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Kalic1 Atriyal Fibrilasyon ve Normal Siniis Ritimli Olgularda Atriyal
Hiicrelerde Apoptozis ve Apoptozisi Regiile Edici Proteinlerin

Karsilastirilmasi

OZET

Atriyal fibrilasyon (AF), klinikte en sik karsilasilan kalp ritim
bozuklugudur ve kalp kapak hastaliklariyla birlikte veya ayr1 olusabilir. Insidansi
yasla birlikte artar. AF epizodunu baglatan faktorlerle ilgili bilgilerimiz
elektrofizyolojik caligmalarla artmis olmasina ragmen kalici AF patogenezine
karigsan molekiiler mekanizmalar hala aciklanmamistir ve tartismali kalmistir. AF
hastalarinda siniis ritmin geri dénmesinin mortalite, morbitide ve saglik bakim
giderleri agisindan Onemli etkileri vardir. AF’un mevcut medikal tedavisinde
antiaritmik ilaglar, elektriksel kardiyoversiyon, hiz kontrol medikasyonlar1 ve
antikoagiilasyon kullanilmaktadir. AF tedavisi i¢in cerrahi stratejiler Cox-Maze
prosediirii ve radyofrekans, lazer, mikrodalga, kryotermi veya yiiksek-yogunluk
odakli ultrasound gibi farkli enerji kaynaklarinin kullanildigi ablasyon
teknikleridir. Ozellikle kalict AF hastalarimin %40’ inda basarili sonuglar elde
edilemedigi rapor edilmistir.

Apoptozis, ayiric1 morfolojik ve biyokimyasal 6zellikleri olan, genetik
olarak regiile edilen aktif bir programlanmis hiicre 6limii prosesidir. Bu enerji
bagimli proses, sitoplazmik ve niikleer kondenzasyon, DNA fragmantasyonu,
membran kabarciklanmasi ve apoptotik cisimciklerin fagositler tarafindan yutulup
lisozomal olarak degrade edilmesi ile karakterizedir. Bircok kardiyovaskiiler
sistem patolojisinde apoptozisin 6nemli rolii vardir. Bu ¢aligmanin amaci, kronik
AF hastalarinda ve kalp kapak hastaliklarinda apoptozisin roliinii aragtirmaktir. Bu
nedenle, bu calismada kalicti AF hastalar1 ile normal siniis ritimli kontrol
hastalarimin sag atriyal kardiyomiyozitlerinde TUNEL yOntemiyle apoptozis
arastirilmis ve Bcl-2 ailesi proteinlerinin ekspresyon paternleri incelenmistir.
Sonucta, kontrol Orneklerine kiyasla AF  hastalarinin  sag  atriyal
kardiyomiyozitlerinde Bcl-2 ailesi proteinlerinin ekspresyonunun arttigi ve onemli
oOlciide yiiksek insidansi olan DNA fragmantasyonu gézlenmistir.

Anahtar Sozciikler: Atriyal fibrilasyon, apoptozis
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Comparison of Apoptosis and Apoptosis Regulated Proteins in Atrial Cells

Between Permanent Atrial Fibrillation and Normal Sinus Rhythm Patients

ABSTRACT

Atrial fibrillation is the most common sustained cardiac rhythm
disturbance seen in clinical practice and may occur with or without valvular heart
disease. The prevalence increases with age. Although electrophysiologic studies
have expanded our understanding of the factors that initiate individual episodes of
AF the molecular mechanisms involved in the pathogenesis of permanent AF are
still unclear and remains controversial. Restoration of sinus rhythm in AF patients
has important implications in terms of mortality, morbidity and health care costs.
Current medical treatment involves antiarrhythmic drugs, electrical cardioversion,
rate control medications, and anticoagulation. Currently available surgical
strategies for the treatment of AF are Cox-Maze procedure, and ablation
techniques using different energy sources such as radiofrequency, laser,
microwave, cryothermy, or high-intensity focused ultrasound. However
suboptimal overall results have been reported, especially in the 40% of patients
with permanent AF.

Apoptosis is an active process of gene-regulated programmed cell death
with distinctive morphological and biochemical features. This energy-dependent
process characterized by cytoplasmic and nuclear condensation, DNA
fragmentation, membrane blebbing, and the engulfment and lysosomal
degradation of apoptotic bodies by phagocytes. Apoptosis has a significant role in
a number of pathologies of cardio-vascular system. This study aimed to
investigate the role of apoptosis in patients with permanent AF and valvular heart
disease. Therefore, we examined the expression pattern of Bcl-2 family proteins
and the extent of right atrial cardiomyosite apoptosis using the TUNEL assay in
patients with chronic AF versus control subjects who maintain normal sinus
rhythm. Our results indicated increased expression of Bcl-2 family of proteins and
significantly higher incidence of DNA fragmentation in right atrial
cardiomyocytes of AF patients compared to control subjects.

Key words: Atrial fibrillation, apoptosis
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SIMGELER DiZiNi

AIF: Apoptosis Inducing Factor

Apaf-1: Apoptotic Protease Activating Factor-/

Apoptozis: Programlanmuis (tip 1) hiicre oliimii.

Apoptozom: Apoptozisin intrinsik yolaginda, sitokrom-c’nin Apaf-1’e
baglanmasiyla olusan heptamerik protein halkasini. Apoptozom, prokaspaz-9’a
baglanarak konformasyonel degisim aracilig1 ile aktiflesmesini indiikler.

Atriyal Fibrilasyon: Organize olmayan, yiiksek hizli atriyal elektriksel aktivite
ile karakterize supraventrikiiler bir aritmidir.

AV Diigiim: Atriyoventrikiiler diigiim

Bax: Mitokondriden sitokrom-c salinmasini indiikleyen proapoptotik protein.
Bel-2: B-cell CLL/lymphoma 2. Integral dis mitokondriyal membrane proteinidir.
Antiapoptotiktir.

BH: Bcl-2 Homology

Brugada Sendromu: Otozomal dominant gegisli, EKG’de sag dal blogu ve V1-
V3 derivasyonlarinda ST segment yiikselmesiyle karakterize kalitsal aritmojenik
bir hastaliktir. Patofizyolojisinde hiicre membramnda voltaj bagimli Na" kanalin1
kodlayan SCNS5A gen mutasyonlart sorumludur. Bu mutasyonlar sodyum
kanallarinin erken inaktivasyonuna neden olur ve miyokard membraninin her iki
tarafinda voltaj farki olusturur.

Cox Maze Prosediirii: Atriyal fibrilasyon tedavisi i¢in kullanilan, aksesuar ileti
yollarinin insizyonlarla ortadan kaldirilmasini amaglayan cerrahi yontem.

EKG: Elektrokardiyografi

FADD: Fas Associated Death Domain

IAPs: Inhibitor of Apoptosis Proteins

Kardiyoversiyon: Bozulmus kalp ritminin siniis ritme dondiiriilmesi amaciyla
uygulanan, EKG’deki R dalgasina senkronize elektrik enerjisi verilmesi islemi.
KASPAZ: (Caspase) Cycteine-dependent Aspartate-cleaving Proteases
Karyoreksiz: Niikleer fragmantasyon.

Mitotik katastrofi: Hatali mitoz sirasinda veya hemen sonrasinda gerceklesen
hiicre oliimii sekli.

MOMP: Mitochondrial Outer Membrane Permeabilization
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Nekrozis: Plazma membranmnin parcalanarak hiicre igeriginin interstisyuma
dagilmasiyla inflamasyona neden olan tip 3 hiicre 6liimii.

Otofaji: Sitoplazmanin cift-membranli vakuolizasyonu sonrasinda lisozomal
hidrolazlarla bu vakuollerin sindirilmesi sonucu organellerin uzaklastirilmasini
iceren tip 2 hiicre 6liimii. Prosesin sonuna kadar sitoskeleton fonksiyoneldir.
Piknozis: Kromatin kondenzasyonu.

PV: Pulmoner Ven

Radyofrekans Ablasyon: Aritmiye neden olan anormal elektriksel yollarin radyo
dalgalar1 yayan bir kateter ile ortadan kaldirilmasi. Atriyal fibrilasyon tedavisinde
kullanilir.

SA Diigiim: Sinoatriyal diigiim

Siniis Ritim: Kalbin normal ritmi.

TNF: Tumor Necrosis Factor

TNFR1: Tumor Necrosis Factor Receptor-1

TRAIL-R1: TNF-Related Apoptosis Inducing Ligand-R1

TRADD: TNFR-1 Associated Death Domain

TUNEL: Tdt-mediated dUTP nick end-labeling. DNA fragmantasyonunu
gosteren apoptozis deteksiyon yontemi.

Wolf-Parkinson-White (WPW) Sendromu: Supraventrikiiler tagikardilerin bir

tirii. En sik goriilen ventrikiiler preeksitasyon sendromudur ve kalitsaldir.



1. GIRIS

Atriyal fibrilasyon (AF), sik goriillen bir ritim bozuklugudur; genel
toplumun %0.4’iinde, 60 yasin iizerindeki popiilasyonda ise %1 oramnda
goriilmektedir(Ostrander, Jr. et al., 1965). Mitral kapak cerrahisine alinan
hastalarin %60-84’iinde kronik AF saptanmaktadir. Aritmi cerrahisi yapilmaksizin
yalnizca mitral kapaga yonelik miidahaleler sonrasi siniis ritmine donme oranlar1
ancak %15-21 diizeylerindedir(Large and Hosseinpour, 2000). Bu durumda
farmakolojik ve elektrik akimlariyla yapilan kardiyoversiyon ¢ogunlukla
etkisizdir. Siniis ritmini elde etmek amaciyla arka arkaya yapilan
kardiyoversiyonlar umut kiricidir. Bu nedenle bu ritim bozuklugunun kalict
olduguna inanilir. AF’un agik kalp cerrahisi sonrasinda devamina neden olan risk
faktorleri arasinda, hastanin yasi, atriyal fibrilasyonun bir yildan fazla siiredir
bulunuyor olmasi, sol atriyum capinin 5 cm’den fazla genislemesi ve etyolojide

romatizmal kalp hastaliginin bulunmasi siralanabilir(Doty, 2004).

Acik kalp cerrahisi sonrast AF’un devam etmesi bir takim hemodinamik
bozukluklara neden olmaktadir. Bu bozukluklar: 1. Azalmis diyastolik dolus
zamani, 2. Atriyal kontraksiyonun kalp debisine olan katkisinin ortadan kalkmasi,
3. Uzun dénemde atriyal kardiyomiyopati gelismesi, seklinde siralanabilir. Ote
yandan AF, tromboembolik olaylarin insidansin1 6nemli oranda artirmaktadir. Bu
hasta grubunda tromboembolik olay insidanst %5/hasta/y1l olarak saptanmistir.
Bu oran romatizmal kalp hastalarinda %17/hasta/y1la kadar ¢cikmaktadir(Wolf et
al., 1991). Antikoagiilasyon ile tromboembolik olay sikligi azalirken, serebral

hemoraji riski 3 kat artmaktadir(Flegel and Hanley, 1989).

Inatci (persistant) AF’lu hastalarda, altta yatan kalp hastaligindan bagimsiz
olarak, atriyum dokusunda yapisal bozukluklarin oldugu gosterilmistir. Normal ve
hastalikli atriyum miyofibrillerinin {istiiste binmesiyle beraber, olusmus olan
yama seklindeki fibrozis, atriyumun inat¢1 bir sekilde non-homojen olarak
caligmasinin sebebi olabilecegi daha onceki ¢aligmalarla bildirilmistir(Frustaci et
al., 1997). Fibrozis veya yag doku infiltrasyonu siniis diigiimiinii de etkileyebilir
ve bu durum, kolayca tan1 konulamayacak inflamatuar veya dejeneratif olaylara
ikincil olarak ortaya ¢ikmis olabilir. Bu noktadaki patogenez heniiz bilimsel

calismalarla aciklanabilmis degildir. Inflamasyonun AF patogenezindeki rolii tam



olarak anlagilamamis olmakla birlikte, “yalniz AF’lu” hastalardan alinan
biyopsilerde %66 oraninda miyokarditle uyumlu histolojik degisiklikler rapor
edilmistir(Frustaci et al., 1997). Atriyal miyokardin infiltrasyonu amiloidozis,

sarkoidozis ve hemokromatoziste goriilebilir.

AF mekanizmasinin teorileri baglica 2 olayi icerir: hizli depolarize olan bir
veya bir ka¢ odakta artmis otomasite ve yine bir veya bir kac dairesel reentry
olmasi. Bir veya daha fazla superior pulmoner vende bulunan hizli atesleme yapan

odaklar duyarli hastalarda AF’u baglatabilir.

Her ne kadar inmeler AF sonucu olusan fonksiyonel bozukluklarm bir
cogunu olustursa da ritim bozuklugu tek basina da hayat kalitesini diigiiriir. AF’da
inmenin Onlenmesi hastalarin uzun donem yasam oranlarinin artirilmasinda

onemli bir faktordir.

Sonu¢ olarak AF, romatizmal kapak hastaligi olan hastalarda %66
oraninda goriilen, kapak ameliyatlar1 sonrasinda hastalarin uzun donemde yasam
siiresini ve yasam kalitesini olumsuz yonde etkileyen bir ritim bozuklugu
patolojisi olma 6zelligindedir. Primer kalp hastalig1 ortadan kaldirilsa bile ritim
bozuklugu cogunlukla devam edebilmektedir. Bu anlamda bugiine kadar yapilan
bilimsel caligmalarda AF’un patolojik sebebi ve bunun paralelinde patolojinin

ortadan kaldirilmasina yonelik girisimler etkin boyutlara ulasamamuistir.

Yukarida da belirtildigi gibi, AF; romatizmal kalp kapak hastalig1 olan
olgularda hastaligin uzun siiren patogenetik siirecinin sonucunda, sol atriyal
dilatasyon, pulmoner basinglarin yiikselmesine sekonder sag kalp basinglarinin
artmasi ve sekonder olarak sag atriyal dilatasyon ortaya cikabilmektedir. Ancak
bu hemodinamik degisiklikler sonucunda goriilebilen AF egilimi, her hastada
farkli seviyede gozlenmektedir. Son yillarda yapilan calismalarin sonucunda
AF’un genetik egilimi olabilecegi diisiiniilmektedir. Yine acik kalp operasyonu
yapilan hastalardan alinan sag atriyum dokusunda elektron mikroskopisiyle
gozlenen morfolojik degisikliklerden bahsedilmektedir. Primer kalp patolojisinin
ortadan kaldirildigi durumlarda, AF’un devam etmesi, hastalarin uzun dénem
yasam oranlarinda azalmaya, tromboembolik komplikasyonlarda artmaya

sekonder morbidite ve mortalite oranlarinda artmaya, atriyum kontraksiyonunun



olmamas1 nedeniyle kardiyak debide %30 diizeylerinde azalma sonucunda
hastalarin fonksiyonel kapasitesinde diisiise neden olmaktadir. Son zamanlarda
cerrahi ve elektrofizyolojik calismalardaki ilerlemelerle birlikte, kardiyak
cerrahiyle es zamanli farkli enerji kaynaklar1 kullanilarak gerceklestirilen
Radyofrekans Ablasyon teknikleri ve cerrahi olarak uygulanan Cox Maze
prosediirleri uygulamalar1 AF’u tedavi etmek amaciyla kullamlmaktadir. Bu
islemlerin basaris1 sinirlidir ve bu iglemlerin cerrahi mortaliteyi ve kanama riskini
artirdigina dair geri bildirimler mevcuttur. AF’un tedavisindeki bu smrh
basarilarin sebebi, hastaligin patolojisinin tam olarak anlagilamamasindan

kaynaklanmaktadir.

Insan kalp dokusunda yapilan arastirmalar sonucunda apoptozisin,
idiyopatik dilate kardiyomiyopati, iskemik kardiyomiyopati, aritmojenik sag
ventrikiil displazisi ve hipertrofik kardiyomiyopati gibi durumlarla iligkisi
saptanmistir(Guerra et al., 2003b;Narula et al., 1996;Olivetti et al., 1997). Bu gibi
hastaliklarda apoptozis diisiik yogunlukta bulunmasma ragmen, kalp
yetmezliginin son donemlerinde genel olarak kardiyomiyozit kaybinin apoptozisle
iligkili oldugu diisiiniilmektedir. Yakin zamanda yayinlanan bir ¢aligmada, kalp
yetmezliginin diizeyi ile proapoptotik Bax seviyesi arasinda bir korelasyon

bulunmustur(Akyurek et al., 2001).

Bu calismanin amaci, AF patogenezinde ve progresyonunda apoptozisin
rolii olup olmadigini arastirmaktir. Bu amacla cerrahi tedavi endikasyonu bulunan
kalici AF hastalariyla normal siniis ritimli hastalardan alinan atriyal dokularda,

apoptozis ve apoptozisi regiile edici proteinler karsilastirilmistir.



2. KURAMSAL TEMELLER
2.1 APOPTOZiS

Apoptozis; Ozetle programli hiicre intihar1 olarak ifade edilir. Apoptozis;
inflamatuar bir yanit1 tetiklemeden hiicre Olimiinii kontrol eden bir sinyal
kaskadinin aktiflestigi, cok iyi regiile edilen ve evrimsel olarak korunmus, enerji
bagimli bir “hiicre intihar” programidir. Bu program normal doku gelisimi
sirasinda ihtiya¢ duyulmayan yapilarin uzaklastirilmasi ve dokunun seklini
alabilmesi icin ¢aligir. Ayrica yetiskin organizmalarda, hiicresel hasarlara yanit
olarak, hasar goérmiis hiicrelerin ¢evre dokuya zarar verilmeden uzaklastirilmasi

icin de aktive olur.

1972°de Kerr ve arkadaslari; apoptotik bir hiicrenin, plazma membraniyla
cevrili fragmanlara boliinmesini, bir agacin yapraklarini dokmesine benzeterek
Yunanca’da “diismek, dokiilmek” anlamina gelen Apoptozis terimini ilk kez
kullanmiglardir(Kerr et al., 1972). Incelemelerini, 151tk mikroskobuyla da
goriilebilmesine ragmen, daha detayli goriintii alinabilen transmisyon elektron
mikroskobuyla yapmislardir. Apoptozisin isaretleri olarak goriilen karakteristik

siitriiktiirel 6zelliklerini belirlemislerdir. Bu 6zellikleri;

Sitoplazmik ve niikleer kondenzasyon (piknozis)
Niikleer fragmantasyon (karyorekzis)

Sitoplazmik organellerin normal morfolojik goriiniimii

Sl .

Plazma membraninin biitiinliigii
olarak tanimlanmistir(Galluzzi et al., 2007;Kerr et al., 1972;Wyllie et al., 1980).

Cok hiicreli organizmalarin normal ve dogru gelisimleri, secilmis bazi
hiicrelerinin apoptozis ile 6lmesine baghdir. Bir nematod olan Caenorhabditis
elegans organizmasinda, baglangigta 1090 olan hiicre sayisi, apoptozis araciligryla
tam olarak 131 hiicre azalir ve boylece larva fazindan 959 somatik hiicreye sahip
yetiskin hermafrodit forma doniisiir. Caenorhabditis elegans modeliyle yapilan
organ gelisimi ve apoptozis ¢aligmalar1 2002 yilinda Sydney Brenner, Robert
Horwitz, John Sulston’a Nobel Tip/Fizyoloji Odiiliinii kazandirnmugtir. Bu

nematod, daha sonraki apoptozis ile ilgili bir¢ok ¢aligmanin da modeli olmustur.



Kurbagalarin metamorfozisi esnasinda kuyruklarmin kaybolmasit ve yetigkin
forma gecmeleri de kuyruktaki hiicrelerin apoptozis ile Olmeleriyle saglanir.
Ayrica insan embriyosunda el parmaklar1 arasinda bulunan perdelerin, buradaki

hiicrelerin apoptozis ile uzaklastirilmalar1 sonucu kayboldugu diistiniilmektedir.

Apoptotik bir hiicrenin en belirgin 6zelligi olan piknotik nukleusun yarim
ay veya hilal goriiniimiini almas1 siklikla gozlemlenebilir. Niikleer
fragmantasyondan sonra hiicre; komsu epitelyal hiicreler, makrofajlar veya
fibroblastlar tarafindan fagositozla yutulacak olan apoptotik cisimciklere

parcalanir(Taatjes et al., 2008).

Apoptozis, hayvan tiirlerinde, normal fizyolojinin bir cok bdliimiinde
onemli rolleri olan bir olaylar zincirinin ifadesidir(Metzstein et al., 1998).
Apoptozis regiilasyonundaki defektler; hiicre kiimelenmesinin meydana geldigi
(or: kanser, restenozis) ve hiicre kaybinin oldugu (or: felg, kalp hastaliklari,
norodejenerasyon, AIDS) bir ¢cok hastaligin patogenezine karisir. Bu nedenle son
zamanlarda biyomedikal arastirmalarin en ¢ok calisilan ve en hizli gelisen

konularindan biri olmustur(Reed, 2000; Thompson, 1995).
2.1.1 HUCRE OLUMUNUN SINIFLANDIRILMASI

Hiicre oliimii (HO); letal prosesin morfolojik goriiniimiine gore
(apoptozis/nekrozis/otofaji/mitotik katastrofi), enzimolojik kriterlere gore (kaspaz
veya katepsin gibi proteazlarin prosese katilmasi/katilmamasi), prosesin
fonksiyonel durumuna gore (programlanmis/tesadiifi veya fizyolojik/patolojik),
veya immiinolojik karakteristiklerine gore (immiinojenik/non-immiinojenik)

siniflandirilabilir(Galluzzi et al., 2007).

2005 yilinda Cell Death and Differentiation dergisi editorleri bir grup
uzmanin katilimiyla The Nomenclature Committee on Cell Death (NCCD)
kurulunu diizenlediler. Tartismalarin sonucunda, hiicre Olimiiniin
klasifikasyonunun  morfolojik  kriterlere = dayanmas1  gerektigine  karar

verildi(Kroemer et al., 2005).



Morfolojik degisimlerine gore tanimlanmis ve en iyi calisilmig hiicre
olimii sekli olan apoptozis (tip 1 HO), niikleer piknozisi (kromatin
kondenzasyonu) ve karyorekzisi (niikleer fragmantasyon) igerir. Sonunda
apoptotik hiicreler, niikleer fragmanlar1 veya bozulmamis sitoplazmik organelleri
tagiyan, membranlarla cevrili, kiiciik apoptotik cisimciklere bdliiniirler. Bu
apoptotik cisimcikler, progresif hiicresel kondenzasyon ve kabarciklanma
(bleblenme) sonucunda olusur, en son olarak da komsu fagositik hiicreler

tarafindan yutulurlar.

Apoptozis, hiicresel fragmanlarin hizli tahribini gerektirirken otofaji (tip 2
HO) yavas, sitoplazmanin bazi boliimlerinin ¢ift-membranli vakuollerle ayrilmasi
ve bu vakuollerin lisozomal hidrolazlar tarafindan sindirilmesiyle sonlanan bir
olaydir. HO Kkararlarinda otofaji ¢ok o©nemlidir ciinkii hiicreleri apoptozise
girmekten kurtarabilen bir prosestir(Thorburn, 2008). Ornek olarak besin ve
biiylime faktorlerinden yoksun kalmis bir hiicrede otofajik prosesin hizlanmasi
apoptozisi inhibe ederek hiicrenin yasamini siirdiirmesini saglayabilir(Boya et al.,
2005;Lum et al., 2005). Ayrica otofaji, baska bir¢cok apoptotik uyarilardan da

hiicreleri korur(Ravikumar et al., 2006).

Nekrozis (tip 3 HO), apoptozisin isaretleri ve agir otofajik vakuolizasyon
olmadan plazma membraninin parcalanarak hiicrenin 6lmesidir. Nekrozisin en
Onemli 6zelligi hiicre hacminde biiyiik bir artis olmasi, plazma membraninin
parcalanmasi ve sonunda organize olmamis ve sismis organellerin interstisyuma
dagilmasidir. Plazma membraninin permeabilizasyonu olmadigi icin nekrozisin
spesifik biyokimyasal belirtecleri yoktur ve sadece elektron mikroskobunda
izlenebilir. Lokal inflamasyona neden oldugu ve timor gelisimini tesvik ettigi icin

nekrozis, patolojik HO olarak degerlendirilir(Vakkila and Lotze, 2004).

Mitotik katastrofi, hatali mitoz sirasinda veya hemen sonrasinda
gerceklesen HO seklidir. Genellikle, mitotik katastrofi, hiicrenin 6lmesinden
onceki mikroniikleasyon ve multiniikleasyon olaylarina katilir. Mitotik katastrofi,
hiicre dongiisiiniin hatal1 kontrol noktalarinin bir kombinasyonu sonucunda
meydana gelir. Mitozdan ©Once veya mitoz sirasinda hiicre dongiisiiniin

durdurulmasinda hata olmasi, kendi kendini yikict etkisi olan yolaklarin



aktivasyonuyla sonuclanan kromozom segregasyonunu tetikler(Castedo et al.,

2004).

Sekil-1: 1. Nekrotik bir hiicrenin TEM (transmission electron microscopy)
goriintiisii, plazma membranimin ve organellerin hasart goriilebiliyor (x 10000) 2.
Apoptotik (A) ve Normal (N) hiicrelerin TEM goriintiisii, A’da karakteristik
kromatin kondenzasyonu ve plazma membranmnin biitiinliigii gozlenirken N’de
normal hiicre goriinimii (x 8000) 3. Nekrotik bir hiicrenin SEM (scanning
electron microscopy) goriintiisii, plazma membraninda lezyonlar (x 5000) 4.
Apoptotik bir hiicrenin SEM goriintiisii, plazma membramnda bleblenme (x 5000)
5. Normal bir hiicrenin FF (freeze-fracture) goriintiisii, niikleer porlarin normal
goriintiisii (x 30000) 6. Apoptotik bir hiicrenin FF goriintiisii, niikleer cevrede

porlarin karakteristik kiimelenmesi (x 35000)



2.1.2 APOPTOZiS MEKANIZMALARI

Biiyiime faktorlerinin azalmasi, hipoksi, oksidatif stres, DNA hasari,
mitokondrilerin irreversibl hasari, iskemi/reperfiizyon hasar1 gibi apoptotik
uyarilar sonucunda hiicrede apoptotik sinyal kaskadi baslar. Apoptozis, 2 ayri
evrimsel olarak korunmusg biyokimyasal yolakla meydana gelir: 6liim reseptorleri
araciligiyla gerceklesen ekstrinsik yolak ve Bcl-2 ailesi proteinleri araciligi ile

gerceklesen intrinsik yolak(Adams and Cory, 1998;Danial and Korsmeyer, 2004).

2.1.2.1 APOPTOZIiSTE EKSTRINSIiK YOLAK (OLUM-RESEPTORLERi
ARACILI)

Ekstrinsik yolak, TNF (Tumor Necrosis Factor) gen reseptor ailesi iiyeleri
olan Fas (CD95/APO1), TNFR1 (Tumor Necrosis Factor Receptor-1) ve TRAIL-
R1 (TNF-Related Apoptosis Inducing Ligand-R1), TRAIL-R2, TNF-R1 gibi 6lim
ligandlarim kullanir. Bu 6liim ligandlari, plazma membranindaki reseptorlerine
baglandiklar1 zaman ekstrinsik apoptotik yolak aktive olur ve reseptorlerin
homotrimerizasyonuyla, Fas-iliskili 6lim domeini (FADD: Fas-associated via
death domain) ve prokaspaz-8 gibi spesifik adaptor proteinlerin 6liim-indiikleyen
sinyal komplekslerine doniismesi saglanir(Boldin et al., 1996;Muzio et al., 1996).
Adaptor proteinler, reseptorlere gelen sinyal sonucunda kaspazlara (caspase:
cycteine-dependent aspartate-cleaving proteases) baglanip onlar1 aktive ederler

ve aktiflesmis kaspazlar DNaz ile birlikte DNA yikimina neden olurlar.

Fas ve TNFR-1, ligandlarina baglandiklarinda apoptotik uyar1 alinir, bir
seri protein interaksiyona gecer. Bu ligandlar {izerinde dogal olarak bagli bulunan,
ligandlarin sitoplazmik uzantilar1 olan ve 6liim domeinleri (DD: Death Domain)
ad1 verilen TRADD ( TNFR-1 associated DD) ve FADD ( Fas associated DD)
aktiflesir(Krueger et al., 2003). Bu DDleri prokaspaz-8’i aktiflestirerek kaspaz
kaskadin baglatir.



2.1.2.2. APOPTOZISTE iNTRIiNSiK YOLAK (MiTOKONDRi BAGIMLI)

Intrinsik yolakta, mitokondriler merkezi rol oynarlar. Mitokondri,
apoptozis icin gerekli olan enerjiyi iiretir ve sitokrom-c, endoniikleaz G ve AIF
(Apoptosis Inducing Factor) gibi proapoptotik proteinlerin salinmasini saglar.
Sitorkom-c’nin mitokondriden salimimi, Apaf-1 (Apoptotic protease activating
factor-1) araciligiyla kaspaz-9’ un aktiflesmesine neden olur(Zou et al., 1999).
Intrinsik yolak, Bcl-2 protein ailesi iiyeleri tarafindan kontrol edilir. Bu protein
ailesi, BH (Bcl-2 homology) domeinleri diye bilinen 4 korunmus bolgeyi paylasan
proapoptotik ve antiapoptotik proteinlerden olusur(Adams and Cory, 1998).

Antiapoptotik

BH4 BH3 BH1 BH2 ™ B2
pr—— cl-
[ Ve = o
Proapoptotik
Multidomein Bax
% Bak
BH3-only Bnip3
[::] - Nix/Bnip3L
Bim
Bik
Bid
—'"-w:— Bad
Puma
Noxa

Sekil-2: Antiapoptotik ve proapoptotik proteinlerde “Bcl-2  Homology”

domeinleri

Bcl-2 ve Bcl-x1 gibi antiapoptotik iiyeler bu 4 BH domeinini de icerir ve
proapoptotik Bcl-2 ailesi proteinlerinin fonksiyonlarim inhibe ederek hiicrenin
yagsamum siirdiirmesini saglarlar, hiicreyi cok cesitli apoptotik uyarilara karsi
korurlar(Motoyama et al., 1995;Nakayama et al., 1993;Opferman et al., 2003;Veis
et al., 1993). Sasirtict olarak, bazi durumlarda, Bcl-2 ve Bcl-x1 kaspazlarin hedefi
olur ve bu proteinlerin yikimi, mitokondriden sitokrom-c salinimin indiikleyerek
proapoptotik molekiillere doniismelerine neden olur(Cheng et al., 1997;Clem et
al., 1998).



Proapoptotik iiyeler, yapisal olarak 2 ayr alt-aileye ayrilir:

1- BH4 domeini olmayan, 3 BH bélgesini paylasan multidomein proteinler (Bax
ve Bak). Bunlar yapisal olarak antiapoptotik proteinlere benzerler(Adams and
Cory, 1998;Suzuki et al., 2000).

2- BH3-only proteinler (Bnip3, Nix/Bnip3L, Bid, Noxa, Puma ve Bad) olan ve
sadece BH3 domeinini paylasan yapisal olarak farkli olan proteinler(Huang and
Strasser, 2000). BH3-only proteinler, hiicrede o6liim sinyal sensorleri gibidir ve
sinyallerin sitozolden mitokodriye iletilmesinde major rol oynarlar. Ekspresyon
paternleri farkli olan BH3-only proteinlerin proapoptotik aktiviteleri,
transkripsiyonla ve/veya posttranslasyonel modifikasyonlarla regiile edilir ve

spesifik 6liim sinyallerine verdikleri cevaplar secicidir.

Buyume - - Caz+ akisl, FasL,
DING RSl faktori HIpoKSL  ioertrofi Mikrotabal ~ TNFo,
p53 asidoz g X
azalmasi fonksiyonu  Kalpein

/\

Sekil-3: Farkli 6liim sinyallerine spesifik BH3-only proteinlerinin cevap vermesi

Ornek olarak; Noxa ve Puma, p53 aracili transkripsiyonel kontrol
altindadir ve DNA hasarina cevap olarak upregiile edilir(Nakano and Vousden,
2001;0da et al., 2000). Bnip3, hipoksiye cevap olarak upregiile edilir(Bruick,
2000;Regula et al, 2002) ve asidik kondisyonlarda aktive oldugu rapor
edilmistir(Kubasiak et al., 2002). Normal kondisyonlarda Bad fosforile haldedir
ve biiyiime faktorlerinin azalmasiyla defosforile olarak aktiflesir(Wang et al.,
1999;Zhu et al., 2001). Mikrotiibiil fonksiyonunun bozulmast Bim salimmiyla
sonuclanir ve apoptozisi aktive eder(Puthalakath er al., 1999). Bid’in, kaspaz-8,
granzim B ve kalpain tarafindan proteolitik yikimiyla tBid’e doniigmesi,
mitokondriye translokasyonu ve mitokondriden proapoptotik faktorlerin salinimi
sonucunda apoptozis aktiflesir(Chen et al., 2001;Li et al., 1998;Luo et al.,
1998;Mandic et al., 2002). BH3-only proteinler, Bax ve Bak’in aktiflesmesi

araciligtyla hiicre 6liimiinii baslatirlar.
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Hem Bax hem Bak’it olmayan knockout farelerle yapilan deneyler
sonucunda Bax ve Bak’in intrinsik yolak icin gerekli oldugu gosterilmistir(Wei et
al., 2001). Bu iki proapoptotik Bcl-2 ailesi iiyesi, i¢ ve dis mitokondriyal
membranlar arasindan proteinlerin salinimim indiikler. MOMP (mitochondrial
outer membrane permeabilization) prosesi, sitokrom-c ve diger c¢oziinebilir
proteinlerin sitozole salimimiyla sonuclanir(Newmeyer and Ferguson-Miller,
2003). Sitorkom-c salinimi sirasinda Bax ve Bak mitokondrinin fragmanlara
boliinmesini  indiikler. Coziinebilir proteinler permeabilize  mitokondri
membranindan diffiize oldugunda, kaspaz aktivasyonu tesvik edilir. Bu
proteinlerin en iyi calisilan1 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 kaspaz-9

olusumunu indiikler(Shi, 2006).

Apaf-1-bagimsiz kaspaz aktivasyonu yolaklarindan biri; kaspaz-9 ve
kaspaz-3 gibi belli kaspazlara baglanip notralize eden bir IAPs (inhibitor of
apoptosis proteins) proteini olan XIAP ile inhibisyondur. IAPs’in bu inhibitor
etkisi, Bax ve/veya Bak’in aktivasyonundan sonra mitokondriden salinan
DIABLO’nun baglanmasiyla antagonize edilebilir. XIAP-yoksun fare(Harlin et
al., 2001) gibi DIABLO-yoksun fare de apoptotik fenotipleri gostermezler. NOD-
benzeri reseptorler denilen bircok Apaf-1 iligkili proteinler, dogal immiiniteyle
alakali non-apoptotik konakg¢i hiicre savunma proseslerinde meydana gelen

alternatif kaspaz aktivasyon yolaklarini regiile ederler.
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Sekil-4: Apoptotik yolaklarin birlikte gosterimi. a. Fas’in ligandina baglanmasi.

APQOPTOZIS

b./c. Prokaspaz-8’in kaspaz-8’e doniiserek aktiflesmesi. d./i. Aktif kaspaz-3’iin
substratlarina yonelmesi. e. Bid’in mitokondriye transportu. f. Bcl-2’nin
apoptozom olusumu i¢in prokaspaz-9 ve Apaf-1’i uyarmasi. g. Mitokondriden

sitokrom ¢ salinim1 h. Apoptozom olugumu. j. Hiicrenin apoptozise girmesi.

2.1.3 KARDIYOVASKULER SISTEMDE APOPTOZIS

Apoptozis siklikla hiicre siklusunda progresyon gosteren hiicrelerde olur.
Bu nedenle terminal differansiye olmus kardiyak hiicrelerde olusmayacagi
diisiiniilmiigtir(Bennett and Boyle, 1998). Ancak hayvan ve insanlarda
postmortem calismalar ve endomiyokardiyal biyopsi sonug¢lar1 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 hastaliklarda(Akar et al.,
2005) apoptozis mekanizmalarinda degisiklikler gosterilmistir (Cizelge-1).
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Cizelge-1: Kardiyovaskiiler Sistemde Apoptozis Ile Tliskilendirilmis

Durumlar
Damar Duvari Miyokard
e Ateroskleroz e Akromegalik kardiyomiyopati
e Diyabetes mellitus ® Aritmojenik sag ventrikiil displazisi
e Hipertansiyon e Kardiyak allogreft reddi
e Vaskiiler allogreft reddi e Kardiyak gelisim bozuklugu
e Vaskiiler gelisme bozuklugu e Down Sendromu
e Vaskiiler yeniden bi¢imlenme e Hibernasyon
e Restenoz ¢ Onkosullanma (preconditioning)
e Aort diseksiyonu ve ® Yeniden bigcimlenme (remodelling)
anevrizmasi e Reperfiizyon hasari

¢ (Chagas miyokarditi

e Konjenital AV blok

e Akut miyokard infaktiisii

e Hipertansif kalp hastaligi

e Kalp yetersizligi

e Koroner greft vaskiilopatisi

e Viral miyokardit

2.1.4 KARDIYAK ILETI SISTEMINDE APOPTOZIS

Ileti sisteminde postnatal donemde elektriksel stabilitenin saglanmasi
amaciyla morfogenezis siireci baslatilir. Atriyoventrikiiler diiglim veya His
demetinin fotal morfolojik yapisi erigskin yapisina doniisiirken f6tal siniis
diigiimiinde goriilen miyofibrillerden fakir miyositler yerlerini kollajenden zengin
hiicrelere birakmak icin apoptozisle ortadan kaldirilirlar. Apoptozisin yetersiz
kaldig1 durumlarda dogum sonrasi fétal morfolojinin devam etmesi, genelde ani
Oliimle sonuglanabilen patolojilere yol acabilmektedir. Bu donemde ileti
yollarinda goriilebilen yetersiz apoptozis “Wolf Parkinson White” gibi aberan ileti

yollarina ait patolojileri getirebilmektedir(Brechenmacher et al., 1980). Sag
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ventikiile ait cesitli patolojik durumlarda da apoptozis mekanizmalarinda
bozukluklar saptanmistir. Normalde postnatal donemde sag ventrikiilde “disuse
atrophy” nin gerceklesmesi Bcl-2 genlerinin downregiilasyonu ile yani
apoptozisle saglanmaktadir(Fisher et al., 2000;James, 1999). Sag ventrikiilde
goriilen apoptozisin asir1 artisinin Uhl anomalisine yol actigi gosterilmistir(James
et al., 1996a). Uhl anomalisinde sag ventrikiiliin histolojik olarak non-inflamatuar
destriiksiyonu s6z konusudur. Etiyolojisi bilinmeyen bu hastalikta, ¢ok erken
yasta Oliimle sonuglanan sag kalp yetersizligi gelismektedir. Aritmojenik sag
ventrikiil displazisi de histolojik olarak Uhl anomalisine benzeyen bir diger sag
ventrikiil patolojisidir(Mallat et al., 1996). Buradaki tek fark sag ventrikiildeki
tutulumun jeneralize degil odaklar halinde (fokal) olusudur. Aritmojenik sag
ventrikiil displazisinde de apoptoziste artis meydana gelmekte, 6lmekte olan sag
ventrikiil miyositleri gecici olarak spontan otomasite kazanmakta veya yanitsiz,
kasilmayan bolgeler olusturarak fokal reentran tasikardiler icin kaynak
olmaktadirlar. Her iki patolojide de normal sag ventrikiil gelisiminde fizyolojik
olan apoptozisi bitiren sinyal sisteminin devreye girmemesi sdz konusudur.
Afrika’da familyal olarak rastlanan progresif kalp blogu ve fatal aritmilerle
seyreden Brink Sendromu’nda ise siniis diigiimii ve atriyoventrikiiler diiglimde
selektif apoptozise bagli destriiksiyon oldugu gosterilmistir(Brink and Torrington,
1977;James et al., 1996b). Benzer bir destrilksiyon Brugada Sendrom’lu
hastalarin postmortem histolojik incelemelerinde de ortaya konulmustur(Brugada
et al, 1998). Potasyum kanallarinda fonksiyon bozuklugu olarak
degerlendirilmeye baslanan Uzun QT Sendromu’nda da apoptozisten sz
edilmektedir(James, 1999). Uzun QT Sendrom’lu olgulara ait siniis diigiimlerinin
histolojik incelemesinde, diigiimde nekroz olmaksizin fokal noninflamatuar
dejenerasyon, lokal intranodal ve perinodal kardiyondropati bulundugu
saptanmistir(James et al., 1993). Daha sonraki ¢alismalarda Uzun QT’li olgularda
pleomorfik mikromitokondrozis ve sinoatriyal hiicrelerde apoptozis bulgular
gozlenmistir. Tiim bu sonuclardan anlasilacag gibi fokal sessiz bir apoptotik odak
tipki nekrotik hiicreler gibi ileti sistemini etkileyerek aritmi veya bloklara yol

acabilmektedir.
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Sekil-5: Kardiyak ileti sistemi

2.2. ATRIYAL FiBRILASYON

Kalp caligmasi, sempatik ve parasempatik sinir sistemi tarafindan kontrol
edilmektedir. Sempatik sinir sistemi kalp caligmasin1 stimiile ederken,
parasempatik sinir uyaranlarini ileten vagus siniri sinoatriyal (SA) diiglimiin
impuls iletimini yavaslatmaktadir. Kalp, SA diiglim hiicrelerinde diizenli olarak
olusan impulslarin atriyam miyokardina ve oradan sirasiyla atriyoventrikiiler
(AV) diigiim, his demeti, sag ve sol dallar ile purkinje lif sebekesi {izerinden
ventrikiil miyokardina yayilmasi sonucu ritmik kontraksiyonlar yapmaktadir.
Kalpte SA diigiim, AV diigiim ve cevresindeki atriyuam kismi, his demeti ve
purkinje lif hiicrelerinin kendi kendilerine depolarize olabilme 6zellikleri
bulunmaktadir. Normal kalp ritmi SA diigiim hiicrelerinin daha hizli depolarize

olmasi ve kalp ritmini kontrol etmesine bagli olarak siirdiiriilmektedir.
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Kalpte impuls olusumu veya impuls iletimindeki bozukluklar aritmilerin
meydana gelmesine neden olmaktadir. Aritminin baslica tam yOntemi ise

elektrokardiyogram (EKG)’dir.

AF, bir cok kardiyak ve bazi pulmoner hastaliklarla, ¢esitli metabolik,
toksik, endokrin veya genetik anormalilerle birlikte insidansi yasla artan, en sik

rastlanilan kalp ritim bozuklugudur(Brugada et al., 1997;Kannel et al., 1998).

AF ile ilgili en eski kayit 17. yiizylda Yellow Emperor’s Classic of
Internal Medicine’de yaymlanmigtir. Bu kayit, 1628’de William Harvey’in,
hayvanlarda “orikiiler fibrilasyon” adiyla tamimladigi bir kondisyon ile
ilgilidir(Lip and Beevers, 1995). 1863’te Chauveau ve Marey, AF’lu hastalarda
sfigmograf kullanip nabiz izlerini takip ederek kardiyak fizyolojisi lizerine cesitli
calismalar yapmuslardir(Khasnis and Thakur, 2008). Daha sonralari, diizensiz
nabiz icin ‘‘intermission of the pulsation of the heart’” (Laennec), ‘‘ataxia of the

(X3

pulse’’ (Bouilland), ‘‘delirium cordis’> (Nothnagel), ve son olarak ‘‘pulsus
irregularis perpetuus’’ (Hering) seklinde cesitli tanimlamalar yapilmistir(Flegel,
1995). AF ile ilgili ilk vaka raporu, 1907°de University College of London’da
Cushny ve Edmunds tarafindan, bir ovarian fibroid hastasinda cerrahiden sonra
“Jacques sfigmokronografi” ile kaydedilmis ve yaymlanmistir(Khasnis and
Thakur, 2008). Bu aym1 zamanda AF’da, elektriksel kayit ve palpasyonla irregiiler
nabiz alma iizerine ilk karsilastirmali rapordur. 1909°da kalbin iirettigi ¢ok kiiciik
elektriksel iletileri bile algilaylp kaydedebilen ilk pratik EKG olan “string

galvanometre”nin gelistirilmesi, AF’un elektriksel dogasiyla, fiziksel inceleme

arasinda daha ileri korelasyonlarin arastirilmasina olanak saglamisgtir.

AF, mitral kapak hastaliklarinda sik goriilen bir ritim bozuklugudur. Jean
Baptiste Senac 1783’te ‘‘rebellious palpitation’” dedigi AF ile mitral stenozis
(MS)’in birbiriyle baglantili oldugunu belirlemistir(Schweitzer and Keller, 2002).
1827°de Adams, MS ile birlikte diizensiz nabiz goriildiigiinii rapor
etmistir(Khasnis and Thakur, 2008). 1897’ de Mackenzie, MS’i olan hastalarda AF
sirasinda jiigiiler “A dalga” kaybim ve hasta diizensiz bir ritim gelistirdiginde
presistolik ifiirimiin yok oldugunu ilk kez gostermistir(Khasnis and Thakur,

2008). Daha yeni literatiirde, MS’i olan hastalarin %29’unda; mitral
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regiirjitasyonu  olan hastalarin  %16’sinda  AF meydana geldigini ve
regiirjitasyonun romatik etiyolojisiyle MS birlestiginde insidansin %52’ ye

yiikseldigi rapor edilmistir(Diker et al., 1996).

Lewis 1909°da AF’i tanimlayan klasik “P dalgalarinin yoklugu” ve “f
dalgalarinin diizensizligi’ni gostermistir(Khasnis and Thakur, 2008). EKG ile,
fibrilasyonun frekans analizleri yapilarak, paroksismal AF’un habercisi olan
atriyal siklus uzunlugu ve kardiyoversiyondan sonra tekrar edip etmedigi

calisimistir(Holm et al., 1998).

Daha sonraki calismalar AF’un baslamasiyla ilgili mekanizmalarin
tamimlanmasina yonelik olmustur. 1998’de pulmoner ven (PV)’lerin, paroksismal
AF’u tetiklemek gibi 6nemli bir rolii oldugu kabul edilmistir. PV bolgesinin
ablasyonu, bu venlerin anatomik ve elektriksel karakteristiklerinin daha iyi
tammmlanmasint saglamistir. P dalgalarinin belli EKG morfolojileri, paroksismal
AF’u ongorebilir ve PV’leri “suclu” olarak adlandirabilir(Dilaveris et al.,
1998;Rajawat et al., 2004). AF’un altinda yatan esas mekanizma olarak ¢ok
sayida odagm olusturdugu rastgele yayilan multipl dalgalar (multipl wavelet
reentry) oldugu teorisini 1960’larda Moe ©ne siirmiistiir(Moe and Abildskov,

3

1959). Moe’nin teorisine gore; *...fibrilasyon, refrakter doku gruplari ve

adaciklar1 ¢evresinde miyokard boyunca rastgele gezinen bir dizi bagimsiz

3

dalgacik sayesinde siirer gider”, “...fibrilasyonun siirebilmesi i¢in ¢ok sayida
birbirinden bagimsiz reentran odagin birbirini izleyen her eksitasyonda pozisyon,
bicim, biiyliklik ve sayica degismesi zorunludur”, “fibrilasyon aktivitesinin
yayilabilmesi icin kritik kiitlede bir miyokard dokusu gereklidir..” ve
“...fibrilasyonun kendiliginden sonlanmasi1 ortamdaki ortalama dalgacik sayisina
baghdir’(Moe and Abildskov, 1959). Moe’nun teorisi, Allessie ve arkadaglari
tarafindan AF sirasinda cesitli atriyal bolgelerden kayit yapilarak dogrudan test
edilmis ve ¢ok sayida birbirinden bagimsiz reentry elektrisel iletilerin varligi
gosterilmistir(Allessie, 1985). Fibrilasyonun devam edebilmesi i¢in her iki
atriyumda bulunmas1 gereken kritik odak sayisinin 3 ila 6 arasinda olmasi
gerektigi tahmin edilmistir. Daha sonra hem hayvanlarda hem insanlarda yapilan

caligmalar bu bulgular1 biiyiilk o6lciide dogrulamistir(Konings et al,

1994;Schuessler et al., 1992). Bu 6nemli ¢calismalarda genel olarak iki tip reentran
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eksitasyon gozlenmistir: 1) Dokunun daha onceden ayni odaktan ¢ikan dalga ile
yeniden uyarildigi “leading circle reentry’. Bu durumda reentran dalgalar
cogunlukla stabil degil doku boyunca yer degistiren Ozellikte olurlar. 2)
Yayilmakta olan farkl: bir dalga kiimesinin ¢ok kisa bir siire dnce bagka bir dalga
tarafindan uyarilmis olan bir bolgeyi yeniden uyardigi “random reentry”’(Konings

etal., 1994).

Yeni AF episodunun baslatilmasi icin; atriyumda tetikleyici anormal bir
odak olan “stabil background devre”nin Onceki AF episodu sona erdiginde
yenisini baglatabilecegi; AV diigiimden veya bir aksesuar yoldan bir eko vurusu
olmas1 olasihig1 gibi gesitli aciklamalar getirilmistir. Bugiinkii anlayisa gore,
AF’un, aritminin devami i¢in kritik bir atriyal kiitleye ve iistiine cikildiginda
organize atriyal aktivitenin devam edemeyecegi kritik bir atriyal hiza ihtiyact

vardir.

1966°da Nathan ve Eliakim, PV’lerin proksimal tarafinin, bitisik atriyal
dokudan direk uzanan ve atriyumla elektriksel olarak eslesen bir devamlilik
gosterdigini, insan kalplerinde yaptiklari sol atriyum-PV baglantisin1 anlatan
anatomik bir calismayla yayinlamislardir(Nathan and Eliakim, 1966).
Haissaguerre ve arkadaglari, bazi AF vakalarinda, ihtimali tetikleyici odaklar
olarak PV’lerin aritmojenisitesini rapor etmislerdir(Haissaguerre et al., 1998). Sol
atriyamdan PV’lerin {izerine uzanan miyokardiyal kollar aritmojenik odagin
patolojik korelasyonu olarak goriiliirler. Bundan sonra, AF un potansiyel odaklar1
olan; superior vena cava(Li and Wang, 2006), coroner sinus(Haissaguerre et al.,
2006) ve Marshall veni(Chen et al., 2006;Kim et al., 2000) dahil atriyuma bagl

olan torasik ven yapilar1 kesfedilmistir.

Klinik AF’un alttipleri, aritmi episodunun nasil sonlandigmna gore su
sekilde siniflandirilabilir(Gallagher and Camm, 1997;Shemin et al., 2007):
1. Paroksismal AF: Birka¢ giinden fazla siirmeyen ve genellikle spontan
olarak sonlanan AF episodudur.
2. Inat¢i (Persistant) AF: Paroksismal AF’dan daha az siklikta meydana
gelen ve siniis ritme geri donmek i¢in, kendi kendine sonlanmak yerine

kardiyoversiyona ihtiya¢c duyan AF episodudur.
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3. Kalict (Permanent) AF: Tekrar siniis ritme dondiiriilemez.

AF siklikla paroksismal formundan daha inatc1 ve kalici formuna progresif
olarak ilerler. Hastaligin zamanla olusan bu evolusyonu, yapisal kalp hastaliginin
progresyonunun AF’un devamina izin vermesine bagli olarak meydana gelen
atriyal yeniden bicimlenmeyle (remodelling) aciklanabilir. Elektriksel, yapisal ve
kontraktil olmak iizere 3 cesit atriyal yeniden bi¢imlenme oldugu One
stiriilmistiir(Schotten et al., 2003). Wijffels ve ark., bir ke¢i modeli araciligiyla
yaptiklar1 arastirmanin sonucunda “Atriyal fibrilasyon, atriyal fibrilasyonu
dogurur” tezini ortaya atmislardir(Wijffels et al., 1995). Bu modelde, kontrolle
kiyaslandiginda kisalmis atriyal refrakter periyotlarla elektriksel yeniden
bicimlenmenin kanitlar1 goriilmiistiir. Ek olarak, yavas kalp hizlarinda bile kisa
atriyal efektif refrakter periyotlar nedeniyle hiz adaptasyonu kaybim
gozlemislerdir. Atriyal refrakter periyotlardaki bu kisalma, AF hizinda artmayla

sonuclanmaktadir.

AF ile yeniden bicimlenme swrasinda farkli zaman domeinleri
mevcuttur(Allessie et al., 2001;Schotten et al., 2003). Saniyelerle dakikalar
arasinda olan “kisa donem”de; iyon konsantrasyonu, pompa aktivitesi ve
fosforilasyon gibi metabolik degisimler goriilmektedir. Saatlerle giinler arasinda
gerceklesen “orta donem”, gen ekspresyon degisimleri ve kalsiyum
downregiilasyonu ile karakterizedir. Haftalardan aylara kadar siiren ‘“uzun
donem”in etkileri dediferansiyasyon ve miyolzis gibi hiicresel degisimleri igerir.
Son olarak da kalict AF un dahil oldugu “¢ok uzun donem” aylardan yillara kadar
stirer; fibrozis, yag dejenerasyonu ve hiicre oliimii gibi histolojik degisimlerin

oldugu geri doniisiimsiiz doku hasar1 gozlenir.

Yeniden bi¢imlenmeyle olusan yapisal degisimler atriyal apendajin
geniglemesi, atriyal kontraktilitenin azalmasi, kardiyak outputun diigmesi ve pihti
olusumu i¢in egilimin artmasi olarak sayilabilir. Schotten ve ark., AF’dan 48 saat
sonra bile atriyal yeniden bicimlenmenin g&zlemlenebildigini rapor
etmislerdir(Schotten et al., 2001). Bu faz sirasinda refrakter periyot kisalmasina
ragmen, AF’dan bir kez doniis oldugunda sadece atriyal refrakter periyot normale

donmez, aym zamanda atriyal is indeksi ve kontraktil fonksiyon da geri doner.
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Atriyumun dilatasyonuyla siniis ritim AF’a doner ve siniis ritim geri dondiigiinde
atriyum tekrar normal boyutuna gelir(Sanfilippo et al, 1990). Siniis ritmin

korunmas1 yeniden bicimlenme progresyonunu yavaslatabilir.

Geleneksel olarak AF’nun genetik temellerinin oldugu diistiniilmezdi.
Ancak son zamanlarda yapilan ¢aligmalar aritminin bazi tiirlerinin, 6zellikle
“yalmiz AF”’un (lone AF), genetik temelleri oldugunu gosterdi(Arnar et al.,
2006;Darbar et al., 2003;Ellinor et al., 2005;Fox et al., 2004). AF’un ailelerdeki
genetik temelinin arastirilmasi, Wolff-Parkinson-White sendromu(Gollob et al.,
2001) ve hipertrofik kardiyomyopati(Gruver et al, 1999) gibi genetik temelli
diger aritmik patolojilerle iligkilendirilmesi ile bagladi. Son c¢aligmalar rutin
karsilasilan AF’un genetik temelli olabilecegini gosterdi(Darbar et al., 2003).
Brugada ve arkadaslari, ailesel AF'u 10. kromozom {iizerindeki bir genin
etkiledigini gostererek AF icin ilk monogenik nedeni rapor etmislerdir(Brugada et
al., 1997). Ellinor ve arkadaglar1 6. kromozom {izerinde bir geni ailesel AF icin
haritalamiglardir(Ellinor et al., 2003). AF’lu ailelerde iyon kanallarinda ¢esitli
mutasyonlar belirlenmistir(Chen et al., 2003;Gollob et al., 2006;Olson et al.,
2006;Xia et al., 2005;Yang et al., 2004). AF’dan sorumlu olan ve potasyum
kanallarim1 kodlayan genler kesfedilmistir(Chen et al., 2003). AF ile iligkili daha
fazla gen kesfedilmeye devam ediliyor ve belki bir giin genetik terapi, AF

tedavisinde veya korunmasinda bir ¢6ziim yolu olabilecektir.

Kardiyak ileti sisteminin haritalanmasindaki tekniklerinin gelismesi,
AF’un ablasyonla tedavisinin bagsarimasim saglamistir(Sra and Thomas, 2001).
Kardiyak aritmi haritalama, kalbin yerel potansiyel degisimlerini, zamana ve
konuma bagh olarak tanimlamaktir. Kardiyak aritminin haritalanmasi, aritminin
kaynaginin ve dolayisiyla rahatsizliga neden olan etkenlerin bulunmasi, ayrica bu
etkenlerin ilag, cerrahi miidahale veya kateter ablasyon yontemlerinden hangisi ile
giderileceginin kararmin verilmesi agisindan, son derece Onemlidir. AF’un
haritalanmasi, mekanizmasinin aciklanmasina ve efektif radyofrekans ablasyon
(RFA) i¢in miimkiin anatomik bdlgelerin lokalizasyonunun belirlenmesine
yardimel olmustur. Haritalama islemi genellikle 12 leadli EKG ve intrakardiyak
verilerin birlikteligi ile yapilir. Ancak, tetikleyici odaklarin 3-D goriintiilenmesi

terapinin daha iyi olmasim saglar. Bu amagcla gelistirilen ve nonfloroskopik bir
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yontem olan CARTO haritalamasi; veya elektroanatomik haritalama;
lokalizasyonu belirlemek, haritalamanin oryantasyonu ve kateter ucundan kayit
almirken eszamanl olarak kateter ablasyonu icin manyetik teknolojiyi kullanir.
EnSite sistemi, bir balon veya mutlielektrot array ile nonkontakt intrakaviter
elektrotlariyla endokardiyal aktivasyonu kaydeder ve aktivasyon noktalarini
bilgisayarli elektrogramlar veya isopotansiyel haritalar olarak gosterir(Schneider
and Schmitt, 2000). ICE, miyokardiyal dokuda lokalize bolgeleri dondurarak
AF’un kateterle ablasyon tedavisi icin kullanilan bir bagka yontemdir(Epstein et
al., 1998). Ayrica AF’un odaksal RF ablasyonu i¢in onemli bir teknik olan
manyetik rezonans goriintiileme (MRI) yontemi ile PV  anatomisi
goriintiilenebilir(Wittkampf et al., 2003). AFun tetikleyici odaklar1 PV’ler
tizerinde yogun oldugu icin, bu bolgenin anatomisinin ve elektriksel
islevselliginin dogru bir sekilde tanimlanmasina ihtiya¢ vardir. PV bdlgesinin
ablasyonu c¢ok risklidir(Wellens, 2000), bu nedenle en kisa zamanda bu
prosediiriin miimkiin olan en giivenli sekilde basarilmasi saglanmalidir. Bu amagla
yeni teknolojiler gelistirilmeye devam edilmektedir. Bunlardan bazilari,
elektriksel aktivasyon haritalariyla korele ablasyon katater imaji iizerine, 3-D
anatomik gOriintiiniin (bilgisayarli tomografi-CT- veya MRI) konmasiyla
olusturulan haritalamadir. Bir 3-D elektroanatomik haritalamayla kombine
multislays  multidedektor ~ CT  kullanilarak  bu  prosediir ~ basariyla
gerceklestirilebilir(Cabrera et al., 2002). Ayrica PV anatomisi, yiiksek frekansh
intravaskiiler ultrasound kullanilarak da c¢alisilabilir(Guerra et al., 2003a). Bu
alandaki en son gelismeler; elektroanatomik haritalamayla kombine uzaktan
navigasyon(Pappone and Santinelli, 2008) ve robotik cerrahi(Pappone et al.,
2006) kullanimidir. Haritalama teknolojisi, ablasyon tekniklerinin daha giivenli ve

daha basarili olmas1 i¢in gelismeye devam edecektir.

Gelecekte iyi se¢ilmis hastalarda ablasyon, teshis sonrast uygulanacak ilk
tedavi haline gelebilecek olmasina ragmen, medikal terapi AF tedavisi icin hala
primer modalitedir. AF tedavisi i¢in kullanilan ilk ilag¢ muhtemelen Digitalis’tir.
Digitalis, 1785’te Withering tarafindan kesfedilmis ve cesitli nitelikleri ve
kullanim sekilleri belirlenmistir(Khasnis and Thakur, 2008). Bundan sonraki
antiaritmik ilag, 1950lerde kullamilan Quinidine’dir(Fischermann and Schleisner,

1950). 1970lerde AF tedavisi icin Amiodarone ve Disopyramide
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kesfedilmistir(Santos et al., 1979;Zagatti et al., 1974). 1984’te Vaughan-Williams

ilk olarak antiaritmik ilaglari, farmakolojik 6zelliklerine gore 4 sinifa klasifiye

etmigtir(Vaughan Williams, 1984). Bu siniflandirma su sekildedir:

Swumf 1 Antiaritmik Ilaglar: Voltaj duyarh Na* kanallarinin blokerleri. Faz
0 cikig1 basklilarlar. Siif 1 antiaritmik ilaglar, aksiyon potansiyeli siiresine
etkileri ve sodyum kanali ile iliskilerinin kinetik farkliliklarina gore 1A,
1B ve 1C olmak iizere 3 alt gruba ayrilirlar. Aksiyon potansiyeli siiresini;
sinif 1A uzatir, 1B kisaltir, 1C ise degistirmez veya minimal uzatir. 1B
grubu, sodyum kanallarina hizla baglanip hizla ayrilir; 1C grubu yavas
baglanip yavas ayrilir; 1A grubunun etkileri ikisinin arasindadir.

1A: Kinidin, Prokainamid, Disopiramid, Morisizin, Ajmalin

1B: Lidokain, Tokainid, Meksiletin, Fenitoin, Aprindin

1C: Propafenon, Flekainid, Enkainid, Morisizin, Lorkainid

Suuf 2 Antiaritmik [Ilaclar: B-adrenerjik antagonistler. Faz 4’te
depolarizasyon olusumunu baskilarlar. Sempatolitik etkileri vardir.
Asebutolol, Esmolol, Metoprolol, Pindolol, Propranolol, Sotalol

Suuf 3 Antiaritmik Ilaclar: K* kanal blokerleri. Faz 3 repolarizasyonu
uzatirlar. Hiicre digina potasyum c¢ikisimi bloke ederler. Amiodaron,
Bretilyum, Dofetilid, Ibutilid, Sotalol

Swnif 4 Antiaritmik Tlaclar: Ca** kanal blokerleri. AV iletimi yavaslatirlar,
refrakter periyodu uzatirlar. Hiicre i¢ine yavas kalsiyum akimini bloke

ederler. Bepridil, Diltiazem, Verapamil.

2.2.1. ATRIYAL FiBRILASYONA KALP CERRAHISi ACISINDAN
YAKLASIM

Tipik atriyal flatter sag atriyuam kaynakli makro reentran bir tasikardidir.

Bir ¢ok elektrofizyolojik c¢aligma atriyal flatterin cogunlukla sag atriyum

dokusunda tek bir makro reentran devreden kaynaklandigimi gostermektedir. Vena

cava inferior (VCI) ve trikiispit anniiliis arasinda yer alan istmus bdolgesi, reentri

devresi i¢cin en Onemli yeri teskil etmektedir. Trikiispit kapak anniiliisii ile VCI

arasindaki bu bolge atriyal flattera sebep olan yavas iletinin merkezi olup bu

bolgenin ablasyonu tedavide etkili olmaktadir(Chen et al., 1996). Ancak atriyal
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flatter nadiren sol atriyumdan kaynaklanabilir ve bu durumda tedavi daha zor,
basar1 oranlar1 daha diisiiktiir. Bu nedenle atriyal flatter’in cerrahi tedavisi

planlaniyorsa, AF un aksine preoperatif haritalama yapilmas1 6nerilmektedir.

[zole atriyal flatter nadir bir aritmi olmasina karsilik AF en sik rastlanan
aritmilerden birisi olup goriilme sikligi cesitli risk gruplarmma gore %0.4-10
arasinda degismektedir. Yasli hastalarda bu oran %17’ ye, mitral kapak hastalig
olanlarda ise %80’e varabilmektedir(Feinberg et al., 1995).

AF, cok uzun yillar iyi huylu bir aritmi olarak algilanmis bu nedenle de
tedavi secenekleri kisitlt kalmistir. Ancak cesitli ¢calismalar AF’un inme ihtimalini
6 kat, kardiyovaskiiler sebeplere bagli mortaliteyi de iki kat artirdig:
gostermistir(Wolf et al., 1991). Bircok AF hastas1 emboli disinda hemodinamik
dengesizlik, c¢arpinti ve bayginhik gibi sikayetlerin yanisira uygulanan
farmakolojik tedaviye bagli olumsuzluklardan da etkilenmektedir. Bu sekilde,

AF’un yasam kalitesi iizerindeki olumsuz etkilerine maruz kalmaktadir.

AF Kkalp cerrahisi planlanan olgular icin ayr1 bir Snem tagimaktadir, ¢iinkii
mitral kapak cerrahisi i¢in bagvuran hastalarin %60-80’1 kalict AF’ludur. Bu oran
koroner ve aort kapak hastalar i¢in %5-10 arasindadir(Feinberg et al., 1995;Wolf
et al., 1991). Bu olgularin pek ¢ogunda basarili bir kapak replasmanm1 veya
tamirinden sonra AF devam etmekte, antiaritmik, antikoagiilan tedavinin devami,
tromboembolik veya kanamaya bagli komplikasyonlar nedeniyle yasam kalitesi

onemli Olciide diigmektedir.

2.2.2. ATRIYAL FIiBRILASYON TEDAVISINDE KULLANILAN
METODLAR

1. Farmakolojik
2. Non-farmakolojik

Farmakolojik tedavinin amaci; a) siniis ritmine doniilmesi ve idamesi, bu

miimkiin olmadig1 takdirde ventrikiill cevabim yavaglatarak semptomlarin
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hafifletilmesi, b) antikoagiilan tedavi ile tromboemboli riskinin hafifletilmesi

olarak Ozetlenebilir.

Non-farmakolojik tedavi hiz kontrolii ve antikoagiilasyon amaciyla yaygin
olarak kullanilmakla beraber ozellikle romatizmal kapak hastalig1 ile birlikte

goriilen kronik AF’da sinirli kalmaktadir.

Endokardiyal kateter ablasyonu diger kardiyak aritmilerin &zellikle
aksesuar iletim yollarinin tedavisinde yaygin olarak kullanilmaktadir. Bu
yontemde prensip klinik aritminin, aritmi devresi ve kaynaginin elektrofizyolojik
ve anatomik olarak tanimlanmasi ve bu bdlgelerin ablasyonudur. Ancak kateterle
uzun lineer lezyonlar yaratilmasindaki zorluklar, pulmoner ven stenozu ve igleme
bagli tromboembolik komplikasyonlar bu islemin AF tedavisinde kullanimini
simdilik sinirlamistir(Chen et al., 1996). Gelismekte olan teknoloji ile kateter
ablasyonun ileride ozellikle tek basmma AF’lu olgularin tedavisinde 6nemli rol

oynayacagi beklenebilir.

AF’nun cerrahi tedavisinin basglangic1 1980°1li yillara dayanmaktadir. AF’ a
bagli tromboembolik komplikasyonlarin ¢ogunun sol atriyum apendajindan
kaynaklandig: diisiiniilerek, AF’lu olup kalp cerrahisi geciren hastalarda atriyum
apendajinin rutin olarak kesilip baglanmas1 Onerilmektedir. Bu ydntem
romatizmal olmayan  kalp kapak  hastaliklarinda  tromboembolik
komplikasyonlarin engellenmesi yoniinde olumlu sonug¢ vermis, ancak romatizmal

kapak hastalarinda istenilen sonucu vermemistir.

His hiizmesinin ablasyonu ve kalic1 pil implantasyonu ventrikiil cevabinin
kontrol altina alinamadigt hizlih AF’lu olgularda uygulanmigtir. Amag
supraventrikiiller ~ aritmiyi atriyumda hapsetmek ve ventrikiiler gecisi
engellemektir. Bu yontemle diizensiz kalp hizina ¢6ziim bulunmakta ancak kalici
pil ihtiyac1 olmaktadir. Ayrica sistemik tromboemboli riski de devam etmektedir.
Bu metodla AF’a bagli tromboemboli ve atriyal transport problemlerine ¢6ziim
getirilememis, kalict pille ilgili problemler olaya eklenmistir(Feinberg et al.,

1995).
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Dr. Cox ve arkadaslar1 tarafindan ortaya atilan sol atriyal izolasyon
operasyonu AF’un sol atriyum i¢inde izole edilmesi ve kalbin diger taraflarimin
siniis ritmini siirdiirmesi prensibine dayanmaktadir. Sol atriyum izole olmasina ve
sol ventrikiil ile senkron caligmasi ve sol tarafin buna adapte olmasi nedeniyle
kardiyak hemodinamide belirgin iyilesme saglanmistir. Ancak sol atriyum fibrile
olmaya devam ettigi icin bu hastalarda sistemik tromboemboli riski devam

etmistir(Cox et al., 1991;Wolf et al., 1991).

1985 yilinda Guiraudon tarafindan tarif edilen “Koridor operasyonunda”
siniis diigiimii ve AV diigiimii icine alan bir koridor yaratilmaktadir(Guiraudon,
1993). SA diigiimden cikan uyar1 bagka bir yere sapmadan bu koridordan gecerek
AV diigiime ulasir ve ventrikiilii uyarir. Islemden sonra diizelen bir ritim ortaya
cikmasina ragmen atriyaumlar fibrile olmaya devam ettigi icin sistemik
tromboemboli riski devam etmektedir. Bu operasyonla ilgili gec takip
sonuclarinda belirli hemodinamik diizelme ve diizenli ritmin devam etmesi
bildirilmis, ancak sol atriyum trombiis olusumu ve tromboembolik olaylarin tam
olarak oniine gecilemedigi bildirilmistir(Cox et al., 1991;Cox, 1991;Feinberg et
al., 1995;Wolf et al., 1991).

AF tedavisinde ideal bir cerrahi tedavinin bes probleme ¢6ziim getirmesi
beklenmektedir;
1. AF’un durdurulmasi,
Siniis ritminin temin edilmesi,
A-V senkronizasyonunun saglanmas,

Atriyal transport fonksiyonunun saglanmasi,

A

Yukarida sayilan dort mekanizma yoluyla her iki atriyumda staza engel

olmak ve tromboemboli riskinin ortadan kaldirilmasi.

Daha once adi gegen tekniklerin yetersizligi nedeniyle, Dr. Cox ve
arkadaslart AF’un anatomik ve elektrofizyolojik temellerine yOnelik
caligmalarinin sonunda, 1980 yilinda MAZE adi verilen yeni bir cerrahi teknik

gelistirdiler(Cox et al., 1991;Cox, 1991).
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Cox ve ark.nin yaptig1 elektrofizyolojik caligmalar, AF’un genislemis
atriyuam dokusunda olusabilen biiyilk reentran elektriksel devrelerinden
kaynaklandigimi, 6te yandan atriyal otomatisite ve kiiciik reentran devrelerinin
daha az onemli oldugunu ortaya ¢ikardi. Boylece, bu biiyiik reentran elektriksel
devrelerinin kesilmesi fikri ortaya ¢ikt1. Islemin amaci su sekilde 6zetlenebilir:

1. AF’u tetikledigi diistiniilen belli odaklar1 bulunduklar1 yere hapsetmek,
2. Atriyumda elektriksel aktivitenin ilerleyecegi ylizeyi kiiciilterek biiyiik

reentran devrelerini ve dolayist ile fibrilasyonu durdurmak.

Bilindigi gibi, sag atriyumda vena kavalar ve trikiispid kapak annulusu, sol
atriyumda da pulmoner venler ve mitral kapak annulusu elektriksel aktivitenin
gecmesini engelleyen dogal engellerdir. Yaratilan yeni insizyonlarla, AF
odaklarinin hapsedilmesi, olusabilen biiyiik reentran devrelerinin bu dogal ve yeni
yaratilan “bariyer’lere takilarak sonlanmasi ve siniis ritminin devam etmesi
saglanmaktadir. Bir labirent mantig1 ile yerlestirildikleri i¢in, bu insizyonlara

Ingilizce’de labirent anlamina gelen Maze ad1 verilmistir.

Bu islem, yillar icinde iki modifikasyon gecirerek Maze III operasyonu
olarak literatiirdeki yerini almistir(Cox, 1991). Maze III kardiyopulmoner baypas
ve kardiyoplejik arrest ile gerceklestirilen bir operasyon olup, insizyon paterni
Sekil-6’da gosterilmektedir. Sekilde goriildiigii gibi, sag ve sol atriyal kulak¢iklar
ampute edilmekte ve yine sag ve sol atriyumda tam kat (transmural) kesiler
olusturulup sonra dikilmektedir. Sag atriyumda istmus bolgesinde ve trikiispid
kapak annulus cevresinde ise lezyonlar kriyoablasyon yontemi ile
olusturulmaktadir. Koroner siniisiin sol atriyal tarafinda yaratilan bir
kriyolezyonla iletinin koroner siniis yoluyla sol atriyuma ilerlemesi

engellenmektedir.
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Sekil-6: Maze Il operasyonunun insizyon paterni

Yapilan c¢esitli calismalar, insan atriyum dokusunda biiyiilk reentran
devrelerinin olusumu icin minimum 4 cm aralik olmast gerektigini
gostermektedir. Islem sona erdikten sonra, insizyonlar, kalbin iletken olmayan
fibroz iskeleti ve anatomik engeller arasinda reentran devrelerinin olugsmasina
imkan vermeyecek kadar az mesafe kalmaktadir. Bu sekilde siniis diigiimiinden
gelen ileti, sag atriyamda anteriyor olarak ilerleyip, buradan septuma girerek AV
diigiimii depolarize eder. Daha sonra, ileti sol atriyamun Once 6n kismindan daha
sonra da arkasindan ilerleyerek PV’lere ulasir. Koroner siniisiin sol atriyal
tarafinda yaratilan bir kriyolezyon iletinin koroner siniis yoluyla ilerlemesini

engeller.

Maze islemini sol atriyuma siirlayan iglemler yine atriyumda insizyonlar
yapilarak yeniden dikilmesi prensibine dayandigindan yaygin uygulama alani
bulamamustir. Ozellikle Maze operasyonu ile beraber kapak, koroner baypas gibi
ek islemlerin de eklenmesi islemi daha da karmagik hale getirmektedir. Bu
nedenle Maze ameliyati sirasinda olusturulan kesileri degisik enerji kaynaklari

kullanarak olusturma fikri ortaya atimistir. Bu yOntemlerde amag, orijinal
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yontemdeki kes ve dik teknigi yerine degisik enerji kaynaklar1 kullanarak daha
kisa siirede aksesuar iletiyi engelleyecek doku hasar1 olusturmaktir. Bu teknige

cerrahi ablasyon ad1 verilmistir. Cerrahi ablasyonda iic amag¢ hedeflenmektedir.

1. Uygun derinlik ve genislikte ve tam kat lezyon olusturmak,
2. Atriyal fonksiyonlar1 bozmamak,

3. Cevre dokulara zarar vermemek.

Radyofrekans (RF) enerjisinin perkiitan ablasyon tekniklerden sonra aritmi
cerrahisinde kullanima girmesi, AF’un tedavisinde yeni bir sayfa acmistir. Bu
teknikte prensip, RF enerjisinin yol ag¢tig1 1s1y1 kullanarak, atriyuam endokardinin
belirli bolgelerinde tam kat lezyonlar olusturmaktir. Bu sekilde, hem AF’u
tetikleyen odaklarin bulunduklar1 yerde izolasyonu; hem de dalga seklinde
ilerleyen biiyiik reentran devrelerin yeni olusturulan lezyonlara ve dogal anatomik

engellere takilarak ilerlemesi engellenmis olmaktadir.

RF enerjisinin bu amagla ilk kullanimi, 1988 yilinda Dr. Wittkampf
tarafindan bildirilmistir. Bunu takip eden yillarda Dr. Melo ve arkadaslari, RF
enerjisi kullanarak sinirli bir islem olan basit PV izolasyonu ile bir yillik %69
oraninda siniis ritmi saglamiglardir(Melo et al., 1999). Daha sonra, RF enerjisini
kullanan ve degisik ablasyon paternleri izleyen gruplar, %70-94 arasinda degisen
oranlarda siniis ritmi belirlemislerdir(Pasic et al., 2001). Wittkampf’tan sonra,
yine Hollanda’dan Dr. Sie ve arkadaslari, yikamali (irrigasyonlu) bir RF sistemi
kullanarak, Modifiye Maze adinm verdikleri bir model gelistirdiler. Bu sistemde,
orijinal Maze III operasyonu ile elde edilen lezyonlarin tamami yikamali bir RF
sistemi ile olusturulmaktadir. Bu yontemle, Dr. Sie ve arkadagslari, bir yillik %98
siniis ritmi elde etme basaris1 gostermislerdir(Sie et al., 2001). Kullanilan yikama
sistemi ile, etraf doku hasar1 (6zofagus, koroner) onlenmekte, sogutma yoluyla
indirekt ileti ile daha derin dokulara temas edilerek, transmural lezyon olugma
sans1 artmakta ve bazi kuru sistemlerde goriilen piht1 ve kurut olma riski ortadan
kalkmaktadir. Bu sistemde, RF enerjisine dayanan diger sistemlerde oldugu gibi
kombine operasyonlar sirasinda olusan 1s1 enerjisinin, dikis hatlarina zarar

vermemesi i¢in, Once ablasyon isleminin yapilmasi, kapak veya diger cerrahi
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girisime daha sonra gecilmesi Onerilmektedir. Asagidaki sekilde sol atriyum igin

yaygin olarak kullanilan bir endokardiyal ablasyon paterni gosterilmektedir.

R9

R10

Sekil-7: Beyaz cizgiler; RFA hatti, Mavi ¢izgi; mitral posteriyor kapakcik, AMV;
anteriyor mitral kapakgik, LIPV; Sol inferior pulmoner ven, RIPV; sag inferior
pulmoner ven, LSPV; sol siiperior pulmoner ven, RSPV; sag siiperior pulmoner

ven, LAA; sol atriyal apendaj.

Teknolojik gelismeler ve alternatif enerji kaynaklar1 ile gerceklestirilen
cerrahi ablasyon AFun cerrahi tedavisinin orijinal Maze operasyonunun
uygulandigi birka¢c merkez ile sinirli kalmasini engellemis ve kalp cerrahlarinin bu
konuya ilgisini yeniden canlandirmistir. Ik uygulamalar sirasinda ortaya ¢ikan
0zofagus ve koroner arter hasar1 gibi komplikasyonlar yikamali ve bipolar
sistemlerin yayginlagsmasi ve ablasyon cizgilerinin modifiye edilmesi ile ¢ok
azalmistir. Orijinal Maze III operasyonu her iki atriyumda gerceklestirilen bir
islem olmasina karsin son yillarda sadece sol atriyumu iceren cerrahi ablasyon
islemleri yaygin olarak uygulanmaya baslamistir. Gercekten de son bilgilerimiz
sol atriyumla simirli, endokardiyal veya epikardiyal bir ablasyon isleminin
kombine girisim planlanan pek c¢ok olguda tatmin edici sonuglar verdigi

seklindedir(Guden et al., 2003).
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3. MATERYAL ve YONTEM

3.1. HASTA KOHORTU

Calismamiz Ankara Universitesi Tip Fakiiltesi Kalp Damar Cerrahisi
Klinigi ve Gazi Universitesi Patoloji ABD ortak projesi olarak gergeklestirilmistir.
Calisma 6ncesinde Ankara Univeristesi Tip Fakiiltesi lokal etik kurulundan
calisma ile ilgili izin alinmistir. Calisma Oncesinde tiim arastiricilar ¢aligsma
hakkinda  bilgilendirilmigtir. ~ Tiim  hastalardan  Ornekleme  Oncesinde
bilgilendirilmis onam formu alindiktan sonra bu hastalar caligmaya dahil

edilmistir.

Ocak.2008 ile May1s.2008 arasinda 30 hasta calismaya alinmistir.
Hastalardan kalict AF’u olan 11 hasta (oratalama yas; 57.7 = 13.1, 6E/5K)
caligma grubunu olustururken, AF’u olmayan normal siniis ritmindeki 19 hasta
(ortalama yas; 64.1 + 8.4, 11E/8K) kontrol grubuna alinmistir (p= 0.116). AF
grubundaki hastalarin ortalama sol atriyum c¢apt 54.8 + 3.4 iken kontrol
grubundaki siniis ritimli hastalarin ortalama sol atriyum cap1 40.7 + 4.1 olarak
hesaplanmistir (p= 0.001). Hastalarin preoperatif demografik verileri Cizelge-2’de

Ozetlenmistir.
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Cizelge-2: Preoperatif ve Demografik Ozellikler

Degiskenler AF Grubu Kontrol P degeri
(n=11) Grubu
(n=19)
Yas, meantSD, 57.7+£13.2 64.1 £ 84 0.116
(36-76) (48-77)
Cinsiyet, Erkek n (%) 6 (54.5%) 11 (57.9%) 0.579
BSA (m?) 1.79 £0.19 1.85£0.21 0.503
(1.49-2.06) (1.59-2.26)
Hipertansiyon, n (%) 5 (45.5%) 12 (63.12%) 0.454
Diyabet, n (%) 1(9.1%) 3 (15.79%) 0.530
Hiperkolestrolemi, n (%) 4 (36.4%) 10 (52.63%) 0.466
Sigara Kullanimi, n (%) 3(27.3%) 9 (47.36%) 0.442
Periferik Damar Hastaligi, n (%) 1(9.1%) 2 (10.52%) 0.702
KOAH, n (%) 3(27.3%) 6 (31.57%) 1.00
NYHA sinifi, mean + SD 2.54 +0.52 3.24+£0.43 0.490
Medikasyon, n (%)
Aspirin 4(36.4) 12 (63.15) 0.257
ACE inhibitorii/ARB 8 (72.7) 10 (52.63) 0.442
Diiiretik (Loop diuretics or thiazides) 3(27.3) 4 (21.05) 0.515
Beta-adrenoceptor antagonists 7 (63.6) 14 (73.68) 0.687
Digitalis 2 (18.2) 1(5.26) 0.537
Warfarin 4 (364) 0 0.012
Kalsiyum Kanal Blokeri 3(27.3) 3 (15.79) 0.641
Amiodoran 2(18.2) 1(5.26) 0.537
EuroSCORE* mean + SD, median (min- 772 +322 5.31 +4.35 0.127
max) (5-15) (0-16)

BSA; Viicut yiizey alan1, KOAH; Kronik Obstriiktif Akciger Hastaligi, TA; Arteriyel Tansiyon,

NYHA; New York Heart Association.
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Cizelge-3: Preoperatif Hemodinamik Ozellikler

Degiskenler AF Grubu Kontrol P degeri

(n=11) Grubu

(n=19)

Sol Atriyum Cap1 (mm), mean + SD 5481 +£34 40.8 £4.2 0.001
Aralik (50-60) (35-48)
Ortalama TA (mmHg), mean + SD 79.6 £ 6.4 864 £11.5 0.084
Aralik (66.6-86.6) (70-116.6)
Sistolik PAP (mmHg), mean + SD 40.5 £7.35 39.7+89 0.823
Aralik (30-55) (25-60)
LVEF, (%), mean + SD 51.1 £10.44  52.05 £10.06 0.787
Aralik (40-68) (30-68)
SVDSC (cm), mean + SD 51.1 £8.44 49.05 + 8.57 0.533
Aralik (30-59) (32-66)
SVSSC (cm), mean £ SD 32.81 £7.58 32.63 £9.69 0.957
Aralik (24-49) (21-51)
Kalp Hiz1 (atim/dk), mean + SD 90.5+16.6 91.6 £13.7 0.855
Aralik (71-130) (58-112)

PAP; Pulmoner Arter Basinci, LVEF; Sol Ventrikiil Ejeksiyon Fraksiyonu, SVDSC; Sol Ventrikiil
Diyastol Sonu Cap1, SVSSC; Sol Ventrikiil Sistol Sonu Capr.

3.2 Calismaya Alinma Kriterleri

1. Kalici1 AF’u olan hastalar,

2. Ciddi mitral kapak patolojileri nedeniyle kalp cerrahisine alinan kalici

AF’lu veya siniis ritmindeki hastalar.

3.3 Calismadan Dislanma Kriterleri

1. Kontrol grubu i¢in daha 6nceden gegirilmis paroksismal AF yada atriyal

flutter hikayesi,

2. Ikinci yada iigiincii derece kalp blogu,
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HBYV, HCV enfeksiyonu, gecirilmis tiiberkiiloz enfeksiyonu,
Kronik bobrek yetmezligi,

EF %30’un altinda olmasi,

Otoimmun hastalik,

Vaskulit,

Genetik orjinli hastalik,

A A A

Gecirilmis yada mevcut malignite hikayesi,
10. Wolff-Parkinson-White sendromu,

11. Tanimlanmis Brugada sendromlu hastalar,
12. Hastanin yazili onam vermemesi,

13. Dilate kardiyomiyopati,

14. Miyokardit,

15. infektif Endokardit.

3.4 OPERASYON DETAYLARI

Operasyona almacak hastalar, operasyon dncesi premedikasyon amaciyla
Midazolam (Dormicum® 5 mg/5 ml ampul, Roche, Tiirkiye) 2mg i.v, Sefazolin
sodyum (Cefamezin® 1000 mg Flakon, Fujisawa-Eczacibasi, Tiirkiye) 1000 i.v
uygulanmigtir. Hasta daha sonrasinda operasyon odasmna alimmistir. EKG
monitorizayonu sonrasinda rutin hemodinamik monitorizasyon amaciyla radial
arter kaniilasyonu yapilarak devamli sistemik kan basinci izlemi saglanmistir.
Genel anestezi amaciyla 5 mg Midazolam i.v, 20 mg Etomidat i.v (20 mg), 500
mcg Fentanyl i.v (Fentanyl®, Janssen-Cilag, Tiirkiye), %]1-1.5 isofluran inhaler
ve 4 1t/dk 0, kullanilmistir. Santral vendz basing monitorizasyonu (CVP) ve
santral vendz yol amaciyla 7F kateter sag internal jugiiler vene takilmistir. Uygun
ortiileme islemlerinden sonra standart median sternotomi ile perikard bosluguna
ulagilmigtir. Perikard acilarak kalbe ulasilmistir. Kontrol ve ¢alisma grubundaki
hastlarin sag atriumuna 4/0 polypropilen siitiir ile purse-string siitiir konulduktan
sonra, Ornek alinacak dokuyu travmatize etmemek amaciyla minimum
manipiilasyonla yaklagik 1.5x1.5 cm boyutundaki sag atrium dokusu eksize
edilmistir. Daha sonrasinda eksize edilen sag atrium dokusu zaman kaybetmeden
immunohistokimyasal inceleme i¢in uygun transport soliisyonuna (%10

formaldehit) aktarilmistir.
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3.5 IN SiTU DNA FRAGMANTASYON ANALIZi (TUNEL)

TUNEL, DNA kiriklarimin in situ olarak taninmasim saglayan
histokimyasal bir yontemdir. Parafin bloklara gomiilmiis dokularda, donmus
kesitlerde, kiiltiirii yapilmis soliisyon halindeki veya “plate”lere ekilmis ya da
lameller {iizerinde biiyiitiilmiis hiicrelerde apoptozisin varligt bu metodla
saptanabilir.

Kardiyak dokularda in situ DNA fragmantasyonu, TdT-(terminal
deoksiniikleotidil transferaz) aracili floresan-dUTP isaretleme kiti (TUNEL)
yontemiyle belirlendi. TUNEL, iireticinin talimatlarina gére ApopTag Peroxidase
In Situ Apoptosis detection kit (S7110, Chemicon International, Inc., Temecula,
CA, USA) kullanilarak daha dnceden tarif edildigi sekilde uygulandi. Apoptotik
hiicrelerin boyanmas1 i¢in peroksidaz substrat 3,3-diaminobenzidin kullanild1.
Niikleer boyama i¢in methyl green (%0,5) kullanildi. TUNEL-pozitif hiicreler 151k
mikroskobu (Olympus, BX51, Japan) altinda goriintiilendi. TUNEL-pozitif
hiicreler sayildiktan sonra her kardiyak dokudaki apoptotik hiicrelerin orani,

toplam hiicre sayisina gore hesaplandi.

3.6 IMMUNOHISTOKIMYA

4 mikron kalinligindaki kesitler 56 °C’lik etiivde deparafinize edildi.
Endojen peroksidazi bloke etmek i¢in %3’liik hidrojen peroksitte 10 dk siire ile
bekletildi. PBS ile yikandiktan sonra 0.01M sodyum sitrat buffer (pH 6.0) icinde
toplam 20 dk siire ile mikrodalga firinda islemden gegirildi. Immiinhistokimyasal
boyama streptavidin-biyotin peroksidaz metodu kullamlarak yapildi. Kesitler Bcl-
2 (klon bcl2/100/D5, kullanima hazir, NeoMarkers, USA) ve Bax (klon 2D2,
NeoMarkers, USA) ile oda sicakliginda 2 saat siire ile bekletildi. Renk vererek
goriintiilemeyi saglamak amaciyla 3-amino-9-etilkarbazol (AEC, LabVision,
NeoMarkers) ile 10 dakika siire ile inkiibe edildi. Kesitler Mayers hematoksilen
ile zemin boyamas1 yapilarak kapatildi. Ayrica primer antikorun uygulanmadigi
negatif kontrol boyama yapildi. Pozitif doku kontrolii olarak tonsil kullanildi.
Bcl-2 ve Bax ile %10’dan fazla sitoplazmik boyanma gosteren miyozitler pozitif

olarak kabul edildi.
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3.7 ISTATISTIKSEL ANALIZ

Degerlendirmeler SPSS istatistik programi (SPSS version 16.0; SPSS Inc;
Chicago, Illinois) kullanilarak yapildi. Sayisal degiskenler median (interquartile
range: IQR) olarak ifade edilip Mann-Whitney-U testi ile karsilagtirildi. Kategorik
degiskenler gruptaki hasta sayis1 ve yiizde degeri olarak ifade edildi. Kategorik
degiskenlerden hiperlipidemi ve aspirin kullanimi acisindan gruplar arasinda
farklilik olup olmadig1 “Pearson ki-kare testi” ile, diger kategorik degiskenlerin
siklig1 arasindaki farkhlik ise “Fisher exact test” ile degerlendirildi. P degerinin

<0,05 olmasi1 anlaml1 farkin oldugu seklinde yorumlandi.

Calismaya Dahil Edilme Kriterleri
Kalici AF’u olan,
Ciddi mitral kapak patolojileri nedeniyle kalp cerrahisine
alinan kalici AF'lu veya sinus ritmindeki hastalar,
Sol Ventrikil EF'nu >% 30, 3 Hasta ga||$ma

Yazil Onam Formu disi

'

Kontrol ve calisma grubundaki hastalarin sag atriyal apendaj
hélgesinden 1.5x1.5 cm boyutundaki sag atrium dokusu eksize

Calisma Kriterlerini
Karsilayan 33 hasta

edilmistir. Doku 6rnegi %10 formaldehit ile transport. v A 4
Kaliel AF'nu olan 11 NSR'de olan 19
Jv hastadan sag atriyal hastadan sag
apendaj doku atriyal apendaj
immiinohistokimya ve TUNEL NnEHIETEsi dakUiGioehi=res
Sag atriyal doku 6rneklerinde proapoptotik Bax, anti-apoptotik Bel-2'nin
immunohistokimyasal degerlendirmesi. Terminal apoptotik
degerlendirme amaciyla in situ dna fragmantasyon analizi.
Immanohistokimya ve imminohistokimya ve
DNA fragmantasyon DNA fragmantasyon
Analizi Analizi
n= 11 n=19

Sekil-8: Calismanin akis diyagrami
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4. ARASTIRMA BULGULARI

AF grubunda bulunan hastalarin altisina mekanik biliflet kapak araciligiyla
mitral kapak replasmani, trikiispid ring aniiloplasti ve bu hastalarin dordiine
irrigasyonlu monopolar kateter araciligiyla RF ablasyon islemi yapilmistir. RF
ablasyon uygulanan hastalar preoperatif periyodda baslayan amiodoran (900
mg/24 saat) inflizyonu almislardir. Bu hastalarin tamami siniis ritmi ile taburcu
edilmiglerdir. Sol ventrikiil ¢ikim yolu gradienti olan (peak gradient 140 mmHg)
bir hastaya reoperasyonla mekanik kapak araciligiyla mitral ve aort kapak
replasmani  yapilmistir. Bu hastada kardiyopulmoner bypasstan ayrilma
doneminde gelisen A-V tam blok nedeniyle A-V sequential pacemaker
gereksinimi olmustur. Ameliyat sonrast 10 giinliikk bekleme periyodu sonrasinda
A-V tam blogu diizelmeyen hastaya kalic1 pil implantasyonu yapilmistir. Yine AF
grubundaki 4 hastaya koroner bypass ile es zamanli mitral kapak onarim islemi
(ring aniiloplasti) uygulanmigtir. AF grubundaki hastalarin hi¢ birinde hastane

mortalitesi olmamustir.

Kontrol grubunda bulunan 13 hastaya izole koroner bypass operasyonu
uygulanmistir. Preoperatif ventrikiiler fibrilasyon nedeniyle acil operasyona alinan
(Off-Pump LAD-LIMA, RCA-Safen ven-Aort) ve sol ventrikiil EF’nu %30 olan 1
hasta postoperatif donemde direngli ventrikiiler fibrilasyon (VF) ve ventrikiiler
takikardi (VT) ataklar1 gecirmistir. Postoperatif 7. giinde kontrol amacl yapilan
koroner anjiografisinde, bypass greftleri acgik olarak izlenmistir. Aralikhi
bronkospazm ataklar1 ve desatiire olmas1 nedeniyle ventilatdr gereksinimi olan
hastada aspirasyon Kkiiltiirliinde Metisilin Rezistan Staphylococcus Aureus
(MRSA) tespit edilmesi iizerine perkiitan trakeostomi agilmistir. Intravenoz
Esmolol infiizyonu ile hastamin VT ataklar1 kontrol altina alinmistir. Kontrol
grubundaki {i¢ hastaya mitral kapak onarimi1 (Quadriangiiler rezeksiyon ve mitral
ring aniiloplasti) ve trikiispid ring aniiloplasti islemi uygulanmustir. U¢ hastaya
mitral onarim (mitral ring aniiloplasti) ve koroner bypass operasyonu
uygulanmigtir. Kontrol grubundaki ii¢ hastada postoperatif erken donemde hizli
ventrikiil yanitlh AF gelismis ve bu hastalarda senkronize kardiyoversiyonla
normal siniis ritmi saglanmigtir. Siniis ritminin idamesi oral amiodaron ile

saglanmistir. Kontrol grubunda hastane mortalitesi olmamaistir.
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Kontrol ve ¢aligma grubundaki hastalarin olas1 apoptotik sonuglar iizerinde

etkili olan 6zellikleri Cizelge-5’te verilmistir.

4.1 BAX PROTEIN iFADESI

Proapoptotik Bax protein ekspresyonu AF grubunda %16.18 oraninda
tespit edilirken kontrol grubunda %15.11 oraninda tespit edilmistir (p= 0.725). AF
grubundaki Bcl-2 ekspresyonu Sekil-10-B’de, kontrol grubundaki Becl-2
ekspresyonu Sekil-9-B’de gosterilmistir.

4.2 Bcl-2 PROTEIN IFADESI

Apoptozis olusumunu Onleyici etkisi olan Bcl-2 protein ifadesinin kontrol
grubunda ekspresyon oram1 %16.05 iken AF grubunda %14.55 oraninda tespit
edilmistir (p= 0.636). Bcl-2 ekspresyonu iki grup arasinda istatistiki olarak
anlaml1 olarak tespit edilmemistir. Bu istatistiki farklilik proapoptotik Bax
ekspresyonu ile Bcl-2 ekspresyonu arasindaki matematiksel olmayan denge ile
iligkilendirilmistir. AF grubundaki Bcl-2 ekspresyonu Sekil-10-A’da, kontrol
grubundaki Bcl-2 ekspresyonu Sekil-9-A’da gosterilmistir.

4.3 IN SITU DNA FRAGMANTASYON ANALIZi (TUNEL) BULGULARI

DNA kiriklarinin saptanmasi bir hiicrenin apoptozise gittiginin en 6nemli
biyokimyasal kanit1 oldugundan hem normal hem de AF’lu hastalardan alinan
doku kesitlerinde DNA  kiriklarimin  varlign  TUNEL  yOontemi ile
degerlendirilmistir. Yapilan ¢aligmalarda AF’lu hastalardan alinan kesitlerde
TUNEL reaksiyonunun pozitifligi %21.86 oraninda tespit edilirken kontrol
grubunda bu oran %11.82 oraninda tespit edilmistir (p= 0.002). AF’lu hastalar
belirgin sekilde uniform olarak apoptozisin terminal belirteci olan TUNEL
pozitifligi gosterirken kontrol grubundaki hastalarin biiyiik ¢cogunlugu (11 hasta)
TUNEL negatif, geri kalan hastalar diisiik yogunlukta TUNEL pozitifligi paterni
sergilemiglerdir. AF’lu hastada TUNEL pozitifligi Sekil-10-C’de izlenirken
kontrol grubunda bulunan hastada TUNEL negatifligi Sekil-9-C’de izlenmektedir.
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TUNEL pozitifliginin sadece bazi hiicrelerde olmasi ve hiicrelerin ¢ekirdegi ile
ayni yerde goriilmesi (Sekil-9-C), elde edilen sonucun spesifikligini
gostermektedir. Calisma ve kontrol grubunda tespit edilen TUNEL oranlari
Cizelge-4’te ifade edilmistir.

Sekil-9: Kontrol Grubu

-
-

A; Kalp kasinda yaygin sitoplazmik Bcl-2 ekspresyonu (AEC, x400), B; Kalp

kasinda yaygin sitoplazmik Bax ekspresyonu (AEC, x400), C; Miyozitlerde
apoptotik niikleer boyanma izlenmemektedir. (TUNEL, x400), D; Kalp kasinda

niikleer biiyiime gosteren miyozitler izleniyor. (HE, x400)
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Sekil-10: Atriyal Fibrilasyon Grubu

-
-

Aj; Atriyal fibrilasyonlu bir hastanin kalp kasinda yaygin sitoplazmik Bcl-2

ekspresyonu (AEC, x400), B; Kalp kasinda yaygin sitoplazmik Bax ekspresyonu
(AEC, x400), C; TUNEL metoduyla nukleuslar1 kahverengi boyanan apoptotik
kardiyak miyozitler (TUNEL, x400), D; Kalp kasinda miyokardiyal yap1
bozulmus olup, bizar nukleuslar iceren ve niikleer biiyiime gdsteren miyozitler

izleniyor. (HE, x400)
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Cizelge-4: Hastalarin Klinik ve Apoptotik Degerleri

Hasta Cinsiyet Yas  Ritim Tam EF LA Cap Bax Bcl-2 TUNEL
(Siire, (%)  (mm) (%) (%) (%)
Ay)
AF-1 E 41 AF(12) MS 40 57 0 0 0
AF-2 E 52 AF (60) MY+TY 50 56 0 0 20
AF-3 K 68 AF(36) MY+ASKH 50 53 10 80 0
AF-4 E 65 AF (48) MS+TY 45 52 0 0 5
AF-5 E 60  AF (1) MS 50 50 70 30 3
AF-6 E 36 AF(24) MY+AY 65 52 20 10 10
AF-7 K 44 AF (60) MS 68 60 0 0 5
AF-8 K 71 AF(36) MY+ASKH 48 57 80 20 20
AF-9 K 67 AF(24) MS+ASKH 40 60 60 30 5
AF-10 E 76 AF (24) MY+TY 40 52 0 10 10
AF-11 K 55 AF(16) MS+TY 65 54 0 0 20
K1 K 77 NSR  MY+ASKH 55 42 40 70 1
K2 K 58 NSR  MY+ASKH 60 46 0 0 0
K3 E 74 NSR  MY+ASKH 65 44 0 0 0
K4 E 73 NSR ASKH 55 41 20 30 2
K5 E 74 NSR MY+TY 40 38 0 5 0
K6 E 65 NSR ASKH 60 40 0 0 0
K7 K 54 NSR ASKH 55 44 20 10 0
K8 E 58 NSR ASKH 50 35 0 60 1
K9 K 52 NSR MY+TY 68 48 0 0 0
K10 E 71 NSR ASKH 55 37 60 80 0
K11 E 68 NSR ASKH 40 35 20 80 0
K12 E 64 NSR ASKH 50 36 10 20 0
K13 E 70 NSR ASKH 45 43 20 60 1
K14 K 53 NSR MY+TY 66 47 20 30 0
K15 K 64 NSR ASKH 40 45 10 20 5
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K16 K 69 NSR

K17 E 64 NSR
K18 E 62 NSR
K19 K 48 NSR

ASKH

ASKH

ASKH

ASKH

45 35 0
30 41 0
55 38 0
55 40 0

0 0
0 2
0 5
0 5

EF; Ejeksiyon fraksiyonu, AF; atriyal fibrilasyon,LLA; sol atriyum, MS; mitral
stenoz, TY; tikiispid yetmezligi, ASKH; aterosklerotik kalp hastaligi, MY; mitral
yetmezligi, NSR; normal siniis ritmi.

Cizelge-5: Cahsma ve Kontrol Grubunun Apoptotik Belirtecler Acisindan

Karsilastirilmasi

APOPTOTIK -

BELIRTECLER AF Grubu Kontrol Grubu P degeri
(n=11) (n=19)

Bax (%), Mean + SD 16.18 £31.9 15.11+£16.4 0.725

(Aralik) (0-80) (0-60)

Bcl-2 (%), Mean + SD 1455+£24.2 16.05 £ 30.0 0.636

(Aralik) (0-80) (0-80)

TUNEL (%), Mean £ SD | 21.86 +7.8 11.82+1.8 0.002

(Aralik) (0-20) (0-5)

41




5. TARTISMA ve SONUC

Bu calismada kalict AF’lu hastalarin sag atriyal doku Orneklerinde
apoptozis arastirmasinda kontrol grubuyla yapilan karsilagtirmada, istatistiki
olarak anlamli diizeyde DNA kiriklar1 TUNEL yontemi ile gosterilmistir.
Hastalarin preoperatif karekteristikleri acgisindan degerlendirilmesinde iki grup
arasinda AF ve sol atrium caplarindan (sol atrium cap calisma grubunda 54.81 +

3.4, kontrol grubunda 40.8 + 4.2, p= 0.001) bagka farklilik tanimlanmamuistir.

Evrim siirecinde, apoptozisin insektlerden memelilerin evrimine kadar
korunmus olan genlerle diizenlendigi belirlenmistir(Alles et al., 1991). Apoptozis,
aktif enerji gerektiren bir siirectir. Apoptozis sirasinda g¢esitli genlerin kodladig:
baz1 proteinler hiicre icinde aktif veya inaktif hale gelirler(Saikumar et al., 1999).
Bugiine kadar saptanmis en az 30 protein ve bir o kadar da apoptoziste olasi rolii
diisiiniilen protein vardir. Apoptozis, Bcl-2 ailesi dimerize proteinleri tarafindan
kontrol edilir. Bcl-2 geni, bir proto-onkogendir. Baz1 antiapoptotik (bcl-2, bcl-
xl...) ve proapoptotik (bax, bad, bak...) proteinler bu grupta yer almaktadir.
Calismalarda “Bcl-2/Bax” oram1  ‘“death switch” (6liim anahtar1) olarak
degerlendirilmektedir. Bir bagka ifadeyle hiicrenin 6liimle yasam arasindaki
gelecegi bu iki protein arasindaki denge sayesinde belirlenmektedir. Bu baglamda,
bu caligmada kalici AF olgularinda sag atriyal doku orneklemesinde apoptozis
tamimlamas1 yapmak amaciyla Bcl-2 ailesi proteinlerden proapoptotik Bax

proteini ile, antiapoptotik Bcl-2 protein ifadeleri arastirilmistir.

[lerleyen bilimsel siire¢ icerisinde hastaliklarm  patogenezlerinin
tanimlanmasinda molekiiler mekanizmalar ve ultrasiitriiktiirel aragtirmalar 6nem
kazanmaktadir. AF un bilinen nedenlerinin disinda molekiiler mekanizmalarimin
da tamimlanmas1 agsamasina gelinmistir. Bu ¢calismada AF ile apoptozis arasindaki
iligki irdelenmistir. Genel olarak, apoptozisle ilgili caligmalar hizla artmasina
karsin apoptozisi saptamak ve degerlendirmek pek kolay olmamaktadir(Saikumar
et al, 1999). Ozellikle tek bir hiicrede apoptozis olay1 saatler icerisinde
gelistiginden apoptotik siirecteki hiicreyi morfolojik olarak tamimak ve kantifiye
etmek zordur(McCarthy and Evan, 1998). Genellikle ¢aligmalarin giivenilirligini

artirmak amaciyla farkli  yontemlerin birkaginin  birlikte  kullanilmasi
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onerilmektedir(Alles et al., 1991). Apoptotik hiicredeki morfolojik degisiklikleri
saptamak icin 151k mikroskobu, elektron mikroskobu, ‘“Flow-cytometry”
kullanilmaktadir. Yine ¢esitli sitoplazmik degisiklerin saptanmasi (6rnegin kaspaz
aktivitesinin, hiicreye kalsiyum akisimin veya mitokondri disfonksiyonunun
Olciilmesi), membran degisikliklerinin  belirlenmesi (6rnegin membran
gecirgenliginin degismesi), apoptozis siirecinde veya regiilasyonunda gorevli
cesitli proteinlerin kanda veya dokuda diizeyinin 6lciilmesi (6rn:Bcl-2/Bax oram),
DNA parcalanmasinin ¢esitli 6zel immiinohistokimyasal boyalarla saptanmasi bu
yontemler arasinda sayilabilir. Biitiin bu yontemler icinde en sik rastlanan
yontemler DNA’daki degisikliklere dayali olan “DNA agarose gel
electrophoresis” ve TUNEL boyasi ile formalinde fikse edilmis materyalde
yapilan mikroskobik incelemedir(Charriaut-Marlangue and Ben Ari, 1995).
TUNEL yontemi ile hiicrenin geldigi son nokta, bir bagka ifadeyle apoptozise
ugramig hiicre tanimlanmaktadir. Ayni hiicrede proapoptotik proteinlerle
antiapoptotik proteinler es zamanl olarak ifade edilebilmektedir. Az goriilen bir
durum olarak antiapoptotik protein ifadesi daha baskin olmasina ragmen hiicre
apoptozis siirecine girerek TUNEL ile DNA kiriklar1 izlenebilmektedir. Bu
nedenle bu ¢aligmada proapoptotik ve antiapoptotik Bcl-2 gen ailesi proteinlerinin
ekspresyonunun yanminda, apoptozisin terminal tanimlamasimi yapan TUNEL
yontemi ile DNA kiriklar1 da arastirilmistir. Son dénemde kullanilan 6nemli ve
giivenilir bir bagka metod ise Annexin-V boyas1 uygulamasidir(van Heerde et al.,
2000). Bu boya, hiicre duvarimin dis yiizeyinde fosfatidil serinin varligim
gostermektedir. Normalde hiicrelerin dig ylizeyinde fosfatidil serin yoktur, ve
sadece apoptotik cisimciklerde fosfatidil serin hiicre yiizeyine gecmektedir(Fadok
etal., 1992).

Kalp yetersizliginde apoptozis en yogun arastirlan konulardan biridir.
Miyokard infarktiisii, iskemi, ventrikiiler hipertrofi, ventrikiiler dilatasyon
(akut/kronik voliim yiikii), akromegaliye sekonder, yine hayvanlarda hizh
ventrikiiler pacing sonucu ve otoimmunite (miyokardit) sonucu gelislen kalp
yetersizlikli olgularda gerek post-mortem gerekse biyopsi caligmalarinda
apoptotik hiicrelerin varligir 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
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yetersizliklerinde apoptozis siireci tetiklenmistir(Sabbah, 2000). Calismamizda
kalp yetmezligi belirteci olarak kullanilabilcek sol ventrikiil ejeksiyon
fraksiyonlar1 (¢alisma grubu; 51.1 + 10.44, kontrol grubu; 52.05 £+ 10.06, p=
0.787) agisindan farklilk izlenmemistir. Ote yandan hastalarin NYHA
fonksiyonel kapasiteleri (¢calisma grubu; 2.54 + 0.52, kontrol grubu; 3.24 + 0.43,
p=0.490), sol ventrikiil diyastol sonu caplar1 (¢calisma grubu; 51.1 + 8.44, kontrol
grubu; 49.05 + 8.57, p= 0.533) ve sol ventrikiil sistol sonu ¢aplar1 (calisma grubu;
32.81 £ 7.58, kontrol grubu; 32.63 + 9.69, p= 0.957) arasinda istatistiki farklilik
kaydedilmemistir. Bir bagka ifadeyle apopototik son nokta agisindan elde edilen
sonuclar1 etkileme potansiyeli olan kalp yetmezligi faktorii acisindan gruplar

arasinda farklilik kaydedilmemistir.

Tedavi amacgh kullanilan ilaglarla apoptozis arasindaki iligkiler, kalp
yetmezligi ve apoptozis iligkisi arasindaki etkilesimin arastirildigi caligmalar
sonucunda elde edilmistir. Ozellikle kalp yetersizliginde progresif sol ventrikiil
disfonksiyonunun devam eden kardiyomiyozit kaybina baglh oldugu hipotezi
izerinde durulmaktadir. Deneysel olarak hipoksi, RAS aktivatorleri (Anjiotensin-
ID), serbest oksijen radikalleri, hiicrede artmis kalsiyum yiikii ve norepinefrinin
miyozitlerde apoptozisi tetikledigi gosterilmistir(Sabbah, 2000). Bu baglamda
Anjiotensin-II  blokerlerini yada ACE inhibitorii kullamiminin apoptozis
caligmalarinda gruplar arasinda farkl diizeyde kullaniminin elde edilecek sonuclar
izerinde etkili olma potansiyelleri mevcuttur. Bu bakis agisindan hareketle,
calisgma ve kontrol grubu arasinda ACE/ Anjiotensin-II blokeri kullanimi
acisindan farklilik kaydedilmemistir (caligma grubunda 8 hasta, kontrol grubunda
10 hasta, p=0.442). Ote yandan Beta blokerlerin de iskemiyi takiben reperfiizyon
oncesinde uygulandiklarinda apoptozisi azalttiklar1 gosterilmistir(Haunstetter and
Izumo, 2000). Beta-bloker, alfa-1 bloker ve antioksidan etkileri olan karvedilol
apoptozisi %77 oramnda azaltirken non-selektif beta bloker olan propranololde bu
oran %39 olarak saptanmistir(Haunstetter and Izumo, 2000). Bu baglamda beta-
bloker kullaniminin elde edilen sonuglari etkileme potansiyeli mevcuttur.
Calismamizda hastalarin beta-bloker kullanimi1 agisindan da farklilik olmadigi

tespit edilmistir (calisma grubunda 7 hasta, kontrol grubunda 14 hasta, p= 0.687).
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Hiicre fizyolojisi ve patolojisindeki temel rolii son yillarda ortaya c¢ikan
apoptozisin molekiiler diizeyde anlasilmasi tedavi yaklagimlarina yeni boyutlar
getirecektir. Apoptozisin uyartmi ve inhibisyonu, belirli kardiyovaskiiler
hastaliklarin tedavisinde ve Onlenmesinde ideal bir yontem gibi goriilmektedir.
Ancak klinikte apoptozisten yararlanabilmek icin selektif dokularda bu siirecin
nasil baglatilabilecegi ve nasil sonlandirilabilecegine yonelik yogun ¢aligmalara
gereksinim vardir. Calismadan elde ettigimiz sonuclarin paralelinde AF
patogenezinde apoptozisin rolii oldugu diisiiniilebilir. Bu bilginin iizerinde
yapilacak ileri calismalar ile sonuglar1 acisindan 6nemli olan kardiyak patolojinin

tedavisinde yeni bakis acilar1 gelisme potansiyeli giindeme gelebilecektir.

5.1 TERAPOTIK POTANSIYELI OLAN APOPTOZIiS REGULATORLERI
ve GELECEGE BAKIS

Apoptozis, regiile edilebilecegi degisik basamaklar1 olan ¢ok adiml bir
prosestir. Bu durum tam diferansiye olmus kardiyomiyozitlerin, geri doniisiimsiiz
hiicre hasarina cevap olarak, miyokardiyuma daha cok zarar veren nekrozisin
yerine apoptozisin yiiriitiilmesi veya kurtarilabilir hiicrelerin gereksiz 6liimiiniin

engellenmesi i¢cin 6nemli bir 6zelliktir.

5.1.1. Kaspaz inhibitorleri

Apoptozis ¢ok cesitli sinyallerle baslatilabilir. Ancak apoptotik 6liimiin
son basamaklarinda goriilen ve apoptozisin mediyatorleri olan yiiksek oranda
korunmus bir dizi kaspaz sayesinde, cogu hiicrede sonu¢ aymdir. Kaspazlari
hedefleyen c¢esitli regiilatdor mekanizmalar mevcuttur. Bunlar arasinda, bircok
hiicrede bulunan ve ayrica kalpte énemli rolleri olabilen inhibitorler olan cFLIP
ve AP ailesi vardir. Yakin zamanda 6zellikle iskelet kas1 ve kalpte eksprese olan
bir apoptozis inhibitorii karakterize edilmistir. ARC (apoptosis repressor with
caspase recruitment domain), ilk olarak kaspaz-8 ve kaspaz-2 ile interaksiyona
girer ve Olim reseptorlerinin stimiilasyonuyla indiiklenmis apoptozisi
yavaglatir(Koseki et al., 1998). Daha yakin zamanda ARC’nin mitokondriden

sitokrom-c salinmasini inhibe ettigi ve hipoksiyle indiiklenmis apoptozise karsi
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hiicreyi korudugu belirtilmistir(Ekhterae et al., 1999) ve ARC’nin etkisini
apoptotik yolagin farkli asamalarinda gosterdigi ve kalpteki apoptozisin
regiilasyonunda anahtar yol oynayabilecegi Onerilmistir.

Sentetik apoptozis inhibitorlerinin kullanimi baska bir terapotik yoldur.
Genis alanli kaspaz inhibitorii olan zVAD-fmk, farelerde(Yaoita et al., 1998) ve
tavsanlarda(Gottlieb er al, 1996) kardiyomiyozit apoptozisinin yavaglatilmasi
asamasina katilarak miyokardiyal reperfiizyon hasarimi azaltmada etkilidir.
Maalesef bu inhibitoriin; diger hiicrelerde gozlenen kaspaz inhibisyonunun
reaktif oksijen tiirlerinin iiretimini artirarak sekonder toksisiteye neden olmas1 gibi
yan etkilerinin varlig1 sebebiyle herhangi potansiyel olumlu etkilerinin in vivo

goriilebilmesi simdilik uzak bir ihtimaldir(Yaoita et al., 2000).

Iskemi/reperfiizyon hasar1 olusturulmus fare kalplerinde yapilan bir
caligmada, kardiyomiyozit DNA fragmantasyonu ve kaspaz aktivasyonu, infarkt
alaninda azalmaya neden olmaksizin kaspaz-1 ve kaspaz-3 inhibitorleri tarafindan
engellenmistir(Okamura et al., 2000). Bu calisma, reperfiizyon hasar1 sonucunda
zVAD-fmk’ya ek olarak kaspaz-8, -9 ve -3 inhibitorlerinin infarkt alaninda
azalmaya neden oldugunu gosteren c¢alismayla celismektedir(Mocanu et al.,
2000). Bu cahigmalardaki farkli sonuglarin sebebi inhibitorlerin verildigi
zamanlarin farkli olmasindan kaynaklamyor olabilir. Ik ¢alismada, inhibitorler
iskemiden ©nce verilmis, ikincisinde ise reperfiizyonun baglangici sirasinda
verilmistir. O halde terapdtik girisim i¢in optimum zamanin belirlenmesi
onemlidir. zZVAD-fmk gibi spesifik kaspaz inhibitorlerinin major terapotik degeri
olmayabilir, ancak kardiyak hastaliklarin tedavisinde kullanilabilecek daha
sofistike  inhibitorlerin  gelistirilmesi  acisindan  baslangic  noktasini

olusturacaklardir.

5.1.2. Bcl-2 ailesi

Kardiyomiyozitlerin Bcl-2 ailesi proteinlerini eksprese ettikleri bilinmekte,
ancak kalpteki apoptozise hangisinin karistigi  bilinmemektedir. Kalp
hiicrelerindeki mitokondri sayisina gore bu proteinlerin ekspresyonunun c¢ok az
oldugu bu nedenle bu proteinlerin 6nemli rolleri olmayabilecegi tahmin edilmistir.

Oysa bir ¢ok rapor bunun tersini onerir. Farelerde kronik basing overloaduna sol
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ventrikiil adaptasyonu sirasinda, Bax ekspreyonunda dramatik bir artisa karsilik
Bcl-2 ekspresyonunda dramatik bir diisiis oldugu rapor edilmistir(Condorelli et
al., 1999) ve bu degisikliler, hiicrelerin apoptozis siirecinde oldugunu gosterir.
Reaktif oksijen tiirleriyle indiiklenmis bir apoptozis modelinde, H,O,,
proapoptotik Bad’in ekspresyonunu artirmis ve sitokrom-c salimimiyla PARP’1n
yikim1 ile sonuglanan, Bax ve Bad’in mitokondriye translokasyonunu
saglamistir(von Harsdorf et al., 1999). Insanda son donem kalp yetmezliginde,
apoptozis ile asosiye olan proapoptotik Bak ve Bax ile antiapoptotik Bcl-2 ve Bcl-
x; artisinin oldugu Bcl-2 ailesi proteinlerinin upregiilasyonu gozlenmistir(Latif et
al., 2000). Antiapoptotik proteinlere gore Bax ekspresyonu oOnemli Olciide
yiiksektir; bu durum insanda kalp yetmezliginde, yasam Oncesi ve Olim Oncesi

sinyaller arasindaki dengenin apoptozisle sonu¢lanmasini tercih ettigini gosterir.

Kaspaz inhibisyonuyla Bcl-2 sisteminin manipiilasyonu, kardiyomiyozit
apoptozisini engelleyen yeni tedaviler gelistirebilir. Potansiyel stratejiler,
antiapoptotik yolagin upregiilasyonu veya proapoptotik yolaklarin inhibisyonu
olmalidir. Apoptozise karigan mekanizmalar tam olarak anlagilamadigindan,
kardiyomiyozitlerde bu yolaklarin manipiilasyonunu iceren sadece birka¢ rapor
bulunmaktadir. Farelerde iskemik ©Onkosullanma (preconditioning) ile azalmis
apoptozisin Bcl-2 upregiilasyonuyla asosiye oldugu(Maulik et al., 1999a) ve
ventrikiiler miyozitlerde Bcl-2 overekspresyonunun apoptozisi
engelledigi(Kirshenbaum and De Moissac, 1997) gosterilmistir ancak klinikte
kullanilabilecek bir stratejinin gelistirilebilmesi icin daha ileri arastirmalarin

yapilmas1 gereklidir.

5.1.3. Insiilin-benzeri Biiyiime Faktorii-1 (IGF-1)

Apoptozis regiilasyonuna insiilin-benzeri biiyiime faktorii-1 (IGF-1) gibi
bliylime faktorlerinin karistigi yakin zamanda belirgin hale gelmistir. IGF-1,
kardiyomiyozitlerde ©Onemli bir biiyime ve yasam faktoriidiir ayrica
iskemi/reperfiizyon ve serum yoksunlugu/doxorubisin ile indiiklemis apoptozisi
inhibe ettigi(Buerke et al., 1995;Wang et al., 1998), infarkt sonrasi hiicre
Olimiiniin aktivasyonunu engelledigi, ventrikiiler dilatasyonu, miyokardiyal

yiikkleme ve kardiyak hipertforifiyi sinirlandirdigr gosterilmistir(Li et al., 1997).
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Mekanizma tam olarak agiklanmamis olmasina ragmen sinyallemeye
fosfatidilinositol-3-kinaz (PI-3-K) ve Akt (protein kinaz B) tarafindan
karistirlldigi(Fujio et al., 2000) ve Bax indiiksiyonuyla kaspaz-3 aktivasyonunu
yavaglattigr bilinmektedir(Wang et al., 1998). Yakin zamanda yaymnlanan bir
caligma, Akt’nin transient iskemiden sonra yasayan kardiyomiyozitlerin
fonksiyonunu  gelistirerek kendi  kardiyoprotektif  etkisini = gOsterdigini
anlatmaktadir(Matsui et al., 2001).

Kardiyak hastaliklarin tedavisinde IGF-1’in terapotik bir uygulama
oldugunu destekleyen bir ¢ok rapor yaymlanmistir. Daha 6nce tartisildigi gibi,
iskemi/reperfiizyon ve serum yoksunlugu gibi cesitli uyarilarla indiiklenen
apoptozisi inhibe ettigi gosterilmistir(Buerke et al., 1995;Wang et al., 1998).
Daha yakin zamanda, dilate kardiyomiyopatili kopek modelinde IGF-1’in
kardiyomiyozitlerin apoptozisini suprese ettigi belirtilmistir(Lee et al., 1999).
Hipoksik kardiyomiyozitlerde in vitro olarak IGF-1, PI-3-K ve Akt sinyal
molekiillerinin downstream’ine adenoviral gen transferinin, apoptozisi inhibe
ettigi gosterilmistir(Matsui et al., 1999). Benzer olarak, iskemi/reperfiizyon hasari
olusturulmus fare modelinde Akt'nin konstitiitif aktif formunun ekspresyonu,
apoptozisi ve infarkt alanini biiyiik oranda azaltmistir. Hepsi bir araya alindiginda,
bu sonuglar, IGF-1 aracili yasam yolaginin manipiilasyonunun terapotik degeri

olabilecegini gosterir.

5.1.4. Heat shock proteinler (hsps)

Heat shock proteinler (hsps)’in ¢ok cesitli stressel uyarilara karsi
sentezlendigi ve ekspresyonlarina sonraki hiicresel hasara direnc¢ artis1 olarak
rastlanildigr tahmin edilmektedir(Samali and Orrenius, 1998). En azindan
apoptozise interferansindan dolay1 bir diren¢ olusturdugunu gosteren ve bunun
gibi hiicre Oliimiiniin siipresyonuna hsps’in karistigim1 gosteren bir cok ornek

vardir(Brar et al., 1999;Samali and Cotter, 1996;Stephanou et al., 1998).

Hsps, kardiyomiyozit apoptozisinin 6nemli regiilatorleri olarak bilinirler.
Kalpte hsps’in, hsp90, -70, -60, -27, -10 dahil olmak iizere farkli aileleleri
eksprese olur. Bu proteinlerin kardiyotrophin-1(Stephanou et al, 1998),
herbamisin A(Conde et al., 1997), 1s1 soku veya etanol(Su et al., 1998) ile
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indiiksiyonu, iskemi gibi stressorlere karsi kalbi korur. Miyokardiyal hsps’in en
iyl caligilan iki ornegi hsp70 ve hsp27°dir. Bu proteinlerin overekspresyonu,
hiicreleri apoptozisin indiikleyicileri olarak bilinen seramide, serum yoksunluguna
ve Oliimciil hipoksiye karsi koruyabilir(Brar et al., 1999). Bu bulgular, kalp
bozukluklariyla asosiye olarak hsp27 ve hsp70 ekspresyonlarindaki artis1 ancak
hsp72, hsp60 veya hsp90 ekspresyonlarindaki artmayisi agiklamaya yardimci
olabilir(Knowlton et al., 1998).

Hsps apoptozis regiilasyonunda anahtar rol oynamalarma ragmen,
mekanizmalar1 ¢ok az aydinlatilmistir. Son raporlar hsp70 ve hsp27’nin etki
mekanizmalar1 konusuna bakis acis1 gelistirmistir. Hsp70, sitokrom-c saliniminin
altinda ve kaspaz-3 aktivasyonunun iistiinde apoptozisi inhibe eder(Li et al., 2000)
ve bu olay Apaf-1 ile direk iligskisi ve apoptozom olusumunu engellenmesi
araciligiyla saglanir(Beere et al., 2000). Hsp27’nin mitokondri agamasinda
sitokrom-c salimimim engelledigi(Samali er al, 2001) veya sitokrom-c yada
prokaspaz-3 ile etkileserek apoptozom olusumunu ve kaspaz-3 aktivasyonunu
engelledigi gosterilmistir(Bruey et al., 2000;Concannon et al., 2001;Pandey et al.,
2000). Bagka bir ¢aligmada hsp60 ve hsp10’un overekspresyonunun, birlikte veya
tek basma, kardiyomiyozitleri iskemi/reperfiizyon hasariyla indiiklenmis
apoptozisden korudugu, ve bu korumanin en azindan mitokondriyal biitiinliigiin
ve ATP olusumunun saglanmasi araciligiyla gergeklestigi belirtilmistir(Lin et al.,

2001).

Hsp indiiksiyonunun kardiyoprotektif etkisinin in vitro ve hayvan
deneyleriyle kanitlanmasi, bu proteinlerin kardiyak hastaliklarin tedavisinde
potansiyel bir degeri oldugunu gosterir. Klinikte, termal veya diger hsp-
indiiklenmis streslerin uygulanmasi yarardan cok zarar verebilir; hsps’in gen
terapisi ile dagilmas1 daha uygun bir opsiyondur. Gen terapisi, stres-indiiklenmis
hsp-indiiksiyonuyla asosiye metabolik ve yapisal ilaveler olmadan kalp
hiicrelerinin spesifik hedef olabilmesi gibi bir ¢ok potansiyel fayda getirir. Is1
stresine  gOre, transfeksiyon daha yiiksek hsp ekspresyon diizeyleriyle
sonuclanir(Gray et al., 1999). Hsps, in vitro ortamda cesitli vektorler kullanilarak
kardiyak hiicrelere basariyla dagitilmistir(Brar et al., 1999;Lin et al., 2001) ve

bunun sonucunda kardiyoprotektif etki gozlenmistir. Hayvan modellerinde herpes
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simplex viriisii ve adenoviral vektorler kullanilarak genlerin kalbe etkili transferi

saglanmistir(Coffin et al., 1996;Donahue et al., 1997).

5.1.5. Kalsiyum

Hiicrede kalsiyum (Ca™) sinyallemede 6nemli bir rol oynar. Apoptozisle
asosiye olan intraselliiler Ca**daki degisimler ¢ok iyi belirtilmistir ve cesitli Ca**-
regiile edilen efektorler tanimlanmistir. Bunlar arasinda ¢esitli hiicre tiplerinde
apoptozisi ilerleten Ca®"/kalmodulin ile regiile edilen fosfataz Kkalsiniirin
sayilabilir(McConkey and Orrenius, 1997). Bu mekanizmada, sitokrom-c
salinimini etkileyen Bad’m mitokondriye transloke olmadan defosforile oldugu
diistiniilmektedir(Wang et al., 1999). Benzer olarak, cesitli hiicrelerde, Ca**
bagimli sistein proteaz kalpainler, Bax’in yikilabilmesinde ve proapoptotik
aktivitesinin engellenmesinde gereklidir(Wood and Newcomb, 2000). Ayrica,
Ca*""un, apoptozis sirasinda sitokrom-c salinimi i¢in Onerilen bir mekanizma olan
mitokondriyal gecirgenligi saglayan transisyon porlarini regiile ederek sitokrom-c
salimmmint direk olarak modiile ettigine inanilmaktadir(Halestrap, 1999). Ca**
araciliglyla apoptozis regiilasyonu i¢in Onerilen bir diger mekanizma, Ca™*-
bagimli endoniikleazlarin DNA fragmantasyonuna karismasidir. Ornek olarak
Endoplazmik Retikulum (ER) stresinde, ER’da kalsiyum azalmasina cevap olarak
ER’da bulunan DNaz I salimir(Hajnoczky et al., 2000). Ayrica ER stresi, yeni bir
0lim reseptdr/mitokondri-bagimsiz hiicre 6limii yolagini saglayan kaspaz-12
aktivasyonuna neden olur(Nakagawa et al., 2000).

Normal fizyolojik kondisyonlar altinda, Ca®*’

un kalpte, kalp kasinin
kontraksiyonunu yiiriitmek gibi ¢esitli onemli fonksiyonlar1 bulunmaktadir. Asir1
Ca®" infliiksii iskemiyle olusan hasara bagli olmasma ragmen, Ca’*un kalp
hastaliklarindaki ve hiicre oliimiindeki rolii pek bilinmemektedir. Diger hiicre
tiplerinde oldugu gibi, intraselliiler kalsiyum seviyesindeki degisimler apoptozis
yolaklarini tetikleyebilir. Iskemi/reperfiizyon hasar1 olusturulmus fare kalbinde
selektif bir kalpain inhibitoriiniin verilmesi infarkt alaninin ve DNA
fragmantasyonun azaltilmasinda etkili olmustur(Iwamoto et al, 1999). Bu

kondisyonda Ca™- ile regiile edilen apoptotik yolak ©nemli olabilir. Kalpain

inhibitorii kalpastatin homologu olan yiiksek molekiil agirlikli bir kalmodulin
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baglanma proteini (HMWCaMBP)’nin, iskemi/reperfiizyondan sonra ekspresyonu
azalmistir. Bu durum artan kalpain ekspresyonu, Bax ekspresyonu ve apoptozis ile
koreledir(Kakkar et al., 2001). HMWCaMBP aktivitesindeki diisiis, daha 6nceden
bilinen iskemi/reperfiizyondan sonra kalpastatin aktivitesindeki diisiisle
uyumludur(Sorimachi et al., 1997). Bu inhibitorler, normal miyokardiyumda
kalpaini substratlarindan ayirmada ©nemli bir rol oynuyor olabilirler, ama
iskemi/reperfiizyon sirasinda proteolize olurlar; kalpaini substratlarina etki etmesi
icin serbest birakmak apoptozis veya miyokardiyal hasarin diger tiirlerine neden
olur. Kalpainin bir substrati Bid olabilir. Kalpain, Bid’i aktif fragmanina
yiktiginda sitokrom-c salinimim mediyate edebilir hale gelir(Chen et al., 2001).
Kalpain, Ca’*la tetiklenen apoptotik efektdor makineyle diger bir mekanizmayi

saglayan kaspaz-12 aktivasyonuna baglidir(Nakagawa and Yuan, 2000).

Kalsiniirin ayrica kalpteki proapoptotik yolaklara katilir. Bad’in
defosforilasyonu ve sitokrom-c salinimi ile asosiye Ca2+/ka1siniirin—bag1m11
sekilde, B-adrenerjik reseptorlerin stimiilasyonu apoptozisi indiikler(Saito et al.,
2000). Bu bulguyu yalanlayan digerlerinin raporuna gore kalsiniirin, apoptozis
yerine miyokardiyal hipertrofinin mediyatoriidiir ve gercekte apoptozise karsi
koruyucu olabilir(De Windt et al., 2000;Taigen et al., 2000). Bu tutarsizlik,
uyariya bagli olarak kalsiniirin yolaginin ya pro- ya da antiapoptotik sekilde
hareket edebilecegi gercegi ile agiklanir. Bu durum yakin zamanda, kalsiniirin
araciigiyla Ca®™* iyonofor A23187 ve ER Ca**-ATPaz inhibitdrii tapsiagrin
aktiflesmis karsilastirmali pro-yasamsal ve olim yolaklarmin oldugu bir fare

l6kemik hiicre hattinda gosterilmistir(Lotem et al., 1999).

intraselliiler Ca** ile miyokardiyal apoptozis arasindaki iliskiyle ilgili
bildiklerimiz sinirli olmasina ragmen; Ca™, iskemi/reperfiizyon ve apoptozis
arasindaki asosiyasyon, kalpte Ca®* ile apoptozis arasinda bir baglant oldugunu
tahmin etmemizi saglar. Ca** modiilasyonu potansiyel bir terapotik hedef olabilir.
Ca’”un hiicredeki cok c¢esitli rolleri, ilk olarak kalsiyumun apoptozise
katilmasinin  netlestirilmesi  gerektigini zorunlu kilmaktadir ve bdylece
proapoptotik kalpain veya kalsiniirin yolagindaki gibi spesifik molekiiller
hedeflenebilir. Zaten kalp hastaliklarinda kullanilmakta olan bazi tedaviler,

etkilerini kalsiyum-bagimli apoptozisin modiilasyonu araciligiyla gosteriyor
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olabilir. Ornek olarak, kalsiyum kanal blokeri olan nifedipin’in Ca’*-aracih
kardiyomiyozit apoptozisini azalttig1 gosterilmistir(Rabkin and Kong, 2000). -
adrenerjik reseptorleri bloke eden B-blokerler, etkilerinin bir kismim Ca**-aracili
apoptozisin modiilasyonu aracilifiyla gosteriyor olabilir. Ayrica kalp dokusunda
kaspaz-12’nin cok yiiksek oranda eksprese olmasi(Nakagawa and Yuan, 2000)
nedeniyle, kaspaz-12’nin Ca**-aracili hiicre 6liimiinde 6nemli bir rol oynayip

oynamadiginin belirlenmesi dnemlidir.

5.1.6. Antioksidanlar

Hiicresel antioksidanlar, ¢ogu hasar ve hiicre 6limii mekanizmalarinin
birinde goriiliirler. Antioksidanlar, hiicreden serbest radikalleri uzaklastirarak etki
ederler ve bu sayede iskemi/reperfiizyon hasar1 gibi cesitli kotii durumlarla
sonuclanan oksidatif stresi minimale indirirler. Apoptozisin oksidatif stresle
modiile oldugu ve antioksidanlarin bunun engellenmesinin bir kismina karistigi
gosterilmistir(Chandra et al., 2000). Glutatyon (GSH), glutatyon peroksidaz
(GSHPx), siiperoksit dismutaz (SOD), katalaz, vitamin E ve C gibi ¢esitli endojen
antioksidanlar  kardiyomiyozitlerde bulunmaktadir(Dhalla et al, 2000).
Apoptozisle alakal1 olarak, cesitli hiicre tiplerinde GSH genis dl¢iide caligilmistir;
apoptozis swrasinda, artan oksidatif stresle birlikte GSH’in intraselliiler
seviyelerinde bir diisiis oldugu diistiniilmektedir. Bu durum, hiicresel
makromolekiillerde hasara ve daha sonrasinda hiicre oOliimiine neden

olmaktadir(Dhalla et al., 2000).

Kalpte, GSHPx iskemi/reperfiizyon-indiiklenmis apoptozisin
regiilasyonunda rol oynar. GSHPx knockout farelerle yapilan deneyler
iskemi/reperfiizyona cevap olarak apoptozisin seviyesinde artiy oldugunu
gosterirken, GSHPx overeksprese olan farelerde boyle bir hasara karsi direng
oldugu gosterilmistir(Maulik er al., 1999b). Transgenik farede, manganez-SOD
overekspresyonu iskemi/reperfiizyon hasarina kars1 korumaktadir ve bu apoptozis

modiilasyonuyla iligkili bir etki olarak goriilmektedir(Chen et al., 1998).

Antioksidanlarin apoptozise kars1 koruma yeteneklerinin yaninda, dzellikle

iskemi/reperfiizyon hasarinda, antioksidanlarin in vivo kullamimi bdyle stres
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etkilerini yavaglatabilmektedir. Yakin zamanda yaymlanan bir ¢alisma, uzun
donem probucol ve pyrrolidine dithiocarbamate antioksidanlar1 ile tedavinin
farelerde miyokardiyal infarktiis sonrasinda oksidatif stresi azalttigini; artmis p53,
Bax ve kaspaz-3 ekspresyonunu blokladigim1 ve kaspaz-3’ii inhibe ettigini
gostermistir(Oskarsson et al., 2000). Adriamycin ile uyarilmis kardiyomiyopati
gibi diger kardiyak hastalik modellerinde, antioksidan tedavi kullanilarak
kardiyak disfonksiyonun azaltildigi gosterilmistir(Siveski-Iliskovic et al., 1995).
Klinik uygulamada, karvedilol gibi antioksidan etkili ajanlarla veya propranolol
gibi antioksidan aktiviteyi tesvik edenler ajanlar zaten kalp hastaliklarinin
tedavisinde kullanilmaktadir(Yue er al., 1998). Bu antioksidanlarin apoptozis
modiilasyonuyla fonksiyon gosterdiklerinin bilinmesiyle birlikte, daha potansiyel

terapotik etkili ajanlarin gelistirilmesi miimkiin olabilecektir.

Apoptozis regiilasyonunda terapdtik girisim icin hedefler bulunmaktadir.
Bugiinkii bilgiler ve veriler sinirh oldugundan, apoptotik yolaklarin
modiilasyonunun terapotik stratejiler i¢in kullanigh olup olamayacagim
belirleyebilmek i¢in ¢ok genis c¢apli arastirmalar gereklidir. Kalpte apoptozisin
engellenmesini aciklayan cesitli onemli sorular cevapsiz kalmistir. Miyokardiyal
infarktiis gibi bir hasar, sadece kardiyomiyozitlerde degil ayn1 zamanda koroner
endotelyal hiicreler ve intersitisyel makrofajlar gibi nonmiyozit hiicrelerde de
apoptozise neden olmaktadir. Miyokardiyal hasar sonrasinda bu hiicrelerin
apoptotik eliminasyonunun dnemi tam olarak agiklanmamistir. Hasarli hiicrelerin
uzaklastirilmasiyla dokunun hizlica iyilestirilmesi agisindan onemli olabilir; bu
hiicrelerde apoptozisin engellenmesi doku hasarmi kotiilestirebilir. Kaspaz
inhibitorleri gibi terapotik ajanlarin  spesifik olarak kardiyomiyozitleri
hedefledigini diisiinsek bile, apoptozisin inhibisyonunun, en yiiksek diizeyde
yararl olacagi veya nekrozis gibi ¢cok daha yikici bir hiicre dliimii sekliyle yer
degistirerek sonuglanacagi heniiz kesin olarak aydinlatilamamistir. Bu
belirsizliklerin yaninda, sozii edilen terapotik hedeflerin bir cogunun
modiilasyonunun pozitif etkileri oldugu hem in vitro hem in vivo olarak

gosterilmisgtir.
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Bu calisma alami heniiz baglangic asamasinda olmasina ragmen, bdyle
terapilerin potansiyel faydalarimi tam olarak gorebilecegimiz zamandan biraz

gerideyiz.
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