ve
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endoplazmik retikulumda gecici genislemeler goriilir. Bu genislemelerin
sitoplazmadaki suyun endoplazmik retikuluma gegmesi ile olustugu sanilmaktadir.
Dilatasyona ugrayan sisternalar hiicrenin yiizeyi ile birleserek yiizeyde krater

manzarasi olusturur. Mitokondriler genellikle normal yapilarini korurlar.

En onemli degisiklikler ¢ekirdekte izlenir. Kromatin ¢ekirdek membranina
yakin kisimlarda yogunlasarak, degisik sekil ve biiyiikliiklerde ¢Oker. Elektron
mikroskop ile bakildiginda kromatinin yogun graniiller yarim ay, hilal veya yiiziik
seklinde ¢ekirdek membraninin i¢ yiiziinde yerlestigi izlenir. Cekirdek de hiicre gibi
biizlislir. Bazen membranla sarili olarak birka¢ parcaya ayrilabilir. Niikleer porlar

kromatinin membrana komsu olmadigi bolgelerde yogunlasirlar.

Apopitoz hemotoksilen eozinle (H-E) boyanmis kesitlerde 151k mikroskopik
seviyede de izlenebilir. Hiicreler koyu eozinofilik sitoplazmali, bir veya birkag
parcali piknotik c¢ekirdekli olarak goriiliir. Cekirdek, kromatinin ¢ekirdek
membraninin i¢ yiiziine yerlesmesi nedeniyle hilal veya yarim ay seklinde izlenebilir

(Wyllie ve ark. 1992) (Cotran ve ark. 1999).

1V) Fagositoz

Apopitotik cisimler ¢evredeki parenkim hiicreleri ve fagositler tarafindan
fagosite edilerek dokudan temizlenirler (Wyllie ve Duvall 1992) (Cotran ve ark.
1999).

Apoptoziste Kaspazlarin Rolleri

Apoptozis yaklasik olarak 30-60 dakika siirmektedir. Apoptozis, DNA
frogmantasyonu, kromatin kondensasyonu, membranla ¢evrili vezikiillerin goriildigii
bir seri olaylar dizisini icermektedir. Apoptozis esnasinda kaspazlar tarafindan
yikilan yaklasik 40 substrat tesbit edilmis olup bu substratlarin yikimi apoptoziste
goriilen bu olaylar tetiklemektedir. Gorevlerinden bir tanesi, hiicreyi apoptozisten
koruyan proteinleri ortadan kaldirmak ve inaktive etmektedir. Bu proteinlerden bir
tanesi ICAD’dir. Bu protein normalde CAD (kaspaz aktiviteli deaksiriboniikleaz)
proteinine baglanarak hiicre i¢cinde bu enzimi inaktif durumda tutmaktadir. Apoptotik

bir uyar1 geldiginde kaspazlar aktive edilir edilmez bu inhibitérii (ICAD) yikarak
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CAD enzimini serbest birakmaktadir. Serbest kalan CAD enzimi niikleozomlar
arasindaki DNA’y1 kirarak 200 b¢ uzunlugunda DNA fragmentleri olusturmaktadir.
Bu olusan DNA fragmentleri agaroz jel elektroforezde DNA merdiveni seklinde
goriilmektedir (Enari, et al. 1998). Kaspazlar ayrica apoptozisi inhibe eden negatif
regiilatorleri yikarak hiicre oliimiinii tetiklemektedir. En Oonemli negatif apoptozis
inhibitori Bel-2’dir. Bel-2 gibi islev goren ve benzerlik gosteren diger bazi apoptozis
inhibitorleri Bel-XI, Bel-w ve Mcl-1 proteinleridir (antiapoptotik proteinlerdir). Ayni
sekilde Bcl-2 proteinine benzerlik gosteren fakat apoptozisi tetikleyen diger bazi
proteinler ise Bax, Bak, Bad, ve Bcl-xs proteinleridir (proapoptotik
proteinlerdir)(Reed 2000).

3.6 Apoptozis ile Nekrozun Farklari

Hiicre oliimii ile ilgili ilk bilgiler 1920 yilinda 151k mikroskopunun ve yeni
boyama yontemlerinin kesfiyle baslamis ve ilk olarak nekroz tanimlanmstir.
(Kumar, Abbas ve Fausto 2005). Hiicre 6liimii canli sistemlerdeki dinamik dengenin
kontrolii i¢in gerekli bir stratejidir ve hiicre 6liimiiniin iki genel farkli formu olan
apoptozis ve nekrozis tanimlanmistir. Nekrozis hiicre membraninin daha erken bir
zamanda bozulmasi ile sonuglanan ve hipoksi/iskemi, asir1 sicaklik ve mekanik
travma gibi siddetli ¢evresel ajanlar ile ilgili durumlara cevap olarak ve kaza eseri
olusan pasif bir siirectir (Kerr ve ark. 1972) (Frber ve Mofty 1975) (Wyllie ve ark.
1980). Buna z1t olarak, apoptozis ya da programlanmis hiicre 6liim mekanizmasi, siki
bir sekilde diizenlenen enerji bagimli hiicre i¢i mekanizmanin aktivasyonunu igerir
(Yuan, Evolutionary conservation of a genetic pathway of programmed cell death
1996). Apoptozis tipik olarak inflamatuar degisiklikler olmadiginda tek hiicre
olimiidiir (Wyllie ve ark. 1980). Erigskin organlarin ve dokularin homeostazisine
ilave olarak embriyonik dokularm morfogenezinde de rol alir. Ornegin, fetal ve
postnatal gelisim siiresince akcigerin normal yapisal olgunlagmasina eslik eder
(Schittny ve ark. 1998). Apoptozis ayni zamanda organizmada tehlikeye maruz kalan
(6rn: viral enfeksiyona maruz kalmig) hiicreleride elimine etmektedir. Apoptotik
hiicreler tipik morfolojik degisiklikler ile tanimlanir (Kerr ve ark. 1972). Baslangig
olarak fosfatidil serine maruz kalma gibi ufak degisiklikler olmasina ragmen, hiicre

membran biitiinliigli devam ettirilir. Apoptotik hiicrelerin diger karakteristik
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Ozellikleri hiicre biliziismesi, membranda kabarcik olusmasi, niikleer kromatin
kondensasyonu ve fragmantasyonunu igerir. Sonug¢ olarak, hiicre bu is igin
Ozellesmis olan fagositler (makrofajlar ve dendritik hiicreler) tarafindan yutulacak
olan membran1 ¢evreleyen apoptotik yapilara parcalanir. Hiicre Kkiiltiirlinde,
apoptozisin daha sonraki asamalarinda apoptotik yapilar plazma membran
biitiinliglinlii kaybederler, bunu tiim hiicre biitiinliigliniin kayb1 takip eder ve aym

zamanda bu ikincil ‘’nekrozis’’ olarak adlandirilir (Wyllie ve ark. 1980).

Apoptotik hiicre Oliimiiniin alternatifi olan nekrozis, hiicrelerin enerji
bagimsiz bir pasif 6lim modudur. Fakat nekrozis, ‘’onkazis’’ ad1 verilen, karyoliz ve
hiicre sismesi ile hiicre Oliimiine, apoptozis hiicre biiziilmesi ise piknoz ve
karyoreksis ile hiicre oliimiine yol agar. Bunun i¢in onkotik hiicre 6limii terimi ve
onkotik nekroz, hiicre sismesine eslik eden hiicre O6limiinii tanimlamak igin

alternatifler olarak onerilir, fakat yaygin olarak kullanilmazlar (Majno ve Joris 1995).

Nekrotik hiicre yaralanmasi, hiicre membranlarinin direkt zarar goérmesi ve
hiicre enerji kaynaklarimin engellenmesi olarak ifade edilen iki temel mekanizma
araciligiyla gerceklesmektedir. Nekrozis ile olusan bazi major morfolojik
degisiklikler; hiicre sismesi, sitoplazmik vakuollerin olusumu, endoplazmik
retikulumun sismesi, sitoplazmik kabarciklarin olusumu, kondanse olmus, sismis ya
da riiptiire ugramis mitokondri, ribozomlarin ayrilmasi ve dagilmasi, bozulmus
organel membranlari, sismis ve riiptiire olmus lizozomlar ve sonug olarak da hiicre
membraninin biitiinliigiiniin kaybedilmesi sitoplazmik igeriklerin, c¢evre dokuya
salimimina yol acar. Bunun aksine apoptotik hiicreler, hiicre i¢eriklerini ¢cevre dokuya
birakmaz ve inflamatuar reaksiyonu uyarmadan, makrofajlar ya da bitisigindeki
normal hiicreler tarafindan hizli bir sekilde fagosite edilirler (Savil ve Fadok
2000)(Kurosaka, et al. 2003).

Geleneksel histolojinin kullanimi ile apoptozisi nekrozisten ayirmak bazen
kolay degildir. Clinkii uyaranlarin siddeti, siiresi, ATP tiiketim miktar1 ve kaspazlarin
kullanirligi gibi faktorlere bagli olarak i¢ ige gegmis olabilirler (Fiers, et al.
1999)(Zeis 2003).
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Tablo 3.3: Apoptozis ile Nekroz Arasindaki Farklar(Searle, Kerr ve Bishop

1982)
Ozellik Nekroz Apoptozis
Dagilim Komsu hiicre gruplari Dokuda tek tek hiicreler
Nedenler Her zamanpatolojik Fizyolojik/patolojik
Ekstidatif yang1 Genellikle var Yok, + hiicreselimmiinitede
Isik mikroskopi Bazofili, piknozKaryoneksis, | Kresentik goriiniimeozinofilik
karyoliz partikiil
Elektron mikroskopi Hiicrede  sisme, membranda | Voliim kaybi,

yirtilma, kromatinde erime, kayip

apoptotikcisimcikler

Fagositoz

Mononiikleer hiicreler

Fagositik hiicreler ve komsu

Mekanizma

Kimyasal ya da
pargalanma

yapisal

Makromolakiil sentezini
gerektiren aktif hiicresel yikim

3.7 Kardiyovaskiiler Sistemde Apoptozis

Apoptosis siklikla hiicre siklusunda progresyon gosteren hiicrelerde olur. Bu

nedenle terminal differansiye olmus kardiyak hiicrelerde olusmayacagi
distintilmustiir (Bennet ve Boyle 1998). Ancak hayvan ve insanlarda postmortem
calismalar ve endomiyokardiyal biyopsi sonuglar1 miyokardda da apoptozisin
goriilebilecegini ortaya koymustur. Normalde kardiyovaskiiler sistemin normal
embriyonik gelisimi sirasinda apoptozis yogun olarak meydana gelirken erigkinlerde
apoptozis mekanizmalari, kalpte inaktif halde bulunur (James 1999). Cesitli kardiyak

ve vaskiiler hastaliklar da apoptozis mekanizmalarinda degisiklikler gosterilmistir.

Kismi koroner tikaniklik angina pektorise, tam tikanma ise akut miyokard
infarktiisine (AMI) neden olur. Eger kan akimi AMi’nin baslangicinda cabuk
diizeltilmezse fazla miktarda kardiyomiyosit 6limii meydana gelir. Kan akiminin
saglanmasinin da bazi sakincalar1 vardir; bu durum da reperfiizyon hasarina neden
olur. Yakin zamanlara kadar reperfiizyon hasarmin nedeni bilinmiyordu ve
kardiyomiyositlerin nekrozu sonucu oldugu disiiniiliiyordu. Simdi reperfiizyon
hasarinda apoptozun rol oynadig1 anlagilmistir. Tedavi apoptozu azaltmaya yonelmis
ve bu alanda bazi1 basarilarda elde edilmistir. Akut miyokard infarktiisii sirasinda
Antisens

iskemik miyokard dokusunda asir1 Bax ekspresyonu saptanmistir.

35




teknolojisiyle Bax inhibisyonu, apoptozu inhibe ederek kardiyomiyosit oliimiinii

azaltabilir.

Diger bir strateji ise kaspaz aktivitesini inhibe ederek apoptozu azaltmaktir.
Bir kaspaz inhibitorii olan z-VAD-fmk’nin hayvan modellerinde meydana getirilen
miyokard infarktiistinde miyokardiyal reperfiizyon hasarini azalttigi gosterilmistir.
Apoptoza ugrayan hiicrelerden ¢ikan phosphatidylserine annexin-V baglamak
suretiyle, apoptoza ugrayan hiicrelere floresans mikroskobunda izlenebilmistir. Ne
yazik ki z-VAD-fmk reaktif oksijen tiirevlerini artirir ve yaygin toksisitelere neden
olur. Insiilin benzeri biiyiime faktorii-1 (IGF-1) infiizyonunun miyokard iskemili
hayvan modellerinde apoptozu azalttigi gosterilmistir. IGF-1 PKB/Akt sinyalini

uyararak hiicre sagkalim siiresini arttirtir (Gill ve ark. 2002).
4 ANJIYOGENEZ

Insanlarin hayatlarim siirdiirebilmeleri; besin ve oksijenin organ ve dokulara
taginmasini bunun yaninda dokulardan artik maddelerin uzaklastirilmasini saglayan
kompleks yapidaki damar agina baglidir. Damarsal yapinin olustugu ilk evreye
vaskulojenesis denmektedir. Anjiyogenesis ise damarlarin olusmasindan Onceki
evrede endotel hiicrelerinin kiimelenmesi ile olusan kapillerlerin dallanmasi,
genislemesi ve kiiciik damarlarin biiyiiyiip filizlenmesidir. Kisaca anjiyogenesis, yeni
damar gelisimi olarak tanimlanmaktadir (Folkman ve Shing 1992). Viicudumuzdaki
kan damarlar1 vaskiilogenez ve anjiyogenez yollari ile olusmaktadir. Vaskiilogenez,
primitif damar olusumudur ve endotel hiicre prekiirsorleri olan anjiyoblastlardan
farklilasmaktadir.  Anjiyoblastlar, ekstraembriyonik = mezodermden  gelisen
mezengimal hiicre toplulugundan meydana gelmektedirler. Anjiyoblastlar ¢ogalip
birleserek onciil damar yapilari olan primer kapiller pleksustan yeni damar yapilari

filizlenir ve dallanirlar (Carmeliet 2003).

Anjiyogenez, mevcut kan damarlarindan yeni kan damarlarimin geligsmesidir.
Viicutta dogal olarak ortaya cikan bir siire¢ olup, bazi patolojik durumlarda da

olabilir.
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Fizyolojik anjiyogenez, embriyogenez, yara iyilesmesi ve kadin iireme
sisteminde gozlenir. Inflamatuvar hastaliklarda (artrit, kronik inflamasyon,
inflamatuvar bagirsak hastaliklari, psoriazis ), gesitli kanserlerde (meme, mesane,
kolon, akciger, noroblastom, melanom, bobrek, pankreas, uterus, serViks,
glioblastom) ve goz hastaliklarinda (yasla iliskili makiilerdejenerasyon, proliferatif
retinopati) anjiyogenez patolojik olarak ortaya ¢ikmaktadir. Periferik arter
hastaliklarinda ve gecikmis yara iyilesmesinde ise anjiyogenezin yetersizligi séz

konusu olmaktadir (Felmeden ve ark. 2003)(Konukoglu ve Turhan 2005).

Gelisimin ilk haftalarinda g¢evre dokudan difiizyon ile beslenen embriyo,
biiylidiik¢ce artan besin ve oksijen talebini karsilayamamaktadir. Bu nedenle erken
donemde (liclincli haftanin basinda) anjiyogenezis (kan damari olusumu) baslar.
Anjiyogenez c¢ofgu zaman doku ve organlarin olusumu i¢in embriyonik fazda
meydana gelmektedir. Yetiskinde ovaryon siklus ve yara iyilesmelerinde de

anjiyogenez izlenmektedir (Daly ve ark. 2003).

Anjiyogenez, biiylime ve gelisme ile yara iyilesmesi gibi siireclerde olmasi
beklenen bir olaydir. Bununla beraber bazi durumlarda patolojikte olabilmektedir.
Anjiyogenezi tetikleyen ve Onleyen faktorler arasindaki denge bozuldugu takdirde
dengenin bozuldugu yon lehine anjiyogenezde eksiklik veya fazlalik goriilebilir
(Carmeliet 2003)

Kanserlerde, romatoid artrit, inflamatuvar bagirsak hastaliklart gibi
inflamatuar hastaliklarda, makiiler dejenerasyon gibi degisik g6z hastaliklarinda
patolojik olarak anjiyogenez meydana gelmektedir. Periferik arter hastaliklari, kalp
yetmezligi, infertilite ve gecikmis yara iyilesmesi gibi durumlarda ise anjiyogenezde

yetersizlikler saptanmigtir (Li ve ark. 2008).

Fizyolojik anjiyogenez ve patolojik anjiyogenez sonucu olusan damar
yapilarinda farkliliklar mevcuttur. Patolojik anjiyogenez ile olusan kan damarlarinda

liimen basina diisen endotel sayis1 artmaktadir.

Endotel tabakasi igerisinde tiimor hiicreleri izlenebilir. Timor mikro

damarlanmasinda sirasi ile arter, arteriyol, kapiller, post kapiller veniil, veniil ve ven
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dizilimi bozulmakta ve timdr icerisindeki damarsal yapilanmalar heterojenite

gosterebilmektedir (Heath ve Bicknell 2009).

Anjiyogenezin dilizenlenme evreleri pek ¢ok biliylime faktoriiniin ve
diizenleyici proteinin kontrolii altindadir. Anjiyogenez olduk¢a karmagik bir
mekanizma ile gerceklesir. Ekstraseliiler matriks ve matriksi ¢evreleyen hiicrelerden
salman pek ¢ok biiylime faktorii, sitokinler ve bunlarin reseptorleri anjiyogenezde
temel rol oynar (Felmeden ve ark. 2003)(Konukoglu ve Turhan 2005). Damar
endotelini olusturan endotel hiicreleri, anjiyogenez siireci i¢inde yer alan temel
hiicredir. Perisitler ile birlikte kapiller ag1 olusturucu genetik bilgileri igerirler.
Anjiyogenejin siki denetlendigi kadin iireme sistemi ve yara iyilesmesi gibi
fizyolojik durumlar disinda anjiyogenez organizmada olduk¢a sinirlidir(Konukoglu
ve Turhan 2005). Eriskin insanlardaki vaskiiler endotelyal hiicreler tipik olarak diisiik
turnover hizinda olmalarmma ragmen, yasamlart boyunca yeni kan damarlar
olusturacak ¢ogalma kapasitesine sahiptirler. 70 kg’lik bir insanda bir trilyondan
fazla endotelyal hiicre, kan damarlarinin i¢ini doser ve bu da yaklasik 1000
metrekarelik bir alana esittir. Endotelyal hiicrelerin yasam siklusu (yenilenme siiresi)
1000 giinii geger (Allure 2003). Heniiz tiim anjiyogenetik etkilesimlerin niteligi
acikliga kavugsmamistir. En biiyiik olasilik anjiyogenik uyaricilar ve anjiyogenez
inhibitorleri arasindaki dengenin, normalde damarsal bilesenlerin sessiz halde
kalmalarmi sagliyor olmasidir. Anjiyogenik uyaranlarin artist ve anjiyogenez

inhibitorlerinin azalis1 anjiyogenezi baglatmaktadir.

4.1 Anjiyogenez Fizyopatolojisi

Yeni damar olusumu; bazal membranin proteolitik enzimler tarafindan yikilmasi,
endotel hiicrelerin aktivasyonu, proliferasyonu, gogii, tiiblil olusumu, olgunlagmasi,
damar stabilizasyonu ve ekstraselliiler matriksin yeniden sekillenmesini kapsayan

¢ok basamakli bir siiregtir.

4.1.1 Bazal Membranin Proteolitik Enzimler Tarafindan

Yikilmasi
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Anjiyogenez siireci damar endotelini doseyen kollajen, laminin gibi
glikoproteinlerden ve heparan siilfat gibi proteoglikanlardan olusan bazal membranin
proteolitik yikimi ile baslar (Mignatti ve Rifkin 1996). Endotel hiicreleri go¢ etmek
ve c¢ogalmak ilizere uyarildiginda membran ve hiicreler arasinda bir boliinme
meydana gelir. Normal de, endotel hiicreleri yayilma etkisi gostermeyen tek bir
tabaka olustururlar. Ancak anjiyogenez sirasinda cogalip yayilma gosterirler.
Normal, hastalikli yada hasarli dokularda iiretilip salgilanan anjiogenik biiyiime
faktorleri komsu dokulara difiizyon yolu ile gecer. Anjiogenik biiylime faktorleri
komsu dokulara difiizyon yolu ile gecer. Anjiyogenik biiyiime faktorleri yakinindaki
onceden var olan kan damarlarinin endotel hiicrelerinde bulunan 6zgiin reseptorlere
baglanirlar. Biiylime faktorleri tarafindan aktive edilen proteolitik enzimler bazal
membranin  ve endotel hiicrelerini doseyen ekstraseliller matriks (ECM)
bilesenlerinin yikimimna neden olur. ECM’nin enzimatik yikilimini, endotel

hiicrelerinin uyarilmasi ve kapiller filizlenme izler (Ausprunk ve Folkman 1997).

4.1.2 Endotel Hiicrelerde Go¢me ve Cogalma

Anjiogenik uyari, proteolitik yikim ile kisa bir siire sonra endotel hiicreleri
aktive eder. Endotel hiicreleri ekstraseliiler matrikse gé¢ eder ve ¢ogalir. Bu siirecte
en etkili anjiogenik faktor vaskiiler endotel biiylime faktorii (VEGF)’dir (Ferrara ve
ark. 2003)

4.1.3 Kapiller Olusumu ve Damar Olgunlagsmasi

Endotel hiicre ¢ogalmasindan sonra ECM bilesenlerinin depolanmas1 ve bir
araya getirilmesi i¢in ekstraseliiler proteoliz mutlaka lokal olarak inhibe edilmelidir.
Kapiller filizlenme olustuktan sonra yine bu filizlenmenin ucunda yeni olusmus
ECM’de yikilma ortaya ¢ikar ve bu sayede daha ileri yayilimi miimkiin olur. Bazal
membranin yikilmasi endotel hiicre gociine ve filiz olusumuna izin verir. Endotelin
yol almasi ve uzamasi sirasinda hiicre i¢i ve hiicreler arasi boslukta, sonunda
kendilerinden damarlarin olustugu liimenler gelisir. Boylece, ekstraseliiler matriks
proteolizinin birbirini sirayla izleyen aktivasyon ve inhibisyonlar1 sonucunda kapiller

olusur. Proteolitik yikilma ve endotel hiicresi géciinden sonra yeni olusan kapillerler,
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yeni bazal membrani olustururlar. Bu nedenle, endotel hiicrelerinin yeni kapiller
yapilar olusturabilmeleri i¢in birbirlerine ve ECM’e tutunma gereksinimi vardir.
Damar olgunlastiktan ve uygun anjiyogenez ortaya c¢iktiktan sonra anjiyogenik
faktorlerde azalma goriliirken, anjiyogenez inhibitorlerinde artis gozlenir. Boylece
endotel hiicreleri sessiz bir hale biirliniir ve damarlar kan akimini baglatmaya hazir
hale gelmis olur (Pepper ve ark. 1996) (Haroon ve ark. 1999).

Bu olaylar1 6zetleyecek olursak, fibroblast biiylime faktorii (basic-FGF) ve
VEGF gibi biiylime faktorlerinin aktivasyonu, hiicrelerin ¢ogalmasmi ve
ekstraseliiler matriks i¢ine go¢ etmesini uyarir. Ayn1 zamanda, biiylime faktorleri
tarafindan aktive edilen proteolitik enzimler bazal membranin ve endotel hiicrelerini
doseyen ECM bilesenlerinin  yikilmasina neden olur. Mitojenik endotel hiicreleri
kapiller filizleri olusturur. Integrinler gibi membran proteinleri de bu siire¢ icinde yer
alir ve endotel hiicrelerinin birbirine ve ECM’ye tutunmalarina yardimer olurlar,
boylece yeni kapillerler olusur. Biiyiime faktorlerinin inhibisyonu veya biiyiime
faktor inhibitorlerinin varligi anjiyogenezi azaltir. ECM’nin proteolitik yikimi da

inhibe olur yeni olugmus kapillerle etrafinda matriks bilesenleri sentez edilir.
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Tablo4.1: Anjiyogenez Modiilat6rleri(Mignatti ve Rifkin 1996)

Anjiyogenik Faktorler Anjiyogenezi Onleyen Faktorler
VEGF (Vaskiiler endotelyal biiylime faktdr) | Trombospondin-1

PGF (Plasental biiylime faktor) Anjiostatin

FGF (Fibroblast biiyiime faktor) Endostatin

FGF-3 (Fibroblast biiyiime faktor-3) Vazostatin

FGF-4 (Fibroblast biiyiime faktor-4)

Vaskiiler endotelyal biiyiime faktorii
inhibitori

TGF-a (Transforme edici biliylime faktor-o)

Trombosit faktor-4 fragmani

TGF-B (Transforme edici biiylime faktor-f)

Prolaktin derivesi

Restin

Proliferinle ilgili protein
Interferon-a-p
Anjiopoetin-2
Antitrombin-3 fragmani

EGF (Epidermal biiyiime faktor)

HGF (Hepatosit biiyiime faktor)

TNF-o (Tiimor nekroz faktor)

PDGF (Trombosit kaynakli biiyiime faktor)
GCSF (Graniilosit koloni uyaran faktor)

IL-8 (Interldkin-8) Interferon ile indiiklenebilen
protein-10

Anjiogenin Interlokin-12

IGF-1 (Insiilin benzeri biiyiime faktorii-1)

Proliferin

IGF-1 (insiilin Benzeri Biiyiime Faktorii-1)

Izole edilmis biiyiime hormonuna (GH) bagimli biiyiime faktérii, kikirdakta
stilfat bilesimini artirmasindan dolayr ilk kez 1957°de Salmon ve Daughaday
tarafindan siilfasyon faktorii olarak tanimlanmistir (Whitler ve ark. 1996). Daha
sonra yapilan arastirmalarda, insiilin benzeri bir biyolojik aktivitenin serum
immunoreaktif insiilininden bagimsiz sekilde var oldugu goriilmiis ve buna Non-
supressible Insulin Like Activity (NSIL) adi verilmistir. 1978’de insiilin benzeri
yapisal 6zellikleri nedeniyle bu peptidler Insulin-Like Growth Factors (IGF)-Insiilin
benzeri bitylime faktorleri olarak adlandirilmistir (Gluckman ve ark. 1987) (Whitler
ve ark. 1996).

Insiilin benzeri biiyiime faktdrleri (IGF) yapisal olarak proinsiilin formuna
sahip olduklarindan, metabolik olarak da hipoglisemiye neden olmalarindan dolay1
insiiline benzemektedirler. IGF’ler mitojenik etkilerini lokal dokularda otokrin ve
parakrin mekanizmalar iizerinden gergeklestirirler (Wang 1999). IGF nin iki temel

formu vardir. Bunlar tek zincirli polipeptit yapisinda olan ve insiilin ligandlarindan
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olusan IGF-1 ve IGF-II formlaridir (Clemmons 1994). IGF-I ve IGF-II"nin molekiil
agirhiklart sirasiyla 7649-7471 kdaltondur (kDa) (Clemmons 1994). Biiyiime
hormonuna bagimli IGF-I ayn1 zamanda somatomedin C olarak da adlandirilir ve
70 aminoasit i¢eren bazik bir peptittir (pH=8.1-8.5). IGF-II ise 67 aminoasit i¢eren
notral bir peptiddir. IGF-I ve IGF-II arasinda %62 oraninda benzerlik vardir. IGF-1
ve IGF-II ii¢ disiilfit kopriisii olan tek zincirli molekiillerdir. IGF-I ile proinsiilin
arasinda aminoasit dizisi agisindan %43 oraninda benzerlik varken IGF-II ile

proinsiilin arasinda %41 oraninda benzerlik goriiliir (Clemmons 1994).

Plazma IGF-1 seviyesi viicut boyutu ile iligkilidir. Uzun boylu g¢ocuklarin
yiiksek plazma IGF-1 seviyesine sahip olduklar belirtilmistir (Beaune ve ark. 1997).

IGF’ler bliyime hormonun stimiilasyonuyla karacigerden salgilanir. Bunun
yaninda GH birgok dokudan IGF sentezi ve salinimini diizenleyerek hormonun
otokrin ve parakrin etkilerini degistirir (Khan ve ark. 2002). Kan IGF konsantrasyonu
300-600 ng/ml’dir. Bu mekanizma GH tarafindan uyarilir, GH reseptorlerinin aktive
olmast IGF-I sentezini ve salimimini arttirir. Hipofizektomi yapilan hayvanlarda
dolasimdaki GH elimine edilerek IGF-I’in dolasimdaki seviyesinin anlamli bir
sekilde azaldig1 gozlenmistir (DeVol ve ark. 1990) (Fan ve ark. 1994). IGF-I seviyesi
biiylime hormonuna bagli oldugu i¢in yas ile degisir. IGF-1 seviyesi bebeklik ve
¢ocukluk doneminde diisiik, pubertede yiiksektir (Cheo ve ark. 1992) ve yasla
birlikte azalir (Allen ve ark. 1995).

IGF’lerin insiilin benzeri metabolik etkileri vardir. Iskelet ve kas dokusunda
proteolizi inhibe ederek, protein sentezinde ve biliylime hormonunun metabolik
etkilerinde mediator olarak rol alirlar (Siddle ve ark. 1994) (Beaune ve ark. 1997).
Lipoliz inhibisyonu, yag dokusunda glikoz oksidasyonunu, diyafram ve kalp kasina
glikoz ve aminoasit transpotunu, kollajen ve protooglikan sentezini arttirirlar.
Kalsiyum, magnezyum ve potasyum homeastazinda pozitif etkiye sahiptirler
(Whitler ve ark. 1996).

Iskelet kas formasyonun da biiyiime faktdrlerinin oldugu kesindir. Cesitli
bliylime faktorleri icinde IGF kasa 6zel proteinleri icerir. IGF-I’in hiicresel etkisi

IGF-I reseptor (IGF-IR) tarafindan diizenlenir. IRS-I sinyali IGF’lerin myojenik
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aktivasyonunda onemlidir. IRS-I ve IGF-I geninin ¢ikarilmasi sonrasinda farelerde
normal organ (kalp ve bdobrek) gelisimi siirdiiriiliirken, gastrokinemius kasinin
normal gelisiminin yetersiz oldugu gosterilmistir (Peta ve ark. 1999). IGF-IR kas
tizerinde iki farkli etki mekanizmasi yaratir; bunlardan ilki mitojen aktiviteli protein
kinaz (MAPK) digeri ise fosfatidilinozitol 3-kinaz (PI3K) aktivasyonudur. MAPK
aktivasyonu Ozellikle mitojenez i¢in ¢ok onemlidir. MAPK aktivasyonunun bloke
edildigi ¢alismalarda IGF-1 ve IGF-II cevabi olan myoblast proliferasyonunun
onlendigi goriilmiistiir (Coolican ve ark. 1997). PI3K aktivasyonu IGF-1’in iskelet

kaslarinda 3 6nemli etkisine aracilik eder;
1-Programlanmis hiicre 6liimii ve apoptozise direng
2-Miyotiiblere miyoblastlarin flizyonu

3-Protein ve glikoz alimina anabolik etki (Adi ve ark. 2000)(Singleton ve
Feldman 2001)

INTERLOKIN-8

Son yillarda 16kositler ve fibroblastlar igin kemotaktik aktivitesi olan yeni bir
sitokin ailesi tammmlanmistir. Bu kemotaktik sitokinler kemokinler olarak
adlandirilmig olup molekiiler agirliklart 8000 ile 16000 arasinda degisir. % 20-50
aminoasit dizisi ile birbirlerine benzerler. 7-transmembran reseptorlerine baglanarak,
10" 8 - 107"M konsantrasyon da aktive olurlar. 1L-8’de bu kemokin ailesinin bir

tiyesidir (Oppenheim ve Ruscetti 1997)

Kemokinler ¢esitli hiicreler tarafindan tiretilirler. Bu hiicreler aktive monosit-
makrofaj ve endotel hiicreleridirler ve cesitli hiicre tipi kombinasyonlar1 ig¢in
kemotaktiktirler. Miktar olarak oldukga fazla tiretilirler. Bu proteinler i¢in heniiz tek
tip bir isimlendirme sistemi olusturulmamistir, yaptiklar1 ise yonelik isim alirlar
(Parham 2000). IL-8’in kaynagi monositler, makrofajlar, fibroblastlar, keratinositler
ve endotel hiicreleridir. Kemokinler hedef hiicrelerin dominant olarak

bliylimelerinden ziyade fonksiyonlarini etkiler. Doku yaralanmasi ve inflamasyonu
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olan yerlere spesifik tipte hiicrelerin goclinde 6nemli rol oynar (Oppenheim ve
Ruscetti 1997). IL-8’in hedef hiicreleri ise notrofillerle T hiicreleridir. Notrofillerin
mobilizasyonunu, aktivasyonunu ve degranulasyonunu saglar, angiogenezde rolii
vardir (Parham 2000).

Kemokin reseptorleri ve IL-8 etki mekanizmasi:

Tim kemokinler iki cift sistein rezidiisiinden olusan, iki intramolekiiler
distilfid bag1 tasirlar ve amino terminaline en yakin sistein ¢iftinin dizilisine gore iki
alt gruba ayrilirlar. C-X-C (veya alfa) kemokinlerde bu sisteinler bir aminoasit
tarafindan ayrilmistir ve 4. kromozomdaki genlerle kodlanmistir. C-C (veya beta)
kemokinlerin genleri ise 17. kromozomda kodlanmis olup, iki sistein bilesiktir. Cogu
alfa kemokinler notrofilleri ¢ekerken, tiim beta kemokinler monosit ve T lenfositleri
cekerler, ayn1 zamanda bazilar eozinofiller, bazofiller ve dogal katil hiicreler i¢in de
kemotaktiktirler (Oppenheim ve Ruscetti 1997). 1L-8, C-X-C kemokin ailesinin bir
tiyesi olup 7-transmembran helikal G protein-¢ifti reseptérii olan CXCRI1 ve
CXCR2’ye baglanarak etkisini gosterir (David, Machova ve Beck-Sickinger 2003).
Dokuz kemokin reseptorii su ana kadar tanimlanmigtir. Timii rodopsine benzer
reseptor ailesine ait olup tek zincirli polipeptiddirler ve 7-transmembran bdlgesi
icerirler. Alfa kemokinlere 4 reseptor baglanabilir;, CXCR1’e IL-8, GCP-2,
CXCR2’ye IL-8 ve en az diger dort alfa iiyeleri, CXCR3’e IP10 ve Mig, CXCR4’e
SDF baglanir. Benzer olarak beta kemokinler i¢in bilinen bes reseptore (CCR1-5) de
multiple ligandlar baglanabilir. Bu reseptor seviyesindeki ¢okluk i¢inde IL-8’in de
bulundugu kemokin aktivitelerinde birbiri ile etkilesmeyi ve oOrtiismesi dogurur. En
azindan 1ki kemokin reseptorii CXCR4 ve CCRS aym zamanda yiiksek etkili
koreseptorler olarak fonksiyon goriirler ve HIV-1’in CD4+T hiicrelerine ve
makrofajlara girerek enfekte etmesine izin verirler, ancak CCRS5’e baglanan
kemokinler in vitro HIV-1 replikasyonu ile yarisirlar ve defalarca HIV-1 ile
karsilasmis ancak enfekte olmamis kisilerin kaninda bu kemokinlerde artis veya

CCRS5’te genetik bir defekt saptanmistir (Oppenheim ve Ruscetti 1997).

Lokositlerin - kemokin gradyanina hassasiyeti yiizeylerindeki kemokin
reseptorleri sayesindedir. IL-8 16kositlerin vaskiiler endotele stabil olarak baglanmasi

icin adezyonunda rol oynar. Ikincil olarak infeksiyon alaninda kontrasyon artisi
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sayesinde ndtrofillerin migrasyonunda gradyan saglar. Bu gradyan enfekte bolgedeki
ekstraselliiler matriksin proteoglikan molekiilleriyle ve endotel hiicre ylizeyine
kemokinlerin baglanmasi ile olusur. Kemokinler kat1 bir yiizey iizerinde immobilize

olurlar ve 16kositler buraya go¢ edebilir (Parham 2000).

Kemokinlerin ekspresyonunu indiikleyen ajanlar; lipopolisakkarid gibi
makrofaj aktivatorleri, poliklonal mitojenler ve T hiicre aktive eden antijenler ile
platelet aktivasyonu indiikleyicileridir. Ek olarak IL-1, IL-2, IFN gama, TNF ve
PDGF gibi proinflamatuar sitokinler de potent olarak ¢esitli kemokinleri etkilerler.
Kemokinlerin birbirlerini indiikleyici etkisi sinirhidir ancak bazi durumlarda diger
mediatorleri indiikleyebilirler. Grup olarak kemokinler inflamasyon bolgesine her tip
16kositi selektif olarak ¢ekebilir. Bunu baglanma aktivitesini indiikleyerek ve 16kosit
integrinlerinin ylizeyde ekspresyonuyla yaparak endotele baglanmayi ve dokuya
invazyonu saglarlar. Bu yolla 6rnegin IL-8 noétrofillerin endotele baglanmasini
saglar. Endotel hiicreleri tarafindan kemokin sekresyonu I6kosit migrasyonunu
damar duvart boyunca arttirir ve kemokin gradyan1 ve dokuya migrasyonu yonetir.
IL-8 ve tiim bilinen kemokinler glikozaminoglikanlara sikica baglanirlar ki bu
glikozaminoglikanlar ekstraseliiler matrikste ve endotel yiizeyinde bulunarak sekrete
edilen kemokinlerin bolgesel olarak depolandigini gdsteren bir mekanizma gibidir.
Yiiksek konsantrasyonlar da kemokinler ayni zamanda hiicresel efektor
fonksiyonlarida aktive ederler, 6rnegin degranulasyon ve metabolik parcalanma
notrofillerde IL-8 tarafindan, monositlerde MCP-1, eozinofillerde ise RANTES veya
MIP-1alfa tarafindan tetiklenir (Oppenheim ve Ruscetti 1997). Antijen ile aktive
edilmis T hiicreleri, endotel hiicrelerinden IL-8 ve MCP-1 salgilanmasina yol acar.
Bu sekrete edilen kemokinler endotel hiicre ylizeyinde heparan siilfat
glikozaminoglikanlara baglanirlar, endotel hiicre adezyon molekiiliine baglanmis

16kositlerle temas ederler ve kemokinler 16kositlerin ekstravazasyonuna yol agarlar

(Abbas ve ark. 1997).

Anjiyogenezdeki rolii:

IL-8 kobayda korneal neovaskiilarizasyon modelinde endotel hiicrelerinin
proliferasyonunu stimiile ederek yeni kan damarlar1 olusumunu uyarmaktadir. Bu da

organogenez yara iyilesmesi, timor biiylimesi, metastazlarda etkilerinin olabilecegi
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yoniinde fikirler olusturmaktadir (Rosenwasser ve Borish 2003) (Church ve ark.
2003) (Hirota ve ark. 2003).
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5 MATERYAL VE METOD
5.1 MATERYAL

5.1.1 Gruplarin Olusturulmasi ve Uygulama ile ilgili Hususlar

Calisma projesi ile ilgili etik kurul izni alinmasi1 ¢ok merkezli bir arastirma
oldugu igin Necmettin Erbakan Universitesi etik kurul karar1 tarih ve
say1s1:2012/139, Yildirnm Beyazit Universitesi etik kurul karar1 tarih ve
say1s1:24.09.2012/57, Ankara Numune Egitim ve Arastirma Hastanesi etik kurul
karar1 tarih ve sayis1:12.09.2012/2012-441 ve BAP (Bilimsel Arastirma Projeleri,
Proje No:131318004) maddi destegin Necmettin Erbakan Universitesi tarafindan
saglanmasii takiben hasta grubunu olusturmak {izere kan serum oOrneklerinin

toplanmasina gegcildi.

Kronik bobrek yetmezligi, diabetes mellitus gibi kronik bir hastaliga sahip
olmayan, daha oOncesinde iskemik kalp hastaligi hikayesi olmayan, hormon
replesman tedavisi almayan, sigara igmeyen, hastaneye basvuruda tetkik icin alinan
kanlarinda troponin degeri yiiksek ve ilk defa Miyokard Infarktiisii geciren 45-65 yas
arast erkek ve kadinlardan alinan kanlardan gruplar olusturuldu. Calismaya dahil
edilen hastalarin ilk acile bagvuruda tetkik i¢in alinan kanlari, 24. saatte takip icin

alinan kanlar1 ve 30. giinde kontrol i¢in aliman kanlar1 gruplandirilarak caligmaya

dahil edildi.

Calismamizda, hastalarin ilk acile basvurusunda, 24. saatte ve bir ay sonraki
kontrollerinde rutin tetkikleri i¢in merkez biyokimya laboratuarina gonderilen kan
orneklerinden kalanlar kullanildi. Gogiis agrisi ile ilk 6 saat iginde acile bagvuruda
ileri tetkik i¢in alinan kan Ornekleri giris kanlar1 olarak kabul edildi. Hastalarin
Yildirim Beyazid Universitesi Tip Fakiiltesi ve Ankara Numune Egitim ve Arastirma
hastanesi kardiyoloji yogun bakim {initesinde yatislar1 esnasinda 24. saat kanlari
alinmistir. Hastalarin kardiyoloji poliklinigine kontrol amach ¢agirildiklarinda alinan

takip kanlarindan 30.giin kanlar1 olusturulmustur.
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TNF-0, Kaspaz-9, IGF-1 ve IL-8 parametrelerinin 6l¢liimii i¢in alinan kan
ornekleri santrifuje edilerek ayrilan serumlar biyokimyasal analizler yapilincaya
kadar -80°C de saklandi. Olgiimleri ELISA y&ntemi ile yapildi. Hasta grubumuzla
benzer yas ve cinsiyet dagilimi gosteren 42 saglikli ve gonilli erkek ve kadin
bireyden de (bireyler bilgilendirildikten ve onaylar1 alindiktan sonra) kan 6rnekleri

alind1 ve bunlarda saglikli kontrol grubunu olusturdu.

Gruplandirilarak biriktirdigimiz kanlardan TNF-a, Kaspaz-9, IGF-1 ve IL-8
parametrelerini calistik. GOglis agrist ile gelen hastalarin miyokard infarktiisii
tanisinin konabilmesi i¢in rutin olarak CK-MB ve Troponin degerlerine klinisyenler
ihtiyag duymaktadir. Bu markirlarin kan diizeyleri hastanelerin merkez biyokimya
laboratuarinda kemiliiminesans esaslara gore Olclilmektedir. Biz c¢aligmamizda bu

parametlerin diizeylerini tekrar 6lgmedik.

AMI gegiren biitiin hastalar, tedavileri igin gerekli olan terapotikleri (aspirin
alimi, ayrilmamis “’unfractioned’’ heparin, intravendz yoldan nitrogliserin, beta
blokér ve/veya ACE “’anjiotensin-converting enzim’’ inhibitorleri, rtPA

“’recombinant doku plasminojen aktivatorii’’) igeren standart ilag bakimi almislardir.
5.1.2 Kullanilan Cihazlar

Otomatik ELISA okuyucusu (ELx 800 marka)

Otomatik ELISA okuyucusu (ELx 50 marka)

Avyarlanabilir otomatik pipetler

Vortex (NUVE)

Shaker (BIOSAN orbital shaker)

Beckman Coulter Unicel DxI 800

Santrifiij (EPPENDORF)
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5.2 METOD
5.2.1 IL-8 Olciimii

Baster 1L-8 ELISA kiti standart sandvi¢ enzime bagli immunesorbent
teknolojisine dayanir. IL-8’e¢ 0zgii antibadiler 96 kuyucuklu playtlerin iizerine
kaplanmustir. Insana 6zgii monoklonal antibadilerle biyotinlenmistir. Ornekler ve
biotinle algilanan antibadiler kuyulara eklenmistir. Bagli olmayan konjugatlar PBS
(Fosfat Buffer Saline) veya TBS soliisyonu ile yikanir. HRP (Horseradish
Peroxidase) enzimatik reaksiyonunu gozlemlemek icin TMB (Tetrametilbenzidin)
substrat1 kullanilmigtir ve bagli analit miktari ile dogru orantili olusan renk siddeti

Olculiir.

-Dilue ABC (enzim) ile substrati kullanmadan 30 dakika 6nce 37°C de
bekletin.

-IL-8, ELISA &l¢iimii oda sicakliginda (20+4°C) gerceklestirildi. Olgiimden
once tiim reaktiflerin ve serumlarin oda sicakligina ulagsmasi beklendi. Reaktifler ve

serumlar vortexlendi.

-10 ng/ml stok standarttan 1000 pg/ml’lik bir standart soliisyonu hazirlandi.
Bu solusyonla seri diliisyonla 500 pg/ml, 250 pg/ml, 125 pg/ml, 62.5 pg/ml, 31.2
pg/ml, 15.6 pg/ml standart solusyonlar1 hazirlandi.

-Her bir standart ve hasta numuneleri 96 kuyucuklu playte 100’er pl olarak
pipetlendi ve 37°C de 90 dakika inkiibasyona birakildi.

-Inkiibasyon sonunda kuyucuklardaki s1vi tamamen aspire edildi.

-96 kuyucugun her birine 100ul biotinlenmis antihuman IL-8 antikor ¢alisma
solusyonu eklendi ve 37°C de 60 dakika inkiibe edildi.

-Inkiibasyon sonunda 300 ul yikama soliisyonu ile yikandi ve bu islem

toplam ii¢ defa tekrar edildi.
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-Daha sonra 100 pl enzim (ABC) kondu, 37°C de 30 dakika inkiibe edildi.

-Inkiibasyon sonunda 300 pl yikama soliisyonu ile yikandi ve bu islem

toplam bes defa tekrar edildi.

-Kuyucuklara 90 pl substrat eklendi ve karanlikta 37°C de 20-25 dakika
inkiibe edildi.

- Reaksiyon, her kuyucuga 100ul “’Stop’’ solusyonu eklenerek durduruldu.
Substrat ile *’Stop’’ solusyonunun tamamen karistigindan emin olmak i¢in plak 5-10

saniye calkalandi.
-ELISA okuyucusunda 450 nm okuma yapildi ve sonuglar hesaplandi.

IL-8 absorbanslarinin ortalamasi Y ekseni, konsantrasyonlar1 X ekseni olacak

sekilde olusturulan standart grafik yardimi ile numunelerin IL-8 degerleri hesaplandi.
5.2.2 IGF-1 OLCUMU

- IGF-1 mediagnost ELISA olciimii oda sicakliginda (20+4°C)
gerceklestirildi. Olgiimden 6nce tiim reaktiflerin ve serumlarin oda sicakligina

ulasmasi beklendi. Reaktifler ve serumlar vortexlendi.
- Bes adet standart ve iki adet kontrol 500ul’lik sample bufter ile sulandirildu.
- Numune 6rnekleri 1/21 oraninda sample buffer ile dilue edildi.

- Playte 80 pl antibady konjugate eklendi ve {izerlerine 20 pl standart, 20 pl
dilue kontrol, 20 pl dilue sample eklendi.

- Playtin iizeri kapatilip oda 1s1sinda shaker iizerinde bir saat inkiibe edildi.

- Inkiibasyondan sonra her kuyucuk 300 pl’lik wash buffer ile yikand1 ve bu

islem bes kez tekrarland.

- Yikama sonrasinda tiim kuyucuklara 100 pl enzim (enzyme conjugate)
kondu ve oda 1s1sinda shakerde 30 dakika inkiibe edildi.
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- Inkiibasyon sonunda her kuyucuk 300 pl’lik wash buffer ile yikand: ve bu
islem bes kez tekrarlandi.

- Yikama sonrasinda her kuyucuga 100 pl substrat eklendikten sonra

karanlikta 15 dakika inkiibe edildi.

- Inkiibasyon sonunda her kuyucuga 100 ul stop solusyon (asid solusyon)
eklenerek reaksiyon durduruldu ve reaksiyonun durmasiyla mavi renkli substrat sari

renge donddi.

- Playtin kuyucuklarinin 450 nanometredeki optik dansiteleri (absorblar)
Olciildii ve standartlarin konsantrasyon-absorbans grafigi ¢izildi. Numunelerin

absorbansi bilindiginden numunelerin konsantrasyonu hesaplandi.
5.2.3 TNF-a OLCUMU

Baster TNF-oa ELISA kiti standart sandvi¢ enzime bagli immunesorbent
teknolojisine dayanir. TNF-a’ya 6zgii antibadiler 96 kuyucuklu playtlerin {izerine
kaplanmustir. insana 6zgii monoklonal antibadilerle biyotinlenmistir. Ornekler ve
biotinle algilanan antibadiler kuyulara eklenmistir. Bagli olmayan konjugatlar PBS
(Fosfat Buffer Saline) veya TBS soliisyonu ile yikanir. HRP (Horseradish
Peroxidase) enzimatik reaksiyonunu goézlemlemek icin TMB (Tetrametilbenzidin)
substrat1 kullanilmistir ve bagli analit miktar1 ile dogru orantili olusan renk siddeti

Olgiiliir.

-Dilue ABC (enzim) ile substrati kullanmadan 30 dakika 6nce 37°C de
bekletin.

-TNF-a, ELISA olgiimii oda sicakliginda (20+4°C) gergeklestirildi.
Olgiimden 6nce tiim reaktiflerin ve serumlarin oda sicaklifma ulasmasi beklendi.

Reaktifler ve serumlar vortexlendi.

-10 ng/ml stok standarttan 1000 pg/ml’lik bir standart soliisyonu hazirlandi.
Bu solusyonla seri diliisyonla 500 pg/ml, 250 pg/ml, 125 pg/ml, 62.5 pg/ml, 31.2
pg/ml, 15.6 pg/ml standart solusyonlar1 hazirlandi.
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-Her bir standart ve hasta numuneleri 96 kuyucuklu playte 100’er pl olarak
pipetlendi ve 37°C de 90 dakika inkiibasyona birakildi.

-Inkiibasyon sonunda kuyucuklardaki sivi tamamen aspire edildi.

-96 kuyucugun her birine 100ul biotinlenmis antihuman TNF-o antikor
calisma solusyonu eklendi ve 37°C de 60 dakika inkiibe edildi.

-Inkiibasyon sonunda 300 ul yikama soliisyonu ile yikandi ve bu islem

toplam ii¢ defa tekrar edildi.
-Daha sonra 100 pl enzim (ABC) kondu, 37°C de 30 dakika inkiibe edildi.

-Inkiibasyon sonunda 300 pl yikama soliisyonu ile yikandi ve bu islem

toplam bes defa tekrar edildi.

-Kuyucuklara 90 pl substrat eklendi ve karanlikta 37°C de 20-25 dakika
inkiibe edildi.

- Reaksiyon, her kuyucuga 100ul “’Stop’” solusyonu eklenerek durduruldu.
Substrat ile *’Stop’” solusyonunun tamamen karistigindan emin olmak i¢in plak 5-10

saniye ¢alkalandi.
-ELISA okuyucusunda 450 nm okuma yapildi ve sonuglar hesaplandi.

TNF-a absorbanslarinin ortalamas1 Y ekseni, konsantrasyonlart X ekseni
olacak sekilde olusturulan standart grafik yardimi ile numunelerin TNF-o degerleri

hesaplandi.
5.2.4 KASPAZ-9 OLCUMU

Eastbiopharm Kiti; Kaspaz-9 seviyesini 6l¢gmek amaciyla insan serumu, kan
plazmas1 ve diger ilgili doku sivi Ornekleri i¢in kullanilir. Kaspaz-9’a 6zgii
antibodyler 96 kuyucuklu playtlerin iizerine kaplanmistir. insana &zgii monoklonal
antibodylerle biyotinlenmistir. Bagli olmayan konjugatlar yikama solusyonu ile

yikandi. HRP enzimatik reaksiyonu gozlemlemek i¢in substrat kullanilmistir.
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-Serumlar ve kit kullanmadan 30 dakika Once oda 1sisinda bekletildi.

Reaktifler ve serumlar vortexlendi.

-Standart solusyon 24 ng/ml, 12 ng/ml, 6 ng/ml, 3 ng/ml ve 1,5 ng/ml olarak
dilte edildi.

-Herbir standart ve hasta numuneleri 96 kuyucuklu ELISA playt icine
pipetlendi. Ardindan 40ul standart ve hasta serumu kuyucuklara pipetlendi ve
tizerine 10pl Caspase-9 ABC eklendi. Daha sonra 50 pl HRP konjugat soliisyonu
eklendi ve playtin iizeri film membran ile kapatilip 37°C de shaker iizerinde 60

dakika inkiibasyona birakildi.

-Inkiibasyon sonrasi diliie ettigimiz yikama soliisyonu ile yikama yapild1 ve

kagit tizerine playte dikkatlice emdirildi.

-Arkasindan 50ul substrat A ve 50 pl substrat B solusyonu sirastyla biitiin
kuyucuklara pipetlenir. Karanlik bir ortamda 37°C de on dakika inkiibe edildi.

-Son olarak reaksiyonu durdurmak iizere 50ul stop solusyonu pipetlenip
reaksiyon durduruldu. Substrat ve stop solusyonunun iyice karigmasini saglamak i¢in

plak 5-10 saniye hafif¢e ¢alkalandi. Mavi renkli kuyucular sariya dondii.

-ELISA okuyucusunda 450 nm okuma yapildi ve sonuglar hesaplandi.
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6 BULGULAR

Calismamizda IL-8, IGF-1, TNF-a, Kaspaz-9 parametrelerine ait bulgularin
minimum, maximum ve medyan degerleri Tablo 6.1 de verilmistir. Bu parametrelere
ait gruplar su sekildedir; 0. saat (Giristeki kan degerleri), 24.saat (24.saat sonra kan
degerleri), 30.giin (30.giin sonra kan degerleri) ve kontrol (saglikli grup kan
degerleri).

Tablo 6.1: Gruplarin IL-8, IGF-1, TNF-a, Kaspaz-9 parametrelerine ait
minimum, maximum ve (medyan) degerleri

Parametreler 0.saat 24 .saat 30.giin Kontrol
(medyan) (medyan) (medyan) (medyan)
N 42 42 42 42
IL-8 0-3790 (36,42) | 0-481 (33,34) | 0-5153 (6,68) | 0-6717
(157,86)
IGF-1 31,68-307,72 | 43,19-342,89 | 63,99-373,97 | 74,17-
(172,98) (165,14) (180,81) 595,86
(179,35)
TNF-a 0-202,30 0-162,83 0-128,3 (2,06) | 0-139,32
(22,04) (19,67) (2,98)
Kaspaz-9 1,84-39,85 0-41,63 (5,40) | 1,72-43,74 0,87-
(4,27) (5,14) 47,83
(5,02)

Olgiilen parametrelerde dagilimlar normal olmadifi i¢in minimum ve
maximum medyan yazmak daha dogru olur, ortalama ve standart sapmay1 yazmak
yaniltict olur. Parametrelere ait tanimlayici istatistiksel bilgiler Tablo 6.1
incelendiginde goriilmektedir ki; IL-8’a ait O.saat degeri yiikselme gostermis ve
kontrol grubunun degerine yaklasmis, 24.saat degerinde diisiis gozlenirken, 30.giin
degerlerinde tekrar ylikselme olmus ve saglikli bireyin degerine yaklasmistir. IGF-1
degerleri incelendiginde goriilmektedir ki, 0.saat, 24.saat ve 30.giin degerleri kontrol
degerinden daha diisliik seyretmistir. TNF-o’ya baktigimizda Akut Miyokard
Infarktiisii gegirildigi anda kontrol grubundan daha yiiksek olgiilmiis ve zamanla
diismiis, 30.giin degeri kontrol grubunun degerinin de altinda dl¢lilmistiir. Kaspaz-9
degerlerinde ise Ol¢iilen degerler AMI gecirildigi ve diger 6l¢iilen zamanlarda da bir

miktar yiikselme gozlenmis ve kontrol grubu degerlerine yaklagmistir.
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Sekil 6.1: Kontrol ve hasta gruplarinin yasa gore dagilimi

Cinsiyet dagilimi olarak hasta kontrol grubu arasinda anlamli bir farklilik

bulunmadi. p=.507 (Pearson Ki Kare) Yas olarak kontrol ve hasta grubu arasinda

anlamli farklilik var. p=.004 (Mann whitney U Testi). Hasta grubundaki yas

ortalamasi kontrol grubundan daha yiiksektir.
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Kontrol ve hasta gruplarinin I1L-8, IGF-1, TNF-a, Kaspaz-9 parametrelerinin

dagilimi sirasiyla verilmektedir.
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Sekil 4.2: Kontrol ve hasta gruplarimizin IL-8 degerlerine gére dagilimi
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Sekil 6.3: Kontrol ve hasta gruplarimizin IGF-1 degerlerine gore dagilimi
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Sekil 6.4: Kontrol ve hasta gruplarimizin TNF-o degerlerine gore dagilimi
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Sekil 6.6: Kontrol ve hasta gruplarimizin Kaspaz-9 degerlerine gore dagilimi
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Asagida 0.saat, 24.saat, 30.giin olarak gdsterilen tanimlar farkli zamanlarda
yapilan Ol¢limleri gostermektedir. Yani 0.saat (giristeki kan degerleri), 24.saat (24
saat sonra alinan kan degerleri), 30.giin (30 giin sonra alinan kan degerleri) Zamana
gore yapilan testler sadece hasta grubu verilerini igerir. Zaten sagliklt kontrol
grubunda 0.giin, 24.saat ve 30.giin olarak numune toplamak miimkiin degildir. Ancak

grafiklerde kontrol grubuna ait ilk zaman verisi de gosterilmistir.
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Sekil 6.7: IL-8 degerleri icin kontrol grubu ile zamanlar aras1 karsilastirma

IL-8 degerleri igin kontrol grubu ile zamanlar arasi karsilastirmada Kontrol-
O.saat aras1 fark bulunmadi p=.071, Kontrol-24.saat aras1 ve Kontrol-30.giin arasi

fark bulundu sirasiyla p=.001 ve p<.001 (Mann Whitney U testi).

Hasta grubunda zamana gore IL-8 degerleri karsilastirmasinda anlamli

farklilik bulundu p=.01. Zamanlarin ¢oklu karsilastirmasinda 0.saat ve 24.saat
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arasinda anlamli farklilik var (p=.034). (Friedman Testi) 24.saat-30.giin (p=.504) ve
0.saat-30.giin (p=1.0) arasinda fark bulunmadi (Mann Whitney U testi).
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Sekil 6.7: IGF-1 degerleri i¢in kontrol grubu ile zamanlar arasi karsilagtirma

IGF-1 degerleri i¢in kontrol grubu ile zamanlar arasi karsilastirmada
Kontrol-0.saat, Kontrol-24.saat ve Kontrol-30.giin fark bulunmadi sirasiyla p=.734
ve p=.458 ve p=.883 (Mann Whitney U testi).

Hasta grubunda zamana gore IGF-1 degerleri karsilastirmasinda 0.saat-
24.saat ve 24.saat-30.giin ve 0.saat-30.glin arasinda anlamli farklilik bulunmadi

p=.44. (Friedman testi). Veriler tekrarli dl¢iimler oldugu i¢in (nonparametrik).
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Sekil 6.8: TNF-a degerleri i¢in kontrol grubu ile zamanlar aras1 karsilagtirma

TNF-a degerleri i¢cin kontrol grubu ile zamanlar arasi karsilastirmada Kontrol-
O.saat ve Kontrol-24.saat aras1 anlamli fark bulundu sirasiyla p=.001 ve p=.001,

Kontrol-30.giin arasi fark bulunmadi p=.434 (Mann Whitney u testi).

Hasta grubunda zamana gore TNF-a degerleri karsilastirmasinda anlamh
farklilik bulundu p=.001. (Friedman testi) Zamanlarin c¢oklu karsilagtirmasinda
0.saat-24.saat arasinda anlaml farklilik bulunmadi (p=.782). 24.saat-30.giin arasinda
fark bulundu.(p=.034) 0.saat-30.giin arasinda fark bulundu p=.001 (Mann Whitney u
testi)

62



Kaspaz-2 Ortalamalar

ng/ml

8,50~ Grup
~ = Haritrol
- Hasta

BE0

8 40

8,20+ '

Estimated Marginal Means
A

8,00 s

T B0

0.saat 24d.5aat 30.gln
Zaman

Sekil 6.9: Kaspaz-9 degerleri i¢in kontrol grubu ile zamanlar arasi
karsilastirma

Kaspaz-9 degerleri i¢in kontrol grubu ile zamanlar arasi karsilastirmada
Kontrol-0.saat, Kontrol-24.saat aras1 ve Kontrol-30.giin arasi fark bulunmadi

sirastyla p=.265 ve p=.792 ve p=.694 (Mann Whitney U testi).

Hasta grubunda zamana goére Kaspaz-9 degerleri karsilagtirmasinda anlaml

farklilik bulunmadi p=.474 (Friedman testi).
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Ayrica hasta gruplar1 arasindaki karsilastirmada IL-8

ve TNF-a arasinda

pozitif korelasyon bulundu. Hasta Grubu IL-8 ve TNF-o I¢in Sacilim Grafikleri
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Sekil 6.10: IL-8 0.saat ve TNF-a 0.saat regresyon analizi grafigi

IL-8 ve TNF-a 0.saat de arasinda anlamli pozitif korelasyon var. p=.373.

Digerlerinin 0.saatte anlamli farklilik yok.

Tablo 6.2: 0.saatte dlgiilen degerlerin korelasyon tablosu

Degigken 1

Degigken 2

Sperarman rho

P degeri

IL-8 0.saat

TNF-a 0.saat

,373

,015
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Sekil 6.11: IL-8 24.saat ve TNF-a 24.saat regresyon analizi grafigi

24.saat de IL-8 24.saat sonra alinan kan degerleri ile TNF-o 24.saat sonra

alman kan degerleri arasinda anlamli korelasyon var. Digerlerinde anlamli

korelasyon yok.

Tablo 6.3: 24 .saatte dlgililen degerlerin korelasyon tablosu

Degisken 1

Degisken 2

Sperarman rho

P degeri

IL-8 24.saat

TNF-a 24 .saat

,333

,031
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Sekil 6.12: IL-8 30.glin ve TNF-a 30.glin regresyon analizi grafigi

30.giinde IL-8 ile TNF-a arasinda pozitif korelasyon var p=.653 (p<.001).

Digerlerinde anlamli korelasyon bulunmadi.

Tablo 6.4: 30.giinde dlgiilen degerlerin korelasyon tablosu

Degisken 1

Degisken 2

Sperarman rho

P degeri

IL-8 30.giin

TNF-o 30.giin

,653

,015
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7 TARTISMA

Akut koroner sendrom (AKS), akut miyokard iskemisine (AMI) bagl olarak
ortaya ¢ikan semptom Ve klinik bulgularla karakterize bir durumdur (Falk, Shah ve
Fuster 1995). Koroner kalp hastaliklar1 gliniimiizde mortalite ve morbiditenin en
onemli nedenidir (Werf, et al. 2003). Boylesine 6liimciil sonuglar doguran ve erken
donemde miidahale edilmesi durumunda hayat kurtarici sonuglar alinabilen Akut
Koroner Sendrom iizerine c¢alismalarin yogunlugu dikkat c¢ekicidir. AMI,
kardiyovaskiiler hastaliklarin tedavisinde biiyiik gelismelere ragmen, birgok iilkede
kadin ve erkeklerde 6liim nedeni olarak basta gelmekte ve ayni derecede Onemli
olarak yasamini kisitlamaktadir (Kristensen 1992)(Endler, et al. 2002). Bu yiizden
biyokimyasal markirlar bu yonde olduk¢a 6nemli olup, bu konudaki ¢alismalarda

giiniimiizde yogun bir sekilde siirdiiriilmektedir.

AKS siiphesi bulunanlarda hipertansiyon (HT), Hiperlipidemi, sigara gibi
klasik risk faktorlerine ek olarak, DM ve kalp dis1 vaskiiler hastaliklar prognostik
oneme sahip major risk faktorleridir. Bu ¢aligma igin hasta grubumuzu olustururken
O0zgecmisinde hicbir hastalik hikayesi olmamasina ve klasik risk faktorleri
tasimamasina dikkat edilmistir. Bundaki amag, calisilan parametrelerin kardiyak dis1

nedenlerle degerlerinin etkilenmemesini saglamaktir.

Kardiyak hasarin ve iskeminin siddetini belirlemede bilinen en iyi
biyokimyasal belirte¢ cTnl’dir. Yiiksek degerleri miyokard dokusunda nekrotik
alanlar isaret eder. Bu gelisen iskemik hasar sonucunda apopitozis yolaklar1 aktive
olur (Kiess ve Gallaher 1998). Calismada, apopitoz belirteglerinin daha
degerlendirilecegi diisiliniildiigiinden acile bagvuru esnasinda Troponinl degerleri

yiiksek olan hastalar gruba dahil edilmistir.

Calismamiz; AMI tanis1 alan 42 hasta (26 erkek, 16 bayan) ve saglikli 42
kontrol (23 erkek, 19 bayan) grubundan olusturuldu.

Apoptozis, aktif enerji gerektiren bir siirectir. Apoptozis sirasinda gesitli
genlerin kodlandig1 bazi proteinler hiicre icinde aktif veya inaktif hale gelirler.

(Saikumar ve ark. 1999).
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Ilerleyen bilimsel siirec igerisinde hastaliklarin  patogenezlerinin
tanimlanmasinda molekiiler mekanizmalar ve ultrasiitriiktiirel arastirmalar Oonem
kazanmaktadir. AMI’1n bilinen nedenlerinin disinda molekiiler mekanizmalarinin da
tanimlanmasi asamasina gelinmistir. Bu calismada, AMI ile apoptozis arasindaki
iligki irdelenmistir. Genel olarak, apoptozisle ilgili calismalar hizla artmasina kargin
apoptozisi saptamak ve degerlendirmek pek kolay olmamaktadir (Saikumar ve ark.
1999). Ozellikle tek bir hiicrede apoptozis olay1 saatler igerisinde gelistiginden
apoptotik siiregteki hiicreyi morfolojik olarak tanimak ve kantifiye etmek
zordur(McCarthy ve Evan 1998). Genellikle ¢alismalarin giivenirliligini artirmak
amaciyla farkli yontemlerin birkaginin birlikte kullanilmasi onerilmektedir (Alles,

Alley ve Barrett 1991).

Hiicre fizyolojisi ve patolojisindeki temel rolii son yillarda ortaya g¢ikan
apoptozisin molekiiler diizeyde anlagilmasi tedavi yaklasimlarina yeni boyutlar
getirecektir. Apoptozisin uyarimi ve inhibisyonu, belirli kardiyovaskiiler hastaliklarin
tedavisinde ve Onlenmesinde ideal bir yontem gibi goriilmektedir. Ancak klinikte
apoptozisten yararlanabilmek i¢in selektif dokularda bu siirecin  nasil
baslatilabilecegi ve nasil sonlandirilabilecegine yonelik yogun caligmalara

gereksinim vardir.

Kalp yetersizliginde apoptozis en yogun arastirilan konulardan biridir.
Miyokard infarktiisii, iskemi, ventrikiiler hipertrofi, ventrikiiler dilatasyon
(akut/kronik voliim yiikii), akromegaliye sekonder, yine hayvanlarda hizli ventrikiiler
pacing sonucu ve otoimmunite (miyokardit) sonucu gelisen kalp yetersizlikli
olgularda gerek post-mortem gerekse biyopsi ¢alismalarinda apoptotik hiicrelerin
varhigr gosterilmistir (James 1999). Elimizdeki bulgular simdilik apoptozisin kalp
yetersizliginde etiyolojik bir neden mi yoksa sonu¢ mu oldugunu tam
aydinlatmamaktadir. Ancak etiyolojisi ne olursa olsun tiim kalp yetersizliklerinde
apoptozis siireci tetiklenmigtir (Sabbah 2000). Apoptozis esnasinda CK-18,
kaspazlarla aspartat 238 ve aspartat 296 noktasindan kirilir. M30 monoklonal
antikor, 6zellikle CK-18’in aspartat 396 da kirillan fragmanini (M30 antijen) tanir.
Yani sitokeratin 18 apoptozise giden hiicrelerde yeni bir epitop olusumuna neden

olacak sekilde apoptozise 6zel bir pozisyonda kirilir. Olusan yeni antijen kaspazla-
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kirilmis sitokeratin 18 ya da M30 antijen olarak isimlendirilir. M30 antijen apopitotik
hiicrelerden salinarak seruma ¢ikabilir ve ELISA yontemi ile diizeyleri kolayca
oOlgiilebilir. Boylece CK’ler apopitotik markir olarak kullanilabilir (Ueno, et al.
2003). (Ulukaya, Yilmaztepe, et al. 2007). Iskemik kalp hastalig1 olan hastalarda ve
kardiyak mikrodolasimda endotel hiicrelerinde CK-18 molekiiliine karsi yiliksek
serum antikor titreleri gosterilmistir (McDouall ve ark. 1996) (Mattey ve ark. 2004).

Anjiyogenez uyarisi, doku hipoksi veya iskemisine fizyolojik bir yanittir ve
bunun sonucunda dokulara olan kan akimi artar (Adair ve ark. 1990). Anjiyogenik
uyar1 sonrast lokal olarak salinan biiylime faktorleri ve enflamatuvar mediyatorler
vazodilatasyona, vaskiiler ge¢irgenlikte artisa va monosit-makrofaj birikimine neden
olur. Bu enflamatuvar hiicreler, yeni gelisen damar ylizey matriks ve bazal
membranini yikan matriks metalloproteinazlarin salinimina neden olur. Hiicre dist
matriksin proteazlarca yikilmasi, oraya go¢ edecek hiicrelere yer acilmasini saglar.
Hiicre dist matriksin yikimini takiben artik endotel hiicreleri goc¢ edebilmek ve
cogalabilmek igin serbesttir (Seiler 2003). Endotel hiicreleri hiicre digi matrikse gog
ettikten sonra burada ¢ogalir ve kat1 seritler olusturacak sekilde dizilerek birbirleri ile
birlesirler. Olusturduklar hiicre i¢i vakuollerle devamlilik kurarlar ve yeni bir liimeni
olan kilcal damarlar1 meydana getirirler. Olusan bu yeni damarlar, organ ve
dokularin ihtiyacina gore anjiyogenik wuyart dogrultusunda Ozellesmeye ve

tomurcuklanmaya devam ederek damarsal yapiy1 genisletirler (Schaper 1967).
7.1 TNF-a (Tiimor Nekrozis Faktor-a) Bulgularinin Tartismasi

Tiumor Nekrozis Faktor-a (TNF-a), endotelden, diiz kas hiicrelerinden ve
makrofajlardan, ¢esitli biyolojik etkilere yanit olarak dolagima salinmaktadir (Warner
ve Libby 1989). TNF-a polipeptid yapida genis biyolojik etki spektrumlu bir
hormondur. Baglica monosit ve makrofaj tarafindan tretilmektedir. TNF-a reseptor
kompleksi, hedef hiicrede bircok biyolojik aktivitenin baslamasina neden olur
(Basaran ve ark. 1993). TNF-o’nin dogal yada kazanilmis immiinite, kaseksi,
endotoksik sok, inflamasyon, dokunun yeniden sekillenmesi, enfeksiyon ve
immiinite, sitotoksisite, apoptozis olaylarinda 6nemli biyolojik ve fizyopatolojik

etkileri vardir (Camussi ve ark. 1991).
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Onceleri, tiimor hiicreleri iizerine hemorajik nekroz etkileri ile tanimlanan
TNF-a’nin sonraki yillarda kardivaskiiler sistem iizerine etkileri de tanimlanmustir.
Ozellikle hayvanlarla yapilan c¢alismalarda, TNF-a’nin progresif sol ventrikiil
disfoksiyonuna, pulmoner 6deme, sol ventrikiil yeniden bicimlenmesine, fetal gen
ekspresyonuna ve kardiyomiyopatiye neden oldugu gosterilmistir (Ridker ve ark.
2000) (Frangogiannis ve ark. 2002).

Kaya ve arkadaslarmm (Kaya ve ark. 2009) Akut Miyokard Infarktiisii
Sonrast Ventrikiiler Yeniden Bi¢imlenme Erken Belirleyicileri: Tiimor nekrozis
faktor-alfa’nin rolii adli calismada, ilk kez ST segment elevasyonlu miyokard
infarktiisii gegiren, 38-87 yaslar1 arasinda toplam 72 hasta ve koroner anjiyografide
koronerleri normal olarak degerlendirilen, sistemik hastaligi bulunmayan 30 olguda
kontrol grubu olarak alinmigtir. Plazma TNF-a seviyeleri yatis sirasinda 6l¢tilmiistiir.
Sol  ventrikiiler sistolik ve diyastolik  fonksiyonlarin  degerlendirildigi
ekokardiyografik Olctimler hem baslangigta, hem de 6. ayda yapilmistir ve tim
hastalara koroner anjiyografi de yapilmistir. Altinct aydaki ekokardiyografi
sonuclarina gore diyastol sonu voliim indeksinde bazal degerlere gore >%20 artig
saptananlar yeniden bicimlenme grubuna dahil edilmistir. Yeniden bigimlenme grubu
19 hastadan olusmustur. Bazal plazma TNF-a diizeyleri yeniden bigimlenme olan
hastalarda yeniden bi¢imlenme olmayan ve kontrol grubu hastalara gore belirgin
olarak daha yiiksek Sl¢iilmiistiir. Yapilan lojistik regresyon analizinde, sadece TNF-a
diizeylerinin yeniden bi¢imlenmeyi 6ngdrdiigii saptanmistir. Ik kez MI gegiren
hastalarda plazma TNF-a diizeyleri akut donemde yiiksek 6l¢iilmiis ve bu artis sol
ventrikiil yeniden bigimlenmesi ile yakindan iligkilidir. Bizim c¢alismamizda da;
TNF-o degeri MI’dan hemen sonra kontrol grubu degerlerinin neredeyse iki kati
kadar artmis ve giderek diismeye baslamistir. Bu da MI'nin gecirildigi anda TNF-
a’nin apoptoziste ekstrensek yolagi kullanarak apoptozis siirecinde rol aldigini
biliyoruz. 30. giin dl¢limiinde de kontrol grubunun degerlerinin de altina diismiistiir.
Bu da bize MI gegirildigi anda apoptozisin yogun oldugu ve giderek azalmaya
basladig1 fikrini vermektedir.  Calismamizda; kontrol grubu ile giris kan
karsilastirmasinda anlamli fark bulunmustur, kontrol grubu ile 24. saatten sonra
alinan kanlarda da TNF-a degerleri arasinda anlamli farklilik bulunmustur, kontrol

grubu ile 30. glin degerleri arasinda farklilik bulunmamustir.
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Franke ve arkadaslarinin (Franke ve ark. 2005) “’Farkli tiirde kardiyotarasik
cerrahi islemler sonrasi proinflamatuar stokinler: Gordiiklerimiz bildiklerimiz midir’’
calismasinda 108 hastada yaptiklar1 arastirmada TNF-a hiicre kaybi ve hasarin
artmasinda en biiyiik role sahiptir ve sag ventrikiil fonksiyonunun bozulmasi ve
kompartmanlar arasi sivi yer degistirmesini arttirir seklinde ifade etmislerdir. Bizim
calismamiz da miyokard infarktiisiiniin hemen ardindan TNF-a diizeyinin artmasini
hiicre kayb1 ve hasarinda rol oynadigi ve hiicreyi apopitozise gotiirdiiglinii bu

nedenle bir artis oldugunu diisiinmekteyiz.

Yine Doganci ve arkadaslarinin (Doganci ve ark. 2013) “TNF-o kalp
cerrahisi sonrast goriilen apriyal fibrilasyon i¢in bir prediktdr olabilir mi?”’ adh
calismasinda {i¢c damar ve daha fazla hedef damara revaskiilarizasyon uygulanan 50
hastadan intraoperatif olarak koroner siniisten bazal, iskemi ve reperfiizyon
donemlerinde alinan kan orneklerinde TNF-a diizeyleri incelenmis ve postoperatif
ilk ay icerisinde atriyal fibrilasyon ritmi gelisen hastalar ile diger hastalar demografik
ve operasyona ait verileri ve TNF-a diizeyleri agisindan karsilastirilmistir. TNF-a
diizeyleri, tiim hastalarda kardiyopulmoner baypas boyunca hareketlilik géstermis ve
iskemi ile birlikte hizla pik yapan TNF-o diizeyleri, reperfiizyon fazinda
inflamasyonun kismen kontrol altina alinmasi ile bazal diizeye kadar olmasa da
azalma bildirmis. Normalde aortik klos klemp konulmasinin ardindan olusacak
iskemi ile birlikte, basta kompleman sistemi ve proinflamatuar sistemler olmak {izere
bircok sistemin aktive olarak inflamasyonu arttirmasi beklenir. Bu sistemlerin 6nemli
bir liyesi ve ¢ogu zaman baslaticis1 olan TNF-a, inflamasyon bdélgesinde yerlesik
olan makrofajlardan {iretilen bir erken yanit sitokinidir. Tiimor hiicreleri i¢in toksik
olmasinin yani sira, nétrofil ve monositler i¢in kemotaktik etki olusturur, inflamatuar
mekanizmalar1 hizli bir sekilde aktifler. Boylece sistemik vazodilatasyona ve
miyokardiyal baskilamaya neden olur. Acik kalp cerrahisinde, TNF-o sekresyonu
kardiyopulmoner bypassin baslamasi ile baglar, 2-18 saat icerisinde seviyeleri pik
yapar ve 24 saat icerisinde normale doner (Mansuroglu ve ark. 2004) Bu calismada
kardiyopulmoner bypassin her asamasinda koroner siniisten alinan kan 6rneklerinde
TNF-a diizeylerinin seyri, istatistiksel olarak anlamli bir degisime isaret etmektedir.
Buna gore ekstrakorporal dolagimin baslamasi ile birlikte miktar1 artmaya baglayan

TNF-a, doku hasarinin ve dolayisiyla inflamasyonun en yiiksek oldugu ’iskemi’’
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doneminde pik seviyesine ulagmakta; sonrasinda reperfiizyon ile bir miktar azalma
gostermekte ancak bazal diizeyine ulasmamaktadir. Bizim ¢alismamizda da iskemi

sirasinda yiikselme olmus ve giderek TNF-a diizeyinde diisme gozlenmistir.

Sicanlarda yapilan bir ¢alismada, TNF-a ekspresyonunun genis miyokard

infarktlis modellerinde arttig1 bildirilmistir (Irwin ve ark. 1999).
7.2 KASPAZ-9 Bulgularinin Tartismasi

Intrinsik (mitokondri bagimli) yolakta, mitokindriler merkezi rol oynarlar.
Mitokondri, apoptozis i¢in gerekli olan enerjiyi iiretir ve sitokrom-c, endoniikleaz G
ve AIF (Apoptozis Inducing Factor) gibi proapoptotik proteinlerin salinmasini
saglar. Sitokrom-c’nin mitokondriden salimmi Apaf-1 (Apoptotik protease
activating factor-1) araciligiyla Kaspaz-9’un aktiflesmesine neden olur (Zou, Li ve
Wang 1999). Coziilebilir proteinler permeabilize mitokondri membranindan diffiize
oldugunda, kaspaz aktivasyonu tesvik edilir. Bu proteinlerin en iyi ¢aligilan1 olan
sitokrom-c, Apaf-1’e baglanir ve apoptozom denilen heptamerik protein halkasini
olustururlar. Apoptozom, prokaspaz-9’a baglanarak konformasyonel degisim

araciligi ile aktiflesmesini yani kaspas-9 olusumunu indiikler (Y. Shi 2006).

Apoptozis ¢ok cesitli sinyallerle baslatilabilir. Ancak apoptotik 6liimiin son
basamaklarinda goriilen ve apoptozisin mediyatdrleri olan yiiksek oranda korunmus
bir dizi kaspaz sayesinde, ¢ogu hiicrede sonu¢ aynidir. Kaspazlar1 hedefleyen cesitli
regiilator mekanizmalar mevcuttur. Bunlar arasinda, bir¢ok hiicrede bulunan ve
ayrica kalpte dnemli rolleri olabilen cFLIPve IAP ailesi vardir. Ozellikle iskelet kas1
ve Kkalpte eksprese olan bir apoptozis inhibitorii karakterize edilmistir (Koseki ve
ark. 1998)

Iskemi/reperfiizyon hasar1 olusturulmus fare kalplerinde yapilan bir
calismada, kardiyomiyozit DNA fragmantasyonu ve kaspaz aktivasyonu, infarkt
alaninda azalmaya neden olmaksizin kaspaz-1 ve kaspaz-3 inhibitorleri tarafindan
engellenmistir (Okamura ve ark. 2000) Bu ¢alisma, reperfiizyon hasari sonucunda
zZVAD-fmk’ya ek olarak kaspaz-8, -9 ve -3 inhibitorlerinin infarkt alaninda azalmaya

neden oldugunu gosteren calismayla gelismektedir (Mocanu ve ark. 2000) Bu
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calismalardaki farkli sonuglarin sebebi inhibitdrlerin verildigi zamanlarin farkli
olmasindan kaynaklaniyor olabilir. Ilk calismada, inhibitérler iskemiden once

verilmis, ikincisinde ise reperflizyonun baslangici sirasinda verilmistir.

Yukarida bahsedilen c¢alismada kaspaz-9 degeri kanlarimizda oOlgiilen
degerlerimizle uyumludur ve kaspaz-9 diizeyi iskemiden hemen sonra diigmiis ve
giderek artmaya baslamistir. Bu da bize mitokondriyel yolagi kullanarak
apoptozomun yapisinda yer alan kaspaz-9’un iskemiden hemen sonra apoptozun
azaldig1, 24.saat ve 30.gilin 6l¢limiinde artmaya baslamasiyla apoptozisin arttigini ve
fizyolojik apoptozisin seviyesine ulagsmaya calistigini goriiyoruz. Kaspaz-9 degerleri

karsilastirilmasinda fark bulunmamustir.

Literatlir incelendiginde kaspaz-9 diizeyi ile iskemi iizerine yapilan bir
calisma bulunmamaktadir. Bildigimiz kadariyla bizim ¢alismamiz bu konuda ilk
calismadir. Bugiine kadar saptanmis en az 30 protein ve bir o kadar da apoptoziste
olasi rolii diistiniilen protein vardir. Apoptozis, Bcl-2 ailesi dimerize proteinleri
tarafindan kontrol edilir. Bcl-2 geni, bir proto-onkogendir. Bazi antiopoptotik (bcl-2,
bcl-x1....) ve proapoptotik (bax, bad, bak...) proteinler bu grupta yer almaktadir.
Calismalarda “’Bcl-2/Bax’ oran1  “’death switch’ (6liim anahtar1) olarak
degerlendirilmektedir. Bir bagka ifadeyle hiicrenin 6liimle yasam arasindaki gelecegi
bu iki protein arasindaki gelecegi bu iki protein arasindaki denge sayesinde
belirlenmektedir. Intrinsik yolak, Bcl-2 protein ailesi iiyeleri arasindan kontrol edilir.
Bu baglamda, apoptozis tanimlamasi yapmak amaciyla intrinsik yolakta apoptozom

halkasinda yer alan Kaspaz-9 protein ifadesi arastirilmistir.

7.3 IGF-1 (insiillin Benzeri Biiyiime Faktorleri) Bulgularinin

Tartismasi

Insiilin benzeri bilyiime faktorii (IGF-1), fotal ve cocukluk evresi boyunca
normal gelismede esas rol oynar. Erigkin donemde ise bu sistem hiicresel
metabolizmada rol oynadig1 gibi, hiicre proliferasyonu ve apoptozisin onlenmesi
gibi fonksiyonlarin regiilasyonun da da rol oynar (Jerome ve ark. 2003). IGF-1,
mitojenik ve antiapoptotik etkiye sahip olan peptid yapida bir hormondur

(Firstenberger ve Senn 1999). Serum IGF-1 konsantrasyonu degisik fizyolojik
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faktorler tarafindan etkilenir. Puberte siirecinde artar, 16 yasinda en yiiksek
seviyesine ulasir ve yaglanma silirecinde %80’nin {izerinde geriler. IGF-1
konsantrasyonlar1 kadinlarda erkeklerden daha fazladir (Melmed 2001). Insiilin
benzeri biliyiime faktorleri (IGF-1) viicuttaki hemen hemen her organ ve dokuda

biiyiime fonksiyonda rol oynamaktadir (Quin ve ark. 1990).

Gill C. ve arkadaslarinin (Gill, Mestril ve Samali 2002) yaptiklar1 ¢alismada
insiilin benzeri bliyiime faktorii-1 (IGF-1) infiizyonu verilen miyokard iskemili
hayvan modellerinde apoptozu azalttig1 gosterilmistir. IGF-1’in nekroz ve iskemik
miyokardin reperfiizyon sonrasi meydana gelen enflamatuar durumlari apoptozisi
hafifletmesinde potansiyel olarak yararli olan biiylime faktorlerinin 6nemli bir roli

oldugunu vurgulamislardir.

Yenigiin M.ve arkadaslarinin(Yenigiin 2001)yaptiklar1 ¢aligmada arteriyal
hasar; diiz kas hiicresinde, hizla gelisen uzun siireli bir IGF-1 mRNA ekspresyonuna
neden olur. Trombositler de hem IGF-1 hem IGF-2 eksprese ederler. Ayn1 zamanda
trombositlerde, IGF-1 salinimi olur. Makrofaj prekiirsorlerinde de IGF-1 reseptorii
vardir. IGF-1 bu hiicrelerin stimulasyonu ve proliferasyonunda uyarict rol oynar.
IGF-1, endotel hiicresinin proliferasyonunu da stimiile eder. Endotel disfonksiyonu,
daha fazla IGF-1 salinmasina yol agarak damar diiz kas hiicrelerinin

proliferasyonuna yol agtigini belirtmislerdir.

Bizim yaptigimiz ¢alismada miyokard infarktiisii gecirildikten hemen sonra
IGF-1 diizeyleri diismiis bir ay sonraki 6l¢iimlerde de saglikli kisinin diizeyine tekrar
ulagmistir. Miyokard infarktiisii gecirildigi anda anjiyogenejin azaldigini bir ay sonra
gibi bir siirede fizyolojik anjiyogeneze ulastigini goriiyoruz. IGF-1 degerleri igin
saglikli bireyler ile miyokard infarktiisii gegiren kisiler arasindaki dl¢iilen degerlerin
karsilastirmasinda MI’den hemen sonraki ilk 6l¢iimde, bir glin sonraki 6l¢iimde ve

bir ay sonraki 6l¢iimiinde fark bulunmamastir.
7.4 1L-8 (Interlokin-8) Bulgularinin Tartismasi

IL-8 inflamasyonla iligkili sitokinler arasinda yer almakta ve akut

inflamasyon bolgesine l6kositleri ¢ekebilme yetenegine sahip olan bir kemokin
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olarak bilinmektedir(Rot 1992)(Kumar, Basic pathology 1995). IL-8 ya da nétrofil
aktive edici peptit, notrofilleri ¢eken ve aktive eden major bir kemokindir
(Zouboulis, Katsantonis ve Keteler 2000)(Kaburaki, Fujino ve Kawashima 2003).
Proenflamatuar bir sitokin olan interlokin-8 (IL-8) diizeylerinin, iskemi sonrasi
miyokart depresyonu veya miyokardiyal sersemleme (stunning) olarak ifade edilen
ve reperfiizyon sonrast geri doniigsiiz hasar olmamasi ve perfiizyonun normal veya
normale yakin olmasma ragmen devam eden mekanik disfonksiyonun oldugu
durumlarda yiikseldigi bildirilmistir (Finn ve ark. 1993) (Hovels ve ark. 2002). I1L-8
diizeylerinin miyokard disfonksiyonu olan c¢ocuklarda kalp cerrahisi sonrasinda
yiikseldigi gosterilmis ve bu durumun kardiyopulmoner bypass siiresi ile iligkili
oldugu ortaya konmustur (Seghaye ve ark. 1996) (Hovels ve ark. 2002). 1L-8
proenflamatuvar bir sitokindir ve kardiyopulmoner bypass gegirenlerde iskemi
sonrast miyokart depresyonunda veya miyokardiyal sersemleme durumu ile iligkili
olabilir. IL-8 sitokininin iskemik miyokartta olustugu gosterilmistir (Kanda ve ark.
1996) (Gessler ve ark. 2003).

Zhou RH. ve arkadaslariin ( Zhou ve ark. 2001) IL-8 diizeylerinin kararsiz
angina ve akut miyokard infarktiisii gegiren hastalarda saglikli kontrolgrubuna gore
daha yiiksek oldugunu 6l¢miisler ve IL-8’in iskemik kalp hastaligi siirecine dahil

oldugunu diistinmiislerdir.

Abe Y. ve arkadaslarinin (Abe ve ark. 1993) akut miyokard infaktiisiiniin
cok erken asamalarinda IL-8’in gecici bir artig gdsterdigini ve miyokart hasarinin
gelisiminde gii¢lii bir nétrofil aktivatorii olan IL-8’in doku yaralanmalarinda rol
aldigin1 bildirmiglerdir. Riesenberg K. ve arkadaslarimin (Riesenberg ve ark 1997)
miyokard infarktiisii gegiren 30 hastayla yaptiklar1 calismada IL-8 diizeyr yogun
bakima kabul sirasinda yiiksek ve daha sonra azalmistir. Bu, IL-8’in ndtrofil aracili

doku hasarinda bulundugunu bildirmislerdir.

Bizim c¢alismamizda bu {i¢ c¢alismanin aksine IL-8 degerleri miyokard
infarktiisti gecirildigi anda ve ikinci giiniinde diigmiis ve bir ay sonraki degerlerinde
yiikselme gostermistir fakat fizyolojik diizeye kadar yiikselme olmamustir. IL-8

degerleri arasinda kontrol grubu ile MI’den hemen sonra Olgiilen degerde fark
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bulunmamaistir, MI’den bir giin sonraki Ol¢iilen degerde ve bir ay sonraki 6l¢iilen

degerde fark bulunmustur.

Apostolakis S. ve arkadaslarmin (Apostolakis ve ark. 2009) ’IL-8 ve
Kardiyovaskiiler Hastaliklar’> adli ¢calismasinda IL-8 kardiyovaskiiler hastaliklarda
yetenegini kanitlanmasi gerektigini ve IL-8 tabanli tedavi segeneklerinin yapilan
arastirmalarin az olmasi nedeniyle kendi yolunu bulmak i¢in uzun siireye ihtiyag

oldugunu vurgulamislardir.
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Calisma, AMI tanis1 alan 42 hasta (26 erkek, 16 bayan) ve saglikli 42 kontrol
(23 erkek, 19 bayan) grubundan olusturuldu.

Hasta grubu ilk defa AMI tanis1 alan ve kardiyak belirtegleri yliksek seyreden
hastalardan secilmistir.

TNF-o’nin progresif sol ventrikiil disfoksiyonuna, pulmoner &deme, sol
ventrikiil  yeniden bicimlenmesine, fetal gen ekspresyonuna ve
kardiyomiyopatiye neden oldugu gosterilmistir.

Etiyolojisi ne olursa olsun tiim kalp yetersizliklerinde apoptozis siireci
tetiklenmistir.

[k kez MI gegiren hastalarda plazma TNF-a diizeyleri akut dénemde yiiksek
Olclilmiis ve bu artis sol ventrikiil yeniden bicimlenmesi ile yakindan
iliskilidir.

Miyokard infarktiisiiniin hemen ardindan TNF-a diizeyinin artmasinit hiicre
kayb1 ve hasarinda rol oynadigi ve hiicreyi apopitozise gotiirdiigiini bu
nedenle bir artis oldugunu diisiinmekteyiz.

Bizim calismamizda da iskemi sirasinda yiikselme olmus ve giderek TNF-a
diizeyinde diisme gozlenmistir.

Apoptozom, prokaspaz-9’a baglanarak konformasyonel degisim araciligi ile
aktiflesmesini yani kaspas-9 olusumunu indiikler.

Kaspaz-9 diizeyi iskemiden hemen sonra diismiis ve giderek artmaya
baslamistir.

Literatlir incelendiginde kaspaz-9 diizeyi ile iskemi {lizerine yapilan bir
calisma bulunmamaktadir. Bildigimiz kadariyla bizim ¢aligmamiz bu konuda
ilk calismadir.

Apoptozis tanimlamasi yapmak amaciyla intrinsik yolakta apoptozom
halkasinda yer alan Kaspaz-9 protein ifadesi arastirilmistir.

IGF-1"in nekroz ve iskemik miyokardin reperflizyon sonrast meydana gelen
enflamatuar durumlar1 apoptozisi hafifletmesinde potansiyel olarak yararl
olan biiyiime faktorlerinin 6nemli bir rolii oldugunu vurgulamislardir.

Endotel disfonksiyonu, daha fazla IGF-1 salinmasina yol agarak damar diiz
kas hiicrelerinin proliferasyonuna yol ac¢tigin belirtmislerdir.

IGF-1’in miyokard infarktiisii ge¢irildigi anda anjiyogenejin azaldigini bir ay
sonra gibi bir siirede fizyolojik anjiyogeneze ulastigini goriiyoruz.

IL-8 sitokininin iskemik miyokartta olustugu gosterilmistir.

IL-8 diizeylerinin kararsiz angina ve akut miyokard infarktiisii geciren
hastalarda saglikli kontrol grubuna gore daha yiiksek oldugunu 6lgmiisler ve
IL-8’in iskemik kalp hastalig1 siirecine dahil oldugunu diistinmiislerdir.

IL-8 diizeyi yogun bakima kabul sirasinda yiiksek ve daha sonra azalmistir.
Bu, IL-8’in nétrofil aracili doku hasarinda bulundugunu gostermistir.
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IL-8 kardiyovaskiiler hastaliklarda yetenegini kanitlanmas1 gerektigini ve IL-
8 tabanli tedavi segeneklerinin yapilan arastirmalarin az olmasi nedeniyle
kendi yolunu bulmak i¢in uzun siireye ihtiyag oldugunu vurgulamislardir.
IL-8 degerleri miyokard infarktiisii gegirildigi anda ve ikinci giinlinde
diismiis ve bir ay sonraki degerlerinde yilikselme gostermistir fakat fizyolojik
diizeye kadar yiikselme olmamustir.

Bugiinkii bilgiler ve wveriler siirli oldugundan, apoptotik yolaklarin
modiilasyonunun terapdtik stratejiler icin kullanighh olup olamayacagini
belirleyebilmek icin ¢ok genis ¢capli arastirmalar gereklidir.

Apoptozisten yararlanabilmek i¢in selektif dokularda bu siirecin nasil
baslatilabilecegi ve nasil sonlandirilabilecegine yonelik yogun c¢aligmalara
gereksinim vardir.

Su ana kadar apoptozis slirecindeki birgok anahtar apoptotik proteinlerin
aktive veya inaktive edilmeleri ya da islevlerinin molekiiler mekanizmasi
tamamiyle anlasilamamistir ve yapilacak olan arastirmalar ile bu
mekanizmalar daha iyi anlasilacaktir.

Cogu zaman goz ardi edilmesine karsin, anjiyogenezin gelisimi miyokart
canliliginin devam ettirilmesinde oldukga biiyiik 6neme sahiptir. Yeteri kadar
zengin bir kolateral dolasim agi miyokart iskemisini ve enfarktiis alanini
sinirlandirmakta, miyokart canliliginin uzun siire devam etmesini saglayarak
prognoz iizerine olumlu etki gostermektedir.

Ileri derecede koroner darliga bir yanit olarak meydana gelen anjiyogenezin
gelisimi acisindan ayni derecede koroner kalp hastaligi varlifinda bireyler
arasinda biiyiik farklhiliklar vardir. Birgcok fizyopatolojik ve biyokimyasal
belirte¢ anjiyogenezin gelisimini etkileyebilmektedir.

Anjiyogenezisin gelisim mekanizmasini ve hangi faktorlerin kolateral
gelisimi  lizerine etki ettigini tam olarak anlayabilmek, o6zellikle
revaskiilarizasyona uygun olmadig: diisiiniilen hastalarda biyolojik ‘’baypas’’
olarak adlandirilan bu kolateral dolagim aginin gelisimine katkida bulunabilir.
Endotel progenitor hiicrelerin anjiyogenez siirecinde fonksiyonlarin1 devam
ettirdiginin bilgisine ulasilmast hem bir¢ok patolojik siireci daha 1iyi
algilamamiza neden olacak hem de giiniimiizde mortalitenin en sik sebepleri
siralamasinda ilk siralarda olan kardiyovaskiiler hastaliklarin tedavisinde yeni
secenekler ortaya koyacaktir.
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