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Kalici fibrilasyon s recindeki insan sa atriyal miyositlerinde
apoptotik protein ekspresyonlari

Apoprofic protein expressions in human right atrial myocytes with permanent fibrillation
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Amag: Bu ¢alismada atriyal fibrilasyon (AF)’un patogenezin-
de apoptozisin rolii aragtirildi.

Caligma plani: Mitral kapak cerrahisine alinan ardigik 30
hasta calismaya dahil edildi. Kalic1 AF’si olan 11 hasta (6
erkek, 5 kadin; ort. yas 57.7+13.1 yil; dagilim 36-76 yil)
AF grubunu, normal siniis ritmindeki 19 hasta (11 erkek, 8
kadin; ort. yas; 64.1+8.4 yil; dagilim 48-77 yil) ise kontrol
grubunu olusturdu. Ekokardiyografi ile Glgiilen ortalama
sol atriyum ¢ap1, AF grubundaki hastalarda 54.8+3.4 mm;
kontrollerde ise 40.7+4.1 mm olarak belirlendi (p=0.001).
Tiim hastalarda sag atriyal doku 6rnekleri ekstrakorporeal
dolagima girilmeden 6nce alind1. Atriyal dokularda apopto-
zisin belirlenmesi i¢in TUNEL yontemi ile in situ DNA frag-
mantasyon analizi yapildi. Bunlara ek olarak anti-apoptotik
Bcl-2 ve pro-apoptotik Bax proteinleri immiinohistokimya-
sal yontemle aragtirildi.

Bulgular: Bax ve Bcl-2 protein ifadeleri AF grubu ve kontrol-
lerde benzer oranlarda bulundu (sirasiyla ortalama, %16.2’ye
karsin %15.1, p=0.73; %14.6’ya karsin %16.1, p=0.64). Ancak,
kontrollerle kiyaslandiginda atriyal miyosit apoptozis, AF gru-
bunda anlamli derecede (sirasiyla, ortalama apoptotik indeks
%21.9a karsin %11.8; p=0.002) yiiksek idi. Atriyal dokusu
kalict AF’den etkilenmis olan hastalarin atriyal miyosit ¢ekir-
dekleri belirgin sekilde TUNEL pozitifligi gosterirken, kontrol
grubundaki hastalarin biiytik cogunlugu TUNEL negatif veya
diistik yogunlukta TUNEL pozitifligi paterni sergiledi.
Sonug: Bu pilot calismayla, apoptozisin terminal belirteci
olan DNA fragmantasyonu ile AF arasinda pozitif iliski
oldugu gosterildi. Bu sonuclar, kalict AF patogenezinde
atriyal miyosit apoptozisinin rolii oldugunu diislindiirmek-
tedir. Anti-apoptotik hedefli stratejilerin atriyal yeniden
bicimlenme ve fibrozisin 6nlenmesi agisindan klinik bir
6nemi olabilir.

Anahtar sozciikler: Atriyal fibrilasyon; apoptozis; DNA frag-
mantasyonu.
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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 hastaligi
olgularinda %60-80 oraninda goriilen, kapak ame-
liyatlar1 sonrasinda hastalarin uzun donemde yasam
stiresini ve yagsam Kkalitesini olumsuz yonde etkileyen
bir ritim bozuklugudur.? Primer kalp hastalig1 ortadan
kaldirilsa bile ritim bozuklugu cogunlukla devam ede-
bilmektedir. Son zamanlarda kullanimi giderek artan,
mitral kapak cerrahisiyle es zamanli uygulanan radyof-
rekans ablasyon iglemlerinde bile kalici siniis ritminin
restorasyonu %76’lar diizeyinde kalmaktadir.®! Atriyal
fibrilasyona neden oldugu diisiiniilen veya AF siirecinde
meydana gelen hiicresel degisimlerden biri de atriyal
miyositlerin programli hiicre 6liimiidiir.

Apoptozis; inflamatuvar bir yanit1 tetiklemeden
hiicre oliimiinti kontrol eden bir sinyal kaskadinin
aktiflestigi, cok iyi regiile edilen ve evrimsel olarak
korunmus, enerji bagimli bir “hiicre intihar1” prog-
ramidir.® Bu program, normal doku gelisimi sirasin-
da ihtiya¢ duyulmayan yapilarin uzaklagtirilmasi ve
dokunun seklini alabilmesi i¢in ¢alisir. Ayrica yetigkin
organizmalarda, hiicresel hasarlara yanit olarak, hasar
gormiis hticrelerin ¢evre dokuya zarar verilmeden uzak-
lagtirilmasi icin de aktive olur. Son zamanlarda yapilan
caligmalarla cesitli kalp ritim bozukluklar1 ile apoptozis
iliskilendirilmistir.”*! Bu ¢alismalarin sonug¢larindan da
anlasilacagi gibi fokal sessiz bir apoptotik odak, tipk1
nekrotik hiicreler gibi ileti sistemini etkileyerek aritmi
veya bloklara yol agabilmektedir.

Calismamizin amaci, AF patogenezinde apoptozisin
rolii olup olmadigini aragtirmaktir. Bu amacla mitral
kapak hastalig1 nedeniyle cerrahi tedavi endikasyonu
bulunan, kalic1 AF hastalar1 ile normal sinilis ritimli
hastalardan alinan sag atriyal doku 6rneklerinde, apop-
tozisin terminal belirteci olan DNA (Deoksiribontikleik
asit) fragmantasyonu ve programli hiicre 6liimiiniin mito-
kondriyal yolagini regiile eden pro- ve anti-apoptotik
Bcl-2 ailesi proteinleri karsilagtirilmigtir.

HASTALAR VE YONTEMLER
Hasta Kohortu

Hastalarin calismaya dahil edilme kriterleri; ciddi
mitral kapak patolojileri nedeniyle kalp cerrahisine ali-
nan hastalarda kalic1 AF veya normal siniis ritmi olarak
belirlendi. Calismadan diglanma kriterleri ise; (i) kontrol
grubu icin daha 6nceden gegirilmis paroksismal AF ya
da atriyal flutter 6ykiisii, (ii) ikinci ya da ticlincii derece
kalp blogu varligi, (iii) kronik bobrek yetmezligi, (iv)
sol ventrikiil ejeksiyon fraksiyonunun (SVEF) %30’un
altinda olmasi, (v) dilate kardiyomiyopati, (vi) otoimmiin
hastalik, (vii) Hepatit B virlis (HBV) ve Hepatit C virtis
(HCV) infeksiyonu, gecirilmis tiiberkiiloz infeksiyonu,
(viii) inflamatuvar yanita neden olan vaskiilit, miyokar-
dit, infektif endokardit gibi patolojiler, (ix) gecirilmis ya
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da mevcut malignite dykiisi, (x) Wolff-Parkinson-White,
Brugada sendromu gibi genetik orijinli hastaliklar ve
(xi) hastanin yazili onam vermemesi olarak belirlendi.
Caligma, Ankara Universitesi Etik Kurulu'ndan alinan
izin sonrasi baglatildi. Caligmaya katilan tiim hastalar-
dan ameliyat ve ornekleme oncesinde bilgilendirilmig
onam formu alindi (Sekil 1).

2 Ocak 2008 - 15 Eyliil 2008 tarihleri arasinda ameli-
yata alinan 30 hasta ¢alismaya dahil edildi. Kalic1 AF’si
olan 11 hasta (6 erkek, 5 kadin; ort. yas 57.7+13.1 yil;
dagilim 36-76 yil) calisma grubunu olustururken, nor-
mal siniis ritmindeki 19 hasta (11 erkek, 8 kadin; ort. yas
64.1+8.4 y1l; dagilim 48-77 y1l) kontrol grubunu olugtur-
du (p=0.116). Atriyal fibrilasyon grubundaki hastalarin
ortalama sol atriyum c¢apr 54.8+3.4 mm iken kontrol
grubundaki siniis ritimli hastalarin ortalama sol atriyum

‘ Calismaya Dahil Edilme Kriterleri

l

Ciddi mitral kapak patolojileri nedeniyle kalp
cerrahisine alinan kalict AF’li veya siniis ritmindeki
hastalar, sol ventrikiil EF’si >%30,
yazili onam formu

\J

Kontrol ve ¢alisma grubundaki hastalarin sag atriyal
apendaj bolgesinden 1.5x1.5x1.5 cm®boyutundaki
sag atrium dokusunun ekzisyonu. Doku 6rneginin

%10 formaldehit icinde transportu

l

Immiinohistokimya ve TUNEL
Sag atriyal doku 6rneklerinde proapoptotik Bax,
anti-apoptotik Bcl-2’nin immiinohistokimyasal
degerlendirmesi. Terminal apoptotik degerlendirme
amaciyla in situ DNA fragmantasyon analizi

l

‘ Caligma kriterlerini karsilayan 33 hasta‘

——> [Ug hasta calisma dig1

l l

Kalic1 AF’si olan 11 hastadan NSR’de olan 19 hastadan
sag atriyal apendaj doku sag atriyal apendaj doku
orneklemesi orneklemesi
(No-touch teknigi) (No-touch teknigi)

l l

Immiinohistokimya ve Immiinohistokimya ve DNA
DNA fragmantasyon analizi fragmantasyon analizi
(n=11) (n=19)

Sekil 1. Calismanin akis diyagrami. DNA: Deoksiriboniikleik
asit; AF: Atriyal fibrilasyon; NSR: Normal siniis ritmi.
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Tablo 1. Ameliyat 6ncesi demografik 6zellikler

Degiskenler Atriyal fibrilasyon grubu (n=11) Kontrol grubu (n=19) )4
Sayr Yiizde Ort+SS Min.-max. Sayr Yiizde Ort.+SS Min.-max.
Yas 577132 36-76 64.1+84 4877  0.116
Cinsiyet (Erkek) 6 54.5 11 579 0.579
Viicut yiizey alani (m?) 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 kullanim1 3 273 9 474 0.442
Periferik damar hastaligi 1 9.1 2 10.5 0.702
Kronik obstriiktif akciger hastaligi 3 273 6 31.6 1.000
NYHA siniflamasi 2.5+0.5 3.2+0.4 0.490
Medikasyon
Aspirin 4 36.4 12 63.1 0.257
ACE inhibitori/ARB 8 72.7 10 526 0.442
Diiiretik loop diiiretik veya tiyazidler 3 27.3 4 21.1 0.515
Beta-adrenoseptor antagonistleri 7 63.6 14 73.7 0.687
Digitalis 2 18.2 1 53 0.537
Warfarin 4 36.4 0 0.012
Kalsiyum kanal blokeri 3 273 3 15.8 0.641
Amiodaron 2 18.2 1 5.3 0.537
EuroSCORE* 77+3.2 5-15 5.3+4.4 0-16 0.127

Ort.+SS: Ortalamazstandart sapma; NYHA: New York Heart Association; ACE: Anjiotensin converting enzyme; ARB: Anjiyotensin reseptor blokeri; Sayisal
degiskenler median (interquartile range: IQR) olarak ifade edilip Mann-Whitney U-testi ile karsilagtirilmistir. Kategorik degiskenler gruptaki hasta sayis1 ve
yiizde degeri olarak ifade edilmistir. Kategorik degiskenlerden hiperlipidemi ve aspirin kullanim1 agisindan gruplar arasinda farklilik olup olmadig1 “Pearson
Ki-kare testi” ile, diger kategorik degiskenlerin siklig1 arasindaki farklilik ise “Fisher exact test” ile degerlendirilmistir.

cap1 40.7+4.1 mm olarak olciildii (p=0.001). Hastalarin
ameliyat oncesi demografik verileri Tablo 1’de hemodi-
namik 6zellikleri Tablo 2°de sunulmustur.

Ameliyat detaylari

Ameliyata alinacak hastalara, ameliyat Gncesi pre-
medikasyon amaciyla Midazolam (Dormicum® 5 mg/5
ml ampul, Roche, Tiirkiye) 2 mg iv, Sefazolin sodyum
(Cefamezin® 1000 mg Flakon, Fujisawa-Eczacibasi,
Tiirkiye) iv uygulandi. Genel anestezi amaciyla 5 mg
Midazolam iv, 20 mg Etomidat i.v (20 mg), 500 mcg
Fentanyl i.v (Fentanyl®, Janssen-Cilag, Tiirkiye), %1-1.5
Isofluraninhaler ve 4 1t/dk 02 kullanildi. Kardiyopulmoner

Tablo 2. Ameliyat 6ncesi hemodinamik 6zellikler

bypass (KPB)’a girilmeden 6nce kontrol ve ¢aligma gru-
bundaki tiim hastalarda sag atriyuma 4/0 polypropilen
stitiir ile purse-string siittir konulduktan sonra, 6rnek ali-
nacak dokuyu travmatize etmemek amaciyla minimum
maniptilasyonla yaklagik 1.5x1.5x0.5 cm? boyutlarindaki
sag atriyum dokusu eksize edildi. Daha sonrasinda eksize
edilen sag atriyum dokusu zaman kaybedilmeden immii-
nohistokimyasal inceleme i¢in uygun transport soliisyo-
nuna (%10 formaldehit) aktarildi. Hastalarin demografik,
ekokardiyografik, cerrahi patoloji ve cerrahi teknikler ve
takiple ilgili tiim verileri, Bilkent Universitesi ile birlikte
ortak olarak olusturulan web tabanli TurkoScore veri
tabanina aktarildi.

Degiskenler AF grubu (n=11) Kontrol grubu (n=19) p
Ort.+SS Min.-max. Ort.+SS Min.-max.

Sol atriyum ¢ap1 (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 86.4x11.5 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
SolVDSC (cm) 51.1+8.4 30-59 49.1+8.6 32-66 0.533
SolVSSC (cm) 32.8+7.6 24-49 32.6+9.7 21-51 0.957
Kalp hiz1 (atim/dk) 90.5£16.6 71-130 91.6+13.7 58-112 0.855

AF: Atriyal fibrilasyon; TA: Arteriyel tansiyon; PAB: Pulmoner arter basinci; SolVEF: Sol ventrikiil ejeksiyon fraksiyonu; SolVDSC:
Sol ventrikiil diyastol sonu ¢ap1; SolVSSC: Sol ventrikiil sistol sonu ¢api; Sayisal degiskenler median (interquartile range: IQR) olarak

ifade edilip Mann-Whitney U-testi ile karsilagtirilmigtir.
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In situ DNA fragmantasyon analizi (TUNEL)

Kardiyak dokularda in situ DNA fragmantasyo-
nu, TdT-(terminal deoksiniikleotidil transferaz) aracili
floresan-dUTP isaretleme (TUNEL) yontemiyle belir-
lendi." TUNEL, tireticinin talimatlarina gére ApopTag
Peroxidase In Situ Apoptosis detection kit (S7110,
Chemicon International, Inc., Temecula, CA, USA)
kullanilarak uygulandi. Apoptotik hiicrelerin goriintii-
lenmesi igin peroksidaz substrat 3.3-diaminobenzidin
kullanildi. Niikleer boyama icin 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 kas hiicre ¢ekirdek
say1sina gore hesaplandi.

Immiinohistokimya

Sag atriyal dokulardan alinan 6rnekler %10 formal-
dehitte fikse edildikten sonra parafine gomiildii. Parafin
bloklardan alinan 4 mikron kalinligindaki kesitler
56 °C’lik etiivde deparafinize edildi. Endojen peroksi-
daz1 bloke etmek i¢in %3’liik hidrojen peroksitte 10 dk
stire ile bekletildi. Fosfat buffer soliisyonu ile yikandik-
tan sonra 0.01 M sodyum sitrat buffer (pH 6.0) icinde
toplam 20 dk siire ile mikrodalga firinda islemden
gegirildi. Immiinohistokimyasal boyama streptavidin-
biyotin peroksidaz yontemi kullanilarak yapilr. Kesitler
Bcl-2 (klon bcl2/100/D5, kullanima hazir, NeoMarkers,
USA) ve Bax (klon 2D2, NeoMarkers, USA) ile oda
sicakliginda iki saat siire ile inkiibe edildi. Renk
vererek goriintiilemeyi saglamak amaciyla 3-amino-9-
etilkarbazol (AEC, LabVision, NeoMarkers) ile 10 dk
stire ile inkiibe edildi. Kesitler Mayers hematoksilen ile
zemin boyamasi yapilarak kapatildi. Ayrica primer anti-
korun uygulanmadigi negatif kontrol boyama yapild1.!®
Immiinohistokimyasal incelemeler gruplara iki goz-
lemci tarafindan miyositlerin yogun olarak izlendigi
rastgele bes mikroskobik alan taranarak yapildi. Pozitif
doku kontrolii olarak tonsil kullanildi. Bel-2 ve Bax ile
%10’dan fazla sitoplazmik boyanma g@steren miyositler
pozitif olarak kabul edildi.

Istatistiksel analiz

Degerlendirmeler SPSS 16.0 versiyon istatistik prog-
ram1 (SPSS Inc; Chicago, Illinois, USA) kullanilarak
yapildi. Sayisal degiskenler median (interquartile range:
IQR) olarak ifade edildi ve Mann-Whitney U-testi ile
karsilagtirildi. Kategorik degiskenler gruptaki hasta
sayist ve ylizde degeri olarak ifade edildi. Kategorik
degiskenlerden hiperlipidemi ve aspirin kullanimi aci-
sindan gruplar arasinda farklilik olup olmadig: “Pearson
Ki-kare testi” ile, diger kategorik degiskenlerin siklig1
arasindaki farklilik ise “Fisher’s exact test” ile degerlen-
dirildi, p<0.05 degeri anlamli kabul edildi.
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BULGULAR

Atriyal fibrilasyon grubunda bulunan hastalarin
altisina mekanik bileaflet protezin kullanildigr mit-
ral kapak replasmani, trikiispid ring annuloplasti
ve bu hastalarin dordiine irrigasyonlu monopolar
kateter araciligiyla radyofrekans ablasyon (RFA)
islemi yapildi. Radyofrekans ablasyon uygulanan
hastalar, ameliyat siras1 silirecte baslanan amiodaron
(900 mg/24 saat) infiizyonu aldi. Bu hastalarin tama-
m1 siniis ritmi ile taburcu edilmig idi. Sol ventrikiil
¢ikim yolu gradienti olan (peak gradient 140 mmHg)
bir hastaya tekrar ameliyatla mekanik kapak kulla-
nilarak mitral ve aort kapak replasmani yapildi. Bu
hastada KPB’den ayrilma doneminde geligen A-V tam
blok nedeniyle A-V sequential pacemaker gereksini-
mi oldu. Ameliyat sonras1 10 giinliik bekleme stiresi
sonrasinda A-V tam blogu diizelmeyen hastaya kalici
pil implantasyonu yapildi. Yine AF grubundaki ii¢
hastaya koroner bypass ile es zamanli mitral kapak
onarim iglemi (ring annuloplasti) uygulandi. Atriyal
fibrilasyon grubundaki hastalarin hicbirinde hastane
mortalitesi olmadi.

Calismamizda kalici AF’li hastalarin sag atriyal
doku orneklerinde apoptozis arastirmasinda kontrol
grubuyla yapilan karsilastirmada, istatistiksel olarak
anlamli diizeyde DNA kiriklar1 TUNEL yontemi ile
gosterildi. Hastalarin ameliyat oncesi karakteristikleri
acisindan degerlendirilmesinde iki grup arasinda AF ve
sol atriyum ¢aplarindan (sol atriyum c¢api calisma gru-
bunda 54.8+3.4; kontrol grubunda 40.7+4.1, p=0.001)
baska farklilik tanimlanmadi. Kontrol ve calisma gru-
bundaki hastalarin olas:i apoptotik sonuclar iizerinde
etkili olan 6zellikleri Tablo 3’de 6zetlenmistir.

Bcl-2 Protein ifadesi

Apoptozis olusumunu Onleyici etkisi olan anti-
apoptotik Bcl-2 protein ifadesinin kontrol grubunda
ekspresyon orant %16.1 iken AF grubunda %14.6 ora-
nindadir (p=0.64). Bcl-2 ekspresyonu iki grup arasinda
istatistiksel olarak anlamli farklilikta degildir. Bu fark-
sizlik pro-apoptotik Bax ekspresyonu ile anti-apoptotik
Bcl-2 ekspresyonu arasindaki matematiksel olmayan
denge ile iligkilendirildi. Atriyal fibrilasyon grubundaki
Bcl-2 ekspresyonu Sekil 2a’da, kontrol grubundaki Bcl-2
ekspresyonu Sekil 2b’de gosterilmisgtir.

Bax protein ifadesi

Pro-apoptotik Bax protein ekspresyonunun AF gru-
bunda %16.2 oraninda oldugu tespit edilirken kontrol
grubunda %]15.1 oraninda oldugu belirlendi (p=0.73).
Atriyal fibrilasyon grubundaki Bax ekspresyonu
Sekil 2c’de, kontrol grubundaki Bax ekspresyonu Sekil
2d’de gosterilmistir.
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In situ DNA fragmantasyon analizi
(TUNEL) bulgular:

Deoksiribontikleik asit kiriklarinin saptanmasi bir
hiicrenin apoptozise gittiginin énemli bir biyokimya-
sal kanit1 oldugundan hem normal siniis ritimli, hem
de AF’li hastalardan alinan doku kesitlerinde DNA
kiriklarinin varligt TUNEL yontemi ile arastirildi. Bu
aragtirma sonucunda; AF’li hastalardan alinan kesitler-
de TUNEL pozitif hiicrelerin %21.9 oraninda oldugu,
kontrol grubunda ise bu oranin %11.8 oldugu hesaplandi
(p=0.002). Atriyal fibrilasyonlu hastalar belirgin gekil-
de uniform olarak apoptozisin terminal belirteci olan
TUNEL pozitifligi gosterirken, kontrol grubundaki
hastalarin biiytik ¢ogunlugu (n=11) TUNEL negatif, geri
kalanlar diisiik yogunlukta TUNEL pozitifligi paterni
sergiledi. Atriyal fibrilasyon grubu 6rneginde TUNEL
pozitifligi Sekil 2e’de izlenirken kontrol grubundaki
kesitte TUNEL reaksiyonunun olmadigi Sekil 2f’de
izlenmektedir. TUNEL pozitifliginin sadece bazi hiic-

relerde olmasi ve hiicrelerin ¢ekirdegi ile ayni yerde
goriilmesi (Sekil 2e), elde edilen sonucun 6zgiinliglini
gostermektedir. Calisma ve kontrol grubunda tespit edi-
len TUNEL oranlar1 Sekil 3’te ifade edilmistir.

TARTISMA

Apoptozisin arastirildigi bu ¢aligmada, kalict AF’li
hastalarin sag atriyal doku 6rneklerinde, kontrol gru-
buyla yapilan kargilagtirmada istatistiksel olarak anlamli
diizeyde DNA kiriklar1 TUNEL yéntemi ile gosterilmis-
tir. Bu ¢calismada, kalic1 AF’si olan hastalarin sag atriyal
doku kesitlerinde normal siniis ritimli hasta kesitlerine
gére, immiinohistokimyasal yontemlerle pro-apoptotik
Bax protein ekspresyonun artma egiliminde ve anti-
apoptotik Bcl-2 protein ekspresyonunun azalma egili-
minde oldugu gosterildi. Ancak bu artma/azalma egilim-
leri arasinda istatistiksel farklilik tespit edilemedi.

Atriyal fibrilasyon, siklikla paroksismal formun-
dan daha inat¢1 ve kalici formuna progresif olarak
ilerler. Wijffels ve ark.' ke¢i modeli araciligiyla

Tablo 3. Hastalarin klinik ve apoptotik stirecle ilgili verileri

Hasta Yas/cinsiyet Ritim (stire, ay) Tanm EF (%) SolA ¢ap (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 77K NSR MY+ASKH 55 42 40 70 1
K2 58/K NSR MY+ASKH 60 46 0 0 0
K3 T4/E NSR MY+ASKH 65 44 0 0 0
K4 73/E NSR ASKH 55 41 20 30 2
K5 T4/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 darligi; TY: Tikiispid yetmezligi; ASKH: Aterosklerotik kalp

hastaligr; MY: Mitral yetmezligi; NSR: Normal siniis ritmi.
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Sekil 2. Atriyal fibrilasyon ve kontrol grubuna ait immiinohistokimya ve TUNEL goriintiileri. (a)
Atriyal fibrilasyonlu bir hastanin sag atriyal kardiyomiyositlerinde sitoplazmik Bcl-2 ekspresyo-
nu (AEC x 400). (b) Normal siniis ritimli bir hastanin sag atriyal kardiyomiyositlerinde yaygin
sitoplazmik Bcl-2 ekspresyonu (AEC x 400). (c) Atriyal fibrilasyon grubu 6rneginde sag atriyal
kardiyomiyositlerde yaygin sitoplazmik pro-apoptotik Bax protein ekspresyonu (AEC x 400). (d)
Normal sintis ritimli olgunun sag atriyal kardiyomiyositlerinde AF olgusuna gore daha az yogun-
lukta pro-apoptotik Bax protein ekspresyonu (AEC x 400). (e) Sag atriyal dokuda TUNEL pozitif
apoptotik hiicreler (TUNEL x 400). (f) Miyositlerde apoptotik niikleer boyanma izlenmemektedir
(TUNEL x 400). (g) Atriyal fibrilasyonlu olguda, sag atriyal kardiyomiyositlerde miyokardiyal
yap1 bozulmus olup, normal olmayan ¢ekirdekler igeren ve niikleer biiylime gosteren miyositler
izleniyor (H-E x 400). (h) Sag atriyal kardiyomiyositlerde kalp kasinda niikleer biiylime gosteren
miyositler izleniyor (H-E x 400).
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Sekil 3. Atriyal fibrilasyon ve kontrol gruplarinin apoptotik be-
lirtegler acisindan karsilagtirilmasi. AF: Atriyal fibrilasyon.

yaptiklar1 arastirmanin sonucunda “Atriyal fibrilasyon,
atriyal fibrilasyonu dogurur” tezini ortaya atmiglardir.
Hastaligin zamanla olugan bu degerlendirmesi, yapisal
kalp hastaliginin progresyonunun, AF’nin devami-
na izin vermesine bagli olarak meydana gelen atri-
yal yeniden bi¢cimlenmeyle (remodeling) agiklanabilir.
Elektriksel, yapisal ve kontraktil olmak iizere li¢ ¢esit
atriyal yeniden bicimlenme oldugu 6ne siiriilmiigtiir."?
Atriyal fibrilasyon ile olusan atriyal yeniden bicimlen-
me sirasinda, farkli zaman dilimlerinde farkli molekii-
ler patolojik degisiklikler ortaya ¢ikmaktadir. Bu zaman
dilimlerinden saniyelerle dakikalar arasinda olan ‘kisa
donemde; iyon konsantrasyonu, pompa aktivitesi ve
fosforilasyon gibi metabolik degisimler goriilmektedir.
Saatlerle giinler arasinda gerceklesen ‘orta donem’, gen
ekspresyon degisimleri ve kalsiyum down regiilasyonu
ile karakterizedir. Haftalardan aylara kadar siiren ‘uzun
donemin etkileri de-diferansiyasyon ve miyolizis gibi
hiicresel degisimleri igerir. Son olarak da kalict AF’nin
dahil oldugu ‘cok uzun dénem’ aylardan yillara kadar
stirer; fibrozis, yag dejenerasyonu ve hiicre 6liimii gibi
histolojik degisimlerin oldugu geri doniisiimsiiz doku
hasar1 gozlenir."'""*! Deneysel izole AF ¢aligmalarinda,
fibrilasyonun indiiklenmesi sonucunda hticresel voliim
artis1, miyolizis, glikojen birikimi, mitokondriyal degi-
siklik ve kromatin redistriblisyonunu iceren atriyal
de-diferansiyasyon bulgular: tespit edilmistir.'*! Ayrica
yapilan son ¢aligsmalarda atriyal dokuda fibrozisin bul-
gusu olarak kabul edilen belirteclerin ameliyat sonrasi
AF egilimini artirdigina dair bulgular saptanmigtir."!
Bir bagka ifadeyle atriyal fibrozisin AF egilimine neden
oldugu tespit edilmistir. Bu bilgilerden hareketle apop-
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tozisi arastirdigimiz ¢alisma grubunu kalict AF’li has-
talardan olusturduk.

Apoptozis, regiile edilebilecegi degisik basamaklari
olan ¢ok adimli bir hiicre 6liimii prosesidir. Ozellikle
Bcl-2 gen ailesi tarafindan pro- veya anti-apoptotik
protein ekspresyonlarinin ¢esitli nedenlerle artmasi/
azalmasina gore apoptozis regiile edilir.l'¥ Bu durum,
tam diferansiye olmusg kardiyomiyositlerin geri donii-
slimsiiz hiicre hasarina yanit olarak, miyokardiyuma
daha cok zarar veren nekrozisin yerine apoptozise yon-
lendirilebilmesi veya kurtarilabilir hiicrelerin gereksiz
oliimiiniin engellenmesi agisindan 6nemli bir 6zelliktir.
Apoptozisin uyarimi veya inhibisyonu; kanser, noéro-
dejeneratif ve kardiyovaskiiler hastaliklar gibi cesitli
hiicresel hasarlarin oldugu patolojilerin 6nlenmesi ve
tedavisi icin yeni ve onemli bir hedef olacaktir.

Kardiyovaskiiler sistemin normal embriyonik gelisi-
mi sirasinda apoptozis yogun olarak meydana gelirken
erigkinlerde apoptozis mekanizmalari, kalpte inaktif
halde bulunur.'® Bunun yaninda ¢esitli kardiyak ve
vaskiiler hastaliklarda apoptozis mekanizmalarinda
degisiklikler oldugu gosterilmigtir. Tip-A aort disek-
siyonlu hastalarin vaskiiler diiz kas hiicrelerinde pro-
apoptotik Bak proteini ekspresyonunun ve DNA frag-
mantasyonunun kontrol drneklerine oranla fazla oldugu
caligma grubumuz tarafinca gosterilmistir."” Afrika’da
familyal olarak rastlanan progresif kalp blogunda,
Brink Sendromu’nda, Brugada Sendromu’nda ve uzun
QT sendromunda siniis diiglimii ve atriyoventrikiiler
diigimde selektif apoptozise bagh destriiksiyon oldugu
gosterilmistir.>! Ote yandan kardiyovaskiiler hastalik-
larda AF ile apoptozis arasindaki iliski irdelenmigtir.
Ak ve ark.lar™ koroner bypass ameliyatina alinan
hastalarda sag atriyal dokudaki apoptozisin ameliyat
sonrast AF gelisiminde bagimsiz bir risk faktorii oldu-
gunu gostermiglerdir. Insan kalp dokusunda yapilan
aragtirmalar sonucunda apoptozisin, idiyopatik dilate
kardiyomiyopati, iskemik kardiyomiyopati, aritmojenik
sag ventrikiil displazisi ve hipertrofik kardiyomiyopati
gibi durumlarla iligkisi oldugu saptanmigtir.'*>*! Bu
gibi hastaliklarda apoptozis diisiik yogunlukta gercek-
lesmesine ragmen, kalp yetmezliginin son dénemlerin-
de genel olarak kardiyomiyosit kaybinin apoptozisle
gerceklestigi diistintilmektedir. Yakin zamanda yayin-
lanan bir c¢aligmada, kalp yetmezliginin diizeyi ile
pro-apoptotik Bax seviyesi arasinda bir iligki oldugu
gosterilmigtir.”" Elimizdeki bulgular apoptozisin kalp
yetersizliginde etyolojik bir neden mi yoksa sonu¢ mu
oldugunu tam aydinlatamamaktadir. Ancak, etyolojisi
ne olursa olsun tiim kalp yetersizliklerinde apoptozis
siireci tetiklenmistir.”” Calismamizda kalp yetmezligi
belirteci olarak kullanilabilecek sol ventrikiil ejeksi-
yon fraksiyonlar1 (¢caligma grubu; 51.1+10.4, kontrol
grubu; 52.1£10.1, p=0.79) acisindan farklilik izlenmedi.
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Ote yandan hastalarin NYHA fonksiyonel kapasiteleri
(calisma grubu; 2.5+0.5, kontrol grubu; 3.2+0.4,
p=0.49), sol ventrikiil diyastol sonu caplar1 (¢aligma
grubu; 51.1+8.4, kontrol grubu; 49.1+8.6, p=0.53) ve sol
ventrikiil sistol sonu c¢aplar1 (calisma grubu; 32.8+7.6,
kontrol grubu; 32.6+9.7, p=0.96) arasinda istatistiksel
farklilik kaydedilmedi. Bir bagka ifadeyle apoptotik
son noktada, elde edilen sonuclar1 etkileme potansiyeli
olan kalp yetmezligi faktorii agisindan gruplar arasinda
farklilik yoktur.

Apoptotik siirece miidahale etmeyi amaclayan farma-
kolojik ¢aligsmalarin, 6zellikle kalp yetmezligi ve apop-
tozis arasindaki iligkiyi irdeledigi gézlenmektedir. Bu
calismalarda en ¢ok, kalp yetersizliginde progresif sol
ventrikiil disfonksiyonunun devam eden kardiyomiyosit
kaybina bagli oldugu hipotezi iizerinde durulmaktadir.
Deneysel olarak hipoksi, renin-anjiyotensin sisteminin
aktivatorleri (Anjiyotensin-II), serbest oksijen radikal-
leri, hiicrede artmig kalsiyum yiikii ve norepinefrinin
miyositlerde apoptozisi tetikledigi gosterilmistir.”? Buna
gore Anjiyotensin-II blokerleri ya da ACE (Anjiotensin
converting enzyme) inhibitérii kullaniminin apoptozis
calismalarinda gruplar arasinda farkli diizeyde olma-
s1, elde edilecek sonuclari etkileme potansiyelinde-
dir. Bu bakis acisindan hareketle, calisma ve kontrol
grubu arasinda ACE/Anjiyotensin-II blokeri kullanimi
acisindan farklilik kaydedilmedi (calisma grubunda
8 hasta, kontrol grubunda 10 hasta, p=0.442). Ote
yandan beta-blokerlerin de iskemiyi takiben reperfiiz-
yon Oncesinde uygulandiklarinda apoptozisi azalttiklar
gosterilmistir.>® Beta-bloker, alfa-1 bloker ve antiok-
sidan etkileri olan karvedilol apoptozisi %77 oraninda
azaltirken non-selektif beta bloker olan propranololde
bu oran %39 olarak saptanmistir.”” Bu durumda beta-
bloker kullaniminin da elde edilen sonuglar: etkileme
potansiyeli vardir. Calismamizda hastalarin beta-bloker
kullanim1 agisindan da gruplar arasinda farklilik olma-
dig1 tespit edildi (calisma grubunda yedi hasta, kontrol
grubunda 14 hasta, p=0.69).

Hiicre fizyolojisi ve patolojisindeki temel rolii son
yillarda ortaya ¢ikan apoptozisin molekiiler diizeyde
anlagilmasi tedavi yaklagimlarina yeni boyutlar getire-
cektir. Apoptozisin uyarimi ve inhibisyonu, belirli kar-
diyovaskiiler hastaliklarin tedavisinde ve 6nlenmesinde
ideal bir yontem gibi goriilmektedir. Ancak klinikte
apoptozisten yararlanabilmek i¢in selektif dokularda bu
stirecin nasil baslatilabilecegi ve nasil sonlandirilabi-
lecegine yonelik yogun caligsmalara gereksinim vardir.
Caligsmadan elde ettigimiz sonuclarla AF patogenezinde
apoptozisin rolii oldugu diisiintilebilir. Bu bilginin tlize-
rinde yapilacak ileri calismalar ile sonuclar1 agisindan
onemli olan bu ritim bozuklugunun tedavisinde yeni
bakis agilar1 gelistirme potansiyeli giindeme gelebile-
cektir. Calisma grubumuzun atriyal fibrilasyonun mole-

T rkG § Kalp Damar Cer Derg 2010,18(2):106-114

kiiler temellerini aragtirmaya yonelik, hasta ile kontrol
gruplarinin daha iyi homojenize edildigi ve yiiksek
islem hacimli molekiiler tekniklerin kullanildig: aragtir-
malar1 devam etmektedir. Devam eden ileri aragtirmala-
rimiz, 1085375 proje numarastyla TUBITAK tarafindan
desteklenmektedir.

Calismanin simirlamalar:

Ilerleyen bilimsel siire¢ igerisinde hastaliklarin
patogenezlerinin tanimlanmasinda molekiiler mekaniz-
malar ve ultra striiktiirel aragtirmalar 6nem kazanmak-
tadir. Bu caligmada AF ile apoptozis arasindaki iligki
irdelendi. Calismamizda, AF’li olgularda, sag atriyal
kardiyomiyositlerde pro-apoptotik protein ifadelerinde
artis egilimi ve apoptozisin terminal belirteci olan
DNA fragmantasyonunda istatistiksel olarak anlamli
artis tespit edildi. Ancak bu calisma ile apoptozisin
AF’ye yol actig1 sonucuna ulagilamamaktadir. Atriyal
fibrilasyonda ortaya ¢ikan kronik basing ve volim
yiikiiniin, sag atriyal dokuda apoptotik siireci harekete
gecirmesi olasiligr vardir. Bir bagka ifadeyle bu calis-
ma AF’li hastalarin sag atriyal dokularinda apoptozisin
varlifin1 gostermekle beraber, apoptozis fenomeninin
AF’nin altinda yatan etyolojik nedenlerle mi yoksa AF
stirecinden sonra mi1 gelistiginin yanitini verememek-
tedir. Bu soruya yanit bulabilmek amaciyla deneysel
hayvan modellerine gereksinim vardir. Calismanin bir
diger kisitlamasi, doku 6rneklerinin sag atriyal doku-
dan alinmasidir. Atriyal fibrilasyon, birincil olarak sol
atriyumu etkileyen ritim sorunudur. Ancak ilerleyen
stire¢ icerisinde artan voliim ve basing yiikii nedeniyle
sag atriyum da patolojik stirece katilmaktadir. Sol atri-
yal doku 6rneklemesi ve 6zellikle posteriyor sol atriyal
duvardan alinacak biyopsiler ile elde edilecek verilerin
ideal oldugu yadsinamaz. Ancak, calismamizda sol
atriyal orneklemeler sadece sol atriyal orijinli trom-
boembolizmi 6nlemek amaciyla sol atriyal apendajin
baglanma endikasyonu olan hastalarda gerceklestiril-
di. Sol atriyal biyopsileri tiim calisma grubunda ger-
ceklestirmek etik nedenlerle miimkiin olamamaistir.
Sol atriyal ornekleme, KPB sirasinda diisiik de olsa
hava embolisi ve/veya sol atriyal apendajda yerlesmis
trombiisiin yerinden oynatilarak tromboemboli riskini
artirmaktadir. Bu nedenlerle teknik olarak sol atriyal
orneklemeler ancak KPB’ye girildikten sonra alinabil-
mektedir. Kardiyopulmoner bypass’a girildikten sonra
alinan sol atriyal doku 6rneklerinde de, KPB’ye bagl
olarak ortaya c¢ikan inflamatuvar yanitin AF lizerine
etkileri nedeniyle apoptozise ait bulgular1 gélgeleme
ihtimali vardir. Bu nedenle sol atriyal ornekler tize-
rinden apoptotik stire¢ degerlendirilmedi. Sonug ola-
rak, hastalar arasindaki esitligi bozmamak amaciyla,
apoptozis arastirmasi tiim hastalarda sag atriyal doku
orneklerinde ¢aligildi. Sag atriyal basing yiikiiniin
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indirekt belirteci olan pulmoner arter basinci agisindan
calisma ve kontrol gruplari arasinda fark bulunmadigi
goriildi. Bu nedenle apoptozis son noktasi acisindan
sag atriyal doku orneklemesi elde edilen sonuglari
etkilememektedir.
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