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Amaç: Bu çalışmada atriyal fibrilasyon (AF)’un patogenezin-
de apoptozisin rolü araştırıldı.
Çalışmaplanı:Mitral kapak cerrahisine alınan ardışık 30 
hasta çalışmaya dahil edildi. Kalıcı AF’si olan 11 hasta (6 
erkek, 5 kadın; ort. yaş 57.7±13.1 yıl; dağılım 36-76 yıl) 
AF grubunu, normal sinüs ritmindeki 19 hasta (11 erkek, 8 
kadın; ort. yaş; 64.1±8.4 yıl; dağılım 48-77 yıl) ise kontrol 
grubunu oluşturdu. Ekokardiyografi ile ölçülen ortalama 
sol atriyum çapı, AF grubundaki hastalarda 54.8±3.4 mm; 
kontrollerde ise 40.7±4.1 mm olarak belirlendi (p=0.001). 
Tüm hastalarda sağ atriyal doku örnekleri ekstrakorporeal 
dolaşıma girilmeden önce alındı. Atriyal dokularda apopto-
zisin belirlenmesi için TUNEL yöntemi ile in situ DNA frag-
mantasyon analizi yapıldı. Bunlara ek olarak anti-apoptotik 
Bcl-2 ve pro-apoptotik Bax proteinleri immünohistokimya-
sal yöntemle araştırıldı.
Bul gu lar: Bax ve Bcl-2 protein ifadeleri AF grubu ve kontrol-
lerde benzer oranlarda bulundu (sırasıyla ortalama, %16.2’ye 
karşın %15.1, p=0.73; %14.6’ya karşın %16.1, p=0.64). Ancak, 
kontrollerle kıyaslandığında atriyal miyosit apoptozis, AF gru-
bunda anlamlı derecede (sırasıyla, ortalama apoptotik indeks 
%21.9’a karşın %11.8; p=0.002) yüksek idi. Atriyal dokusu 
kalıcı AF’den etkilenmiş olan hastaların atriyal miyosit çekir-
dekleri belirgin şekilde TUNEL pozitifliği gösterirken, kontrol 
grubundaki hastaların büyük çoğunluğu TUNEL negatif veya 
düşük yoğunlukta TUNEL pozitifliği paterni sergiledi.
Sonuç:Bu pilot çalışmayla, apoptozisin terminal belirteci 
olan DNA fragmantasyonu ile AF arasında pozitif ilişki 
olduğu gösterildi. Bu sonuçlar, kalıcı AF patogenezinde 
atriyal miyosit apoptozisinin rolü olduğunu düşündürmek-
tedir. Anti-apoptotik hedefli stratejilerin atriyal yeniden 
biçimlenme ve fibrozisin önlenmesi açısından klinik bir 
önemi olabilir.
Anah tar söz cük ler: Atriyal fibrilasyon; apoptozis; DNA frag-
mantasyonu.

Background:The aim of this study was to investigate the role 
of apoptosis in the pathogenesis of atrial fibrillation (AF).
Methods: Thirty consecutive patients submitted for mitral 
valve surgery were investigated. Eleven patients with perma-
nent AF (6 males, 5 females; mean age 57.7±13.1 years; range 
36 to 76 years) were considered as the AF group whereas 
19 patients who were in sinus rhythm (11 males, 8 females; 
mean age 64.1±8.4 years; range 48 to 77 years) were selected 
as control subjects. Mean left atrial diameter determined by 
echocardiography was 54.8±3.4 mm in the AF group com-
pared to 40.7±4.1 mm in controls (p=0.001). The right atrial 
appendage tissue samples were excised before extracorporeal 
circulation in all patients. We assessed the onset of in situ 
DNA fragmentation by using the TUNEL assay. Furthermore, 
we examined the expression pattern of anti-apoptotic Bcl-2 
and pro-apoptotic Bax proteins using immunohistochemistry.
Results:Bax and Bcl-2 expression were similar between the 
AF group and control subjects (16.2% versus 15.1%, p=0.73; 
14.6% versus 16.1%, p=0.64, respectively). However, when 
compared with controls, atrial myocyte apoptosis was 
significantly higher within the AF group (mean apoptotic 
index, 21.9% versus 11.8% respectively, p=0.002). Atrial 
tissue from permanent AF-affected individuals had atrial 
myocyte nuclei that were positive for TUNEL whereas 
control subjects had either TUNEL negative or low-grade 
TUNEL positivity.
Conclusion:This pilot study demonstrated a positive cor-
relation between AF and DNA fragmentation, a terminal 
determinant of apoptosis. The results suggest a potential 
link between the pathogenesis of permanent AF and atrial 
myocyte apoptosis. Targeted anti-apoptotic strategies may 
have a clinical value by preventing atrial remodeling and 
fibrosis.
Key words: Atrial fibrillation; apoptosis; DNA fragmanta-
tion.
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Atriyal fibrilasyon (AF), mitral kapak hastalığı 
olgularında %60-80 oranında görülen, kapak ame-
liyatları sonrasında hastaların uzun dönemde yaşam 
süresini ve yaşam kalitesini olumsuz yönde etkileyen 
bir ritim bozukluğudur.[1,2] Primer kalp hastalığı ortadan 
kaldırılsa bile ritim bozukluğu çoğunlukla devam ede-
bilmektedir. Son zamanlarda kullanımı giderek artan, 
mitral kapak cerrahisiyle eş zamanlı uygulanan radyof-
rekans ablasyon işlemlerinde bile kalıcı sinüs ritminin 
restorasyonu %76’lar düzeyinde kalmaktadır.[3] Atriyal 
fibrilasyona neden olduğu düşünülen veya AF sürecinde 
meydana gelen hücresel değişimlerden biri de atriyal 
miyositlerin programlı hücre ölümüdür.

Apoptozis; inflamatuvar bir yanıtı tetiklemeden 
hücre ölümünü kontrol eden bir sinyal kaskadının 
aktifleştiği, çok iyi regüle edilen ve evrimsel olarak 
korunmuş, enerji bağımlı bir “hücre intiharı” prog-
ramıdır.[4] Bu program, normal doku gelişimi sırasın-
da ihtiyaç duyulmayan yapıların uzaklaştırılması ve 
dokunun şeklini alabilmesi için çalışır. Ayrıca yetişkin 
organizmalarda, hücresel hasarlara yanıt olarak, hasar 
görmüş hücrelerin çevre dokuya zarar verilmeden uzak-
laştırılması için de aktive olur. Son zamanlarda yapılan 
çalışmalarla çeşitli kalp ritim bozuklukları ile apoptozis 
ilişkilendirilmiştir.[5-9] Bu çalışmaların sonuçlarından da 
anlaşılacağı gibi fokal sessiz bir apoptotik odak, tıpkı 
nekrotik hücreler gibi ileti sistemini etkileyerek aritmi 
veya bloklara yol açabilmektedir.

Çalışmamızın amacı, AF patogenezinde apoptozisin 
rolü olup olmadığını araştırmaktır. Bu amaçla mitral 
kapak hastalığı nedeniyle cerrahi tedavi endikasyonu 
bulunan, kalıcı AF hastaları ile normal sinüs ritimli 
hastalardan alınan sağ atriyal doku örneklerinde, apop-
tozisin terminal belirteci olan DNA (Deoksiribonükleik 
asit) fragmantasyonu ve programlı hücre ölümünün mito-
kondriyal yolağını regüle eden pro- ve anti-apoptotik 
Bcl-2 ailesi proteinleri karşılaştırılmıştır.

HASTALAR VE YÖNTEMLER
Hasta Kohortu
Hastaların çalışmaya dahil edilme kriterleri; ciddi 

mitral kapak patolojileri nedeniyle kalp cerrahisine alı-
nan hastalarda kalıcı AF veya normal sinüs ritmi olarak 
belirlendi. Çalışmadan dışlanma kriterleri ise; (i) kontrol 
grubu için daha önceden geçirilmiş paroksismal AF ya 
da atriyal flutter öyküsü, (ii) ikinci ya da üçüncü derece 
kalp bloğu varlığı, (iii) kronik böbrek yetmezliği, (iv) 
sol ventrikül ejeksiyon fraksiyonunun (SVEF) %30’un 
altında olması, (v) dilate kardiyomiyopati, (vi) otoimmün 
hastalık, (vii) Hepatit B virüs (HBV) ve Hepatit C virüs 
(HCV) infeksiyonu, geçirilmiş tüberküloz infeksiyonu, 
(viii) inflamatuvar yanıta neden olan vaskülit, miyokar-
dit, infektif endokardit gibi patolojiler, (ix) geçirilmiş ya 

da mevcut malignite öyküsü, (x) Wolff-Parkinson-White, 
Brugada sendromu gibi genetik orijinli hastalıklar ve 
(xi) hastanın yazılı onam vermemesi olarak belirlendi. 
Çalışma, Ankara Üniversitesi Etik Kurulu’ndan alınan 
izin sonrası başlatıldı. Çalışmaya katılan tüm hastalar-
dan ameliyat ve örnekleme öncesinde bilgilendirilmiş 
onam formu alındı (Şekil 1).

2 Ocak 2008 - 15 Eylül 2008 tarihleri arasında ameli-
yata alınan 30 hasta çalışmaya dahil edildi. Kalıcı AF’si 
olan 11 hasta (6 erkek, 5 kadın; ort. yaş 57.7±13.1 yıl; 
dağılım 36-76 yıl) çalışma grubunu oluştururken, nor-
mal sinüs ritmindeki 19 hasta (11 erkek, 8 kadın; ort. yaş 
64.1±8.4 yıl; dağılım 48-77 yıl) kontrol grubunu oluştur-
du (p=0.116). Atriyal fibrilasyon grubundaki hastaların 
ortalama sol atriyum çapı 54.8±3.4 mm iken kontrol 
grubundaki sinüs ritimli hastaların ortalama sol atriyum 

Ciddi mitral kapak patolojileri nedeniyle kalp 
cerrahisine alınan kalıcı AF’li veya sinüs ritmindeki 

hastalar, sol ventrikül EF’si >%30,
yazılı onam formu

Kontrol ve çalışma grubundaki hastaların sağ atriyal 
apendaj bölgesinden 1.5x1.5x1.5 cm3 boyutundaki
sağ atrium dokusunun ekzisyonu. Doku örneğinin 

%10 formaldehit içinde transportu

İmmünohistokimya ve TUNEL
Sağ atriyal doku örneklerinde proapoptotik Bax, 
anti-apoptotik Bcl-2’nin immünohistokimyasal 

değerlendirmesi. Terminal apoptotik değerlendirme 
amacıyla in situ DNA fragmantasyon analizi

Kalıcı AF’si olan 11 hastadan 
sağ atriyal apendaj doku

örneklemesi
(No-touch tekniği)

İmmünohistokimya ve
DNA fragmantasyon analizi 

(n=11)

İmmünohistokimya ve DNA 
fragmantasyon analizi

(n=19)

NSR’de olan 19 hastadan 
sağ atriyal apendaj doku 

örneklemesi
(No-touch tekniği)

Çalışma kriterlerini karşılayan 33 hasta

Üç hasta çalışma dışı

Şekil 1. Çalışmanın akış diyagramı. DNA: Deoksiribonükleik 
asit; AF: Atriyal fibrilasyon; NSR: Normal sinüs ritmi.

Çalışmaya Dahil Edilme Kriterleri
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çapı 40.7±4.1 mm olarak ölçüldü (p=0.001). Hastaların 
ameliyat öncesi demografik verileri Tablo 1’de hemodi-
namik özellikleri Tablo 2’de sunulmuştur.

Ameliyat detayları

Ameliyata alınacak hastalara, ameliyat öncesi pre-
medikasyon amacıyla Midazolam (Dormicum® 5 mg/5 
ml ampul, Roche, Türkiye) 2 mg i.v, Sefazolin sodyum 
(Cefamezin® 1000 mg Flakon, Fujisawa-Eczacıbaşı, 
Türkiye) i.v uygulandı. Genel anestezi amacıyla 5 mg 
Midazolam i.v, 20 mg Etomidat i.v (20 mg), 500 mcg 
Fentanyl i.v (Fentanyl®, Janssen-Cilag, Türkiye), %1-1.5 
İsofluran inhaler ve 4 lt/dk 02 kullanıldı. Kardiyopulmoner 

bypass (KPB)’a girilmeden önce kontrol ve çalışma gru-
bundaki tüm hastalarda sağ atriyuma 4/0 polypropilen 
sütür ile purse-string sütür konulduktan sonra, örnek alı-
nacak dokuyu travmatize etmemek amacıyla minimum 
manipülasyonla yaklaşık 1.5x1.5x0.5 cm3 boyutlarındaki 
sağ atriyum dokusu eksize edildi. Daha sonrasında eksize 
edilen sağ atriyum dokusu zaman kaybedilmeden immü-
nohistokimyasal inceleme için uygun transport solüsyo-
nuna (%10 formaldehit) aktarıldı. Hastaların demografik, 
ekokardiyografik, cerrahi patoloji ve cerrahi teknikler ve 
takiple ilgili tüm verileri, Bilkent Üniversitesi ile birlikte 
ortak olarak oluşturulan web tabanlı TurkoScore veri 
tabanına aktarıldı.

Tablo 1. Ameliyat öncesi demografik özellikler
Değişkenler Atriyal fibrilasyon grubu (n=11) Kontrol grubu (n=19) p
 Sayı Yüzde Ort.±SS Min.-max. Sayı Yüzde Ort.±SS Min.-max.

Yaş   57.7±13.2 36-76   64.1±8.4 48-77 0.116
Cinsiyet (Erkek) 6  54.5   11 57.9   0.579
Vücut yüzey alanı (m2)   1.8±0.2 1.5-2.1   1.8±0.2 1.6-2.3 0.503
Hipertansiyon 5 45.5    12 63.1   0.454
Diyabet 1 9.1   3 15.8   0.530
Hiperkolesterolemi 4 6.4   10 52.6   0.466
Sigara kullanımı 3 27.3   9 47.4   0.442
Periferik damar hastalığı 1 9.1   2 10.5   0.702
Kronik obstrüktif akciğer hastalığı 3 27.3   6 31.6   1.000
NYHA sınıflaması   2.5±0.5     3.2±0.4   0.490
Medikasyon

Aspirin 4 36.4   12 63.1   0.257
ACE inhibitörü/ARB 8 72.7   10 52.6   0.442
Diüretik loop diüretik veya tiyazidler 3 27.3   4 21.1   0.515
Beta-adrenoseptör antagonistleri 7 63.6   14 73.7   0.687
Digitalis 2 18.2   1 5.3   0.537
Warfarin 4 36.4   0    0.012
Kalsiyum kanal blokeri 3 27.3   3 15.8   0.641
Amiodaron 2 18.2   1 5.3   0.537

EuroSCORE*   7.7±3.2 5-15   5.3±4.4 0-16 0.127
Ort.±SS: Ortalama±standart sapma; NYHA: New York Heart Association; ACE: Anjiotensin converting enzyme; ARB: Anjiyotensin reseptör blokeri; Sayısal 
değişkenler median (interquartile range: IQR) olarak ifade edilip Mann-Whitney U-testi ile karşılaştırılmıştır. Kategorik değişkenler gruptaki hasta sayısı ve 
yüzde değeri olarak ifade edilmiştir. Kategorik değişkenlerden hiperlipidemi ve aspirin kullanımı açısından gruplar arasında farklılık olup olmadığı “Pearson 
Ki-kare testi” ile, diğer kategorik değişkenlerin sıklığı arasındaki farklılık ise “Fisher exact test” ile değerlendirilmiştir.

Tablo 2. Ameliyat öncesi hemodinamik özellikler
Değişkenler AF grubu (n=11) Kontrol grubu (n=19) p
 Ort.±SS Min.-max. Ort.±SS Min.-max.

Sol atriyum çapı (mm) 54.8±3.4 50-60 40.8±4.2 35-48 0.001
Ortalama TA (mmHg) 79.6±6.4 66.6-86.6 86.4±11.5 70-116.6 0.084
Sistolik PAB (mmHg) 40.5±7.4 30-55 39.7±8.9 25-60 0.823
SolVEF, (%) 51.1±10.4 40-68 52.1±10.1 30-68 0.787
SolVDSÇ (cm) 51.1±8.4 30-59 49.1±8.6 32-66 0.533
SolVSSÇ (cm) 32.8±7.6 24-49 32.6±9.7 21-51 0.957
Kalp hızı (atım/dk) 90.5±16.6 71-130 91.6±13.7 58-112 0.855
AF: Atriyal fibrilasyon; TA: Arteriyel tansiyon; PAB: Pulmoner arter basıncı; SolVEF: Sol ventrikül ejeksiyon fraksiyonu; SolVDSÇ: 
Sol ventrikül diyastol sonu çapı; SolVSSÇ: Sol ventrikül sistol sonu çapı; Sayısal değişkenler median (interquartile range: IQR) olarak 
ifade edilip Mann-Whitney U-testi ile karşılaştırılmıştır.
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İn situ DNA fragmantasyon analizi (TUNEL)

Kardiyak dokularda in situ DNA fragmantasyo-
nu, TdT-(terminal deoksinükleotidil transferaz) aracılı 
floresan-dUTP işaretleme (TUNEL) yöntemiyle belir-
lendi.[10] TUNEL, üreticinin talimatlarına göre ApopTag 
Peroxidase In Situ Apoptosis detection kit (S7110, 
Chemicon International, Inc., Temecula, CA, USA) 
kullanılarak uygulandı. Apoptotik hücrelerin görüntü-
lenmesi için peroksidaz substrat 3.3-diaminobenzidin 
kullanıldı. Nükleer boyama için methyl green (%0.5) 
kullanıldı. TUNEL-pozitif hücreler ışık mikroskobu 
(Olympus, Bx51, Japan) altında görüntülendi. TUNEL-
pozitif hücreler sayıldıktan sonra her kardiyak dokudaki 
apoptotik hücrelerin oranı, toplam kas hücre çekirdek 
sayısına göre hesaplandı.

İmmünohistokimya
Sağ atriyal dokulardan alınan örnekler %10 formal-

dehitte fikse edildikten sonra parafine gömüldü. Parafin 
bloklardan alınan 4 mikron kalınlığındaki kesitler 
56 °C’lik etüvde deparafinize edildi. Endojen peroksi-
dazı bloke etmek için %3’lük hidrojen peroksitte 10 dk 
süre ile bekletildi. Fosfat buffer solüsyonu ile yıkandık-
tan sonra 0.01 M sodyum sitrat buffer (pH 6.0) içinde 
toplam 20 dk süre ile mikrodalga fırında işlemden 
geçirildi. İmmünohistokimyasal boyama streptavidin-
biyotin peroksidaz yöntemi kullanılarak yapılr. Kesitler 
Bcl-2 (klon bcl2/100/D5, kullanıma hazır, NeoMarkers, 
USA) ve Bax (klon 2D2, NeoMarkers, USA) ile oda 
sıcaklığında iki saat süre ile inkübe edildi. Renk 
vererek görüntülemeyi sağlamak amacıyla 3-amino-9-
etilkarbazol (AEC, LabVision, NeoMarkers) ile 10 dk 
süre ile inkübe edildi. Kesitler Mayers hematoksilen ile 
zemin boyaması yapılarak kapatıldı. Ayrıca primer anti-
korun uygulanmadığı negatif kontrol boyama yapıldı.[10] 
İmmünohistokimyasal incelemeler gruplara iki göz-
lemci tarafından miyositlerin yoğun olarak izlendiği 
rastgele beş mikroskobik alan taranarak yapıldı. Pozitif 
doku kontrolü olarak tonsil kullanıldı. Bcl-2 ve Bax ile 
%10’dan fazla sitoplazmik boyanma gösteren miyositler 
pozitif olarak kabul edildi.

İstatistiksel analiz

Değerlendirmeler SPSS 16.0 versiyon istatistik prog-
ramı (SPSS Inc; Chicago, Illinois, USA) kullanılarak 
yapıldı. Sayısal değişkenler median (interquartile range: 
IQR) olarak ifade edildi ve Mann-Whitney U-testi ile 
karşılaştırıldı. Kategorik değişkenler gruptaki hasta 
sayısı ve yüzde değeri olarak ifade edildi. Kategorik 
değişkenlerden hiperlipidemi ve aspirin kullanımı açı-
sından gruplar arasında farklılık olup olmadığı “Pearson 
Ki-kare testi” ile, diğer kategorik değişkenlerin sıklığı 
arasındaki farklılık ise “Fisher’s exact test” ile değerlen-
dirildi, p<0.05 değeri anlamlı kabul edildi.

BULGULAR
Atriyal fibrilasyon grubunda bulunan hastaların 

altısına mekanik bileaflet protezin kullanıldığı mit-
ral kapak replasmanı, triküspid ring annuloplasti 
ve bu hastaların dördüne irrigasyonlu monopolar 
kateter aracılığıyla radyofrekans ablasyon (RFA) 
işlemi yapıldı. Radyofrekans ablasyon uygulanan 
hastalar, ameliyat sırası süreçte başlanan amiodaron 
(900 mg/24 saat) infüzyonu aldı. Bu hastaların tama-
mı sinüs ritmi ile taburcu edilmiş idi. Sol ventrikül 
çıkım yolu gradienti olan (peak gradient 140 mmHg) 
bir hastaya tekrar ameliyatla mekanik kapak kulla-
nılarak mitral ve aort kapak replasmanı yapıldı. Bu 
hastada KPB’den ayrılma döneminde gelişen A-V tam 
blok nedeniyle A-V sequential pacemaker gereksini-
mi oldu. Ameliyat sonrası 10 günlük bekleme süresi 
sonrasında A-V tam bloğu düzelmeyen hastaya kalıcı 
pil implantasyonu yapıldı. Yine AF grubundaki üç 
hastaya koroner bypass ile eş zamanlı mitral kapak 
onarım işlemi (ring annuloplasti) uygulandı. Atriyal 
fibrilasyon grubundaki hastaların hiçbirinde hastane 
mortalitesi olmadı.

Çalışmamızda kalıcı AF’li hastaların sağ atriyal 
doku örneklerinde apoptozis araştırmasında kontrol 
grubuyla yapılan karşılaştırmada, istatistiksel olarak 
anlamlı düzeyde DNA kırıkları TUNEL yöntemi ile 
gösterildi. Hastaların ameliyat öncesi karakteristikleri 
açısından değerlendirilmesinde iki grup arasında AF ve 
sol atriyum çaplarından (sol atriyum çapı çalışma gru-
bunda 54.8±3.4; kontrol grubunda 40.7±4.1, p=0.001) 
başka farklılık tanımlanmadı. Kontrol ve çalışma gru-
bundaki hastaların olası apoptotik sonuçlar üzerinde 
etkili olan özellikleri Tablo 3’de özetlenmiştir.

Bcl-2 Protein ifadesi

Apoptozis oluşumunu önleyici etkisi olan anti-
apoptotik Bcl-2 protein ifadesinin kontrol grubunda 
ekspresyon oranı %16.1 iken AF grubunda %14.6 ora-
nındadır (p=0.64). Bcl-2 ekspresyonu iki grup arasında 
istatistiksel olarak anlamlı farklılıkta değildir. Bu fark-
sızlık pro-apoptotik Bax ekspresyonu ile anti-apoptotik 
Bcl-2 ekspresyonu arasındaki matematiksel olmayan 
denge ile ilişkilendirildi. Atriyal fibrilasyon grubundaki 
Bcl-2 ekspresyonu Şekil 2a’da, kontrol grubundaki Bcl-2 
ekspresyonu Şekil 2b’de gösterilmiştir.

Bax protein ifadesi

Pro-apoptotik Bax protein ekspresyonunun AF gru-
bunda %16.2 oranında olduğu tespit edilirken kontrol 
grubunda %15.1 oranında olduğu belirlendi (p=0.73). 
Atriyal fibrilasyon grubundaki Bax ekspresyonu 
Şekil 2c’de, kontrol grubundaki Bax ekspresyonu Şekil 
2d’de gösterilmiştir.
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İn situ DNA fragmantasyon analizi
(TUNEL) bulguları

Deoksiribonükleik asit kırıklarının saptanması bir 
hücrenin apoptozise gittiğinin önemli bir biyokimya-
sal kanıtı olduğundan hem normal sinüs ritimli, hem 
de AF’li hastalardan alınan doku kesitlerinde DNA 
kırıklarının varlığı TUNEL yöntemi ile araştırıldı. Bu 
araştırma sonucunda; AF’li hastalardan alınan kesitler-
de TUNEL pozitif hücrelerin %21.9 oranında olduğu, 
kontrol grubunda ise bu oranın %11.8 olduğu hesaplandı 
(p=0.002). Atriyal fibrilasyonlu hastalar belirgin şekil-
de uniform olarak apoptozisin terminal belirteci olan 
TUNEL pozitifliği gösterirken, kontrol grubundaki 
hastaların büyük çoğunluğu (n=11) TUNEL negatif, geri 
kalanlar düşük yoğunlukta TUNEL pozitifliği paterni 
sergiledi. Atriyal fibrilasyon grubu örneğinde TUNEL 
pozitifliği Şekil 2e’de izlenirken kontrol grubundaki 
kesitte TUNEL reaksiyonunun olmadığı Şekil 2f’de 
izlenmektedir. TUNEL pozitifliğinin sadece bazı hüc-

relerde olması ve hücrelerin çekirdeği ile aynı yerde 
görülmesi (Şekil 2e), elde edilen sonucun özgünlüğünü 
göstermektedir. Çalışma ve kontrol grubunda tespit edi-
len TUNEL oranları Şekil 3’te ifade edilmiştir.

TARTIŞMA
Apoptozisin araştırıldığı bu çalışmada, kalıcı AF’li 

hastaların sağ atriyal doku örneklerinde, kontrol gru-
buyla yapılan karşılaştırmada istatistiksel olarak anlamlı 
düzeyde DNA kırıkları TUNEL yöntemi ile gösterilmiş-
tir. Bu çalışmada, kalıcı AF’si olan hastaların sağ atriyal 
doku kesitlerinde normal sinüs ritimli hasta kesitlerine 
göre, immünohistokimyasal yöntemlerle pro-apoptotik 
Bax protein ekspresyonun artma eğiliminde ve anti-
apoptotik Bcl-2 protein ekspresyonunun azalma eğili-
minde olduğu gösterildi. Ancak bu artma/azalma eğilim-
leri arasında istatistiksel farklılık tespit edilemedi.

Atriyal fibrilasyon, sıklıkla paroksismal formun-
dan daha inatçı ve kalıcı formuna progresif olarak 
ilerler. Wijffels ve ark.[11] keçi modeli aracılığıyla 

Tablo 3. Hastaların klinik ve apoptotik süreçle ilgili verileri
 Hasta Yaş/cinsiyet Ritim (süre, ay) Tanı EF (%) SolA çap (mm) Bax (%) Bcl-2 (%) TUNEL (%)

 AF-1 41/E AF (12) MD 40 57 0 0 0
 AF-2 52/E AF (60) MY+TY 50 56 0 0 20
 AF-3 68/K AF (36) MY+ASKH 50 53 10 80 0
 AF-4 65/E AF (48) MD+TY 45 52 0 0 5
 AF-5 60/E AF (1) MD 50 50 70 30 3
 AF-6 36/E AF (24) MY+AY 65 52 20 10 10
 AF-7 44/K AF (60) MD 68 60 0 0 5
 AF-8 71/K AF (36) MY+ASKH 48 57 80 20 20
 AF-9 67K AF (24) MD+ASKH 40 60 60 30 5
 AF-10 76/E AF (24) MD+TY 40 52 0 10 10
 AF-11 55/K AF (16) MD+TY 65 54 0 0 20
 K1 77/K NSR MY+ASKH 55 42 40 70 1
 K2 58/K NSR MY+ASKH 60 46 0 0 0
 K3 74/E NSR MY+ASKH 65 44 0 0 0
 K4 73/E NSR ASKH 55 41 20 30 2
 K5 74/E NSR MY+TY 40 38 0 5 0
 K6 65/E NSR ASKH 60 40 0 0 0
 K7 54/K NSR ASKH 55 44 20 10 0
 K8 58/E NSR ASKH 50 35 0 60 1
 K9 52/K NSR MY+TY 68 48 0 0 0
 K10 71/E NSR ASKH 55 37 60 80 0
 K11 68/E NSR ASKH 40 35 20 80 0
 K12 64/E NSR ASKH 50 36 10 20 0
 K13 70/E NSR ASKH 45 43 20 60 1
 K14 53/K NSR MY+TY 66 47 20 30 0
 K15 64/K NSR ASKH 40 45 10 20 5
 K16 69/K NSR ASKH 45 35 0 0 0
 K17 64/E NSR ASKH 30 41 0 0 2
 K18 62/E NSR ASKH 55 38 0 0 5
 K19 48/K NSR ASKH 55 40 0 0 5
EF: Ejeksiyon fraksiyonu; AF: Atriyal fibrilasyon; K: Kontrol; SolA: Sol atriyum; MD: Mitral darlığı; TY: Tiküspid yetmezliği; ASKH: Aterosklerotik kalp 
hastalığı; MY: Mitral yetmezliği; NSR: Normal sinüs ritmi.
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Şekil 2. Atriyal fibrilasyon ve kontrol grubuna ait immünohistokimya ve TUNEL görüntüleri. (a) 
Atriyal fibrilasyonlu bir hastanın sağ atriyal kardiyomiyositlerinde sitoplazmik Bcl-2 ekspresyo-
nu (AEC x 400). (b) Normal sinüs ritimli bir hastanın sağ atriyal kardiyomiyositlerinde yaygın 
sitoplazmik Bcl-2 ekspresyonu (AEC x 400). (c) Atriyal fibrilasyon grubu örneğinde sağ atriyal 
kardiyomiyositlerde yaygın sitoplazmik pro-apoptotik Bax protein ekspresyonu (AEC x 400). (d) 
Normal sinüs ritimli olgunun sağ atriyal kardiyomiyositlerinde AF olgusuna göre daha az yoğun-
lukta pro-apoptotik Bax protein ekspresyonu (AEC x 400). (e) Sağ atriyal dokuda TUNEL pozitif 
apoptotik hücreler (TUNEL x 400). (f) Miyositlerde apoptotik nükleer boyanma izlenmemektedir 
(TUNEL x 400). (g) Atriyal fibrilasyonlu olguda, sağ atriyal kardiyomiyositlerde miyokardiyal 
yapı bozulmuş olup, normal olmayan çekirdekler içeren ve nükleer büyüme gösteren miyositler 
izleniyor (H-E x 400). (h) Sağ atriyal kardiyomiyositlerde kalp kasında nükleer büyüme gösteren 
miyositler izleniyor (H-E x 400).

Bcl-2

AF’li hasta Kontrol

Bax

TUNEL

H-E
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yaptıkları araştırmanın sonucunda “Atriyal fibrilasyon, 
atriyal fibrilasyonu doğurur” tezini ortaya atmışlardır. 
Hastalığın zamanla oluşan bu değerlendirmesi, yapısal 
kalp hastalığının progresyonunun, AF’nin devamı-
na izin vermesine bağlı olarak meydana gelen atri-
yal yeniden biçimlenmeyle (remodeling) açıklanabilir. 
Elektriksel, yapısal ve kontraktil olmak üzere üç çeşit 
atriyal yeniden biçimlenme olduğu öne sürülmüştür.[12] 
Atriyal fibrilasyon ile oluşan atriyal yeniden biçimlen-
me sırasında, farklı zaman dilimlerinde farklı molekü-
ler patolojik değişiklikler ortaya çıkmaktadır. Bu zaman 
dilimlerinden saniyelerle dakikalar arasında olan ‘kısa 
dönemde; iyon konsantrasyonu, pompa aktivitesi ve 
fosforilasyon gibi metabolik değişimler görülmektedir. 
Saatlerle günler arasında gerçekleşen ‘orta dönem’, gen 
ekspresyon değişimleri ve kalsiyum down regülasyonu 
ile karakterizedir. Haftalardan aylara kadar süren ‘uzun 
dönemin etkileri de-diferansiyasyon ve miyolizis gibi 
hücresel değişimleri içerir. Son olarak da kalıcı AF’nin 
dahil olduğu ‘çok uzun dönem’ aylardan yıllara kadar 
sürer; fibrozis, yağ dejenerasyonu ve hücre ölümü gibi 
histolojik değişimlerin olduğu geri dönüşümsüz doku 
hasarı gözlenir.[11-13] Deneysel izole AF çalışmalarında, 
fibrilasyonun indüklenmesi sonucunda hücresel volüm 
artışı, miyolizis, glikojen birikimi, mitokondriyal deği-
şiklik ve kromatin redistribüsyonunu içeren atriyal 
de-diferansiyasyon bulguları tespit edilmiştir.[14] Ayrıca 
yapılan son çalışmalarda atriyal dokuda fibrozisin bul-
gusu olarak kabul edilen belirteçlerin ameliyat sonrası 
AF eğilimini artırdığına dair bulgular saptanmıştır.[15] 
Bir başka ifadeyle atriyal fibrozisin AF eğilimine neden 
olduğu tespit edilmiştir. Bu bilgilerden hareketle apop-

tozisi araştırdığımız çalışma grubunu kalıcı AF’li has-
talardan oluşturduk.

Apoptozis, regüle edilebileceği değişik basamakları 
olan çok adımlı bir hücre ölümü prosesidir. Özellikle 
Bcl-2 gen ailesi tarafından pro- veya anti-apoptotik 
protein ekspresyonlarının çeşitli nedenlerle artması/
azalmasına göre apoptozis regüle edilir.[16] Bu durum, 
tam diferansiye olmuş kardiyomiyositlerin geri dönü-
şümsüz hücre hasarına yanıt olarak, miyokardiyuma 
daha çok zarar veren nekrozisin yerine apoptozise yön-
lendirilebilmesi veya kurtarılabilir hücrelerin gereksiz 
ölümünün engellenmesi açısından önemli bir özelliktir. 
Apoptozisin uyarımı veya inhibisyonu; kanser, nöro-
dejeneratif ve kardiyovasküler hastalıklar gibi çeşitli 
hücresel hasarların olduğu patolojilerin önlenmesi ve 
tedavisi için yeni ve önemli bir hedef olacaktır.

Kardiyovasküler sistemin normal embriyonik gelişi-
mi sırasında apoptozis yoğun olarak meydana gelirken 
erişkinlerde apoptozis mekanizmaları, kalpte inaktif 
halde bulunur.[1,2] Bunun yanında çeşitli kardiyak ve 
vasküler hastalıklarda apoptozis mekanizmalarında 
değişiklikler olduğu gösterilmiştir. Tip-A aort disek-
siyonlu hastaların vasküler düz kas hücrelerinde pro-
apoptotik Bak proteini ekspresyonunun ve DNA frag-
mantasyonunun kontrol örneklerine oranla fazla olduğu 
çalışma grubumuz tarafınca gösterilmiştir.[17] Afrika’da 
familyal olarak rastlanan progresif kalp bloğunda, 
Brink Sendromu’nda, Brugada Sendromu’nda ve uzun 
QT sendromunda sinüs düğümü ve atriyoventriküler 
düğümde selektif apoptozise bağlı destrüksiyon olduğu 
gösterilmiştir.[5-9] Öte yandan kardiyovasküler hastalık-
larda AF ile apoptozis arasındaki ilişki irdelenmiştir. 
Ak ve ark.ları[18] koroner bypass ameliyatına alınan 
hastalarda sağ atriyal dokudaki apoptozisin ameliyat 
sonrası AF gelişiminde bağımsız bir risk faktörü oldu-
ğunu göstermişlerdir. İnsan kalp dokusunda yapılan 
araştırmalar sonucunda apoptozisin, idiyopatik dilate 
kardiyomiyopati, iskemik kardiyomiyopati, aritmojenik 
sağ ventrikül displazisi ve hipertrofik kardiyomiyopati 
gibi durumlarla ilişkisi olduğu saptanmıştır.[19,20] Bu 
gibi hastalıklarda apoptozis düşük yoğunlukta gerçek-
leşmesine rağmen, kalp yetmezliğinin son dönemlerin-
de genel olarak kardiyomiyosit kaybının apoptozisle 
gerçekleştiği düşünülmektedir. Yakın zamanda yayın-
lanan bir çalışmada, kalp yetmezliğinin düzeyi ile 
pro-apoptotik Bax seviyesi arasında bir ilişki olduğu 
gösterilmiştir.[21] Elimizdeki bulgular apoptozisin kalp 
yetersizliğinde etyolojik bir neden mi yoksa sonuç mu 
olduğunu tam aydınlatamamaktadır. Ancak, etyolojisi 
ne olursa olsun tüm kalp yetersizliklerinde apoptozis 
süreci tetiklenmiştir.[22] Çalışmamızda kalp yetmezliği 
belirteci olarak kullanılabilecek sol ventrikül ejeksi-
yon fraksiyonları (çalışma grubu; 51.1±10.4, kontrol 
grubu; 52.1±10.1, p=0.79) açısından farklılık izlenmedi. 

Şekil 3. Atriyal fibrilasyon ve kontrol gruplarının apoptotik be-
lirteçler açısından karşılaştırılması. AF: Atriyal fibrilasyon.
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Öte yandan hastaların NYHA fonksiyonel kapasiteleri 
(çalışma grubu; 2.5±0.5, kontrol grubu; 3.2±0.4, 
p=0.49), sol ventrikül diyastol sonu çapları (çalışma 
grubu; 51.1±8.4, kontrol grubu; 49.1±8.6, p=0.53) ve sol 
ventrikül sistol sonu çapları (çalışma grubu; 32.8±7.6, 
kontrol grubu; 32.6±9.7, p=0.96) arasında istatistiksel 
farklılık kaydedilmedi. Bir başka ifadeyle apoptotik 
son noktada, elde edilen sonuçları etkileme potansiyeli 
olan kalp yetmezliği faktörü açısından gruplar arasında 
farklılık yoktur.

Apoptotik sürece müdahale etmeyi amaçlayan farma-
kolojik çalışmaların, özellikle kalp yetmezliği ve apop-
tozis arasındaki ilişkiyi irdelediği gözlenmektedir. Bu 
çalışmalarda en çok, kalp yetersizliğinde progresif sol 
ventrikül disfonksiyonunun devam eden kardiyomiyosit 
kaybına bağlı olduğu hipotezi üzerinde durulmaktadır. 
Deneysel olarak hipoksi, renin-anjiyotensin sisteminin 
aktivatörleri (Anjiyotensin-II), serbest oksijen radikal-
leri, hücrede artmış kalsiyum yükü ve norepinefrinin 
miyositlerde apoptozisi tetiklediği gösterilmiştir.[22] Buna 
göre Anjiyotensin-II blokerleri ya da ACE (Anjiotensin 
converting enzyme) inhibitörü kullanımının apoptozis 
çalışmalarında gruplar arasında farklı düzeyde olma-
sı, elde edilecek sonuçları etkileme potansiyelinde-
dir. Bu bakış açısından hareketle, çalışma ve kontrol 
grubu arasında ACE/Anjiyotensin-II blokeri kullanımı 
açısından farklılık kaydedilmedi (çalışma grubunda 
8 hasta, kontrol grubunda 10 hasta, p=0.442). Öte 
yandan beta-blokerlerin de iskemiyi takiben reperfüz-
yon öncesinde uygulandıklarında apoptozisi azalttıkları 
gösterilmiştir.[20] Beta-bloker, alfa-1 bloker ve antiok-
sidan etkileri olan karvedilol apoptozisi %77 oranında 
azaltırken non-selektif beta bloker olan propranololde 
bu oran %39 olarak saptanmıştır.[20] Bu durumda beta-
bloker kullanımının da elde edilen sonuçları etkileme 
potansiyeli vardır. Çalışmamızda hastaların beta-bloker 
kullanımı açısından da gruplar arasında farklılık olma-
dığı tespit edildi (çalışma grubunda yedi hasta, kontrol 
grubunda 14 hasta, p=0.69).

Hücre fizyolojisi ve patolojisindeki temel rolü son 
yıllarda ortaya çıkan apoptozisin moleküler düzeyde 
anlaşılması tedavi yaklaşımlarına yeni boyutlar getire-
cektir. Apoptozisin uyarımı ve inhibisyonu, belirli kar-
diyovasküler hastalıkların tedavisinde ve önlenmesinde 
ideal bir yöntem gibi görülmektedir. Ancak klinikte 
apoptozisten yararlanabilmek için selektif dokularda bu 
sürecin nasıl başlatılabileceği ve nasıl sonlandırılabi-
leceğine yönelik yoğun çalışmalara gereksinim vardır. 
Çalışmadan elde ettiğimiz sonuçlarla AF patogenezinde 
apoptozisin rolü olduğu düşünülebilir. Bu bilginin üze-
rinde yapılacak ileri çalışmalar ile sonuçları açısından 
önemli olan bu ritim bozukluğunun tedavisinde yeni 
bakış açıları geliştirme potansiyeli gündeme gelebile-
cektir. Çalışma grubumuzun atriyal fibrilasyonun mole-

küler temellerini araştırmaya yönelik, hasta ile kontrol 
gruplarının daha iyi homojenize edildiği ve yüksek 
işlem hacimli moleküler tekniklerin kullanıldığı araştır-
maları devam etmektedir. Devam eden ileri araştırmala-
rımız, 108S375 proje numarasıyla TÜBİTAK tarafından 
desteklenmektedir.

Çalışmanın sınırlamaları

İlerleyen bilimsel süreç içerisinde hastalıkların 
patogenezlerinin tanımlanmasında moleküler mekaniz-
malar ve ultra strüktürel araştırmalar önem kazanmak-
tadır. Bu çalışmada AF ile apoptozis arasındaki ilişki 
irdelendi. Çalışmamızda, AF’li olgularda, sağ atriyal 
kardiyomiyositlerde pro-apoptotik protein ifadelerinde 
artış eğilimi ve apoptozisin terminal belirteci olan 
DNA fragmantasyonunda istatistiksel olarak anlamlı 
artış tespit edildi. Ancak bu çalışma ile apoptozisin 
AF’ye yol açtığı sonucuna ulaşılamamaktadır. Atriyal 
fibrilasyonda ortaya çıkan kronik basınç ve volüm 
yükünün, sağ atriyal dokuda apoptotik süreci harekete 
geçirmesi olasılığı vardır. Bir başka ifadeyle bu çalış-
ma AF’li hastaların sağ atriyal dokularında apoptozisin 
varlığını göstermekle beraber, apoptozis fenomeninin 
AF’nin altında yatan etyolojik nedenlerle mi yoksa AF 
sürecinden sonra mı geliştiğinin yanıtını verememek-
tedir. Bu soruya yanıt bulabilmek amacıyla deneysel 
hayvan modellerine gereksinim vardır. Çalışmanın bir 
diğer kısıtlaması, doku örneklerinin sağ atriyal doku-
dan alınmasıdır. Atriyal fibrilasyon, birincil olarak sol 
atriyumu etkileyen ritim sorunudur. Ancak ilerleyen 
süreç içerisinde artan volüm ve basınç yükü nedeniyle 
sağ atriyum da patolojik sürece katılmaktadır. Sol atri-
yal doku örneklemesi ve özellikle posteriyor sol atriyal 
duvardan alınacak biyopsiler ile elde edilecek verilerin 
ideal olduğu yadsınamaz. Ancak, çalışmamızda sol 
atriyal örneklemeler sadece sol atriyal orijinli trom-
boembolizmi önlemek amacıyla sol atriyal apendajın 
bağlanma endikasyonu olan hastalarda gerçekleştiril-
di. Sol atriyal biyopsileri tüm çalışma grubunda ger-
çekleştirmek etik nedenlerle mümkün olamamıştır. 
Sol atriyal örnekleme, KPB sırasında düşük de olsa 
hava embolisi ve/veya sol atriyal apendajda yerleşmiş 
trombüsün yerinden oynatılarak tromboemboli riskini 
artırmaktadır. Bu nedenlerle teknik olarak sol atriyal 
örneklemeler ancak KPB’ye girildikten sonra alınabil-
mektedir. Kardiyopulmoner bypass’a girildikten sonra 
alınan sol atriyal doku örneklerinde de, KPB’ye bağlı 
olarak ortaya çıkan inflamatuvar yanıtın AF üzerine 
etkileri nedeniyle apoptozise ait bulguları gölgeleme 
ihtimali vardır. Bu nedenle sol atriyal örnekler üze-
rinden apoptotik süreç değerlendirilmedi. Sonuç ola-
rak, hastalar arasındaki eşitliği bozmamak amacıyla, 
apoptozis araştırması tüm hastalarda sağ atriyal doku 
örneklerinde çalışıldı. Sağ atriyal basınç yükünün 
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indirekt belirteci olan pulmoner arter basıncı açısından 
çalışma ve kontrol grupları arasında fark bulunmadığı 
görüldü. Bu nedenle apoptozis son noktası açısından 
sağ atriyal doku örneklemesi elde edilen sonuçları 
etkilememektedir.
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