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OZET

Doktora Tezi

Kalic1 Atriyal Fibrilasyonlu ve Siniis Ritimli Hastalarda Apoptozis Iliskili Genlerin
Karsilastirmali Analizleri

Giinseli Cubukguoglu Deniz
Ankara Universitesi Biyoteknoloji Enstitiisii
Danisman: Prof. Dr. Ahmet Riichan Akar

Atriyal fibrilasyon (AF), klinikte en sik karsilagilan kalp ritim bozuklugudur ve kalp kapak
hastaliklartyla birlikte gozlenebilir. Mitral kapak yetmezligi (MY) eriskinde ikinci siklikta goriilen
kalp kapak hastaligidir. Ciddi mitral yetmezligi olan hastalarin yaklasik %70’inde patogenezden
bagimsiz olarak AF eslik etmektedir. Yakin ge¢miste medikal ve cerrahi yontemlerde saglanan
asamalara ragmen Ozellikle kalict AF’lu olgularda klinik sonuglar tatmin edici diizeyde degildir.
AF ile miicadelede yeni tedavi yaklasimlarinin bulunabilmesi hiicresel ve molekiiler
mekanizmalarin 6grenilmesi ile miimkiin olacaktir. AF’lu hastalarda siniis ritminin geri donmesi ve
idamesi mortalite, morbitide ve saglik bakim giderlerini azaltilmasina biiyiik katkida bulunacaktir.

Bugiine dek AF’un global molekiiler analizine dair farkli ¢aligmalar yapilmistir. Ancak bu
caligmalardaki en biiyiilk sorun, heterojen gruplarla yapilan, kompleks hastaliklarin arastirildig:
yliksek islem hacimli ¢aligmalarda karsilasilan giiriiltiiniin, sonuglar iizerine golgeleyici etkisinin
olmasidir. Heterojen bir patoloji olan AF’u, mikrodizin gibi yiiksek islem hacimli bir yontemle
arastirirken etiyoloji ve kontrol grubu agisindan homojen 6rneklerin segilmesi gerekmektedir. Bu
nedenle AF’un molekiiler patofizyolojisinin arastirildigi bu tez caligmasinda hasta ve kontrol
gruplari son derece homojen tutulmaya ¢aligilmigtir.

Bu tez caligmasi kapsaminda dejeneratif mitral yetmezligi olan 15 kalict AF ve 15 siniis ritimli
hastadan operasyon sirasinda 6rneklenen sag ve sol atriyum dokularinda (n=60) transkriptom boyu
(54675 transkript) Kkarsilagtirma yapilmigtir. Buradan saglanan veriyle gerceklestirilen
biyoinformatik analizlerle gruplar arasinda farkli ifade edilen gen setleri belirlenmistir. AF
grubunda 213 genin ifadesinin istatistiki olarak anlamli diizeyde degisim gdosterdigi tespit
edilmistir. Bu genler i¢inde CACNA1G, CSRP3, GNAO1, KCNJ18, CHL1, COL21A1, COL28A1,
COLQ, FGFI1, SLC1A3, VIT, ANGPTL2, BMP7, NPPB, TNNI1, CACNB2, GJC1, KCNK3,
ATP1B4, SNX22, PRKARIA, DNAJA4, BNIP3, FASTKD1, DAPK2, GADD45, BCL6, KLF10,
NTRK2, AKAP3, AKAP6, ADAMI11 gen ifadelerindeki degisim 6zellikle dikkat ¢ekicidir. Farkli
ifade olan genlerin fonksiyonel anotasyonlari ve yolak analizleri ile kalict AF’la paralel olarak
degisen yolaklar tespit edilmis ve bu yolaklardaki degisiklige sebep olan tetik genler irdelenmistir.
Bu ¢alismayla kalic1 AF’na molekiiler diizeyde transkriptom ebadinda bakis saglanmistir. Ayrica
AF siirecine apoptozis mekanizmasinin karistig1 bilindiginden, fibrile atriyal miyokardda apoptozis
incelemesi  gerceklestirilmistir.  Ayni1  hastalardan alman doku kesitlerinde apoptozis
immiinohistokimyasal degerlendirilmis, morfolojik inceleme amaciyla gegirmeli elektron
mikroskobik arastirma gergeklestirilmigtir. Bu aragtirmalarda hiicre 6liimiine isaret eden morfolojik
farklilagsmalarda apoptozisle birlikte otofajinin de rolii dikkat ¢ekmistir.

Gergeklestirilen arastirmalarin tiimii birlikte degerlendirildiginde AF patogenezinde sorumlu olan
yeni molekiiler yolaklar tanimlanmistir. Bu tez kapsaminda elde edilen veriler, AF’un molekiiler
mekanizmalarimin arastirildig ileriki ¢alismalara temel olusturacaktir.

2013, 131 sayfa
Anahtar Kkelimeler: Atriyal fibrilasyon, Dejeneratif mitral yetmezligi, Transkriptom analizi.
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ABSTRACT

Ph.D. Thesis

Comparative Gene Expression Profile Analysis of Apoptosis Related Genes Between
Patients with Permanent Atrial Fibrillation and Normal Sinus Rhythm

Giinseli Cubukguoglu Deniz
Ankara University Biotechnology Institute
Supervisor: Prof. Dr. A. Riighan Akar

Atrial fibrillation (AF) is the most common cardiac arrhythmia seen in clinical practice and can be
associated with valvular heart disease. Mitral valve regurgitation (MR) is the second most common
valvular heart disease encountered in adults. Overall, 70% of the patients with severe MR are
associated with AF independent from pathogenesis. Despite the recent advances in medical and
surgical therapeutic strategies particularly in permanent AF patients, successful results still could
not be obtained. Understanding the cellular and molecular mechanisms of AF is essential for the
development of new-targeted therapeutic interventions. Recovery and maintenance of sinus rhythm
would reduce mortality, morbidity, and health care expenditure costs.

To date, there has accumulated a variety of studies dissecting the molecular mechanisms of AF.
The main issue, which overshadows these studies, is the noise that arises in high-throughput
analyses, that is a consequence of utilizing heterogeneous groups in investigating complex diseases.
While investigating AF -a heterogeneous pathology- by way of a high-throughput method such as
microarray, etiology of the subject group and the homogenous selection of the control group is of
utmost importance. In light of these important focus points, subject and control groups were
selected meticulously to ensure a high level of homogeneity for the present thesis study.

The aim of this dissertation was to compare left and right atrial gene expression profiles in patients
with degenerative MR and permanent atrial fibrillation (n=15) with degenerative MR and sinus
rhythm (n=15). In brief, sixty human atrial samples were analyzed transcriptome wide by
microarray analysis representing 54.675 transcripts. Through the span of the study, advanced
bioinformatic analyses were performed on the gene expression data in order to spot the genes that
have differential expression levels. Functional annotations and pathway analysis of differentially
expressed gene sets were performed. 213 genes were differentially expressed between AF and sinus
rhythm patients. Most remarkable genes were CACNA1G, CSRP3, GNAOI1, KCNIJ18, CHLI,
COL21A1, COL28A1, COLQ, FGF1, SLC1A3, VIT, ANGPTL2, BMP7, NPPB, TNNII,
CACNB2, GIC1, KCNK3, ATP1B4, SNX22, PRKARI1A, DNAJA4, BNIP3, FASTKDI1, DAPK2,
GADD45, BCL6, KLF10, NTRK2, AKAP3, AKAP6, ADAMI11. Target genes in the pathways
involved in AF process were discussed. Apoptosis was also evaluated in fibrillating atrial
myocardium and compared to controls. Immunohistochemistry of the protein families that function
in the apoptotic pathways and morphological analysis of electron microscopy investigation were
performed. Electron microscopic evaluations revealed morphological differentiations in the AF
group, an indication of the existence of programmed cell death, which proves that there is an
inclination towards apoptotic, processes as well as autophagy.

The evaluation of the overall outcomes of this study presents new molecular pathways that might
be responsible for the pathogenesis of atrial fibrillation. Data acquired from the present finalized
study is going to constitute a new ground for the following studies.

2013, 131 pages
Keywords: Atrial fibrillation, Degenerative mitral regurgitation, Transcriptome analysis.
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Biricik kardesim Murat Faik Cubuk¢uoglu 'na ithafen,

Bu tez calismasinda dejeneratif mitral kapak yetmezligine eslik eden atriyal fibrilasyonun
etiyopatogenezinde etkili olan molekiiler mekanizmalar iizerine yogunlasilmistir. Atriyal
fibrilasyon; klinikte en sik karsilagilan, yasam kalitesini diisiiren kalp ritim bozuklugudur.
Bu ritim bozukluguna neden olan hiicresel ve molekiiler mekanizmalar tam olarak
aydinlatilabilirse tedavide kullanilabilecek daha etkin hedef gen/protein/molekiiller

belirlenebilecektir.
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Cumaogullari, Alp Aydos, Funda Demirsoy, Ali Emre Akpinar, Reza Dastouri, Mehmet

Korkmaz’a ¢ok tesekkiir ederim.

Doktoram sirasinda gecirdigim zor zamanlar1 atlatmami saglayan ¢ok degerli hocam Prof.
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1. GIRIS

Endiistrilesme ile 6liim nedenlerinde onemli degisiklikler olmus, 1950’lerde mortalitenin
ardindaki en ciddi sebepler olan niitrisyonel ve enfeksiyoz nedenler giinlimiizde yerini
dejeneratif hastaliklara (kardiyovaskiiler hastaliklar ve kanser gibi) birakmistir. Diinya
Saglik Teskilat’'nin 1999 raporuna gore Oliimlerin % 28-34’linii (erkek ve kadin)
kardiyovaskiiler hastaliklar olusturmaktadir. Giiniimiizde kalp yetmezliginin epidemik
boyutlara ulastifi, kalp ve damar hastaliklarinin bir numarali 6lim nedeni oldugu
gbzlenmektedir. ABD’de 2004 yilinda tiim oliimlerin % 36.3°1 (871.517) kalp ve damar
hastaliklarina bagl olarak gelismis, diger bir ifadeyle her 2.8 6liimden biri kardiyovaskiiler
hastaliklara baglanmistir. Yalnizca ABD’de 79,4 milyon eriskinde (3 eriskinden biri) bir
veya daha fazla kalp-damar hastalig1 gelismistir. 18 yasin {izerindeki Amerika’lilarda 72
milyon hipertansiyon, 15,8 koroner kalp hastaligi, 7.9 milyon miyokard infarktiisii, 8,9
milyon angina pektoris, 5,2 milyon kalp yetmezligi ve 5,6 milyon inme vakasi 2004 yili

itibari ile tespit edilmis bulunmaktadir.

Atriyal fibrilasyon (AF) en sik goriilen siirekli kardiyak aritmidir. Endiistrilesmis
tilkelerde gelecek 50 yil i¢inde bu ritim bozuklugundan etkilenen niifus sayisinin iki katina
cikacag1 ongoriilmektedir. Tan1 ve tedavideki ilerlemelere ragmen, AF halen 6nemli bir
mortalite ve morbidite nedeni olmaya devam etmektedir. Tiim toplumda % 1 oraninda
goriilen AF’un ortaya ¢ikma siklhigi yasla artmaktadir. 65 yas {izerindeki popiilasyonda
goriilme siklig1 % 5 dolayindadir.

AF yalnizca hastalar iizerinde ciddi saglik sorunlari yaratmakla kalmaz ayni zamanda
meydana getirdigi ciddi sonuglar1 nedeniyle saglik sistemi iizerine dnemli bir ekonomik
yuk getirir. Artmig morbidite ve mortalite ve gerekli tedavi girisimleri nedeniyle AF un
saglik harcamalari iizerine dnemli etkisi vardir. Ingiltere’de 600.000’den fazla AF hastasi
bulunmaktadir ve bunlarin sisteme maliyetinin 459 milyon pound civarinda oldugu tahmin
edilmektedir. Bu rakam Ingiliz ulusal saglik biitcesinin % 1’ini olusturmaktadir.
Ulkemizde AF’un olusturdugu ekonomik yiikle ilgili maliyet analiz ¢alismalar1 maalesef

bulunmamaktadir.

Inme, AF’un en ciddi komplikasyonudur. Kapak hastaligi olmadan gelisen AF, inme
riskini 3-5 kat artirmaktadir. Framingham Kalp Calismasi yeni baslangicli AF’lu hastalarda

inme riskini belirleyen baz1 unsurlar ortaya koymustur (1). Bu ¢alismaya gore yas, kadin



cinsiyet, sistolik kan basincindaki yiikseklik, diyabet ve daha onceki inme veya gegici
iskemik atak Oykiisiiniin varlig1 énemli risk unsurlaridir. AF hastalarinin yasadigi inmeler
genellikle fibrilasyonu olmayanlara gore daha agir klinik tablolarla seyretmektedir. Bu
hastalarda daha 6liimciil ve morbid inmeler gozlenir. Biling durumu daha zayiftir, kortikal
defisit daha fazladir ve yataga bagimli kalma oran1 daha siktir. AF’lu hastalarda inme niiks
orani da yine daha fazladir. AF’da inmenin esas sorumlusu olarak, kanin atriyumlar i¢inda
staza ugramasi sonucu Ozellikle sol atriyal appendikste olusan trombiis kaynakli
kardiyoemboliler gosterilmektedir. Ne var ki AF hastalarinin tamaminda inme

kardiyoemboli kaynakli degildir.

AF’u bulunan hastalarin yasam kalitesi normal sinus ritmindekilerie gore belirgin olarak
diisiiktiir. Bu hastalar fiziksel, sosyal, zihinsel ve duygusal agidan ve de fonksiyonel
kapasite bakimindan diger hastalara gére daha zayiftir. Semptomatik olmayan hastalarin
bile saglik durumlarimi kotii hissettikleri ve yasamsal tatminlerinin  azaldigi

gozlemlenmistir.

Framingham Kalp Calismasinda, AF’un bagimsiz olarak mortalite ile iliskili oldugu
gosterilmistir (1). AF un bazi klinik durumlarda da mortaliteyi artirdig1 gézlenmistir. Akut
koroner sendromlar, konjestif kalp yetmezligi, koroner arter bypass cerrahisine alinan
hastalar ve 6zefajektomi yapilan hastalarda AF olusmasi mortalite ile iliskilidir (2, 3). Lone
AF’un mortalite ile iligkisi tartismalidir. Mortalite ve morbidite ile ilsikisi olduguna isaret

eden ¢alismalar olmakla birlikte bulgularin istatistiksel anlamlilig1 sinirhidir.

Bu ritim bozuklugu; ataklar halinde ortaya ¢ikan ve ¢ogunlukla kendiliginden sonlanan
aralikli (paroksismal) AF, kendiliginden sonlanmayan ve ilag ya da elektriki
kardiyoversiyonla sonlanan inat¢1 (persistent) AF, ila¢ ya da elektriki kardiyoversiyonla
geri dondiiriilemeyen kalic1 (permanent) AF olmak iizere ii¢ alt gruba ayrilmistir. Mitral
kapak cerrahisine alinan hastalarin % 60-84’iinde kalict AF bulunmaktadir. Bu hastalarda,
aritmi cerrahisi yapilmaksizin yalnizca mitral kapaga yonelik miidahaleler sonrasi siniis
ritmine donme oranlar1 ancak % 15-21 diizeylerindedir. Kalic1 AF hastalarina farmakolojik
ve elektrik akimlariyla yapilan kardiyoversiyon ¢ogunlukla etkisiz oldugu i¢in, bu ritim
bozuklugunun kalic1 olduguna inanilir. AF’un acik kalp cerrahisi sonrasinda devamina
neden olan risk faktorleri arasinda; hastanin yasi, AF’un bir yildan fazla stiredir bulunuyor
olmasi, sol atriyum g¢apmin 5 cm’den fazla genislemesi ve etiyolojide romatizmal kalp

hastaliginin bulunmasi siralanabilir.



AF, cok uzun yillar iyi huylu bir aritmi olarak algilanmis, bu nedenle hastaligin
etiyopatogenezine yonelik aragtirmalar ve tedavi se¢enekleri kisith kalmistir. Ancak yakin
tarihte yapilan ¢alismalar AF’un inme ihtimalini 6 kat, kardiyovaskiiler sebeplere bagl
mortaliteyi de iki kat artirdigin1 gostermistir. Boylece AF un aslinda iyi huylu bir aritmi
olmadig1 ve hemodinaminin bozulmasina neden oldugu kesinlik kazanmistir. AF’un devam
etmesi nedeniyle ortaya ¢ikan hemodinamik bozukluklar: 1. azalmis diyastolik dolus
zamani, 2. atriyal kontraksiyonun kalp debisine olan katkisinin ortadan kalkmasi, 3. uzun
donemde atriyal kardiyomiyopati gelismesi, 4. tromboembolik komplikasyonlar, seklinde
siralanabilir. Her ne kadar AF uzun yillardan beri tanimlanmis bir patoloji olsa da, bu
hemodinamik bozukluklara sebep oldugunun aciga c¢ikmasiyla AF etiyopatogenezinin

aydinlatilmas1 6nem kazanmustir.

AF cogunlukla mitral kapak hastaliklarina eslik etmektedir. Mitral kapak yetmezligi (MY),
aort darligindan sonra ikinci en sik goriilen kalp kapak hastaligidir. MY’ ne neden olan
hastaliklar arasinda baslica dejeneratif, inflamatuvar (romatizmal), iskemik, infektif
(endokardit), konjenital, travma gibi etiyolojiler yer alir. Gelismekte olan {ilkelerde
cocukluk c¢aginda gecirilen akut eklem romatizmasinin sekeli olarak MY ortaya
cikabilirken (romatizmal MY), gelismis iilkelerde mitral kapagin miksamatoz
dejenerasyonu (dejeneratif MY) en sik karsilasilan etiyopatolojik nedendir. Cocukluk
caginda gelisen romatizmal atesin sonucu olan romatizmal kalp hastalifinin sikligi,
gelismis ve baz1 gelismekte olan iilkelerde 1970’11 yillardan beri carpici sekilde azalmas,
nadir rastlanan hastaliklar arasina girmistir. Ancak iilkemizde hala kiiclimsenmeyecek
boyuttadir. Ortalama % 50 romatizmal ates olgusunda kardiyak tutulum gelisebilecegi
ger¢egi durumun Onemini daha arttirmaktadir. Romatizmal kalp hastalifinin en sik
goriildiigii 15-64 yas kesimine iliskin ntifusumuz, 1990 ile 2003 yillar1 arasinda % 37 kadar
artmistir. Sosyoekonomik diizeyle ters iliski gosteren hastalik prevalansinin iilkemizde
yavas yavas azaldigi diisliniilebilir. Bu gozlemleri dikkate alarak yapilacak bir tahmin,
halkimizda 200 bine yaklasan bir yurttas kitlesinde romatizmal kalp hastalig1 bulundugu
yoniinde olup, oniimiizdeki 10 yilda giderek azalacagi varsayilabilir. Romatizmal kalp
kapak hastaliklarindaki azalmaya karsilik dejeneratif etiyoloji rdlatif olarak 6n plana
cikmaktadir. “Floppy mitral kapak™, “miksomatoz mitral kapak” ve “dejeneratif mitral
kapak hastalig1” ayn1 patolojik spektrumun farkli evreleri olarak tanimlanabilir. A.B.D. ve
Avrupa’da mitral kapak cerrahisi gerektiren MY 'nin en sik nedeni dejeneratif mitral kapak
hastaligidir. Ulkemizde de sosyo-ekonomik gelismeyle birlikte, siklik acisindan
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romatizmal MY yerini dejeneratif etiyolojiye birakmaya baslamistir. Ugiincii sirada
gozlenen iskemik MY ise, ciddi koroner arter hastaligi veya akut miyokard enfarktiisii

sonrasi kalbin bolgesel ya da global kasilma bozukluguna ikincil olarak gelisir.

Primer patoloji ne olursa olsun, MY olan hastalarda temel fizyolojik anormallik sol
ventrikiiliin atim voliimiiniin bir kisminin sol atriyuma geri kagmasidir. Bu durum azalmig
ileri kan akimina ve yiikselmis sol atriyum basincina, sonugta da pulmoner konjesyon ve
sol ventrikiiliin voliim yiiklenmesine neden olur. MY ilerledikge, sol atriyum boyutlar1 da
genisler. Sol atriyumun genislemesi atriyal aritmilere ve sonugta AF gelisimine neden olur.
Hastalik yillar boyunca iyi tolere edilir ancak sonrasinda sol ventrikiil fonksiyonlar1 da
etkilenerek sol kalp yetmezligi ile sonuglanir. MY olan hastalar, bu patolojik hemodinamik
stirece karsi ¢esitli savunma mekanizmalar1 gelistirerek MY 'ni uzun siire tolere edebilirken,
belirli bir siire sonunda gelisen AF semptomlarin agirlasmasina yol acar. Yapilan bilimsel
caligmalar, basing ve voliim ytikii nedeniyle genisleyen sol atriyal ¢apin (siklikla 5 cm’nin

tizerine ¢ikmasi) AF i¢in belirgin bir yatkinliga yol agtigin1 gostermistir.

AF’un etiyolojisini ortaya ¢ikarmayi amaglayan caligmalar, ¢ogunlukla elektrofizyolojik
arastirmalardir. Bu  elektrofizyolojik  arastirmalarla, kardiyak ileti  sisteminin
haritalanmasma yonelik gelistirilen teknikler sayesinde, AF’un radyofrekans, lazer,
mikrodalga, kriyotermi veya yiiksek-yogunluk odakli ultrason gibi ¢esitli enerji kaynaklari
kullanilarak ablasyonla tedavisi giinlimiizde miimkiin hale gelmistir. Ayrica antikoagiilan,
antiaritmik ve hiz kontroliinii saglayan ajanlarla medikal tedavisi de yapilmaktadir. Ancak
bu tedavilerle siniis ritmine donme ve idamesinin saglanma basaris1 ancak % 80
diizeylerinde kalmistir. Birgok AF hastasi emboli disinda hemodinamik dengesizlik,
carpint1 ve baygimlik gibi sikayetlerin yani sira uygulanan farmakolojik tedaviye bagh
olumsuzluklardan da etkilenmektedir. Antikoagiilasyon ile tromboembolik olay siklig
azalirken, serebral hemoraji riski 3 kat artmaktadir. AF hastalari, bu nedenlerle AF un
yasam kalitesi iizerindeki olumsuz etkilerine maruz kalmaya devam etmektedir. Hastaligin
patogenezinin hiicresel ve molekiiler seviyede aydinlatilmasi ve AF’un hangi tetik gen ve
yolaklar iizerinden gelistiginin tespit edilmesi gerekmektedir. AF etiyopatogenezinin
hiicresel ve molekiiler seviyede arastirilmasinin hedeflendigi caligmalar ancak son

zamanlarda giindeme gelmistir.



2. KURAMSAL TEMELLER

2.1. KALBIN ANATOMIi VE ELEKTROFIZYOLOJiSi

2.1.1. Kalbin Normal Calismasi

Insan kalbi iistte iki atriyum altta iki ventrikiil olmak iizere dort odaciktan olusmustur.
Esasen kalbin pompa giiclinii saglayan odaciklar ventrikiillerdir; ventrikiiller arasinda da
pompa giiciiniin biiyiik boliimii sol ventrikiil tarafindan gergeklestirilir. Atriyum ve
ventrikiiller eszamanli ve ardisira kasilarak uyumlu calisirlar. Her kalp atiminin basinda,
sol atriyumda yerlesmis 6zellesmis bir odaktan ¢ikan elektriksel sinyal tiim kalbe yayilarak
miyokardin kasilmasmi saglar. Once atriyumlar kasilarak acik olan kapakciklardan
ventrikiile dogru kani iter. Daha sonra elektriksel uyar1 ventrikiil kasina dogru ilerlediginde,
ventrikiillerin kasilmasini saglayarak kani, kalpten akciger ve tiim viicuda dogru
yonlendirir. Ventrikiiller kasilirken atriyumlar gevseyerek kanla dolar ve sonraki atimin

baslamasina olanak saglar.

Sol common karotid arter
Sol subklavyen arter

Brakiosefalik trunk

Siiperiyor vena cava

Sag Aorta

pulmoner

Sol pulmoner arterler
arterler

Ana pulmoner arter
Sag pulmoner Sol pulmoner venler

venler .
Sol atriyum

Sag atriyum Semilunar kapaklar

Atriyoventrikiiler
Atriyoventrikiler (mitral) kapak

(triklispid) kapak

< .
orda tendinea Sol ventrikiil

Sag ventrikiil

inferiyor vena cava
y Septum

Sekil 1: Kalbin anatomisi (4)



Her ventrikiilde kanin geri kagisini 6nlemek tlizere giris ve ¢ikis kisminda birer kapakgik
bulunur. Atriyumlar ile ventrikiiller arasinda ve ventrikiillerin ¢ikisinda birer tane olmak
iizere kalbin i¢inde 4 tane kapak vardir (Sekil 2). Sagdaki atriyum ve ventrikiilii trikiispit
kapak ayirirken soldaki bosluklar1 mitral kapak ayirmaktadir. Kalbin sol ventrikiiliiniin
bitimi ile kalpten ¢ikan ve insanin en biiyiik atardamari olan aort damarinin baslangici
arasinda aort kapagi bulunmaktadir. Benzer olarak pulmoner kapak sag ventrikiil ile
pulmoner ven arasindadir. Mitral kapak; sol atriyum ve sol ventrikiilii birbirinden ayiran,
iki yaprakg¢iktan olusan kalp kapak¢igidir. Mitral kapak fonksiyonunda; kapakegiklarin yan
sira kalbin fibr6z iskeleti, subvalviiler yapilar olan korda tendinealar, papiller kaslar, atriyal
ve ventrikiiler duvar hareketlerinin 6nemli rolii vardir ve bu birimlerin hepsi birlikte

fonksiyonel bir iinite olarak ¢alisirlar.

Aort
kapak
(kapali)

1 Pulmoner
r kapak
® ;_, a (kapah)
N~
i Y

<

Pulmoner

Sag

g. arterler
atriyum
Pulmoner
venler Trikdispid

Mitral kapak

Mitral
o kapak K
kapak (agik) fagi)
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kapak
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Sol
ventrikl

Korda
tendinea
Sag interventrikiiler
ventrikal septum

Trikuspid
kapak
Mitral kapak (kapali)

(kapali)

Sekil 2: Kalp kesitinde kapaklarin gériiniimii (5)

Normal bir dolasimda viicuttan toplanan kirli kan 6nce sag atriyuma gelir. Buradan sag
ventrikiile bosalir. Sag atriyumun kasilmasi bu bosalmaya yardim eder. Sag ventrikiiliin
kasilmasiyla kan oksijenlenmek {izere akcigerlere gonderilir. Akciger dolasimini

tamamlayan temiz kan sol atriyuma gelir ve buradan sol ventrikiile bosalir. Sol atriyumun
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kasilmast bu bosalmaya yardim eder. Son olarak sol ventrikiiliin kasilmasiyla da

oksijenlenmis kan viicuda pompalanir (Sekil 3).

6: Oksijenlenmis kan
aorta ile dokulara
gonderilir

1: Sag atriyuma
vendz donls

2: Venoz akim
sag ventrikile ulasir

KARDIYAK SIiKLUS

3: Venoz kan pulmoner
5: Oksijenlenmis kan sol 4: Akcigerlerde oksijenlenen kan arterle akcigerlere
ventrikile ulasir sol atriyuma déner gonderilir

Sekil 3: Kardiyak Siklus (6)

2.1.2. Kalbin Ileti Sistemi

Kalbin i¢inde yaygin bir sinir ag1 seklinde 6zel bir ileti sistemi mevcuttur. Kalp kasilmasi
sag atriyumun ist kisminda yer alan ve sinoatriyal (SA) diigliim olarak adlandirilan
Ozellesmis, kendiliginden impuls iiretebilen (pacemaker) bir hiicre grubunun c¢ikarttig
elektriksel uyarilar (impulslar) ile baslar. Buradaki otoritmik hiicreler, siirekli olarak uyari
iiretirler. SA diigiimden ¢ikan uyarilar her iki atriyuma yayilarak atriyumlarin kasilmasini
saglarlar. Bu sirada ventrikiiller gevsemis durumdadir. Bu uyarilar sag atriyum ile
ventrikiil bileskesinde bulunan ve atriyoventrikiiler (AV) diigiim adi verilen bolgeye gap
junctionlar araciligiyla ulasirlar. AV diigiim ve bunun devamindaki His demeti, atriyumlar
ile ventrikiiller arasindaki tek elektriksel baglantidir. AV diiglime gelen uyar1 burada bir
siire bekletilir ve daha sonra ventrikiile gec¢isine izin verilir. Daha sonra 6zellesmis ileti

yollarina impulsun tasinmasi sayesinde her iki ventrikiilde kasilma baglar. AV diiglimdeki
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0,1 saniyelik bu gecikme, atriyumlarin kasilmasi sonlandiktan ve ventrikiillere dolus
tamamlandiktan sonra ventrikiillerin kasilmasini saglar. Ayrica AV diiglim atriyumlardan
belirli bir hizin {istiinde gelen uyarilarin ventrikiillere gegisini engelleyerek bir filtre islevi
de iistlenir. Impuls AV diigiimden sonra His demetine, daha sonra His demetinin sag ve sol
dallarina gecerek sag ve sol ventrikiil kasindaki Purkinje liflerine ulasir (Sekil 4). Atriyum
sistolii ile atriyumlarin i¢indeki kan ventrikiillere, ventrikiil sistolii ile de ventrikiillerin
icindeki kan aort ve pulmoner arter icerisine pompalanir. Kalbin bu sekilde normal

calismasi “siniis ritmi” olarak adlandirilir.

Sinoatriyal
(SA) nod

Sol atriyum
Atriyoventrikiiler

(AV) nod

Atriyoventrikiiler

(AV) demet/ Sol ventrikiil
His demeti
His demetinin sag
ve sol dallan

Fiberleri Apex

Sekil 4: Kalbin ileti sisteminde otoritmik hiicrelerin yerlesimi (7)

1: SA nod. Sag atriyum duvarinda yerlesmistir. En hizli depolarize olan uyar1 yapici
(pacemaker) hiicrelerdir. Kalbin karakteristik siniis ritmini olusturur. Depolarizasyon
basladiktan sonra, depolarizasyon dalgas1 gap junctionlar aracilifiyla atriyumun her yerine
yayilir. 2: AV nod. Trikiispit kapak yakininda interatriyal septumda yerlesmistir. impuls
iletimini yavaglatmak (0.1 s) ve atriyal kontraksiyonun tamamlanabilmesi i¢in AV nod
fiberlerinin caplar1 daha kiiiiktiir. 3: His demeti. Sag ve sol dallar. Inferior interatriyal
septumda yerlesmistir. impuls atriyumdan ventrikiillere geger. Gap junctionlar yok. Kalbin
apexine dogru gider. 4: Purkinje fiberleri (lifleri). Kalbin apexinden ventrikiil duvarlarina
dogru dallanir. En gii¢lii pompalama etkisini saglamak i¢in fiberlerdeki impuls hiicre-hiicre
temasiyla ¢ok hizli hareket eder.



SA diiglim dakikada 70-80 impuls olustururken AV diigiim dakikada 40-60 impuls
olusturur. His demeti ve Purkinje lifleri ise daha diisiik hizlarda (15-40 kez/dk)
kendiliginden impuls olusturma 6zelligine sahiptir. Kalbin normal ¢alismasinda uyarilarin
ilk ¢ciktig1 yer SA diigiimdiir. Dolayistyla kalp ritmini ve hizin1 belirleyen de SA diiglimden
cikan uyarilardir. Siniis diiglimiinden ¢ikan uyarilarin siklig1 viicudun ihtiyaci ile orantili
olarak artip azalir. Yani egzersiz halindeki bir insanin kalbinin hizli atmasinin sebebi siniis

diigtimiindeki hiicrelerin daha sik araliklarla uyar1 ¢cikartmasidir.

Kalp calismasi, sempatik ve parasempatik sinir sistemi tarafindan kontrol edilmektedir.
Sempatik sinir sistemi kalp calismasini stimiile ederken, parasempatik sinir uyaranlarini
ileten vagus siniri SA digiimiin impuls iletimini yavaslatmaktadir. Kalp, SA diigiim
hiicrelerinde diizenli olarak olusan impulslarin atriyum miyokardina ve oradan sirasiyla
AV diigiim, His demeti, sag ve sol dallar ile Purkinje lif sebekesi lizerinden ventrikiil
miyokardina yayilmasi sonucu ritmik kontraksiyonlar yapmaktadir. Kalpte SA diigiim, AV
diigim ve ¢evresindeki atriyum kismi, His demeti ve Purkinje lif hiicrelerinin kendi

kendilerine depolarize olabilme 6zellikleri bulunmaktadir.

Elektrokardiyografi (EKG), kalp kasiin ve sinirsel iletim sisteminin ¢aligmasini kantifiye
edip gorsellestiren yontemdir. Normal bir EKG'de p, QRS ve T diye adlandirilan 3 dalga
ve bunlar arasinda diiz ¢izgiler vardir. P dalgasi atriyumlarin depolarizasyonunu ve
kasilmasini, QRS dalgas1 ventrikiillerin depolarizasyonunu bunlar1 kasmasimni, T dalgasi
ventrikiillerin repolarize (istirahat hali) hale gelmesini yansitir. Dalgalar arasindaki
mesafeler, dalgalarin siiresi, yiikseklikleri, sekilleri, diizenli olarak birbirlerini takip
etmelerindeki degisiklikler kalpte olabilecek yap1 veya elektriksel degisiklikler hakkinda

bilgiler verir.

EKG dalgalari; atriyal depolarizasyonu yansitan alfabetik olarak etiketlenmis P dalgasi ile
baslar. QRS kompleksi ventrikiiler depolarizasyonu yansitirken, ST-T-U dalga kompleksi
(ST segment, T dalgas1 ve U dalgas1) ventrikiiler repolarizasyonu temsil etmektedir (Sekil
5). J noktasi QRS kompleksinin bitisiyle ST segmentinin baglangic1 arasinda yer
almaktadir. Atriyal repolarizasyonun amplitiidiiniin ¢ok diisiik olmasi nedeniyle siklikla
tespit edilemez, ancak akut perikardit veya atriyal enfarktiis gibi durumlarda belirgin hale

gelebilir.
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QRS Siiresi

R _ _ Normal kalp ritmi

Atriyal [ ["Ve n’g?jkt]ler Ventrikiiler ' !
Depolarizasyon! Depolarizasyon | Repolarizasyon i A l l L l

Hizh kalp ritmi

Yavas kalp ritmi

Duzensiz kalp ritmi

E

Atriyal Ventrikiiler Ventrikiiler
aktivasyon depolarizasyon repolarizasyon

Sekil 5: EKG dalgalar iligkili elektrofizyolojik aktiviteler (8)

2.1.4. Kardiyak Aksiyon Potansiyelleri

Hiicre herhangi bir impuls ile uyarildiginda hiicre membraninin potansiyeli; iyon
konsantrasyonlarinin milisaniyeler icerisinde degismesiyle istirahat veya aksiyon
potansiyeli (AP) olarak degisir. Hiicre membraninda yerlesmis iyon kanallarindan
iyonlarin gecisiyle hiicre membrani pozitif veya negatif yiiklenebilir. Kardiyomiyositlerde
iki tip kardiyak aksiyon potansiyeli gozlenir. Birincisi olan; “pacemaker olmayan aksiyon
potansiyelleri”ne ayn1 zamanda hizli cevap aksiyon potansiyelleri de denir (non-nodal AP).
Bu tiir aksiyon potansiyeli gosteren hiicreler hizli depolarize olabilen hiicrelerdir. Atriyal
miyozitler, ventrikiiler miyozitler ve Purkinje hiicreleri gibi kalpteki pacemaker olmayan
tiim hiicreler bu tiir AP gésterirler. Ikinci tip; pacemaker hiicrelerdir ve kendiliklerinden
spontan AP olusturabilirler. Bu tipe ayn1 zamanda yavas cevap AP de denir (nodal AP).
Ciinkii depolarizasyon hizlar1 yavastir. Pacemaker hiicreler kalbin SA ve AV diiglimlerinde
yer alirlar. Bir AP tamamlandiktan sonra yeni bir AP baslayabilmesi i¢in gerekli olan

minimum siire “refrakter periyot” diye adlandirilir.
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SA nodu

Atriyal kas

AV nodu

His demeti

Sag ve sol dallar

Purkinje fiber

Ventrikil kasi
—_—————————

Sekil 6: Kardiyak hiicre tiplerinin aksiyon potansiyelleri (9)
Pacemaker Olmayan Kardiyak Hiicrelerin Aksiyon Potansiyelleri:

Faz 4: Istirahat halindeki hiicrenin membran potansiyelidir. Ventrikiiler miyokardiyumda
normal istirahat membran potansiyeli -85 ila -95 mV arasindadir. Membran {izerinde
yerlesmis olan potasyum kanallar1 tamamen acgiktir. Pozitif potasyum iyonlari hiicre digina
cikmaya baglar ve membranin i¢ yiizeyini daha negatif hale getirir. Es zamanli olarak hizli

sodyum kanallar1 ve L-tipi yavas kalsiyum kanallar1 kapalidir.

Faz 0: Bu hiicreler, bitisik hiicreden gelen uyariyla hizli depolarize olduklarinda esik voltaj
degerini (-70 mV) gecer ge¢mez hizli sodyum kanallar1 agilmaya baslar ve hiicre igine Na"
iyonlar1 girmeye baslar. Hiicre i¢i yonlii depolarize Na' akimlar1 “hizli cevap aksiyon
potansiyelleri’nin olusumundan sorumludur. Bu sirada K kanallar1 kapandig1 i¢in disari

yonlii K akimlar durur.

Faz 1: Baslangic repolarizasyonunun oldugu fazdir. Ozel tip K kanallarinin (Ky)

acilmasiyla disar1 yonlii hiperpolarize K akimi (Ig,) olur.

Faz 2: iceri yonlii yavas Ca®" kanallar1 acilmasiyla repolarizasyon gecikir ve aksiyon
potansiyelinde bir plato fazi olusur. L-tipi kalsiyum kanallar1 araciliiyla gergeklesen iceri
yonlii Ca”" hareketi membran potansiyelini yaklasik -40 mV yapar.
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Faz 3: Kalsiyum kanallarinin inaktivasyonu ve potasyum akiminin artigiyla repolarizasyon

gerceklesir.

Pacemaker olmayan hiicrelerin aksiyon potansiyelleri primer olarak hizli Na®, yavas Ca*"

ve K" akimlartyla yénlendirilir.
Pacemaker Kardiyak Hiicrelerin Aksiyon Potansiyelleri:
Nodal veya pacemaker aksiyon potansiyelleri ise 3 fazdan olusur: Faz 4, faz 0 ve faz 3.

Faz 4: Spontan depolarizasyon (pacemaker potansiyeli) fazidir. Aksiyon potansiyelini esik
membran potansiyeli olan -40/-30 mV olmasi i¢in tetikler. Membran potansiyeli -50 mV’a
ulastiginda (transient) T-tipi kalsiyum kanallari agilir. Bu kanallardan hiicre icine Ca®’
girmesiyle hiicre daha fazla depolarize olur. Hiicre membrani -40 mV oldugunda (long-
lasting) L-tipi kalsiyum kanallar1 acilir. Bunlarin acilmasiyla daha fazla Ca®" hiicre igine
girer. Pacemaker kanallarin aktive olabilmesi i¢in hiperpolarizasyon gereklidir. Faz 3’iin
sonunda membran voltaji ¢cok negatif olmazsa pacemaker kanallar1 inaktif kalir. Bu durum
pacemaker akimlarin baskilanmasina sebep olur. Hiicresel hipoksi hiicreyi depolarize
ederek faz 3 hiperpolarizasyonunu degistirerek pacemaker hizini1 diisiirmek suretiyle
bradikardiye sebep olur. Ayrica faz 4 sirasinda yavas disa yonelmis K™ akiminda da diisiis

gozlenir. K™ akimindaki bu diisiis depolarize pacemaker potansiyeline katkida bulunur.

Faz 0: Depolarizasyon fazidir. Primer olarak, faz 4’iin sonunda agilmaya baglayan L-tipi
Ca”" kanallarindan Ca®" akimlariyla depolarizasyon gerceklesir. T-tipi Ca®" kanallarindan
Ca”" ve Iy akimlar1 bu fazda sonlanir. Ca*" iyonlarmin bu kanallardan gegisi yavas oldugu

i¢in, depolarizasyon hiz1 pacemaker olmayan kardiyak hiicrelere gore cok daha yavastir.

Faz 3: Repolarizasyon fazidir. Pacemaker hiicre bir kez yaklasik -60 mV’a kadar
repolarize oldugunda bu siklus spontan olarak tekrarlanir. Repolarizasyonun sonunda,
membran potansiyeli ¢ok negatiflestiginde (-60 mV) iyon kanallar1 igeri yonlii yavas
depolarize Na™ akimlarina acilir. Bu akimlara “funny currents” denir (Ir). Bu depolarize
akimlar membran potansiyelinin spontan depolarizasyonuna sebep olur ve boylece faz 4

baglar.

Kardiyak aksiyon potansiyelindeki hizli yiikselis (faz 0) EKG’de QRS dalgasinin
baslangicina karsilik gelir (Sekil 7). Aksiyon potansiyelindeki plato (faz 2) izoelektrik ST
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segmentine, aktif repolarizasyon (faz 3) T dalgasinin olusumuna neden olmaktadir. Na"
girisini azaltarak faz 0 eg§imini azaltan faktorler (hiperkalemi, flekainid gibi) QRS siiresini
uzatirlar. Faz 2’yi uzatan kondisyonlar (amiodaron kullanimi, hiperkalsemi) QT
intervalinin uzamasma neden olmaktadir. Buna karsilik ventrikiiler repolarizasyonu
kisaltan (faz 2) dijital kullannmi veya hiperkalsemi gibi durumlar ST segmentini

kisaltmaktadir.

Dalgalarin Yayilimi

Atriyal

Test \

1mV w

Ventrikdiler

T-dalgasi

T: Ventrikller T

P: Atriyal repolarizasyon
depolarizasyol
Lead Il 4
‘ Q ST-intervali istirahatte
PQ-intervali Normal EKG
<02s QRS kompleksi: 0,06-0.11 s
Ventrikiller depolarizasyon

400 ms |

Sekil 7: Atriyal ve ventrikiiler miyozitlerin aksiyon potansiyeli ile EKG eslesmesi (10)

2.2. ATRIiYAL FIBRILASYON

Kalpte impuls olusumu veya impuls iletimindeki bozukluklar aritmilerin meydana
gelmesine neden olmaktadir. Klinikte en sik karsilasilan aritmi AF’dur. AF, bir ¢ok
kardiyak ve bazi pulmoner hastaliklarla, ¢esitli metabolik, toksik, endokrin veya genetik

anormalilerle birlikte goriiliir; insidansi yagla artmaktadir (11, 12).

14



A Normal sinis ritim

SA nod pacemaker
Kalp atigi baslatilir

Atriyumun dizenli
aktivasyonu ve

kasiin
Ventrikdillerin duzenli

ritmik aktivasyonu

Iimpulsun AV nod ve ileti
sistemi araciligiyla
ventriklllere gegmesi

EKG

B Atriyal fibrilasyon

Normal kalp atigi
AF baslamasi
hizli, dlizensiz atriyal
aktivite
Koordine olamayan
inefektif atriyal kasilma

Hizli, dlizensiz vetrikller cevap
Kasilma zayiflar

Sekil 8: Normal ritim ve atriyal fibrilasyon (13)

EKG

3

2.2.1. Atriyal Fibrilasyona Tarihsel Bakis

AF ile ilgili en eski kayit 17. ylizyilda Yellow Emperor’s Classic of Internal Medicine’de
yayinlanmistir. Bu kayit, 1628’de William Harvey’in, hayvanlarda “orikiiler fibrilasyon”
adiyla tanimladig bir hastalik ile ilgilidir (14). 1863°te Chauveau ve Marey, kalp atiglarinmi
grafik olarak kaydeden sfigmograf denilen aleti kullanarak kardiyak fizyoloji iizerine
cesitli calismalar yapmislardir ve AF’lu hastalarda nabiz izlerini takip etmislerdir (15).
Daha sonralari, diizensiz nabiz i¢in ‘‘intermission of the pulsation of the heart’” (Laennec),
‘‘ataxia of the pulse’” (Bouilland), ‘‘delirium cordis’” (Nothnagel), ve son olarak ‘pulsus
irregularis perpetuus’’ (Hering) seklinde cesitli tanimlamalar yapilmistir (16). 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 (17). Bu aym1 zamanda AF'daki diizensiz nabiz ve elektriksel kaydin
korele oldugu ilk rapordur. 1909°da kalbin {iiretti§i ¢ok kiiciik elektriksel iletileri bile
algilay1p kaydedebilen ilk pratik EKG olan “String galvanometre”nin gelistirilmesi, AF un
elektriksel dogasiyla, fizik muayene arasinda daha ileri iliskilerin arastirilmasina olanak

saglamistir.
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AF, cogunlukla mitral kapak hastaliklariyla birlikte goriilen bir ritim bozuklugudur. Jean
Baptiste Senac 1783’te “‘rebellious palpitation’’ olarak nitelendirdigi AF ile mitral darlig
(MD)’nin birbiriyle baglantili oldugunu belirlemistir (18). 1827°de Robert Adams, MD ile
birlikte diizensiz nabiz goriildiigiinii rapor etmistir (17). 1897°de James Mackenzie, MD
olan hastalarda AF sirasinda jiigiiler “A dalga”siin kayboldugunu ve hasta diizensiz bir
ritim gelistirdiginde MD'liginin presistolik {iflirlimiiniin yok oldugunu ilk kez gostermistir

(17).

Daha yeni literatiirde, MD olan hastalarin % 29’unda; MY olan hastalarin % 16’sinda AF
meydana geldigini; romatizmal etiyolojiyle MY ve MD birlestiginde insidansin % 52’ye
ylukseldigi rapor edilmistir (19).

Lewis 1909°da AF’u tanimlayan klasik “P dalgalarinin yoklugu” ve “f dalgalarinin
diizensizligi” ni gostermistir (17). 1928'de EKG kayitlarin1 ¢ogaltabilecek teknik
gelismeler olmasi sayesinde, fibrilasyondaki bir hastada EKG frekans analizleri yapilmis,
paroksismal AF’un habercisi olan atriyal siklus uzunlugu calisilabilmis ve AF'un

kardiyoversiyondan sonra tekrar edip etmedigi arastirilabilmistir (20).

AF’un altinda yatan esas mekanizma olarak ¢ok sayida odagin olusturdugu rastgele yayilan
multiple dalgalar (multiple wavelet reentry) oldugu teorisini 1960’larda Moe 06ne

3

stirmiistiir (21). Moe’nin teorisine gore; ...fibrilasyon, refrakter doku gruplari ve
adaciklar1 ¢evresinde miyokard boyunca rastgele gezinen bir dizi bagimsiz dalgacik
sayesinde siirer gider. Fibrilasyonun siirebilmesi i¢in ¢ok sayida birbirinden bagimsiz
reentran odagin birbirini izleyen her eksitasyonda pozisyon, bigim, biiyliklilk ve sayica
degismesi zorunludur. Fibrilasyon aktivitesinin yayilabilmesi i¢in kritik kiitlede bir
miyokard dokusu gereklidir. Fibrilasyonun kendiliginden sonlanmasi ortamdaki ortalama
dalgacik sayisina baghdir” (21). Moe’nun teorisi, Allessie ve arkadaslar1 tarafindan AF
sirasinda cesitli atriyal bolgelerden kayit yapilarak dogrudan test edilmis ve ¢ok sayida
birbirinden bagimsiz reentry elektrisel iletilerin varlii gosterilmistir. Fibrilasyonun devam
edebilmesi i¢in her iki atriyumda bulunmasi gereken kritik odak sayisinin 3 ila 6 arasinda
olmas1 gerektigi tahmin edilmistir. Daha sonra hem hayvanlarda hem insanlarda yapilan
caligmalar bu bulgular biiytik 6l¢iide dogrulamistir (22, 23). Bu 6nemli ¢alismalarda genel

olarak iki tip reentran eksitasyon gozlenmistir: 1) Dokunun daha 6nceden ayni odaktan

cikan dalga ile yeniden uyarildig1 “leading circle reentry”. Bu durumda reentran dalgalar
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cogunlukla stabil degil doku boyunca yer degistiren 6zellikte olurlar. 2) Yayilmakta olan
farkli bir dalga kiimesinin ¢ok kisa bir siire 6nce baska bir dalga tarafindan uyarilmis olan

bir bolgeyi yeniden uyardigi “random reentry” (22).

Yeni AF episodunun baslatilmasi i¢in; atriyumda tetikleyici anormal bir odak olan “stabil
background devre”nin onceki AF episodu sona erdiginde yenisini baglatabilecegi; AV
diiglimden veya bir aksesuar yoldan yeni bir impuls olmasi olasilig1 gibi ¢esitli agiklamalar
getirilmistir. Bugiinkii anlayisa gore, AF’un devamui i¢in kritik bir atriyal kiitleye ve {istiine
cikildiginda organize atriyal aktivitenin devam edemeyecegi kritik bir atriyal hiza ihtiyaci

vardir.

1966’da Nathan ve Eliakim, pulmoner ven (PV)’lerin proksimal tarafinin, bitisik atriyal
dokudan direk uzanan ve atriyumla elektriksel olarak eslesen bir devamlilik gosterdigini,
insan kalplerinde yaptiklar1 sol atriyum-PV baglantisin1 anlatan anatomik bir ¢alismayla
yayinlamislardir (24). Haissaguerre ve arkadaslari, baz1 AF vakalarinda, tetikleyici odaklar
olarak PV’lerin aritmojenisitesini rapor etmislerdir (25). Sol atriyumdan PV’lerin iizerine
uzanan miyokardiyal kollar aritmojenik odagin patolojik korelasyonu olarak goériilmiistiir.
1998’de PV’lerin, paroksismal AF’u tetiklemek gibi 6nemli bir rolii oldugu kabul
edilmistir. PV bolgesinin ablasyonu, bu venlerin anatomik ve elektriksel
karakteristiklerinin daha 1iyi belirlenmesini saglamistir. P dalgalarinin belli EKG
morfolojileri, paroksismal AF’u Ongorebilmektedir ve PV’leri “zanli” olarak
tanimlayabilmektedir (26). Bundan sonra, AF’un potansiyel odaklar1 olan; superior vena
cava (27), koroner siniis (28) ve Marshall veni (29) dahil atriyuma bagh olan torasik ven

yapilar kesfedilmistir.

2.2.2. Atriyal Fibrilasyonun Klinik Siniflanmasi

Klinik AF’un alt tipleri, aritmi episodunun nasil sonlandigina goére su sekilde

siniflandirilabilir (Tablo 1):

1. Paroksismal AF: Birkac giinden fazla siirmeyen ve genellikle spontan

olarak sonlanan AF atagidir.
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2. Inatq1 (Persistant) AF: Paroksismal AF’dan daha az siklikta meydana
gelen ve siniis ritme geri donmek i¢in, kendi kendine sonlanmak yerine

kardiyoversiyona gereksinim duyan AF atagidir.

3. Kalic1 (Permanent) AF: Medikal ajanlarla veya kardiyoversiyon ile tekrar

siniis ritme dondiiriilemeyen AF’dur (30, 31).

Tablo 1: AF 3P klinik siniflamasi

Paroksismal Persistant Permanent
(Aralikln) (Inatc) (Kalici)

Spontan olarak Spontan olarak
sonlanmaz, elektriki |sonlanmaz,
kardiyoversiyon veya | kardiyoversiyona
ilaclarla siklikla siklikla direnclidir
sonlanir

Mitral kapak hastaliklarinda AF’un ortaya ¢ikmasi, hastaligin meydana getirdigi patolojik
progresif degisikliklerin bir sonucu olarak meydana gelmektedir. Patolojik zamanlama
acisindan mitral kapak hastaliklarinda AF gelisimi, hasta cerrahiye alinmadan Once
olusabildigi gibi, aktive olan patolojik ritim bozuklugu siireci sonunda, operasyon sonrasi
doneme de rastlayabilmektedir. Kalp operasyonlar1 sonrasinda % 17-33 oraninda AF
gelisebilmektedir (32). Siniis ritminde olan hastalarda operasyon oncesinde baglayan gen

ekspresyon degisimleri sonucunda postoperatif AF gelisebilecegi diistiniilmektedir (33).

2.2.3. Atriyal Fibrilasyona Tedavi Yaklasimlari

AF hastalarmin tedavisi AF ile iligkili agir komplikasyonlarin Onlenmesini ve
semptomlarin azaltilmasin1 amaglamaktadir. AF ile ilgili komplikasyonlarin 6nlenmesi
antitrombotik tedaviye, ventrikiil hizinin kontroliine ve eslik eden kardiyak hastaliklarin
yeterli tedavisine dayanmaktadir. Bu tedaviler halihazirda semptomlar: hafifletebilir ancak
semptomlarin ortadan kalkmasi kardiyoversiyon, antiaritmik ilag tedavisi veya ablasyon

tedavisi ile yapilacak ilave bir ritim kontrolii tedavisi gerektirmektedir.
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AF tedavisi i¢in ilk cerrahi yaklasim 1980°de sol atriyum izolasyonuyla gerceklestirilmistir
(34). Sol atriyum igerisinde AF izole edilinirse kalbin diger kisimlari normal siniis ritimine
donebilir diye diisiinlilmiistii. Ancak kardiyak outputun diismesi, AF'nin devam etmesi ve
sistemik tromboemboli riski devam etti. Bundan bir kag yil sonra His demeti ablasyonuyla
AF’a hizli ventrikiiler cevap kontrol altina alinmaya calisildi ancak His demeti ablasyonu
tromboemboli olusumunu azaltmadi (35). Sonrasinda ilk kez bir hastada PV izolasyonu ile
birlikte atriyum igerisinde insizyonlar yapildi ve bu hasta operasyondan sonraki 5 ay
normal siniis ritminde kald1 (36). Cox ve arkadaslarinin gelistirdigi bu yéntem “cut-and-
sew maze” teknigi olarak gelistirildi ve ilk kez 1987°de uyguland1 (37). Etkili olmasina
ragmen Maze I prosediirii bazen sol atriyal disfonksiyonla sonuglandi. “Cut-and-sew maze”
tekniginin evoliisyonunda sonraki basamak Maze II prosediirii SA diigiim insizyonlarinin
cikarilmasiyla gergeklestirildi. Atriyum i¢i iletimi artirmasina ragmen, superior vena cava
kesileri gerekmekteydi. Teknigin gelisim siirecinde Maze III prosediiriinde superior vena
cava orifisine septal insizyon eklendi. Bu teknik; uzun dénem atriyal transportu ve SA
diiglim fonksiyonunun devamini, operasyon sonrasi siniis ritminin idamesini gelistirdi.
1999'da Cox ve arkadaslari, Maze III teknigini minimal invazif bir yaklasimla modifiye
ettiler. Konvansiyonel Cox Maze III prosediirii, ¢ok fazla kompleks atriyal insizyon
gerektirmekteydi. Cesitli enerji kaynaklarinin kullanima girmesiyle cerrahi insizyonlarin
yerini transmural nekrozis ¢izgilerinin olusturmasi aldi. Bu modifiye Maze IV tekniginde,
bastaki bilateral PV izolasyonu ve kutu lezyonlar1 yerine bagl lezyonlar uygulandi (38).
Damiano ve arkadaslar1 Cox Maze IV teknigini bipolar radyofrekans ablasyon (AtriCure,
Inc.; Cincinnati, OH) kullanarak yenilediler (39). Gliniimiizde radyofrekans, kritotermi gibi
alternatif enerji kaynaklarinin kullanimiyla AF ablasyonu sayesinde Maze IV ¢ok daha az
kompleks ve uygulanabilir bir hale gelmistir. AF cerrahi tedavisinde en ¢ok kullanilan

yontem Maze IV radyofrekans ablasyondur.

Kardiyak ileti sisteminin haritalanmasindaki tekniklerinin gelismesi, AF’un ablasyonla
tedavisinin basarilmasimi saglamistir (40). Bu amagcla gelistirilen ve nonfloroskopik bir
yontem olan CARTO haritalamasi; veya elektro-anatomik haritalama; lokalizasyonu
belirlemek, haritalamanin oryantasyonu ve kateter ucundan kayit alimirken eszamanl
olarak kateter ablasyonu i¢in manyetik teknolojiyi kullanir (Sekil 9). EnSite sistemi, bir
balon veya mutlielektrot array ile nonkontakt intrakaviter elektrotlariyla endokardiyal
aktivasyonu kaydeder ve aktivasyon noktalarin1 bilgisayarli elektrogramlar veya
izopotansiyel haritalar olarak gdosterir. ICE, miyokardiyal dokuda lokalize bolgeleri
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dondurarak AF’un kateterle ablasyon tedavisi i¢in kullanilan bir bagka yontemdir (41).
Ayrica AF’un odaksal RF ablasyonu i¢in 6nemli bir teknik olan manyetik rezonans
goriintiileme (MRI) yontemi ile PV anatomisi goriintiilenebilir (42). AF’un tetikleyici
odaklar1 PV’ler iizerinde yogun oldugu icin, bu bdlgenin anatomisinin ve elektriksel
islevselliginin dogru bir sekilde tanimlanmasina ihtiyag vardir. PV bolgesinin ablasyonu
cok risklidir (43), 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 imaj1 lizerine, 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 (44).
Ayrica PV anatomisi, yiiksek frekansh intravaskiiler ultrasound kullanilarak da caligilabilir.
Bu alandaki en son gelismeler; robotik cerrahi (45) ve elektroanatomik haritalamayla
kombine wuzaktan navigasyon (46) kullanimidir. Haritalama teknolojisi, ablasyon

tekniklerinin daha giivenli ve daha basarili olmasi i¢in gelismeye devam etmektedir.

Cerrahi ya da kateter ablasyon stratejileri ¢esitli hasta gruplarinda AF’un tamamen
tyilestirilmesi amaciyla gelistirilmistir. Bu hastalarin uzun vadeli izlemi, siniis ritminin
antiaritmik ilaglar ile oldugundan daha iyi korundugunu ancak, ge¢ niikslerin seyrek
olmadigini distindiirmektedir. Ardisik, “noktadan noktaya” lezyon yaratilmasinin ve tam
olmayan lezyonlara bagli muhtemel risklerin iistesinden gelmek i¢in, ideal olarak bir (veya
birkag) enerji uygulamasi ile, PV izolasyonunun saglanmasina yonelik olarak c¢esitli “tek
vurusluk™ cihazlar onerilmistir. Cogunlukla yapisal kalp hastaligi veya sol atriyumun
anlaml dilatasyonunun yoklugunda paroksismal AF’u olan hastalarda, balon teknolojisine,
veya genisletilebilir cevresel veya ag seklinde dizaynlara dayali farkli cihazlar ¢alisilmistir.
Bu cihazlar en ¢ok monopolar veya bipolar sekilde radyofrekans akimi kullanarak
calisirken, kriyotermi, ultrason ve lazer enerjisi gibi alternative enerji kaynaklari mevcuttur.
Higbir randomize ¢alisma verisi mevcut olmadigindan, “konvansiyonel” ardisik ablasyona
gore Ustiinliik gosterilmemistir. Atrio-6zofageal fistiil olusumu gibi asir1 kollateral hasara
neden olma potansiyeline sahip tiim bu cihazlarin giivenli ve basit oldugu hala

gosterilmemistir.
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Sekil 9: Navigasyon ve ablasyon (9)

A ve B CARTO-XP (Biosense Webster Inc., CA, USA) C ve D NavX-ESI (St Jude
Medical Inc., St Paul, USA) haritalama sistemleri. Ablasyon lezyonlar1 her PV etrafinda
ayri ayr1 goriiliiyor

AF’un ortaya ¢ikardigi tromboembolik komplikasyonlarin engellenmesinde birincil tedavi
Vitamin-K antagonisti olan Warfarin tedavisidir. Warfarinle hedef INR (international
normalized ratio) degeri 2.5-3.5 aralifinda tutulmasiyla major tromboembolik olay

riskinde % 64°liik bir risk azalmasi saglanilmaktadir.

AF’un baglamasindan sonraki ilk tedavi her zaman yeterli antitrombotik tedaviyi ve
ventrikiil hiz kontroliinii icermelidir. Eger nihai hedef siniis ritminin yeniden saglanmasi ve
stirdiiriilmesi ise, stirekli siniis ritmi bulunmadig siirece, hiz kontrol ilacina izlem boyunca
devam edilmelidir. Hedef, niikseden AF’un meydana geldigi zamanlarda ventrikiil hizinin
yeterli diizeyde kontrol edilmesidir. Hastanin seyrine bagli olarak, baslangigta secilen
strateji  yetersiz kalabilir ve ardindan ritim kontrol ilaglar1 veya girisimleri ile
desteklenmesi gerekebilir. Ventrikiil hizinin kontrol edilmesi icin beta-blokerler
(metoprolol, sotalal, atenolol), Ca®" kanal blokerleri (verepamil, diltiazem), digoksin,
amiodaron medikal tedavi alternatifleridir. Direngli olgularda AV nod ablasyonu
sonrasinda pacemaker implantasyonu pek istenmeyen bir tercih olsa da

uygulanabilmektedir.

2.2.4. Atriyal Fibrilasyon ve Yeniden Bicimlenme (Remodeling)

AF siklikla paroksismal formundan daha inat¢1 ve kalici formuna progresif olarak ilerler.
Hastaligin zamanla olusan bu evoliisyonu, yapisal kalp hastaliginin progresyonunun AF un
devamina izin vermesine bagli olarak meydana gelen atriyal yeniden bigcimlenmeyle
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(remodeling) aciklanabilir. Elektriksel, yapisal ve kontraktil olmak iizere 3 cesit atriyal
yeniden bigimlenme oldugu oOne siirtilmiistiir (47). Wijffels ve ark., bir ke¢i modeli
araciligiyla yaptiklar1 aragtirmanin sonucunda “Atriyal fibrilasyon, atriyal fibrilasyonu
dogurur” (atrial fibrillation begets atrial fibrillation) tezini ortaya atmislardir (48). AF un
bu dogal progresyonu, daha sonralar1 paroksismal AF olan hastalarda persistent AF
gelismesi ve hatta bu hastalarda ilerleyen siirecte permanent AF’un gelistiginin

gozlenmesiyle de kanitlanmistir.

AF ile yeniden bicimlenme sirasinda farklt zaman domeinleri mevcuttur (47, 48).
Saniyelerle dakikalar arasinda olan “kisa donem”de; iyon konsantrasyonu, pompa
aktivitesi ve fosforilasyon gibi metabolik degisimler gorilmektedir. Saatlerle giinler
arasinda gerceklesen “orta donem”, gen ekspresyon degisimleri ve kalsiyum
downregiilasyonu ile karakterizedir. Haftalardan aylara kadar siiren “uzun dénem’in
etkileri dediferansiyasyon ve miyolzis gibi hiicresel degisimleri igerir. Son olarak da kalici
AF’un dahil oldugu “cok uzun donem” aylardan yillara kadar siirer; fibrozis, yag
dejenerasyonu ve hiicre 6liimii gibi histolojik degisimlerin oldugu geri doniisiimsiiz doku

hasar1 gozlenir.

AF olusumunda ve idamesinde hem elektrofizyolojik alterasyonlarin hem de anatomik

degisikliklerin kritik etkisi oldugu uzunca siiredir bilinmektedir (48, 49).

Elektriksel yeniden bigcimlenme ile iyon kanali gen ekspresyonlarindaki degisimler
kastedilmektedir. Iyon kanallarmim gen ekspresyonlarinin degisimi; efektif refrakter
periyodununun kisalmasina ve kisa siireli hizli atriyal hizlara cevapta bile hiz
adaptasyonunun kaybedilmesine neden olmaktadir (50). Bu durum; “multiple re-entrant
wavelet”lerin ortaya ¢ikmasina ve AF’un baglamasina neden olmakta ve idamesine katkida

bulunmaktadir (51).

Sadece elektriksel yeniden bi¢imlenme edinilmis AF gelisimini tamamen agiklamaya
yeterli olmaz (52). AF ile indiiklenmis efektif refrakter periyot alterasyonlari, AF edinilmis
ve idame edilen hale gelmeden 6nce tamamen normale doner. Bu aritminin idamesinde
mutlaka bagka faktorlerin de etkisi bulunmalidir. AF idamesinin ve stabilizasyonunun

primer istirakcisi iyonik yeniden bi¢imlenmedense yapisal yeniden bigimlenmedir.

Yapisal yeniden bicimlenmenin ayirici bileseni atriyal fibrozistir. Atriyal fibrozis yeni bir

altbaslik olarak ayrica degerlendirilecektir.
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Yeniden bi¢cimlenmeyle olusan yapisal degisimler atriyal apendajin genislemesi, atriyal
kontraktilitenin azalmasi, kardiyak outputun diismesi ve pihti olusumu i¢in egilimin
artmasi olarak sayilabilir. Schotten ve ark., AF’un sonlanmasindan 48 saat sonra bile
atriyal yeniden bi¢imlenmenin devam edebildigini rapor etmislerdir (53). AF’dan bir kez
dontis oldugunda sadece atriyal refrakter periyot normale donmez, ayn1 zamanda atriyal is
indeksi ve kontraktil fonksiyon da geri doner. Atriyumun dilatasyonuyla siniis ritim AF’a
doner ve siniis ritim geri dondiigiinde atriyum tekrar normal boyutuna gelir (54). Siniis

ritmin korunmasi yeniden bicimlenme progresyonunu yavaslatabilir.

Atriyal dilatasyon, reentry akimlarin yerlesebilecegi atriyal doku miktarinin artmasi
demektir. Daha genis atriyal boyut; normal boyutlu atriyumun destekleyebileceginden daha
genis uzun dalgaboylu akimlarin yerlesebilecegi alan olugsmasi1 demektir. “Multiple circuit

reentry” olusmasinda atriyal dl¢iiler cok 6nemli ve belirleyici rol oynar (55).

Ozellikle uzun siiredir devam eden edinilmis AF’un farkli formlarda yeniden

bicimlenmelere neden olup olmadigi arastirilmaya devam edilmektedir (56).

2.2.5. Atriyal Fibrilasyon ve Atriyal Fibrozis

Fibroziste, hem kollajen sentezindeki artigla hem de dokuda mekanik yiliklenmeyle doku
hasarmin sonucunda kolajen degradasyonundaki diisiis nedeniyle ekstraselliiler matriks
(ECM) bilesiminde ciddi bir alterasyon olur (57). Interstisyal fibrozis, kardiyomiyosit
yerlesim paternini, atriyal miyosit bilesimlerini, hiicre-hiicre interaksiyonlarini ve
iletisimlerini degistirmektedir. Ayrica, atriyal dokudaki fibrozis, ektopik pacemakerlarin
gelisimine de neden olmaktadir (58). Atriyal interstisyal fibrozisin yasla (59), mitral kapak
hastaligiyla (60), dilate kardiyomiyopatiyle (61) ve miyokardiyal iskemiyle (62) arttigi
gosterilmistir. Interstisyal fibrozis iletimde gecikmelere, elektriksel impulsun alternatif
yollara yonelmesine ve “re-entrant” akimlarin sayisinin artmasina neden olmaktadir (Sekil

10) (58, 63).

AF’lu hastalarda atriyumdaki yapisal degisimler ECM’deki yapisal degisimler seklinde
gozlenmektedir. ECM baglica kollajen tip I ve tip III, fibril, fibronektin, laminin, entaktin
ve fibromodulin icermektedir. ECM igeriginin degismesi bir bagka degisle ECM yeniden
bicimlenmesi; matriks metalloproteinazlar (MMPler) ve bunlarin endojen inhibitorleri

(TIMPler) arasindaki hassas denge ile dinamik bir sekilde diizenlenir. MMPler
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fibroblastlardan, diiz kas hiicrelerinden, endoteliyal hiicrelerden ve miyositlerden salinir.
AF hastalarinda MMPler ve TIMPlerin ekspresyonlarinda degisim oldugu rapor edilmistir
(64, 65). Mekanik gerilime ugramis atriyal kardiyomiyositlerde MMP-2 ve MMP-9 protein
ifadesi ve aktivitesi yliksek bulunmustur (66). Yakin zamanda yapilan bir ¢alismada 20
SR’li ve 30 AF’lu romatizmal etiyolojili mitral kapak hastasindan alinan sag ve sol atriyal
biyopsilerde es zamanli-RT-PCR ile MMP ve TIMPlerin ifade diizeyleri 6l¢iilmiis. AF
grubu oOrneklerinde MMP-3, MMP-7, MMP-9, TIMP-1, TIMP-2 TIMP-3 ve TIMP-4
ifadeleri anlamli sekilde yiliksek bulunmus. MMPlerin ve TIMPlerin ekspresyonu ve
aktivitesinin ~ diizenlenmesi atriyal yeniden bi¢imlenmenin 6nlenmesinde hatta

gerilemesinde hedef olarak kullanilabilir (67).

Fibrotik alan

Sol atriyum genislemesi

AF’a sebep olan akimlar

Sekil 10: Atriyumda fibrozis ve AF’a neden olan akimlar (13)

Atriyal fibrozisin tetikleyicileri; renin-anjiyotensin-aldosteron sistemi (RAAS),

enflamasyon ve oksidatif strestir.

Onemli bir profibrotik molekiil olan anjiyotensin II (Ang II), kollajen iiretiminde merkezi
rol oynar. Ayrica transforme biiyiime faktorii-g1 (TGF-f1), konnektif doku biiyiime
faktorii (CTGF) ve platelet derive biliyiime faktorii (PDGF) fibroproliferatif proseste

onemli roller ustlenirler.

Yapisal yeniden sekillenme ve miyokardiyal fibrosis gelisimde ve dolayisiyla AF
patogeneizde RAAS katkis1 ¢ok fazladir (68). Atriyal fibrozisin ekstraselliiler sinyal-regiile
protein kinaz (ERK) ve anjiyotensin tip I reseptdr (AT1) aktivasyonuyla desteklendigi
kanitlanmistir (69). AF’da progresif interstisyal de§isimler mitojen-aktive protein kinaz
(MAPK) ve Ang II regiilator yolaklar iizerinden tetiklendigi i¢in RAAS, AF yeniden
bicimlenme siirecinde kritik rol iistlenmektedir. Aldosteronun bloklanmasiyla atriyal
fibrozisin geriledigi ve AF’un baskilandig1 gosterilmistir (70, 71). Kardiyomiyositlerin ve
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fibroblastlarin, parakrin ve otokrin fonksiyonlar1 kollajen iiretimine etki etmektedir.
Kardiyak fibroblastlardaki mekanik gerilme Ang II ve TGF-B1 ekspresyonlarini ve
kollajen sentezini artirmaktadir (72, 73).

Mineralkortikoid reseptor aktivitesinin yilikselmesi; MAPK sinyal yolagiin aldosteron
aracili aktivasyonunda en onemli faktor oldugu ve HL-1 atriyal hiicrelerinde bu yol
tizerinden profibrotik etki gosterdigi belirlenmistir (74, 75). Mineralkortikoid, AT1 ve
MAPK sinyal yolaklar1 etkileserek atriyal fibrotik cevabi tetiklemektedir. Mineralkortikoid
reseptOriiniin baskilanmasinin, AT1 baskilanmasiyla birlikte oldugunu ve AF olusumunu

engelledigi gosterilmistir (76).

Kiryu ve arkadaslarinin yapmis olduklar1 deneysel modellemede 6 haftalik AF sonrasinda
konnektif doku biiyltime faktorii aracili atriyal fibrozis tespit edilmistir (77). Yapilan
calismada 6 haftalik AF siirecinin kollajen 3 ve fibronektin ifadelerindeki artis aracilifiyla
ekstraselliiler matriks proteinlerindeki artisin sebep oldugu interstisyal fibrozise neden

oldugu tespit edilmistir.

Atriyal dokuda kollajen birikiminin AF patofizyolojisinde rol oynadigi bir gergektir.
Cesitli nedenlerle atriyal dokuda miyozit kaybi, atriyal dokuda kollajen birikimi ve
fibrozise neden olmaktadir (13). Reperatif fibrozis, miyozit lifleri arasinda interstisyal
fibrozisin genislemesine yol agmakta ve dejenere olan miyozitlerin yerini almaktadir (78).
Mekanik gerilmenin yol ag¢tig1 hiicre kayb1 ve birbirini takip eden etkilesimler sonrasinda
fibrozisin meydana gelmesi miyozit kaybinin hangi hiicre 6liim tipiyle olustugu sorusunu
glindeme getirmistir. Yapilan ¢alismalarda mekanik gerilme sonrasinda ortaya ¢ikan atriyal

hiicre kaybinin apoptozis sonucu olustugu elektron mikroskopisiyle gosterilmistir (79).

2.2.6. Atriyal Fibrilasyon ve Apoptozis

AF patofizyolojisinde apoptozisin etkin bir mekanizma oldugu bugiine kadar yapilan
immiinohistokimya, gen ifade analizi, protein analizi gibi ¢esitli molekiiler tekniklerin
kullanildig1 birgok calismada gosterilmistir. Bu noktada apoptozisin detaylarina girmek

gerekir.

Apoptozis; programli hiicre intihar1 olarak ifade edilir. Apoptozis; inflamatuar bir yaniti
tetiklemeden hiicre 6liimiinii kontrol eden bir sinyal kaskadinin aktiflestigi, cok iyi regiile
edilen ve evrimsel olarak korunmus, enerji bagimli bir “hiicre intihar1” programidir (80).

Bu program normal doku gelisimi sirasinda ihtiya¢ duyulmayan yapilarin uzaklastirilmasi
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ve dokunun seklini alabilmesi i¢in calisir (81). Ayrica yetiskin organizmalarda, hiicresel
hasarlara yanit olarak, hasar gormiis hiicrelerin ¢evre dokuya zarar vermeden
uzaklastirilmasi i¢in de aktive olur. Apoptozis hem fizyolojik hem de patolojik bir hiicre
Olimii seklidir. Apoptozis sirasinda, tipik olarak hiicre biiziismesi, hiicre seklinin
kaybolmasi, membran baloncuklanmasi, organellerin morfolojilerini kotumari, kromatin

degredasyonu ve niikleer fragmantasyon goriilmektedir.

Biiylime faktorlerinin azalmasi, hipoksi, oksidatif stres, DNA hasari, mitokondrilerin geri
dontistimsiliz hasari, iskemi/reperfiizyon hasar1 gibi apoptotik uyarilar sonucunda hiicrede
apoptotik sinyal kaskadi baglar. Apoptozis, 2 ayr1 evrimsel olarak korunmus biyokimyasal
yolakla meydana gelir: 1-6liim reseptorleri araciligiyla gerceklesen ekstrinsik yolak; 2-Bcl-
2 ailesi proteinleri aracilifi ile gergeklesen intrinsik yolak (82). Apoptozisin her iki
yolaginda da spesifik proteazlar olan kaspazlarin aktivasyonu ve kaspaz kaskadi ortaktir.
Kaspaz kaskadi hiicre ylizeyi reseptorleriyle aktive oldugunda ekstrinsik yolak,

mitokondriyel depolarizasyonla aktive oluyorsa intrinsik yolak hiicreyi apoptozise gotiiriir
(83).

Intrinsik yolakta, mitokondriler apoptozis igin gerekli olan enerjiyi iiretir ve sitokrom-c,
endoniikleaz G ve AIF (Apoptosis Inducing Factor) gibi proapoptotik proteinlerin
salinmasini saglar. Sitorkom-c’nin mitokondriden sitozole salinimi, Apaf-1 (Apoptotic
protease activating factor-1) aracilifiyla kaspaz-9’un aktiflesmesine neden olur.
Apoptozom, prokaspaz-9’a baglanarak konformasyonel degisim araciligi ile aktiflesmesini
yani kaspaz-9 olusumunu indiikler (84). Sitokrom-c; elektron transport zincirinde énemli
rolii olan, antioksidan savunmasinda ve intrinsik apoptosis yolaginda anahtar rolleri olan
multifonksiyonel bir proteindir (85). Embriyonik gelisim sirasinda intrinsik apoptozis
yolag1 fonksiyoneldir ve sitokrom-c olmazsa calisamaz. Apoptozisin bu yolakta devam
edebilmesi i¢in Apaf-1’in apoptozom olusumu igin aktive olmas1 gerekmektedir. Intrinsik
yolagin kritik basamagi olan mitokondriden sitokrom-c salinimi BCL2 ailesi proteinleri

tarafindan regiile edilmektedir (86).

BCL2 protein ailesinde hem pro- hemde anti-apoptotik iiyeler bulunmaktadir. Bu protein
ailesinin tiim tiyeleri, BH (Bcl-2 homology) dilimleri (domeinleri) diye bilinen 4 korunmus
bolgeyi paylasirlar (87). Pro-apoptotik proteinler olan BAX ve BAK BH3-only

proteinlerdir ve mitokondri dis membraninda por olusturmak suretiyle sitokrom-c
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saliniminda esansiyel rol {istlenirler. BAX ve BAK tarafindan baglatilan MOMP
(mitochondrial outer membrane permeabilization) prosesi, sitokrom-c ve diger ¢dziinebilir
proteinlerin sitozole salmimiyla sonuglanir (88). Sitorkom-c salinimi sirasinda BAX ve
BAK mitokondrinin fragmanlara bdliinmesini  indiikler. Coziinebilir  proteinler
permeabilize mitokondri membranindan diffiize oldugunda, kaspaz aktivasyonu tesvik
edilir. BH3-only proteinleri transkripsiyonel ve posttranskripsiyonel seviyelerde yiiksek
oranda diizenlenmektedir (89). Anti-apoptotik BCL2 proteinlerinin esas gorevleri BAX ve
BAK proteinlerinin aktivasyonuna karsi koyarak hiicrenin yasamini siirdiirmesini saglamak
ve hiicreyi ¢esitli apoptotik uyarilara karsi korumaktir (90). BCL2 ve BCL2LI1 gibi
antiapoptotik tiyeler 4 BH dilimini de igcermektedir (Sekil 11).
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Sekil 11: Apoptotik yolaklarin birlikte gosterimi (91)

FAS’in ligandina baglanmasi. Prokaspaz-8’in kaspaz-8’e doniiserek aktiflesmesi. Aktif
kaspaz-3’iin substratlarina yonelmesi. BID’in mitokondriye transportu. BCL2’nin
apoptozom olusumu igin prokaspaz-9 ve Apaf-1’1 uyarmasi. Mitokondriden sitokrom-c
salinimi. Apoptozom olusumu. Hiicrenin apoptozise girmesi.

Ekstrinsik yolak; transmembran bir protein olan ve TNF siiper ailesinin iiyesi, endojen

ligand TRAIL (Tumor Necrosis Factor (TNF)-Related Apoptosis-Inducing Ligand)

28



tarafindan aktive olur (92). Fizyolojik olarak TRAIL’in otoimmiinitede rol oynar ve
antiinflamatuvar bir etkisi vardir. Olim reseptdrleri TRAIL ile aktive oldugunda bu
reseptorler homo-trimerize olurlar. Bu trimer; FADD (Fas associated death domain), pro-
kaspaz-8 ve pro-kaspaz-10 ile birlikte DISC (death inducing signaling complex) olusturur.
Bu kaspazlarin aktive olmasi kaspaz-3’iin aktiflesmesine ve kaskadin baslamasinda ve
apoptozisle sonlanmasina sebep olur. Aktif kaspaz-8 ayrica BID (BCL2-interactin
domain)’in tBID (truncated BID) olmasina ve kaspaz-9 araciligiyla intrinsik yolagin da
aktiflesmesine neden olur. Ekstrinsik apoptotik yolagin 6nemli inhibitorleri arasinda

kaspaz-8’le yarisan cFLIP, IAPlar (inhibitor of apoptosis proteins) sayilabilir (93).

“Genom gardiyani” tabir edilen p53 tumor siipresor geni; hem intrinsik hem de ekstrinsik
apoptozis yolaklarinin ¢esitli basamaklarinda bir ¢ok apoptotik hedef geninin
indiiksiyonunu saglar. p53, iki yolakta da ¢alisan apoptotik hedef genlerini transkripsiyonel
olarak aktiflestirerek apoptozisi tetikler. Intrinsik yolakta p53; pro-apoptotik BAX, BID,
PUMA, NOXA gibi BCL2 ailesi BH3-only proteinlerini indiikler. Ayrica sitokrom-c
salinimini da tesvik eder. Ekstrinsik yolakta; 6liim reseptorii Fas (CD95) ve DRS (TRAIL
reseptor 2) ekspresyonlarini indiikler. Ek olarak, TNFSF10 (TRAIL) 6liim ligandinin ve
Fas ligandinin (TNFSF6/FasL) da eksprese olmalarini indiikler (94).

Hiicre stres altindayken membran gegirgenligi azalmaya ve yeniden bi¢gimlenmeye baslar;
bu siireci hiicre 6liimii takip eder. Sitozolik Ca*" konsantrasyonunun yiikselmesi kalpain ve

kaspaz aktivasyonu araciligiyla sitoskeleton yikimini baglatir (95).

Atriyum igerisindeki entotelyal hiicreler, fibroblastlar ve kardiyomiyositler gibi tiim
hiicreler apoptozise ugrayabilir. AF’lu insan atriyal dokularinda apoptozis oldugu
bildirilmistir (96). Siniis ritimli doku 6rneklerine gore fibrile atriyum dokularinda anlaml
farklilikta yiiksek miyolzis, niikleer degradasyon ve apoptozis oldugu bulunmustur (97).
Fas gibi apoptotik belirteclerin serum seviyeleri AF hastalarinda ytiksek bulunmustur (98).

Postoperatif AF gelisiminde miyolzisin ve apoptozisin artmasi1 dnemli belirteclerdir (99).

Apoptotik proses, AF siirecinin erken sathalarinda baslar ve atriyal yeniden sekillenmeye
katkida bulunur. Pacing-indiiklenmis hayvan AF modellerinden elde edilen veri, apoptozis
ve lokosit infiltrasyonunun aritmojenik yapisal yeniden sekillenmeden once bagladigini

gostermektedir (99).
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Yakin zamanda yayinlanan bir arastirmada kardiyak operasyona alinan hastalarda yapilan
bir calismada, preoperatif serum apoptotik belirtegleri degerlendirmisler ve postoperatif AF
ile iligkili olup olmadigini arastirmislar (100). Atriyal biyopsilerde histopatolojik inceleme
ve serumda Fas konsantrasyonunu degerlendirmisler ve sag atriyal dokuda apoptozis ve
fibrizisin saptandigi ve preoperatif serum Fas diizeyi yiiksek olan hastalarda anlamli
farklilikta postoperatif AF gelistigini belirlemisler. Bu ¢alisma apoptozisin atriyal yeniden

bicimlenme ve fibrozis iizerine 6nemli katkis1 oldugunu kanitlamaktadir.

AF sirasinda hiicresel hasarin esas sebebi bliyiik olasilikla kalp hizidir. Birgok klinik
calismada, ytiksek kalp hizi sebebiyle olusan hiicresel hasarin, medikal olarak veya katater
ablasyonla kalp hizinin kontrol alinmasi sonucu tamamen geri dondiiriilebilir oldugu rapor
edilmistir (101). AF sirasinda yiiksek kalp hizi, mekamik gerilme, hipoksi, enflamasyon ve

oksidatif stres gibi atriyal hiicreleri apoptozise gotiiren mekanizmalar bulunmaktadir (102).

AF’lu insan atriyal dokularinda ve deneysel AF modellerinde artmis programlanmis hiicre
Oliimiiniin (apoptozis) ve bu patolojik mekanizmanin sonucu olan atriyal fibrozisin
tetikleyici mekanizma olduguna dair gozlemler yapilmistir (103-105). Sistein proteaz
grubu olan kaspazlar apoptozis siirecindeki hiicrede aktive olmaktadir. AF’lu insan atriyal
dokularinda ve deneysel AF modellerinde apoptotik siliregte anahtar rolii oynayan bir
protein olarak kaspaz-3 aktivite artisi tespit edilmistir (96, 106). Bu gézlemlerden hareketle
yapilan deneysel bir calismada, kaspaz-3 aktivitesinin adenovirus aracili siRNA

yontemiyle baskilanmasi sayesinde AF gelisminin engellendigi bildirilmistir (107).

2.2.7. Kardiyak ileti Sistemi Hastaliklar1 ve Apoptozis Iliskisi

Kalpteki ileti sistemi hastaliklarinin bazilarinda apoptozis oldugu tespit edilmistir.
Afrika’da familyal olarak rastlanan progresif kalp blogu ve fatal aritmilerle seyreden Brink
Sendromu’nda SA diigiimii ve AV diigiimde selektif apoptozise bagl destriiksiyon oldugu
gosterilmistir (108). Benzer bir destriiksiyon Brugada Sendrom’lu hastalarin postmortem
histolojik incelemelerinde de ortaya konulmustur (109). Potasyum kanallarinda fonksiyon
bozuklugu oldugu bilinen uzun QT sendromu (LQTS) olan hastalarin 6rneklerinde
apoptozisi isaret eden bulgular saptanmistir (110). LQTS'lu olgulara ait SA diiglimlerinin
histolojik incelemesinde, diigiimde nekroz olmaksizin fokal noninflamatuar dejenerasyon,
lokal intranodal ve perinodal kardiyondropati bulundugu saptanmistir (111). Daha sonraki
caligmalarda LQTS’lu hastalarda pleomorfik mikromitokondrozis ve sinoatriyal hiicrelerde

apoptozis bulgular1 gozlenmistir. Tim bu sonucglardan anlasilacagi gibi fokal sessiz bir
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apoptotik odak, tipki nekrotik hiicreler gibi ileti sistemini etkileyerek aritmi veya bloklara

yol acabilmektedir.

2.2.8. Atriyal Fibrilasyon Patofizyolojisinde Enflamasyon ve Oksidatif Stres

AF patofizyolojisine enflamasyon da karismaktadir. 1997 yilinda yayinlanan bir ¢alismada
lone AF hastalarinin atriyal biyopsilerinde enflamatuvar infiltratlar oldugu gosterilmistir
(112). Ayrica hem lone AF hastalarinda hem de diger AF hastalarinda enflamatuvar
belirteglerin  serum diizeylerinin arttig1  gosterilmistir (113). Atriyal flutter ve AF
hastalarinda CRP ve I1-6 gibi enflamatuvar sitokin diizeylerinin arttig1 gozlenmistir (114).
AF hastalarinin atriyal dokularinda nétrofillerin bir bileseni olan miyeloperoksidaz
birikimi oldugu tespit edilmistir (115). Miyeloperoksidaz inflizyonunun fibrozisi
indiikledigi ve atriyal fibrozis araciligiyla AF’a sebep oldugu diisiiniilmektedir. Atriyal
yeniden bicimlenme ve enflamasyon arasinda nedensel bir iliski oldugu, atriyal
tagikardileri prednisone veya statinler kullanarak engellemeye ¢alisilan ¢alismalarda da
onerilmistir (116, 117). Ek olarak bir basing yiikii modelinde, atriyal fibroziste mast

hiicrelerinin rolii oldugu da gosterilmistir (118).

Ayrica oksidatif stres, oksidanlarin miktarindaki artis, reaktif oksijen ve nitrojen tiirleri de
AF patofizyolojisinde rol oynamaktadir (106, 119). Reaktif oksijen tiirlerinin salinimiyla
mitokondriyal disfonksiyon olmasi, Ksrp kanal aktivitesini artirarak iletim yollarini inhibe
eder ve reentran aritmilere yol agar (120). Bu nedenle yakin zamanda mitokondri hedefli
antioksidanlar ve c-Src inhibitorleri klinikte antiaritmik ajanlar olarak kullanilabilecektir.
Oksidize Ca®™ ve kalmodulin-bagimli protein kinaz II (CaMKII) Ang IlI/pacing
indiiklenmis AF’da 6nemli oldugunu insan dokularinda ve fare modeli olarak gosterilmistir.
Bu c¢alisma oksidatif stresin AF’a sebep oldugunu gosteren giiclii kanitlar sunmaktadir
(121). RAAS aktivasyonuyla indiiklenmis oksidatif stres, hiicre ici Ca*" degistirerek AF’u
indiikleyebilir. Ayrica bu durum angiotensin-converting enzim inhibitérlerinin ve

angiotensin reseptor blokerlerinin antiaritmik etkilerini de agiklamaya yardim etmektedir.

2.2.9. Atriyal Fibrilasyon ve Heat Shock Proteinler

Heat Shock Protein (HSP)’ler, protein katlanmasinda ve degredasyonunda fonksiyon
gosteren stres-indiiklenmis saperonlardir. Bu molekiiler saperonlar, yanlis katlanmis veya
katlanmamis  proteinlerin  hiicrede  birikimini  engellerler. HSPlerin  yiikselmis

ekspresyonunun kalp iizerinde koruyucu bir etkisi oldugu gosterilmistir (122). AF
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hastalarinin da sag atriyal apendajlarinda HSP27 ve HSP70 ekspresyonlarinin arttigi
belirlenmistir (123, 124). HSPlerin indiiklenmesiyle AF egiliminin ve idamesinin azaldigi,

ayrica kalbi AF’a kars1 korudugu da belirlenmistir (125).

HSP saperonlari, iskemi/reperfiizyon hasar1 sonrasinda kadiyomiyositlerde, mitokondriyal
fonksiyon ve ATP olusum kapasitesi gibi survey i¢in kritik olan olaylarda kardiyoprotektif
etki gosterirler. Ayrica katlanmamis protein gibi toksik agregasyonlar1 engelleyerek atriyal
yeniden bicimlenmeyi de Onlerler (126). HSP72 ve HSP27’nin yeni gelisen AF’un
engellenmesi ve paroksismal AF’dan persistant AF’a progresyonda geciktirici etkisi
oldugu gosterilmistir (127). HSP70 postoperatif AF olugsmasini engellemektedir.
Intraselliiler HSPlerin ekspresyonundaki artis AF’da koruyucu etki gosterirken
dolasimdaki HSPlerin AF patogenezine katkida bulundugu ileri striilmistiir. AF’da
dolasimdaki HSP seviyelerine iliskin ¢ok az veri bulunmaktadir (128).

2.2.10. Atriyal Fibrilasyonda Genetik Unsurlar

Geleneksel olarak AF’nun genetik temellerinin oldugu diisiiniilmezdi. Ancak son
zamanlarda yapilan caligmalar aritminin bazi tiirlerinin, 6zellikle “lone AF”un, genetik
temelleri oldugunu gosterdi (129-132). AF’un ailelerdeki genetik temelinin arastirilmasi,
Wolff-Parkinson-White sendromu (133) ve hipertrofik kardiyomyopati (134) gibi genetik
temelli diger aritmik patolojilerle iliskilendirilmesi ile basladi. AF ailelerinde yapilan
gozlemler, AF patogenezinde kalitilan genetik defektler olabilecegi fikrini dogurdu.
Ailesel AF i¢in ilk vaka sunumu 1936’da yaymnlanmistir (135). Ailesel AF ile ilgili bu
kadar eski bir kayit olmasina ragmen, ailesel AF prevalansi ancak son 10 yilda daha

sistematik olarak degerlendirilmeye baslanmistir.

Lone AF’lu 2 hasta serisinde sirasiyla %15 ve 38 vakada aile hikayesi oldugu bildirilmistir
(130, 131). 2004’te 2243 katilimciyla gergeklestirilen Framingham Kalp Caligsmasi verileri,
herhangi bir ebeveynde AF goriilmesi halinde standart AF risk faktorleri ayarlandiginda alt
nesilde AF gelisme olasiligimin anlamh diizeyde arttigini gostermistir (odds ratio:

1,85; %95 CI 1,12-3,06 p=0,02) (136).

Ailesel AF ile iligkilendirilmis ilk gen 2003 yilinda Chen ve arkadaslar1 tarafindan
tanimlanmistir. Arastiricilar 4 jenerasyon boyunca otozomal dominant olarak gecen AF

olgularinda kardiyak Ikxs kanallarinin a-altiinitesini kodlayan KCNQI1 geninde S140G
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missense mutasyonunu saptamiglardir (137). KCNQI1 fonksiyon kaybi (loss-of-function)
gen mutasyonu, daha oncesinde kalitimsal bir ventrikiiler aritmi olan LQTS’na sebep
oldugu gosterilmisti  (138). Ailesel AF’de saptanan KCNQI1 genindeki S140G
mutasyonunun, kardiyak Ixs kanallarinin aktivasyonuyla atriyal aksiyon potansiyeli
stiresini kisaltmasina neden olarak fonksiyon kazanimi (gain-of-function) etkisi gosterdigi

tahmin edilmektedir (139).

Brugada ve arkadaglari, ailesel AF’u 10. kromozom iizerindeki bir genin etkiledigini
gostererek AF icin ilk monogenik nedeni rapor etmislerdir (11). 4 AF ailesinde
gergeklestirilen bir bagka calismada 10q22-q24 kromozomuyla baglantili oldugu ve en az 2
genin AF ile iliskili oldugu tespit edilmistir (130). Ellinor ve arkadaglar1 6. kromozom
tizerinde bir geni ailesel AF i¢in haritalamiglardir (140). AF’lu ailelerde iyon kanallarinda
cesitli mutasyonlar belirlenmistir (137, 141-143). Molekiiler biyolojik metodolojiler ve
popiilasyon temelli ¢calismalardaki artislarin paralelinde AF genetik patogenezinde rol alan
atriyal natritiretik peptid geninde c¢erceve kaymasi (frame shift) mutasyonu (144), gap
junction ve connexin 43 proteini kodlayan genlerde mutasyonlar (145), idiyopatik AF
olgularinda GATA4 geninde mutasyon (146) gibi cesitli genetik varyasyonlar tespit
edilmistir. AF’dan sorumlu olan ve potasyum kanallarii kodlayan genlerde de
mutasyonlar kesfedilmistir (137). AF ile iliskili daha fazla gen kesfedilmeye devam
edilmektedir ve belki bir giin genetik terapi, AF tedavisinde veya korunmasinda bir ¢6ziim

yolu olabilecektir.

2.2.11. Atriyal Fibrilasyon ve Gen Ekspresyon Degisimleri

AF’da hiicresel ya da gen ekspresyonu degisimleri ve dolayisiyla ortaya ¢ikan patogenezin
mekanizmalarin1 tanimlamaya yonelik transkriptom ebadinda molekiiler ¢alismalar

bildirilmistir. Bu kapsamda 2002-2013 yillar1 arasinda 20 ¢alisma yayinlanmistir.

2002 yilinda 48 disi kegide, bircok elektrot iceren silikon striplerin atriyum ve Bachmann
demeti iizerinde epikardiyal yiizeye tutturulmasi ve operasyon sonrasinda elektrotlarin
eksternal otomatik fibrilatore (50 hz) baglanmasiyla gelistirilen AF modeli iizerinde
yapilan bir ¢alismada; dot-blot analizi gergeklestirilmis ve AF sirasinda 125 fragmentin
ekspresyon seviyesinin degistigi tespit edilmistir. Bu 125 fragment i¢inden 34 fragmenti
klonlayip sekanslamislar ve hipoksi indiikleme faktor 1o (HIF1A) ifadesi AF edinildikten
1 hafta sonra arttig1, B-miyozin agir zincir (-MHC) AF grubunda bir miktar artarken a-
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MHC ifadesinin AF grubunda azaldig: tespit edilmistir. Bu ¢alisma yapildig1 sirada kegi-

spesifik mikroarrayler bulunmadigi i¢in “differential display” yontemi kullanilmistir (147).

Kim ve arkadaslarinin yapmis olduklar1 bir ¢alismada olduklar1 bir ¢alismada (148), mitral
kapak patolojisi nedeniyle cerrahiye alman AF olgularinda (n=26) sag atriyal doku
ornekleri, koroner bypass (CABG) operasyonu yapilan kontrol grubuyla (n=26)
karsilastirilmistir. Yapilan cDNA mikrodizin analizinde bilinen 1152 gen incelenmis ve 55
genin ekspresyonunda degisim izlenmistir. Ozellikle 5 genin ekspreyonundaki degisim, AF
patogenezinde oksidatif stresin rolii olabilecegi sonucunu ortaya ¢ikarmistir. Calismaya
aliman mitral kapak hastalarinin etiyolojilerinin farkli olmasi ve kontrol grubu olarak
secilen hastalarin mitral kapak patolojisinden tamamen farkli olan koroner arter

olgularindan se¢ilmesi bu ¢alismanin sinirlanma noktasidir.

2004 yilinda 12 yetigkin domuzda gergeklestirilen cDNA mikroarray ¢alismasinda, 6
domuzda yiiksek hizli pacemaker (600 beats/dk) implante edilerek AF modeli gelistirilmis
ve 6035 cDNA klonu igeren mikroarray yontemi kullanilarak iki grup arasindaki mRNA
alterasyonlar1 karsilagtirilmistir. Bu calismadaki en 6nemli siirlama o dénemde domuz-
spesifik mikroarray bulunmadigi i¢in, domuzlardan elde edilen 6rneklerin 6035 insan
cDNA klonu igeren mikroarraylere hibridize edilmesidir. Arastiricilar sol atriyumda 387
genin, sag atriyumda 81 genin AF grubunda istatistiki anlamlilikta degistigini
belirlemislerdir. Bu genler igerisinde en fazla de§isimi miyozin hafif zincirinin ventrikiiler
izoformu (MLC-2V) AF grubunda SR grubuna gore sol atriyumda 9.4, sag atriyumda 7.3
kat artarak gostermistir (149).

Yine Kim ve arkadaglarinin yaptig1 bir diger calismada mitral ve aort kapak replasmanina
aliman 6 aydan uzun siiredir AF olan hastalarin (n=9) sol atriyal doku ornekleri, normal
sinlis ritimli hastalarinkilerle (r=9) karsilastirilmistir. Calismaya alinan hastalar, primer
patolojileri agisindan uniformite gostermezken, odaklanan esas nokta AF’dur. Yapilan
mikrodizin analizi ile 8167 gen analizi sonucunda kronik AF olan hastalarda 66 gende
ekspresyon degisimi (31 gende azalma, 35 gende artis) tespit edilmistir. Atriyal dokuda
BCL2 ve p27 ekspresyonlarinda azalmanin yaninda, A72 reseptor ve p2l
ekspresyonlarinda artis, apoptotik siirecin  AF patogenezinde rol alabilecegini
diistindiirmistiir (97). Ancak bu ¢alisma da, primer hastalik (mitral ve aort kapak hastalari)

acisindan homojenite gostermemesi sebebiyle ¢alismanin siirlanma noktasidir.
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2005 baslarinda Ohki ve arkadaslarinin yaptigir bir diger AF-mikrodizin c¢aligmasinda;
koroner arter hastaligi, aort yetmezligi, aort darligi, atriyal septal defekt, mitral
yetmezligi ve mitral darligi sebepleriyle operasyona alinan 7 AF ve 10 SR hastasindan
sag atriyal apendaj 6rneklemesi yapilmis; 72000 insan geninin temsil edildigi Affymetrix
HGU95A mikroarrayleri kullanmilmistir. 33 AF-spesifik, 63-SR spesifik genin istatistiki
anlaml diizeyde 1,5 kat ve lizeri degisim gosterdigini tespit etmislerdir. 33 AF spesifik
genin, Ozellikle enflamatuvar cevabin 6nemli regiilatorlerinden biri olan transkripsiyonel
aktivator NF-IL6-B (nuclear factor-interleukin 6-f), enflamasyon genlerinden MMIF
(macrophage migration inhibitory factor), bir protoonkogen olan A-raf-1 onkogen, hiicre
gelisimi  genlerinden VEGF-B (vascular endothelial growth factor B), hiicre sinyal
genlerinden RhoC ve bir antioksidan olan glutatyon peroksidazin AF grubunda, normal
sinlis ritimli hastalarin 6rneklerine oranla fazla eksprese oldugunu belirlemislerdir. Buna
karsilik normal siniis ritimli 6rneklerde AF grubuna gore 63 siniis-ritim spesifik genin,
ozellikle sarkoplasmik retikulum Ca*"-ATPase 2 ve bazi hiicre solunumu ve enerji iretimi
ile ilgili olan genlerin ekspresyonlarinin AF grubuna gore oOnemli Olclide arttigim

gostermislerdir (150).

2005 yilinda yaymlanan AF’un molekiiler mekanizmalarinin yiiksek islem hacimli
mikroarray teknolojisiyle arastirildig1 bir baska calismada; kontrol grubu olarak NYHA
sintf 1V olan 3 iskemik kardiyomiyopati ve 3 dilate kardiyomiyopati sebebiyle kalp
transplantasyonuna alinmig 6 hastanin ¢ikarilan kalplerinden sol atriyum ve sol
ventrikiil 6rneklemesi yapilmis, doku 6rneklerinden elde edilen RNA’lar, 22215 genin
temsil edildigi Affymetrix HGU133A arraylerine hibridize edilip atriyum ve ventrikiil
transkriptomlar1 karsilastirilmistir. Ek olarak CABG operasyonuna alinan 8 SR ve 5 kalici
AF (>5 ay) hastasindan sag atriyum Orneklemesi yapilmis bu orneklerde potasyum kanal
proteinlerine iliskin QRT-PCR ile mRNA, Western blot ile protein ifadeleri arastirilmistir
(151). Bu calismada AF o6rnekleri mikrodizin analizine alinmadigi i¢in sadece ventrikiil ve

atriyum arasi gen ekspresyon degisiklikleri mikrodizinle arastirilmistir.

2005 yilinda yayinlanmis, kapak tamiri veya CABG operasyonuna alinmis 30 hastanin
sag atriyal apendajinda gerceklestirilmis olan bir mikrodizin ¢alismasinda, 3 aydan uzun
siiredir AF olan 10 kalict AF hastast ile 20 SR hastas: karsilastirilmistir. Birlikte 44928
prob seti temsil eden Affymetrix HGU 133 A+B cipleri kullanilmistir. AF grubunda; 174

ventrikiiler spesifik gen ifadesinin artarken 35 tanesinin azaldigini, 56 atriyal spesifik gen
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ifadesi artarken 564 tanesinin azaldigini tespit etmisledir. Bu veriyle, fibrile atriyumda

ventrikiil-benzeri dediferansiyasyon olabilecegi sonucuna varmiglardir (152).

2005 yilinda yayinlanan bir baska calismada kapak hastalig1 (aort darligi, aort yetmezligi,
mitral darlig1, mitral yetmezligi) sebebiyle opere edilen 7 SR, 1 yi1ldan uzun siiredir AF’da
olan 11 kalict AF ve kontrol grubunu olusturan 11 CABG hastasindan agik kalp ameliyati
sirasinda sag atriyum Orneklemesi yapilmis; 315 genin 4116 oligoniikleotitle temsil
edildigi cDNA mikroarraylerine hibridize edilmistir. Gruplarin yine heterojen oldugu bu
calismada kapak hastaliginin kardiyak iyon kanali ve transport gen ifadelerinde
alterasyonlara sebep oldugu tespit edilirken 6zellikle farkli hasta gruplarinda kullanilmak
zorunda kalinan farkli tiirde ilaglarin ¢alismanin en 6nemli siirlamasi oldugu yazarlar

tarafindan da vurgulanmistir (153).

Rusya’da yapilmis ve 2006 yilinda yayinlanmis bir diger ¢alismada CABG, mitral kapak
replasmani ve sol atriyal miksoma eksizyonu operasyonuna alinan 712 AF hastasindan ve
kontrol grubunu olusturmak {izere kardiyovaskiiler hastalifi bulunmayan 10 Fkisiden
postmortem (sokak kazasi sebebiyle ex) sag atriyal apendaj 6rneklemesi yapilmis, sag
atriyum dokularindan izole edilen RNA 6rnekleri 4100 genin temsil edildigi insan cDNA
ekspresyon arraylerine (Clontech) hibridize edilmis ve karsilastirilmistir. Altta yatan
yapisal kalp hastalifindan bagimsiz olarak 39 genin ifadesinin farkli oldugunu, bunlar
icerisinde sinyal iletimi, gen ifade regiilasyonu, hiicre proliferasyonu ve apoptozise isaret

eden AF patofizyolojisinde etkin olabilecegi diisiiniilen genler bulunmustur (154).

Benzer bir AF-mikrodizin ¢alismas1 Lamirault ve arkadaslar1 tarafindan yapilmistir (155).
Calismada kapak hastalig1 (mitral yetmezlik, mitral darlik, trikiispit yetmezlik, aort darlik)
olan AF’lu 11 hastamin sag atriyal doku ornekleri, normal siniis ritimli 18 hastanin
ornekleriyle karsilastirllmistir. Bu ¢alismada analiz edilen 3863 genden, 169’unun
ekspresyonunun degistigi gosterilmistir. Ekspresyonu artan dokuz genin fibrozis ile iliskili
(transforming growth factor betal), sekiz genin ise tromboembolik olaylarla iligkili genler
(02 macroglobulin) oldugu tanimlanmistir. Yine bu ¢alismada da hastalik grubunun
tiniformite gostermemesi ve kontrol grubu olan hastalarin koroner arter hastalarindan

secilmesi nedeniyle primer patolojileri farkli hastalik gruplarinin karsilastirilmasi sorunu

mevcuttur.
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2007 yilinda AF iligkili daha onceden tanimlanmis 84 gen (kardiyomiyopati ve AF
iliskilendirilmis) cDNA klonlartyla hazirlanmis arrayler, domuzlarda yiiksek hizli atriyal
pacemaker implante edilerek olusturulmus 6 AF modeli ve 6 SR domuzun sag ve sol
atriyum doku Ornekleriyle calisilmistir. Diisiik yogunluklu c¢DNA arrayleriyle
gerceklestirilen bu calismada 31 genin AF grubunda ifade farkliligi gosterdigi tespit
edilmistir (156).

Gen ekspresyon degisimlerinin degerlendirilmesinde AF siiresi de 6nem kazanmaktadir.
AF stiresinin de degerlendirildigi bir calismada 2 kopek AF modeli gelistirilmistir: 1- ATP:
atriyal tasikardi 2- VTP: ventrikiiler tasikardi. Bu iki modelde de hem 24 saatlik hem de 1
haftalik, ayrica ATP modelinde bir de 2 haftalik olmak iizere 5 (n=>5/grup) grup kopekte
21700 transkriptin 25 merlik prob setlerle temsil edildigi “Affymetrix GeneChip Canine
Genome Array”’ler kullanilmistir. VTP grubunda ekstraselliiller matriks iligkili
transkriptler yiiksek oranda ifade edilirken ATP modelinde iyonik yeniden bicimlenme
iliskili transkriptlerin ifadesi artmistir. AF siiresinin gen ekspresyon degisimlerine etkisinin
de degerlendirildigi bu calismada AF siiresi ile degisen gen ekspresyonu paternleri
arastirilmistir (157). Insanlarda AF siiresi ile ilgili gen ekspresyon degisimlerinin

arastirildigi bir ¢alisma literatiirde bulunmamaktadir.

2008 yilinda 47 mitral tamiri ve CABG hastasindan alinan sag atriyal apendaj 6rneginde
2900 genin temsil edildigi DNA mikroarray calismasi yapilmistir. Bu calismada AF grubu
orneklerinde kardiyak kas LIM domain proteini (CSRP3), kardiyak kas miyozin agir zincir
B izoformu (MYH7), kalmodulin (CALMS) ve homeobox protein (PKNOXI) genlerinin
ifadesi artarken; metallotiyonein (MT1/2), mitokondriyal aldehit dehidrogenaz 2 (ALDH?2),
ras-iliskili protein (RaplA) ve guanin niikleotid baglanma proteini G (GNAL) genlerinin
ifadeleri azalmistir (158).

2009 yilinda yayinlanan ve HL-1 fare atriyal miyositleri hiicre serisiyle yapilan bir baska
calismada, atriyal miyozitlerin hizli stimiile edilmesiyle (300 bpm) elde edilen model
normal olaniyla karsilagtirllmistir. “Affymetrix GeneChip Mouse Genome 430 2.0
Array”’ler kullanilarak yapilan calismada kontrol ve calisma grubu hiicre Ornekleri
havuzlanarak her gruba 2 array olacak sekilde hibridize edilmistir. Bu ¢alismada da AF
siresi dikkate alinmistir. AF ile BNP (brain natriuretic peptide) ve ANP (atrial

natriuretic peptide) prekiirsorlerinin, HSPlerin (heat shock proteins) ifadelerinin
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artigimi tespit etmislerdir. 24 saat AF siirecinde 758 gen ifadesi anlamli sekilde

degismistir (159).

2010 yilinda yaymlanan Hollanda’da yapilan bir calismada rat atriyal ve ventrikiiler
miyozit hiicre serilerinin karsilagtirilmasiyla atriyal biyobelirte¢ arayisina gidilmis ve bu
biyobelirtegin AF’da hedef olabilecegi iddia edilmistir. Illumina platformunda
gerceklestirilen mikrodizin analizinde 80 genin iki hiicre grubu arasinda farkli ifade
oldugunu, ANP atriyal miyozitler i¢in biobelirte¢ olarak kullanilabilirken BNP’nin
kullanilamayacagini, AF hastalarinda BNP mRNA seviyesi yiiksekliginin strese bagl
oldugunu diistinmiislerdir. Bu ¢alisma 6rnek secimi, 6rnek sayisi, deney tasarimi ve

sonuglarin sunumu agisindan yetersiz bir ¢alismadir (160).

3 aydan uzun siiredir AF’da olan 10 kalici AF ve 20 SR hastasindan mitral kapak tamiri
veya CABG sirasinda sag atriyal doku Orneklemesi yapilan bir bagka c¢alismada
Affymetrix HGU 133 A ve B arrayleri kullanilarak mikrodizin analizi gerceklestirilmis ve
AF ile hiicre adhezyon, doku sekillenmesi ve enflamasyon proseslerinin yiliksek oranda
aktive oldugunu belirtmislerdir. 2010 yilinda yayinlanan bu c¢alismada kullanilan kontrol
grubu Ornekleri diger AF/mikroarray caligmalarinda oldugu gibi koroner arter

hastalarindan secildigi i¢in uygun degildir (161).

2011 yilinda 44928 prob setin temsil edildigi Affymetrix HGU 133 A ve B arrayleri
kullanilarak; 3 aydan uzun siiredir AF’da olan 10 kalict AF ve 20 SR hastasindan acik
kalp ameliyat1 (operasyon detay1 bildirilmemis) sirasinda doku orneklemesi (doku tipi
bildirilmemis) yapilmis ve mikrodizin analizi gergeklestirilerek AF iligkili DNA-motif
arastirmas1 yapilmistir. 1ki grup arasinda 86 genmin ifadesinin farkl oldugunu tespit
etmigler ve bu genleri motif paternlerinin arastirilmasinda kullanilmistir. AF iliskili
genlerin ekspresyonunda fonksiyon gosteren 3 korunmus DNA dizi motifinin aday

olabilecegini iddia edilmistir (162).

AF’un molekiiler temellerini arastiran bir grup; Barth ve ark. (152) ile Censi ve ark.’nin
(161) yayinladig1 verileri birlikte degerlendirip 2013°te yayinlamislardir. Bu iki ¢alismanin
farkl ifade edilen gen setlerini kullanarak 42 yeni farkli ifade olan gen tespit etmisler ve
bu genlerin PPAR sinyal yolagi, fokal adhezyon ve dilate kardiyomiyopati ile iligkili
genler oldugunu belirlemislerdir (163).
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Anjiyotensin II tip I reseptorii (AT1) atriyal fibrozis ve yeniden sekillenmede 6nemli
engelleyici rolii olan bir molekiildiir. AT1 antagonisti olan irbesartanin AF’da transkriptom
lizerine etkisini arastiran ve 2013’te yayinlanan bir ¢alismada domuz modeli kullanilmistir.
3 domuza 600 bpm hizda 7 saat boyunca hizli atriyal pacing (RAP) yapilmus, ek olarak 5
domuza aymi sekilde RAP yapilirken irbesartan uygulanmis, 4 domuz da kontrol
grubunu olusturmustur. Sol atriyum doku o&rnekleri alinmis, “Affymetrix GeneChip
Porcine Genome Array”ler kullanilarak mikrodizin analizi gergeklestirilmistir. Oksidatif
stres, doku yeniden sekillenmesi ve enerji azalmast ile ilgili genlerde RAP grubunda
maladaptif degisiklikler saptanmis, irbesartan verilen grupta bu degisikliklerin bir miktar

azaldig tespit edilmistir (164).

2013 yilinda yaymlanan bir diger AF-mikrodizin c¢alismasinda kapak operasyonuna
(mitral yetmezligi, mitral darligi, aort darligy) 16 AF ve 3 SR hastasindan sol atriyal
apendaj (LAA) ve sol atriyum-pulmoner ven baglantisindan (LA-PV) doku 6rneklemesi
yapilmis Affymetrix HGU 133A arrayleri kullanilmistir. AF 6rneklerinde LAA ve LA-PV
dokular1 arasinda gen ekspresyon profili farkliliklar1 tespit edilen bu calismada AF
dokular1 SR dokulariyla karsilastirildiginda apoptozis, fibrozis, hipertrofi, enflamasyon ile
iliskili genlerin ifadelerinde farkliliklar goriilmiistiir. Bu calismada aritmogenez ve
trombogenezle ilgili bolge-spesifik gen ekspresyonlari elektroanatomik haritalama ile
eslesmemistir. Kontrol grubu igin yeterli 6rnek bulunamamasi bir diger smirlama
noktasidir. Ayrica bu ¢alismada da digerlerinde oldugu gibi AF altinda yatan primer sebep

Onemsenmemis ve ¢alisma grubu heterojen 6rneklerden secilmistir (165).
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3. GEREKCE VE AMAC

Atriyal fibrilasyon, ¢ok uzun yillar iyi huylu bir aritmi olarak algilanmis, bu nedenle
hastaligin etiyopatogenezine yonelik arastirmalar ve tedavi secenekleri kisith kalmistir.
Her ne kadar AF uzun yillardan beri tanimlanmis bir patoloji olsa da, hastaligin
patogenezinin hiicresel ve molekiiler seviyede arastirilmasinin hedeflendigi ¢aligmalar
ancak son zamanlarda giindeme gelmistir. Kompleks ve heterojen bir patoloji olan AF’da
etkin olan molekiiler yolaklarin net olarak ortaya konabilmesinin yolu sistem biyolojisi

yaklasimindan gegmektedir (Sekil 12).

ATRIYAL FIBRILASYON

Mikrogevre

Metabolom

!

Kardiyovaskiler
fenotip

Epigenom

4

Proteom

Transkriptom

Kromozomal 7 T
organizasyon mMiRNA'lar

Sekil 12: AF etiyopatogenezi ve sistem biyolojisi

Klinikte en ¢ok karsilasilan aritmi AF’dur. AF tek basina gelisebilecegi gibi (lone AF)
diger patolojilere eslik de edebilmektedir. Genis bir yelpazede karsimiza ¢ikabilen AF’dan
etkilenen niifus sayisinin endiistrilesmis iilkelerde 6niimiizdeki 50 yil icerisinde iki katina

cikacagi ongoriilmektedir.

Kuramsal temeller boliimiinde Ozetlenen c¢alismalar temel alindiginda su gerekce ve

tespitleri yapmak miimkiindiir:
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Tespit ve gerek¢e 1: AF ortaya c¢ikis, prognoz, ve tedaviye verdigi cevaplar agisindan

heterojen ve kompleks bir patolojidir.

Tespit ve gerekge 2: Fibrozis, apoptozis, enflamasyon ve oksidatif stres yolak ve
mekanizmalar1 ile bazi genetik polimorfizmlerin AF ile olan iligkisi 1990-2013 yillar

arasinda yapilan ¢aligsmalar ile ortaya konmustur.

Tespit ve gerekge 3: Ekibimizin AF patogenezinde apoptozisin rollinii aragtirdigi 30 hasta
ile gerceklestirilen immiinohistokimya temelli analizlerde, AF’da etken mekanizmalardan

birinin apoptozis oldugunu biz de gosterdik.

Yaptigimiz pilot caligmada; kalict AF’u olan hastalarla (n=11) normal siniis ritminde olan
hastalarin (n=19) sag atriyal doku 6rneklerinde pro-apoptotik BAX ve anti-apoptotik BCL2
protein ifadeleri ile apoptozisin terminal belirteci olan DNA fragmantasyonu (TUNEL)
aragtirilmistir. Bu c¢alismanin sonucunda; AF’lu hastalardan alinan kesitlerde TUNEL
reaksiyonunun pozitifligi % 21.86 oraninda tespit edilirken kontrol grubunda bu oran %
11.82 oraninda (p= 0.002) belirlenmistir. AF’lu hastalar belirgin sekilde uniform olarak
apoptozisin terminal belirteci olan TUNEL pozitifligi gosterirken kontrol grubundaki
hastalarin biiylik cogunlugu (11 hasta) TUNEL negatif, geri kalan hastalar diisiik
yogunlukta TUNEL pozitifligi paterni sergilemislerdir. Ote yandan bu 6n ¢alismada AF
grubu ile kontrol grubu arasinda pro-apoptotik BAX ve anti-apoptotik BCL2 dengesi
arasinda da farkliliklar tespit edilmistir. Bu pilot c¢alismadan elde ettigimiz

immiinohistokimyasal sonuglar asagidaki sekillerde gosterilmistir (Sekil 13 ve Sekil 14).
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Sekil 13: Atriyal fibrilasyon grubu

A; 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
igeren ve niikleer biiyiime gdsteren miyozitler izleniyor. (HE, x400). (Adnkara Universitesi
Tip Fakiiltesi Kalp Damar Cerrahisi Arsivinden alinmistir.)
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Sekil 14: Kontrol grubu

A; Kalp kasinda yaygin sitoplazmik BCL2 ekspresyonu (AEC, x400), B; Kalp kasinda
yaygin sitoplazmik BAX ekspresyonu (AEC, x400), C; Miyozitlerde apoptotik niikleer
boyanma izlenmemektedir. (TUNEL, x400), D; Kalp kasinda niikleer biiylime gosteren
miyozitler izleniyor (HE, x400). (Ankara Universitesi Tip Fakiiltesi Kalp Damar Cerrahisi
Arsivinden alinmistir.)

Yaptigimiz 6n c¢alismanin sonuglari, AF ile apoptozis arasinda iliski oldugunu

gostermektedir.

Tespit ve gerekce 4: Yukarida da ifade edildigi iizere, bircok farklt molekiiler
mekanizmanin etkin oldugu AF patofizyolojisinin biitliniine bakabilmek, siirecte etkin olan
tetik ve araci molekiil ve yolaklar1 belirleyebilmek iizere genom projeleri ¢aginda
molekiiler analiz yaklagimlar1 i¢inde 6nemli bir ara¢ olan mikroarray teknolojisiyle 2002-

2013 yillar1 arasinda 20 tane ¢calisma yaymlanmustir.

Bugiine kadar AF’la ilgili yapilan gen ekspresyon degisimlerinin aragtirildigi ¢calismalarda,
mitral yetmezliginin patolojik nedeni goz Oniline alinmadan Ornek se¢imi yapilmistir.
Ongoriilebilecegi gibi, farkli etiyopatogenezlerin sorumlu oldugu mitral yetmezliklerde,
dolayisiyla AF’da, atriyal dokularin transkriptom profillerinin de farkli olmasi

beklenmektedir. Genom ebadinda ifade profillerinin belirlenmesinin amaglandigi
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caligmalarda, ¢caligmalarin tasarim ve planlama asamalari elde edilecek sonuglarin “gercek”
durumu ne kadar yansitacagimi belirleyen kritik basamaklardir. Bu ¢ergevede
karsilastirilacak olan gruplarin  belirlenmesi en Onemli birinci asamadir. Biitiin
transkriptomun bir anlamda iz dislimiiniin alinacagi bu tip calismalarda yanlis
karsilastirma ve tasarim, sonuglarin bir biiyiik giiriiltii iginde kaybolmasina neden olur. Iste
bu nedenle bu tez calismasina alinan hasta ve kontrol gruplari izole dejeneratif mitral
yetmezligi olgularindan olusturulmustur. Boylelikle sonuclari etkileme ihtimali olan farkl
etiyolojik nedenlerin, potansiyel farkli ekspresyon paternleri ekarte edilmeye ¢alisilmistir.
Ote taraftan bugiine kadar AF’un patofizyolojisinin aydinlatilmasina yonelik yapilan
genom ebadinda analizlerde, kontrol grubu olarak secilen 6rnekler ¢ogunlukla koroner
arter (CABG) hastalarindan olugsmustur. Koroner arter hastalarinda primer patoloji
ateroskleroz orijinli oldugundan bu hastalar, mitral yetmezligi hastalarina kontrol grubu
olusturma 6zelligini tasimamaktadir. Bu nedenle bu tez ¢alismasinda kontrol grubu olarak
belirlenen hastalar, dejeneratif mitral yetmezligi olan siniis ritimli hastalardir. AF ile ilgili
gen ekspresyon degisimlerinin tanimlanmasina yonelik caligmalarda primer kalp
patolojisinin uniform oldugu ve kontrol grubunu olusturan Orneklerin primer patoloji
acisindan benzer oldugu genom ebadinda karsilastirmali bir ¢alisma bugiine kadar

yapilmamustir.

Literatiirdeki AF’a neden olan biyokimyasal yolaklarin belirlenmesine yonelik yapilan
mikrodizin ¢alismalarinda; fibrozis, enflamasyon, apoptozis, oksidatif stres, hiicre gelisimi
ve sinyal iletimi, dediferansiyasyon ve iyon kanallari ile ilgili genlerin ekspresyonlarinda
farkliliklar oldugu gosterilmistir. Ancak bu ¢alismalarin sonuglari, hem hasta ve kontrol
grubunun homojen olmamasi, hem de Ornek sayilarinin yetersiz olmasi nedenleriyle
celigkilidir. Ayrica bu ¢alismalarda AF grubuna alinan hastalarin AF siireleri de net olarak
belirtilmemistir. Bugiine kadar insanlar iizerinde yapilan genom ebadinda ifade analizi
caligmalarinda AF siiresi dikkate alinmamistir. Bu tez calismasinda; ¢alisma grubunu
olusturan hastalar, iizerinde uluslararast1 konsensus olusmus ve kilavuzlara girmis
tanimlamalara uygun olarak secilen izole, kalic1 (permanent) AF olgularindan secilmistir.
Bu sayede arastirmadan elde edilen sonuglar {iniform bir patolojiye ait olma 6zelligini

tasimaktadir.

Goriildigii tizere yaymlanan 20 AF-gen ekspresyon analizi ¢aligmasinda AF’un primer

sebebine bakilmaksizin birden fazla alt grubu igeren heterojen hasta gruplar1 caligmalara
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dahil edilmistir. Mikroarray gibi genom ebadinda transkriptom arastirmasi yapabilen
ylksek islem hacimli bir teknoloji kullanirken karsilagtirma yapilacak gruplar ne kadar

homojen olursa giiriiltii de o kadar az olacaktir.

Hipotez: Bir¢cok molekiiler mekanizmanin etken oldugu heterojen bir patoloji olan AF’da
etken molekiiler yolaklarin belirlenmesinde, bu heterojen patoloji grubu igerisinde
belirlenen en homojen alt grubun transkriptom ebadinda analiz i¢in kullanilmasi, AF

molekiiler analizlerinin yiiriitiilmesi i¢in daha iyi bir model olusturur mu?

Biitiin bu tespit ve gerekgelerden hareketle bu tez ¢calismasinin amaci; dejeneratif mitral
yetmezliginin ilerleyen patolojik siireci sonrasinda ortaya ¢ikan AF’lu olgular ile yine
dejeneratif mitral yetmezligi olan ancak kalp ritmi agisindan korunmus normal siniis ritimli
hastalarin atriyal doku 6rneklerinde genom ebadinda analiz ile karsilastirma yapilmasiyla
AF patofizyolojisinde etkili olabilecek tiim yolaklarin arastirilmasidir. AF siirecindeki
atriyal kalp kas1 dokularinda 6zellikle apoptozis ile iliskili gen ekspresyonlar1 degisiminin
arastirilmasi birincil hedef noktasini1 olusturmustur. Bu kapsamda transkriptom profilinde
belirlenen gen seti i¢inde apoptozisle iligkilendirilmis genler bu arastirmanin 6ncelikli
hedefleri arasinda yer almistir. Bu amagla cerrahi tedavi endikasyonu bulunan kalici AF
hastalariyla normal siniis ritimli hastalardan alinan atriyal dokularda, apoptozisi regiile
eden proteinler ayrica arastirilmistir. AF’lu hastalarin atriyal dokularinda apoptotik
hiicrelerin varhig1 gecirmeli elektron mikroskopiyle de incelenmistir. Calismanin ikincil
amaci, arastirmada kullanilan genom ebadinda ifade analizine olanak veren mikrodizin
yontemi sayesinde, ekspresyon paterni degisen diger molekiiler yolaklarla iligkili genlerin
de degerlendirilmesi olmustur. Bu sayede hastaligin patogenezinden sorumlu olabilecek
apoptozis disinda etiyolojik nedenler de arastirilabilmistir. Her iki grup hastalarin, ameliyat
sonrasi hastanede gecirdikleri donemde siirekli EKG ile ritim takibi yapilmistir. Boylelikle
klinik izlemde tespit edilen ritim degisimleri ile gen ekspresyon degisimleri birlikte takip
edilmistir. Yeni gelisen ritim problemleri ile gen ekspresyon degisimleri arasinda da iligki

kurulmaya ¢alisilmistir.

Bu tez calismasi kapsaminda; dejeneratif mitral kapak yetmezligine eslik eden AF’un
etiyopatogenezinde etkili olan molekiiler mekanizmalar iizerine yogunlasilmistir. AF un
etiyopatogenezinden sorumlu olabilecek genlerin ifadesi genom ebadinda analiz edilmis ve
ayrica apoptozisle iligkisi arastirilmistir. Toplam 30 dejeneratif MY olan; 15’1 AF’lu, 15’1

sinlis ritimli hastanin sol ve sag atriyum doku orneklerinde 54.675 transkriptin temsil
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edildigi mikrodizin analizi ger¢eklestirilmistir. Elde edilen gen ekspresyon verisi iizerinde
farkl1 ifade diizeyi gosteren genlerin belirlenmesi amaciyla biyoinformatik analizler
gerceklestirilmistir. Bu amagla, R/Bioconductor platformu iizerinde lineer modeller
yaklasimimi kullanan limma paketi kullanilmistir. Toplam 60 6rnekte gergeklestirilen
transkriptom analizi sonrasinda siniis ritimli ve AF’lu doku 6rneklerinde farkli diferansiye

olan gen setleri belirlenmis, fonksiyonel anotasyon ve yolak analizleri gergeklestirilmistir.
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4. MATERYAL VE YONTEM

4.1. Materyal

Tez calismasi igin Ankara Universitesi lokal etik kurulundan 14 Agustos 2008 tarihinde
136-3994 karar numarasiyla onay alinmistir. Calismanin kapsamini genisletmek amaciyla
sol atriyum doku 6rneklerinin ¢alismaya dahil edilmesi i¢in protokol degisikligi bagvurusu
30 Ocak 2012 tarihinde 02-57-12 karar numarasiyla kabul edilmistir. Ornekleme oncesinde
tiim hastalardan bilgilendirilmis onam formu alindiktan sonra, bu hastalar ¢alismaya dahil

edilmistir (Ek 1: Bilgilendirilmis onam formu 6rnegi).

4.1.1. Hasta Kohortu

Dejeneratif mitral kapak yetmezligi (MY) nedeniyle kalp cerrahisine alinan 15 kalict AF’lu

ve 15 normal siniis ritimli hasta ¢alismaya dahil edilmistir.

Calismaya Alinma Kriterleri:

1. Ciddi dejeneratif MY nedeniyle kalp cerrahisine alinan kalici AF’lu veya siniis
ritmindeki hastalar,

2. Transtorasik ekokardiyografi ile regiirjitan voliimii 45 ml iizerinde olan dejeneratif
MY olan hastalar,

3. Pulmoner arter basinci 45 mmHg nin iizerinde olan hastalar (orta ve ciddi
pulmoner hipertansiyon)

4. AF grubunda olan hastalarin sol atriyum ¢ap1 5 cm iizerinde olanlar.

Calismadan Dislanma Kriterleri:

1. Kontrol grubu icin daha 6nceden gecirilmis paroksismal AF ya da atriyal flutter
hikayesi,

Ikinci ya da iigiincii derece kalp blogu,

Pacemaker takilma hikayesi,

Wolff-Parkinson-White Sendromu,

Tanimlanmis Brugada Sendromlu hastalar,

A

Romatizmal kalp hastalig1 hikayesi, gecirilmis miyokard infarktiisii, konjenital MY,
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7. Infektif endokardit hikayesi,

8. Kiint veya penetran toraks travmasi hikayesi
9. Dilate kardiyomiyopati.

10. HBV, HCV enfeksiyonu, gecirilmis tiiberkiiloz enfeksiyonu,
11. Kronik bobrek yetmezligi,

12. EF %30’un altinda olmasi,

13. Otoimmun hastalik,

14. Vaskulit,

15. Miyokardit,

16. Genetik orjinli hastalik,

17. Gegirilmis ya da mevcut malignite hikayesi,

18. Hastanin yazili onam vermemesi.

4.2. Yontem

4.2.1. Operasyon Detaylari

Operasyona alinacak hastalara, operasyon oncesi premedikasyon amaciyla Midazolam
(Dormicum® 5 mg/5 ml ampul, Roche, Tiirkiye) 2 mg i.v, Sefazolin sodyum (Cefamezin®
1000 mg Flakon, Fujisawa-Eczacibasi, Tiirkiye) i.v uygulanmistir. 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 It/dk 02 kullanilmistir.
Kardiyopulmoner bypassa girilmeden 6nce kontrol ve ¢alisma grubundaki tiim hastalarda
sag atriyuma 4/0 polypropilen siitiir ile purse-string siitiir konulduktan sonra, G&rnek
alimacak dokuyu travmatize etmemek amaciyla minimum manipiilasyonla yaklasik
1.5%1.5%0.5 cm’ boyutlarindaki sag atriyum dokusu eksize edilmistir. Kardiyopulmoner
bypassa girildikten sonra uygun zamanda kross-clamp konulmasini takiben 1.5x1.5%0.5
cm’ boyutlarindaki sol atriyum appendaji eksize edilmistir. Sol atriyum appendaji 4/0

polypropilen siitiir ile devaml1 dikis teknigi kullanilarak kapatilmistir.

4.2.2. Atriyum Dokularimin Intraoperatif Preperasyonu

Kardiyopulmoner bypassin gen ekspresyonu profili iizerine olasi etkilerinden kaginmak
amaciyla atriyum doku 6rneklemesi i¢in bir strateji gelistirmistir. Miimkiin olan en az
manipiilasyon ile 1.5x1.5x0.5 cm® ebadindaki atriyum dokusunun eksize edilerek sivi azot
tank1 araciligiyla ameliyathaneden laboratuvara transfer edilmesi, 6rneklenen atriyumda
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meydana gelebilecek hasar1 ve degisimleri minimuma indirmektedir. ilk asamada atriyal
doku {izerinde yer alan ve total RNA igerigi agisindan fakir oldugu bilinen epikardiyal yag
dokusu ince diseksiyonla hariglenmistir. ikinci asamada, operasyon esnasinda 6rneklenen
atriyal dokuda, sonraki total RNA izolasyonu asamasinda ikinci bir mekanik
homojenizasyon gereksinimini ortadan kaldiracak ve arastirma ekibimiz tarafindan
tariflenmis olan “intraoperatif atriyal mikrodiseksiyon” teknigi kurgulanmistir (Sekil 15).
Epikardiyal yag dokusu ince diseksiyonla hari¢lenen atriyal doku yaklasik 15 mg’lik
parcalara ayrildiktan sonra, koroner mikrocerrahi penset ve makasiyla mikrodiseksiyon
islemine tabi tutulmustur. Bu asamada iki bistiiri kullanilarak, bistiiri-bistiiri
mikrodiseksiyon da yapilabilmektedir. Bu sekilde atriyum dokulari dondurulmadan 6nce
mekanik olarak homojenize edildiginden sonraki asamalarda yeterli miktarda ve iyi

kalitede RNA izolasyonu saglanabilmistir.

Sekil 15: Intraoperatif atriyal mikrodiseksiyon teknigi
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4.2.3. immiinohistokimya ve DNA Fragmantasyon Analizleri

Immiinohistokimya Analizleri: Atriyum dokularindan alinan 6rnekler %10 formaldehitte
fikse edildikten sonra parafine gomiildii. Parafin bloklardan alinan 4 mikron kalinligindaki
kesitler 56°C’lik etiivde deparafinize edildi. Endojen peroksidazi bloke etmek igin %3’liik
hidrojen peroksitte 10 dk siire ile bekletildi. Fosfat buffer soliisyonu ile yikandiktan sonra
“antijen retrieval” islemi icin BCL2L1, BAX, BAK, CAPNSI, CASP3 ve CASPS
antikorlar1 ile boyanacak kesitler Tris EDTA (pH 9.0), BCL2 antikoru ile boyanacak
kesitler 0.01 M sodyum sitrat buffer (pH 6.0) soliisyonu i¢inde toplam 20 dk siire ile
mikrodalga firinda islemden gegirildi. Immiinohistokimyasal boyama streptavidin biyotin
peroksidaz yontemi kullanilarak yapildi. Kesitler BCL2 (1:80 diliisyon, monoklonal mouse,
klon Bcl-2/100/D5, Novocastra, Newcastle Upon Tyne, Ingiltere), BCL2L1 (1:50 diliisyon,
monoklonal rabbit, klon E18, ab32370, Abcam, Massachusetts, A.B.D.), BAX (1:100
diliisyon, poliklonal rabbit, ab7977), BAK (1:250 diliisyon, monoklonal rabbit, klon Y164,
ab32371), CAPNS1 (1:250 diliisyon, monoklonal rabbit, klon EPR3324, ab92333),
CASP3 (1:80 diliisyon, monoklonal mouse, klon JHM62, Novocastra) ve CASP8 (1:80
diliisyon, monoklonal mouse, klon 11B6, Novocastra) ile oda sicakliginda iki saat siire ile
inkiibe edildi (Tablo 2). Renk vererek goriintiillemeyi saglamak amaciyla 3-amino-9-
etilkarbazol (AEC, Novocastra) ile 10 dk siire ile inkiibe edildi. Kesitler Mayers
hematoksilen ile zemin boyamas1 yapilarak kapatildi. Ayrica primer antikorun
uygulanmadig1 negatif kontrol boyama yapildi. Pozitif doku kontrolii olarak BCL2, BAX,
ve CASP3 i¢in tonsil, BCL2L1 i¢in prostat karsinomu, BAK i¢in meme karsinomu,
CAPNSI igin bobrek ve CASPS8 icin testis dokusu kullanildi. Immiinohistokimyasal
incelemede miyositlerin yogun olarak izlendigi rastgele bes mikroskobik alan taranarak

yapildi. %10’dan fazla sitoplazmik boyanma gdsteren miyositler pozitif olarak kabul edildi.

In Situ DNA Fragmantasyon Analizi (TUNEL): Kardiyak dokularda in situ DNA
fragmantasyonu, TdT-(terminal deoksiniikleotidil transferaz) aracili floresan-dUTP
isaretleme (TUNEL) yontemiyle belirlendi (Tablo 2). TUNEL, {ireticinin talimatlarina gore
ApopTag Peroxidase In Situ Apoptosis detection kit (S7110, Chemicon International, Inc.,
Temecula, CA, USA) kullanilarak uygulandi. Apoptotik hiicrelerin goriintiilenmesi igin
peroksidaz substrat 3.3-diaminobenzidin kullanildi. Niikleer boyama i¢in methyl green

(%0.5) kullanildi. TUNEL-pozitif hiicreler 151k mikroskobu (Olympus, Bx51, Japan)
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altinda goriintiilendi. TUNEL pozitif hiicreler sayildiktan sonra her kardiyak dokudaki

apoptotik hiicrelerin orani, toplam kas hiicre ¢ekirdek sayisina gore hesaplandi.

Immiinohistokimya ve TUNEL sonuglarmin hesaplanmasi, érneklere kor iki arastirmaci

tarafindan gergeklestirildi.

Tablo 2: Immiinohistokimyasal analizleri gerceklestirilen antikorlarin gen ad ve

sembolleri, HUGO ID’leri, protein ad ve sembolleri

Approved Gene Symbol
Approved Name (HGNC: HUGO Gene HGNC ID Recommended Protein UniProt ID (UniProt
(HGNC) Nomenclature Name (UniProt) Symbol)
Commitee)
B-cell CLL/lymphoma 2 BCL2 HGNC:990 Apoptosis regulator Bcl-2 P10415 (BCL2_HUMAN)
BCL2-associated X ]
protein BAX HGNC:959 |  AAPOPtosis regulator BAX |4 015 (gax HuMAN)
BCL2-antagonist/killer BAK1 Bcl-2 homologous
1 HGNC:949 antagonist/killer Q16611 (BAK_HUMAN)
BCL2-like 1 BCL2L1 HGNC:992 Bcl-2-like protein 1 Q07817 (B2CL1_HUMAN)
caspase 3, apoptosis-
related cysteine CASP3 Caspase-3
peptidase HGNC:1504 P42574 (CASP3_HUMAN)
caspase 8, apoptosis-
related cysteine CASP8 Caspase-8
peptidase HGNC:1509 Q14790 (CASP8_HUMAN)
calpain, small subunit . )
1 CAPNST HGNC:14g1| C@lPainsmallsubunitl 1,0 005 (cpNst HUMAN)
deoxynucleotidyltransf ;
erase, terminal DNTT HGNC:20g3 |PNA nucleotidylexotransferase | ) o5 (7o HuMAN)

4.2.4. Ge¢irmeli (Transmission) Elektron Mikroskopik Calisma (TEM)

Elektron mikroskobik inceleme i¢in kullanilacak atriyum dokulari, %2 (w/v)
parafolmaldehit ve %2,5 (v/v) gluteraldehit iceren 0,2 M fosfat tamponu igerisinde
40°C’de 3 saat siireyle bekletilerek fikse edildi. Ornekler, 3 defa 0,1 M fosfat tamponu ile
yikandiktan sonra, %]1°lik osmium tetroksit igeren 0,1 M’lik fosfat tamponu ile 1 saat
siireyle oda sicakliginda muamele (post-fiksasyon) edildi. 3 defa tamponla yikama
yapilmasini takiben, 6rnekler dereceli etanol soliisyonlar1 kullanilarak dehidrate edildi ve
sonrasinda Araldite gomiildii. 1 pm kalinliginda elde edilen yar1 ince kesitler
tizerinde, %]1’lik toluidin mavi boyamasi yapildi. Elektron mikroskobik olarak incelenek
bolgeler tespit edildi. Secilen bolgelerden, Leica Ultracut R mikrotom kullanilarak 60 ila
80 nanometre inceliginde ultra ince kesitler elde edildi, kesitler uranil asetat ve kursun
sitrat kullanirak boyandi. Kesitler, LEO 906 E (80 kV- Oberkohen- Almanya) elektron

mikroskobu kullanilarak fotograflanip, incelendi.
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4.2.5. Mitral Yetmezlik Etiyolojisinin Patolojik Tespiti

Tez g¢alismasinda izole dejeneratif mitral yetmezligi olan atriyal fibrilasyonlu ve siniis
ritimli hastalarin gen ekspresyon paternleri karsilastirilmistir. Bu nedenle mitral kapak
replasmani operasyonu yapilan hastalarda ¢ikarilan anterior ve/veya posterior mitral
kapake¢ik oOrneklerinde mitral yetmezlik etiyolojisi acisindan patolojik degerlendirme
yapilmistir. Anterior ve/veya posterior mitral kapak¢ik drneklerinin patolojik incelenmesi
Gazi Universitesi Patoloji ABD’da gerceklestirilmistir. Mitral kapak yetmezligi
etiyolojisinin dejeneratif oldugu tiim o6rneklerde dogrulandi. Parafinli mitral kapak doku
ornekleri 5 dakika boyunca ksilen igerisinde bekletildi. Ornekler her biri 5’er dakika olacak
sekilde sirastyla % 100, % 75 ve % 50 etil alkol igerisinde bekletildi. Daha sonra 6rnekler
distile su icerisinde yikandi. Daha sonra 6rnekler 2 dakika boyunca hematoksilen i¢erisinde
bekletildi. Ornekler musluk suyu icerisinde yikandi. Ornekler birkag saniyeligine % 1 asit
alkolde bekletildi. Daha sonra tekrar musluk suyu igerisinde yikandi. Ornekler amonyum
icerisinde 30 saniye bekletildi. Ornekler tekrardan musluk suyu igerisinde yikandi. Daha
sonra ornekler eozin icerisinde 1 dakika bekletildi. Ornekler tekrardan musluk suyu
igerisinde yikandi. Dehidrasyon islemini gerceklestirebilmek icin ornekler sirasiyla %
50, % 75 ve % 100 etil alkolde bekletildi. Son olarak lam tizerindeki drnekler % 50 gliserol

kullanilarak lamel ile kapatildi. Kesitler, 151k mikroskobunda incelendi ve fotograflandi.

4.2.6. Atriyum Dokularindan RNA izolasyonu

Mikrodizin analizleri i¢in yeterli miktarda ve yeterli kalitede total intakt RNA izolasyonu
icin yukarida tanimladigimiz homojenizasyon metodolojisi sonrasinda “Ambion MELT™

Total Nucleic Acid Isolation System (Ambion, katalog no: AM1983)” kullanilmistir.

MELT Reaktifleri:

*  Wash I Solution Concentrate i¢ine 8.25 ml absolut etanol eklenerek diliie edildi
(oda sicaklig1 (RT)’nda saklandi).

*  Wash II Solution Concentrate i¢ine 48 ml absolut etanol eklenerek diliie edildi
(RT’da saklandh).

* Vorteks adaptor takilarak, 1.5 ml’lik mikrosantrifiij tiiptine 100 ul MELT Buffer
(denge su ile) koyup en yiiksek hizin hemen altinda MELT Buffer’in kopilirmedigi
seviyeye vorteks ayarlandi.

* 6 Tube Magnetic Stand “tilted” pozisyona getirildi.
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Doku Lizatinin Hazirlanmasi:

Her 6rnek i¢in 100 pl Binding Solution (taze hazirlanmasi, RT’da saklanmasi ve 24
saat igerisinde kullanilmas1 gerekmektedir)

Her 6rnek i¢in 96 ul MELT Buffer, 4 ul MELT Coctail RT a gelince hazirlandi.
Her 6rnek icin ayr1 1.5 ml’lik mikrosantrifiij tiipiine 96 ul MELT Buffer + 4 pl
MELT Coctail hazirlandi. Alt {ist, spin down yapildiktan sonra iglerine doku
ornekleri konuldu.

Doku orneklerini igeren tiipler, enzimatik homojenizasyon amaciyla ayarlanan
hizda 10 dk vortekslendi. Vorteksleme sirasinda 0.5 cm’lik kopilik (foam) kabul

edilebilir sinirlar igerisindedir.

5. Olusan MELT lizati (homojen ve opak goriiniimlii) oda 1si1sinda maksimum 6 giin
saklanabilir.
RNA Piirifikasyonu:

(8]

Binding Bead Master Mix: Her bir 6rnek i¢in ayr1 ayr1 hazirlandi

10 ul Binding Beads (6nce votrekslendi)
100 pl Binding solution (igine 4.8 ul B-merkaptoetanol konuldu)
100 ul % 80 Etanol

MELT lizatlar1 10.000 G’de 3 dk santrifiij edildi.
Binding Bead Master Mix igeren tiiplere MELT lizatlar1 eklendi. (Santrifiij sonrasi
tiiptin dibinde olusan debrisin alinmamasina dikkat edildi.)

5-10 kez nazikge pipetaj yapildi.

4
5. 2 dk RT’da inkiibasyon
6.
7
8
9

Tipler manyetik standa konuldu. RT da 3-4 (max 5 dk) beklendi.

. Binding beadlere zarar vermeden standden kaldirmadan siipernatan atildi.
. Manyetik standden alinarak 300 pl wash solution I ile yikandi.

. Tiipler tekrar manyetik stande konularak, capture olmas1 beklendi.

10. Siipernatan atildi.

11. Standden aliarak 300 ul wash solution II ile 1 kez yikandi.
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RNA Eliisyonu:

1. Tiipler manyetik standden alinarak wash solution II ile 1 kez yikand1 ve siipernatan
atild.

2. Tipler manyetik stand iizerindeyken kapaklar agilarak 5 dk RT’da kurutuldu (bu
esnada overdry olmamasina 6zellikle dikkat edildi).

3. Kuruma islemi sonrasinda tiipler manyetik standden alindi.

4. FElution buffer kisaca vortekslendi.

5. Her 6rnege 40 ul Elution Buffer eklendi. Bubble olusturmadan nazikge pipetaj
yapildi.

6. 2 dk RT’da inkiibasyon yapildi.

7. Tiipler manyetik standde 5 dk bekletildi.

8. Binding beadler pelet olunca, transparan RNA igeren elution buffer kitle verilen 0.5

ml’lik elution tube igerisine alindi.

RNA'lar aliquotlandiktan sonra -80 °C kaldirild.

4.2.7. RNA Kalite ve Konsantrasyonunun Tayini

RNA Agaroz Jel Elektroforezi ve Spektrofotometrik Analiz:

Izole edilen RNA &rnekleri % 1°lik agaroz jel elektroforezinde biitiinliik analizine
alinmistir. Agaroz istenilen yilizdede hazirlandiktan sonra mikrodalga firinda (Vestel,
Tirkiye) ¢coziinmesi saglandi. Ceker ocak altinda {lizerine 5 pl etidyum bromid ilave edildi.
Iyice karistirildiktan sonra jel tablasina dokiilerek donmasi igin 20-30 dakika
bekletildi. %1°lik agaroz jel elektroforez tankina yerlestirildi. 3 pl RNA, 3 pl 6x loading
dye ile karistirilarak jele yiiklendi. Ornekler 100 voltta 30 dakika yiiriitiildi. UV
gorlintiileme sistemi (Syngene Gene Genius Bio Imaging System) kullanilarak
goriintiilendi ve termal yazic1 (SonyUP-D895) ile fotograf ¢iktis1 alindi. intakt total RNA
goriintiisiinde 18S ve 28S bantlar1 goriilmelidir. 28S bandi 18S bandinin yaklasik iki kati

kalinlikta olmalidir.

RNA orneklerinin safligt ve konsantrasyonunun belirlenmesi igin spektrofotometre
(NanoDrop ND 1000) kullanilarak 6l¢tim yapildi. 260 nm RNA’nin, 280 proteinin ve 230

ise fenoliin maksimum absorbans verdigi dalga boyudur. RNA’nin safligi
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degerlendirilirken A260/A280 ve A260/A230 oranlarina bakilmaktadir. Saf RNA’nin
A260/A280 orami 1,8-2 arasinda olmasi gerekirken A260/A230 oraninin 2’ye ¢ok yakin

olmas1 gerekmektedir.

Kullanilan Soliisyonlarin Hazirlanmasi:

5xTBE (Tris-HCI, Borik asit, EDTA)

54 g Trisma Base (Sigma T6066)

27,5 g Borik asit (Sigma B6768)

20 ml 0,5 M EDTA (Sigma E5134)

deiyonize suyla (ddH,O) 1000 ml’ye tamamlanarak hazirlandi.

Ethidium Bromid (10 mg/ml)

Etidyum bromid (Scharlau ET0109) son konsantrasyon 10 mg/ml olacak sekilde
sulandirildu.

DNA Ladder (Fermentas Gene Ruler 100 bp DNA Ladder Plus)

DNA Ladder’a 166 ul 6x Loading Dye (Fermentas 0611) ve 734 ul distile su eklenerek

vortekslendi.

%1’lik Agaroz Jel

Agaroz (Sigma A 5093-500G) 1 g/100 ml (%]1) olacak sekilde hassas terazide (Shimadzu
BX320H) tartildi. Uzerine 1xTBE (Tris-HCI, Borik asit, EDTA) ilave edildi. 1xTBE
soliisyonu stok olarak 5xTBE soliisyonundan ddH,O ile 1/5 oraminda seyreltilerek

hazirlandi.

Agilent 2100 Bioanalyzer RNA 6000 Picochip’te RNA Analizi:

1. Aliquotlanmis 65 pl RNA 6000 Pico Gel Matrix igerisine 1 pl RNA 6000 Pico Dye
Concentrate eklendi, iyice vortekslendi ve 10 dk, RT’da, 13000 g’de santrifiij edildi.
2. RNA Picochip agildi. I¢i boyali olan jel kuyusuna 9 pl Gel-Dye mix konulup Chip

Priming Station iizerine yerlestirildi.
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3. Siringa 1 ml yavascga itildi, 30 sn beklendi, plunger’a basilip kendiliginden
ylikselmesine izin verildi. 10 sn daha beklenip RNA Picochip istasyondan ¢ikarildi.

4. Diger 2 jel kuyusuna da 9 ul Gel-Dye mix konuldu.

5. CSisaretli kuyuya 9 ul RNA 6000 Pico Conditioning Solution konuldu.

6. Ornek yiiklenecek tiim kuyulara ve ladder kuyusuna 5 pul RNA 6000 Pico Marker
yuklendi.

7. Ydriitiilecek RNA 6rnekleri ve picoladder 70°C’de 2 dk denatiire edildi ve hemen
buz lizerine alindi.

8. 1 ul RNA ornekleri ve 1 pl picoladder picochip tlizerindeki kuyulara yiiklendi.

9. Picochip 1200 rpm’de, RT’da, 2 dk vortekslendi.

10. Bioanalyzer RnaseZap ve ddH,O ile temizlendi. Picochip Bioanalyzer’a
yerlestirildi.

11. Eukaryot PicoRNA programinda RNA’lar yiirtitiildii.

4.2.8. Affymetrix GeneChip 3’ IVT Express Kit ile RNA’nin Hibridizasyonu

Calismaya dahil edilen 15 AF’lu ve 15 siniis ritimli hastanin sag ve sol atriyal doku
orneklerinden (n=60) mikrodizin analizi gerceklestirilmistir. Boylece 30 AF ve 30 siniis

ritmi doku 6rnegi (sag ve sol atriyum Orneklerinden) mikrodizin analizine tabii tutulmustur.

cRNA Sentezi: cCRNA sentezlenmek istenen RNA Ornekleri 3 pl hacimde 500 ng olacak
sekilde ayarlandi. 500 ng RNA 06rnegi alinip hacmi 3 pl olana kadar suyu SpeedVac

Niikleik asit konsantratdriinde uguruldu veya ddH,O eklendi.

PolyA kontrollerinin seri dilisyonlar: asagidaki sekilde hazirlandi:

500 ng igin:
* Dil 1: 1/20
* Dil 2: 1/50
* Dil 3:1/50
* Dil4:1/2

Total RNA+ PolyA Kontrol Karisimai:

Total RNA (500 ng) 3 pl + Dil 42 ul V=5 pl

c¢cDNA 1. iplik sentezi icin revers transkripsiyon:
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First-Strand Buffer Mix 4 pl + First-Strand Enzyme Mix 1 pl V=5 pl
Total RNA+ PolyA kontrol karisimina eklenip (V1= 10 ul)
42°C’de 2 saat inkiibe edildi.

cDNA 2. iplik sentezi:

Nuclease Free Water 13 ul + Second-Strand Buffer Mix 5 ul + Second-Strand Enzyme
Mix 2 pl (V=30 pl)

16°C’de 1 saat inkiibasyon, sonra 65°C’de 10 dk inkiibe edildi.

Etiketli cRNA sentezi icin /n Vitro Transkripsiyon:

IVT Biotin Label 4 ul + IVT Labeling Buffer 20 ul + IVT Enzyme Mix 6 pl (V1= 60 pul)
40°C’de 4 saat inkiibe edildi.
Elde edilen cRNA, ertesi giin piirifiye edilmek {izere -20°C’ye kaldirild1.

cRNA Piirifikasyonu: cRNA ornekleri bir gece -20°C’de bekledildikten sonra devam
edildi.

cRNA Binding Mix:

RNA Binding Beads 10 ul + cRNA Binding Buffer Concantrate 50 pl

cRNA’nin lizerine eklendi.

* 120 pl %100 etanol eklendi. Plate ¢alkalayici vorteks tlizerinde 4. derecede 2 dk
vortekslendi.

* Tiip manyetik stand lizerine yerlestirildi. 5 dk beadlerin yakalanmas1 beklendi.

* Siipernatan atild1.

* Beadler 100 ul Wash Solution ile yikandi. Plate ¢alkalayict bu sefer 7. dereceye
ayarlandi ve 1 dk vortekslendi.

* Tiip manyetik stande yerlestirildi. Beadler yapistiktan sonra siipernatan atildi.

* Yikama iglemi tekrarlandi.

cRNA Eliisyonu:

cRNA Elution Buffer’dan 50 pl tiipiin i¢cine konulup piirifiye cRNA eliie edildi.
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Piirifiye cRNA Fragmantasyonu: 15000 ng olacak sekilde piirifiye cRNA alindi. 5X
Array Fragmantation Buffer’dan 8 pl eklendi. Toplam hacim 40 pl olacak sekilde Nuclease
Free Water ilave edildi. 94°C’de 35 dk fragmantasyon reaksiyonu yapildi.

Hibridizasyon: Kullandigimiz array 49/64 formatinda oldugu i¢in hibridizasyon kokteyli
asagidaki sekilde hazirlandi:

Hibridizasyon Kokteyli:

Fragmante ve etiketli cRNA 33,3 ul

Kontrol oligontikleotid B2 4,2 ul

20X Hibridizasyon kontrolleri (bioB, bioC, bioD, cre) 12,5 ul
2X Hibridizasyon Buffer 120 ul

Herring Sperm DNA 2,5 ul

BSA 2,5 ul

DMSO 25 ul

Nuclease Free Water 50 pl

V=250 pl

* Hibridizasyon kokteyli 99°C’de 5 dk inkiibe edildi.

* 2X hibridizasyon buffer, 1:1 oraninda diliie edildi. 1X hibridizasyon buffer’dan 200
ul array igerisine dolduruldu.

* Array 45°C’de 60 rpm’de 10 dk 6n 1sitmaya tabi tutuldu.

* Hibridizasyon kokteyli 5 dk 45 °C’de 1s1tild1.

* Hibridizasyon kokteyli 5 dk maksimum hizda santrifiij edildi.

* Arrayin i¢indeki 1X hibridizasyon buffer atildi.

* Array 200 pl hibridizasyon kokteyli ile dolduruldu.

* Array hibridizasyon firinina yerlestirildi.

*  45°C’de 60 rpm’de 16 saat hibridize edildi.
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Yikama, Boyama, Tarama: Array hibridizasyon firinindan alind1 ve i¢indeki hibridizasyon

kokteyli atild.

SAPE Solution Mix:

2X Stain Buffer 600 pl

50 mg/ml BSA (Bovine Serum Albumin) 48 pl

1 mg/ml SAPE 12 pl

DI H,O 540 pl

V1= 1200 pl

SAPE Solution mix, 2’ye boliindli ve boyama soliisyonlarinin 1. ve 3.’sii hazirlanmis oldu.

Antibody Solution:

2X Stain Buffer 300 pul

50 mg/ml BSA 24 ul

10 mg/ml Goat IgG Stock 6 pl

0,5 mg/ml biotinlated antibody 3,6 pl

DI H,0 266,4 pul

V1= 600 pl

Boylece 2. boyama soliisyonu da hazirlanmis oldu.

Array; yikama, boyama, tarama istasyonuna yerlestirildi. EukGE- WS2v5 450 programi

secildi. Array yikandi ve boyandi. Sonra ¢ikarilip scanner’a yerlestirildi ve tarandi.
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4.2.9. Hibridizasyonu Tamamlanan Orneklerin Biyoinformatik Analizleri

AF ve siniis ritimli hastalara ait 6rneklerin mikrodizin deneylerinden elde edilen tiim
genom gen ifade verisi (whole genome gene expression data), R platformunda veriye 6zel
gelistirilmis analiz yontemlerini uygulamak iizere tasarlanmis ve literatiirde defalarca

verifikasyonu gerceklestirilmis R paketleri kullanilarak analiz edilmistir. Veri {izerinde;

e Kalite Kontrol Analizi

e Onisleme

= (Goriintii analizi
= Arkaplan diizeltmesi (Background correction)
= Normalizasyon (Normalization)

= (Ozetleme (Summarization)

* Farkli ifade diizeyi gosteren genlerin istatistiksel yontemlerle belirlenmesi

* GO (Gene Ontology) 6n analizi
islemleri gerceklestirilmistir.

Analiz siireci agsagidaki Sekil 16’da 6zetlenmistir.

Y Y

Normalizasyon 6ncesi Normalizasyon sonrasi

Normalizasyon

kalite kontrol kalite kontrol
Y : N
Farkli ifade diizeyi
" gosteren genlerin
GO (Gene Ontology) on istatistiksel On isleme
analizi ’

yontemlerle
belirlenmesi

Sekil 16: Biyoinformatik analiz siirecinin akis1
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Kalite Kontrol Analizi:

Mikrodizin verisinden sonug¢ cikarimina yonelik analizlerden, yani farkli ifade diizeyi
gosteren genlerin istatistiksel yontemlerle belirlenmesi isleminden 6nce 6n analizlerden
gecirilmesi  gerekmektedir. Mikrodizinden elde edilen verinin biyoinformatik analiz

siirecinin akis1 Sekil 16°’da 6zetlenmistir.

Bu analizlerden ilki, elde edilen verinin 1slak laboratuvar ¢alismalar1 sonrasinda sonuglarin
eldesinde yan (bias) yaratmayacak nitelikte olduguna karar vermek iizere gergeklestirilen
kalite kontrol analizleri; ikincisi ise, kalite kontrol asamasinmi takiben gergeklestirilen 6n

isleme asamasidir.
Kalite kontrol analizi boyunca asagida bahsi gegen yontemlerden yararlanilmistir.

Histogram: Her Ornek icin gen ekspresyonunu oOlgmek amaciyla gergeklestirilen
mikrodizin deney sonuglarindan elde edilen gen ekspresyon sinyallerine iliskin dagilimlari

bir arada incelemek amaciyla kullanilmastir.

Sapl kutu grafigi (box-whiskers plot): Histogramlar gibi sapl kutu grafikleri de her 6rnek
icin gen ekspresyonunu 6lgmek amaciyla gerceklestirilen mikrodizin deney sonuglarindan
elde edilen gen ekspresyon sinyallerine iliskin dagilimlar1 bir arada incelemek amaciyla
cizilmistir. Fakat sapli kutu grafiklerinde verinin kartilleri de gosterilmektedir. Boylece
histogramdan elde edilen bilgiyle birlestirilerek veride kalite yoniinden bir sorun olup
olmadigr ya da normalizasyon isleminin basariya ulasip ulagmadigi gibi sinamalarin

yapilmasi saglanmistir.

RNA Degradasyon Grafigi: RNA degradasyon grafigi, mikrodizin deneyinden elde edilen
gen ekspresyon verisinden yararlanarak, 1slak laboratuvar asamasinda meydana gelmis
olabilecek RNA degradasyonunun mikrodizin deneyinden elde edilen verinin kalitesini
diisiirtip distirmedigiyle ilgili kontroliin gerceklestirilmesi amaciyla ¢izilmistir. Bu bilgiye
erismek {izere prob dizayninin esaslarindan yola ¢ikilarak “olmasi1 gereken* teorik egriye
karsilik veriden elde edilen egri gorsel olarak karsilastirilmistir. Affymetrix ¢iplerinde her
bir “hedef” (gen) i¢in bir prob seti tasarlanmistir. Her bir prob seti, birden fazla probdan
(genellikle on bir prob) olusmaktadir. Her biri de prob setinin hedef dizisine yonelik
tasarlanmistir. RNA degradasyon grafiginde prob setini olusturan problar 5’ ucundan 3’

ucuna dogru siralandiktan sonra (tiim probsetler ve tiim problar i¢in) her bir probun
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ortalama sinyal yogunlugunu gosteren bir egri ¢izilmektedir. Degradasyon molekiiliin 5’
ucundan bagladig1 icin problardan alinan sinyal yogunluklarinin, 5° ucuna denk gelen
problarda, 3’ ucuna denk gelen problardan daha diisiik olmas1 beklenmektedir. Grafiklerin
yorumlanmasinda ayni deneyden elde edilmis ¢iplerden elde edilen egrilerin benzer olmasi
gerektigi beklentisinin yani sira, laboratuvardan aliman mikrodizin sonuglariyla ilgili bir
gecmis bilgiye de sahip olunmasi gereklidir. Zira RNA degradasyon grafiklerinde referans

olarak kullanilabilecek evrensel bir egri yoktur.

NUSE (The Normalized Unscaled Standard Error) Grafigi: NUSE grafiginde verinin
PLM’ye (probe level model) oturtulmasindan sonra elde edilen prob hata degerleri prob
seti seviyesinde standardize edilerek ¢izdirilmektedir. NUSE degerleri tiim mikrodizinler
boyunca prob seti seviyesinde her bir prob seti i¢in medyan degerleri 1 olacak sekilde
standardize edilmistir. Bu degerlerin sapli kutu grafiginin gdzlenmesi, tiim
mikrodizinlerden elde edilen degerlerin dagiliminin 1 civarinda merkezlenmis olup
olmadigimin ve tiim mikrodizinlerin NUSE dagilimlarinin benzer olup olmadigimin
incelenmesini  saglanmistir. Bdylece mikrodizin deneyinin kalitesiyle ilgili bilgi

edinilmistir.

RLE (Relative Log Expression) Grafigi: RLE degerleri, her bir prob setinden elde edilen
ekspresyon degerlerinin tiim deney boyunca bu prob setinde yer alan tiim problardan elde
edilen ekspresyon degerlerinin medyanina oranlanmasiyla elde edilmistir. Deney boyunca
bir ¢cok probsetinden elde edilen ekspresyon degerinin defismeyecegi varsayilarak RLE
grafiginde tiim medyan degerlerinin logaritmik Olgekte 0’a yakin ve tiim dagilimlarin

benzer olmasi1 beklenmektedir.

MA Grafigi: MA grafikleri (MA plots) incelenerek, elde edilen gen ekspresyon verisinde
sinyal yanlilig1 olup olmadig1 hakkinda bilgi edinilmistir. MA grafiklerinde deneyde yer
alan mikrodizinlerden “medyan” olan mikrodizine (y ekseninde - M) karsilik her bir
mikrodizinden elde edilen gen ekspresyon verisi ve bu medyan mikrodizinden elde edilen
gen ekspresyonlariin ortalamasi (x ekseninde - A) gozlenmistir. MA grafiklerinde 0’1in
etrafinda bir bulut goriilmesi beklenir. MA grafikleri sinyal yanliliginin incelenmesinde

oldukca verimli bir yontemdir.
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On isleme

Mikrodizin  teknolojisi, niikleik asitlerin hibridizasyon o6zelliginden yararlanir.
Orneklerden elde edilen transkriptler (target) ile ¢ip iizerine ilistirilmis niikleik asitlerden
(prob) komplementer olanlarin hibridizasyonundan elde edilen 1sima sinyalleri, gen
ekspresyonu miktarii temsil etmektedir. Bu yontemle elde edilen veride dogrudan gen
ifadesine iligkin biiylkliigiin 6l¢giilmesini engelleyen optik giiriiltii ve spesifik olmayan
baglanmalar bulunmaktadir. Dolayisiyla bu 1s1ma verisinin gen ifadesi verisine
dontstiiriilebilmesi amaciyla, optik ve deneysel “gliriiltii”den arindirilmasi1 gerekmektedir.
Bu arindirma islemleri matematiksel ve istatistiksel yontemlerle gergeklestirilmistir. Tiim

bu islemlere 6n isleme (preprocessing) adi verilmektedir.

Goriintii Isleme: Gorintii isleme asamasinda, ¢ip itizerinde gergeklesen hibridizasyon
neticesinde meydana gelen 1s1malar cihaz tarafindan tespit edilip 1s1ma sikligini ifade eden
bir degere, dolayisiyla da ekspresyon verisine doniistiiriilmektedir. Affymetrix’in bildirdigi
koordinatlar dogrultusunda her bir transkriptin o ¢ipe yiiklenen 6rnekte olgiilen ekspresyon

degeri, problar diizeyinde elde edilmektedir.

Arka-Plan Diizeltmesi: Elde edilen veriye arka-plan diizeltmesi yapilmasi gereklidir,
¢linkii bu diizeltme yapilmadan once Olglilen prob yogunluklari, spesifik olmayan
hibridizasyon ve optik tespit sistemindeki giiriiltiiyii icermektedir. Olgiilen veriler, spesifik
hibridizasyonu etkin sekilde ifade eden veriye doniistiiriilmek amaciyla diizeltilmelidir. Bu

calismada elde edilen veri, konvoliisyon arka-plan diizeltmesi yontemiyle diizeltilmistir.

Normalizasyon: Farkli mikrodizin ¢iplerinden elde edilen verinin karsilastirilabilir hale
gelmesi i¢in normalize edilmesi gerekmektedir. Bunun nedeni, veriye etki eden ¢ok sayida
varyasyon kaynagi olmasidir. Bu varyasyon kaynaklari, ters transkripsiyonun (reverse
transcription) verimi, etiketleme ve hibridizasyon reaksiyonlari, ¢iplerdeki fiziksel
problemler, reagent batch etkisi ve laboratuvar sartlar1 gibi etkenlerdir. Bu ¢alismada elde

edilen veri, quantiles yontemiyle normalize edilmistir.

Ozetleme: Cip verisinin dzetlenmesi gerekmektedir ¢iinkii her bir gen, birden fazla prob ile
temsil edilmektedir. Her bir gen icin ekspresyon diizeyi, arka-plan diizeltmesi ve
normalizasyonu yapilmis yogunluklar RNA transkriptinin miktariyla orantili olacak sekilde

tahmin edilmektedir. Calismada elde edilen veri, median polish yontemiyle 6zetlenmistir.
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LIMMA ve Farkhi Eksprese Olan Gen Seti

Bu asamada hedeflenen, AF’li ve SR’li hastalardan alinan sag ve sol atriyum 6rneklerinde,
varsa, gen ifadesinde anlamli farklilik gosteren genlerin belirlenmesidir. Bu amaca yonelik
analizler R platformu iizerinde limma (Linear Models for Microarray Data) kullanilarak

gergeklestirilmistir.

Limma’da gergeklestirilen islem, en genel tanimiyla, mikroarray lizerinde bulunan her bir
gen icin ekspresyon verisini bir lineer modele oturtmaktir. Matematiksel olarak E [yj] =

Xa;

; seklinde bir lineer model oldugunu varsayalim. Burada, y;, j. gen igin gen ifade

verisini, X modelin tasarim matrisini, @; de katsayilar vektorinii ifade etmektedir. ij

ekspresyon matrisinin j. satiridir ve logaritmik olarak ekspresyon degerini i¢cermektedir.
Arastirilmakta olunan kontrastlar € kontrast matrisi olmak iizere f; = CTaj ile
verilmektedir. Limma ilk olarak veriyi lineer modele oturtmakta, ardindan elde edilen
a;’ler aracihigiyla B; degerleri tahmin edilmektedir. Analiz i¢in yapilan lineer modelleme,
Affymetrix mikroarray’leri gibi tek kanalli mikroarrayler i¢in, her bir gen ic¢in bir lineer
model olusturulmas1 haricinde, ANOVA ya da c¢oklu regresyon ile benzerlik

gostermektedir.

Tez g¢alismasi kapsaminda gergeklestirilen limma analizinde, deneyin tasarimina uygun
olarak modelleme gergeklestirilmis ve her bir transkriptin gruplar arasindaki ifade
degisiminin anlamlilig1 test edilmistir. Bu test gerceklestirilirken, coklu testlerde artis
gosteren hatali tespit oranim1 (FDR: False Discovery Rate) kontrol altina almak {izere
Benjamini — Hochberg diizeltmesi kullanilmis ve anlamlilik diizeyleri bu yontemle
diizeltilmis p degerleri (adj. p value) kullanilarak belirlenmistir. Analizde hatali tespit
orani % 5 olarak belirlenmistir. Diizeltilmis p degeri <0.05 olan degerler, logFC
(logaritmik kat artis1) degerleri ve B degerleri gibi istatistikler de g6z Oniinde

bulundurularak sonraki analizlerde kullanilmak tizere se¢ilmistir.

Farkh ifadelenen Genlerin Fonksivonel Anlamlandiriimasi

Limma analizi sonucu elde edilen AF ve SR gruplar arasinda, istatistiksel olarak anlamli
farklilik gosteren transkriptler belirlenmisti. Ancak bu transkriptlerin fonksiyonel
anotasyonu yapilsa bile, inceleme altina alinan ¢ok sayida genin bu anotasyonlar

kullanilarak biyolojik siireg¢ler bazinda anlamlandirilmasit miimkiin degildir. Bunun igin
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elde edilen genlerin hangi biyolojik siireclerde ne sekilde yer aldigini ve bu 6zelligin farkli
ifade edilen genler kiimesinde ne kadar tekrar ettigini arasgtiran biyoinformatik yontemler

gelistirilmistir.

Mikrodizin gen ekspresyon verisini gorliniir hale getiren ve istatistiksel yontemlerle bu
veriyi islemeye yarayan dChip ve BRB array tools programlar1 kullanilmistir. Bu
programlar geri planda R, Java, C ve Foran programlama dillerini ¢alistirirlar. BRB array

tools excel tabaninda ¢alisan bir eklenti paketidir.

Calismada bu arastirmalar pek cok veri tabanindan bilgi ¢ekerek yukarida bahsi gecen
degerlendirmeleri belirli istatistiksel siireclere dayali olarak gerceklestiren DAVID (the
Database for Annotation, Visualization and Integrated Discovery) kullanilmistir. DAVID
yalnizca klasik Gene Set Enrichment Analizi ile kisith kalmamasi, anotasyon terimlerini
elde ederken pek ¢ok veri tabani kullanmasi ve analizin sonraki basamaklarini esnek

sekilde gergeklestirmeye elverisli olmasi nedenleriyle cesitli araclar arasindan se¢ilmistir.

Genlerin Fonksiyonel Siniflandirilmasi

Mikroarray verisi tizerinde gergeklestirilen istatistiksel analizler sonucunda AF ve SR
gruplar1 arasinda gen ifadesi yoniinden anlamli farklilik gosteren genler elde edildikten
sonra, bu genlerin biyolojik ¢ercevede anlamlandirilmasi hedeflenmistir. Bu amaca yonelik
olarak gelistirilen analizler genel olarak Gene Set (term) Enrichment Analizi olarak

anilmaktadir (166).

Bu analiz sayesinde gruplar arasinda ifade degeri yoniinden istatistiksel olarak anlamli
farklilikk gdsteren genler fonksiyon smiflarina gore degerlendirilmektedir. Bu
gerceklestirilirken de bu genlere literatliirde atfedilmis tiim fonksiyonlar ve genlerin

calisti1 saptanan yolaklar gz 6niinde bulundurulmaktadir.

DAVID’de bu analiz gerceklestirilirken temel ilke, bir fonksiyonun °‘arka plan’da
gozlenme sikligi ile, istatistiksel olarak anlamli ifade degisimi gosteren gen kiimesinde
gozlenme sikliginin karsilastirilmasidir. Burada Ornegin, eger deney insan genomu ile
ilgiliyse, ‘arka plan’ insan genomunda ifadelenen genlere atfedilen fonksiyonlarin genler
bazinda sikhigidir. Daha reel bir 6rnek vermek gerekirse 6rnegin insan genomundaki
genlerin %1°1 kinazlardir. Eger analiz edilmekte olan istatistiksel olarak anlamli ifade

degisimi gosteren gen kiimesindeki genlerin %10’unun kinazlar oldugu gdézlenirse, bu
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kiimenin kinazlar yoniinden ‘yogun’ (enriched) oldugunu ifade eder. Bu ‘yogunluk’
(enrichment), Fisher’s Exact Test, Binom olasilig1 ve Hipergeometrik dagilim gibi bilindik
istatistiksel yontemlerle kantifiye edilmektedir. Ardindan enrichment p degerleri,
arastirilan gen setindeki Onemine gore bir ‘enrichment score’a doniistiiriilmektedir.
Calismada enrichment degeri (enrichment score) 1,3 ve iizeri olan gen gruplar ileri
incelemelere tabi tutulmustur. Bu deger DAVID i¢in arastirmacilar tarafindan optimize

edilmis degerdir ve tizerinde calisilan gen kiimesi i¢in verimli sekilde ¢calismistir (167).

Genlerin Fonksiyonel Anotasyonu, Kiimelenmesi ve Yolak Analizi

DAVID’de genlerin fonksiyonel anotasyonu kirkin {izerinde anotasyon kategorisinde
gerceklestirilmektedir. Bu kategoriler GO (Gene Ontology) terimleri, protein-protein
interaksiyonu, protein fonksiyonel domainleri, hastalik asosiyasyonlari, biyo-yolaklar, dizi
bilesenleri (sequence features), homoloji, genlerin fonksiyonel 6zetleri (gene functional
summaries), dokuda gen ekspresyonlar1 ve literatiirdiir. DAVID analize tabi tutulan her bir
geni bu ozelliklerle iligkilendirmekte, ardindan bu O6zelliklerin goriilme sikligina gore

kiimelendirmektedir.

Bu gruplandirmanin ardindan grup iginde yer alan genlerin hangi yolaklarda yer aldigi

bilgisi KEGG ve BioCarta gibi veritabanlarindan DAVID tarafindan elde edilmektedir.

66



Calismaya Dahil Edilme Kriterleri

Sol ventrikil ejeksiyon fraksiyonu >% 30,
Yazili onam formu

Ciddi dejeneratif mitral kapak patolojileri nedeniyle operasyona alinan kalici AF’lu veya sinls ritmindeki hastalar,

\ 4

Kontrol ve ¢alisma grubundaki hastalarin sag ve sol atriyal apendaj bolgesinden 1.5x1.5x0.5 cm?3 boyutundaki
atrium dokusu eksizyonu. Doku &érneklerinin intraoperatif preperasyonu ve sivi nitrojen iginde transferi,
Nativ mitral kapagin eksplante edilmesi s6z konusu ise dejeneratif mitral kapak hastalidi i¢in patolojik dogrulama

|

| |

immiinohistokimya ve TUNEL

Mikrodizin Analiz
Doku érneklerinden total RNA Doku érneklerinde BAX, BCL2L1,
izolasyonu, cRNA sentezi, BAK, CAPNS1, CASP3, CASP8,
fragmantasyon, hibridizasyon, BCL2’nin immunohistokimyasal
analizi. Apoptotik degerlendirme

yilkama-boyama-tarama
amaciyla in situ DNA

fragmantasyon analizi.

Elektron Mikroskopi
Doku érneklerinden apoptozisin
morfolojik belirteclerinin
tanimlanmasi

. . . Klinik Takip
_ Biyoinformatik Analiz Operasyon sonrasi 7 giin 24 saat
Mikrodizin ¢alismasindan elde siireyle Holter EKG
edilen verilerden genlerin monitorizasyonu
k“fonlkswonell anotallsly(/onu,r . Hasta verilerinin web tabanli
umelenmesi ve yolak analizl kayit sistemine kaydedilmesi
(GO, DAVID, KEGG)

v

Sekil 17: Calismanin genel akis semasi
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5. ARASTIRMA BULGULARI

5.1. Hasta Kohortu

Eyliil 2008 ile Eyliil 2012 tarihleri arasinda operasyona alman 30 hasta ¢alismaya dabhil
edilmistir. Kalict AF’u olan 15 hasta (ortalama yas; 65.9 £ 12.8, 4E/11K) ¢alisma grubunu
olustururken, normal siniis ritmindeki 15 hasta (ortalama yas; 53.5 + 14.3, SE/10K) kontrol
grubuna alinmistir (p= 0.007). AF grubundaki hastalarin ortalama sol atriyum ¢ap1 55.9 + 6.2
mm iken kontrol grubundaki siniis ritimli hastalarin ortalama sol atriyum ¢ap1 47.7 £ 6.3 mm
olarak Ol¢iilmiistiir (p< 0.0001). Hastalarin preoperatif demografik ve hemodinamik verileri

Tablo 3’de 6zetlenmistir.

Tablo 3: Hastalarin preoperatif demografik ve hemodinamik verileri

Atriyal Fibrilasyon Siniis Ritmi
%95 CI1 P degeri*
(n=15) (m=15)
Yas (y1il) Ortalama + SD 65.9+12.8 53.5+14.3
(-21.2;-3.5) 0.007
Min-Max 28-80 22-82
Erkek cinsiyet n (%) 4 (26.6) 5(33.3) 0.8
Ortalama + SD 1.81£0.17 1.87+£0.17
BSA (m?) (-0.06;0.17) 0.341
Min-Max 1.39-2.05 1.66-2.31
Sigara hikayesi n (%) 7 (46.6) 8(53.3) - 0.9
KOAH n (%) 5(33.3) 4 (26.6) - 0.8
Diabetes mellitus n (%) 3(20) 4 (26.6) - 0.20
SVH n (%) 4 (26.6) 1 (6.6) - 0.134
Hipertansiyon n (%) 11 (73.3) 4 (26.6) - 0.015
Hiperlipidemi n (%) 8(53.3) 5(33.3) - 0.148
Total Kolesterol Ortalama + SD 185.8 +7.1 185.8+ 7.6 - 0.999
(mg/dl)
LDL Kolesterol Ortalama + SD 116.5+ 5.6 115.7+6.3 - 0.93
(mg/dl)
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HDL Kolesterol Ortalama + SD 444 +£42 395+£1.9 - 0.35

(mg/dl)
SVDSC (mm) Ortalama + SD 54.6+6.9 543+12 (-7.1;6.5) 0.927
SVSSC (mm) Ortalama + SD 347+6.2 355+94 (-4.5;6.2) 0.748
DKB (mmHg) Ortalama + SD 86.8+11.4 89+9.6 (81.25; 95) 0.07
LVEF (%) Ortalama + SD 54.4+8.1 51.5+7.6 (-8.1;2.1) 0.247
Sistolik PAP

Ortalama + SD 547+9 43+ 16 (-20.2;-3.2) 0.008
(mmHg)
LA ¢ap1 (mm) Ortalama + SD 559+6.2 47.7+6.3 (-12.2;-4.1) >0.0001
NYHA

n (%) 10 (66.6) 9 (60) - 0.3
(Klas 2 iizeri)
Trikuspit Yetmezligi
n (%) 6 (40) 2 (13.3) - >0.0001

2
Euroscore Ortalama + SD 58+3.5 38+24 (-4;0.1) 0.051
Logistic Euroscore

Ortalama + SD 8.2+8.1 4.1+4.8 (-8.5;0.3) 0.07
(%)
Medikasyon
Antihiperlipidemik n (%) 7 (46.6) 7 (46.6) 1
Digoxin n (%) 5(33.3) 2(13.3) 0.184
Ca kanal blokeri n (%) 5(33.3) 0(0) 0.014
Beta Bloker n (%) 11(73.3) 10 (66.6) 0.621
ACE/ARB inh. n (%) 9 (60) 8(53.3) 0.224

BSA; viicut yiizey alani, KOAH; kronik obstriiktif akciger hastaligi, SVH; serebrovaskiiler
hastalik, SVDSC; sol ventrikiil diyastol sonu ¢api, SVSSC; sol ventrikiil sistol sonu ¢api,
DKB; diyastolik kan basinci, LVEF; sol ventrikiil ejeksiyon fraksiyonu, PAP; pulmoner
arter basinci, LA; sol atriyum, NYHA; New York Kalp Cemiyeti, ACE; anjiotensin
converting enzim, ARB; anjiotensin reseptor blokeri.

Kontrol ve ¢alisma grubu hastalarinin preoperatif 6zellikleri degerlendirildiginde, sistolik PAP

ve sol atriyum ¢apinin AF grubunda istatistiki anlamli diizeyde yiiksek oldugu tespit edilmistir.
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Bu durum, artan sol atriyum c¢apiyla birlikte AF goriilme egiliminin artmas1 bilgisiyle paralel

olan bir bulgudur.

5.2. Immiinohistokimya ve DNA Fragmantasyon Analizleri

Immiinohistokimyasal incelemelerde sag/sol atriyal doku &rneklerinde proapaptotik ve
antiapoptotik protein ifadeleri ve apoptozisin terminal belirteci olan DNA fragmantasyon
analizi TUNEL yontemi ile gergeklestirilmistir. Her iki atriyum dokusunda protein
ifadeleri Tablo 4-5’de gosterilmistir. Sag atriyal doku 6rneklerinde proapoptotik BAX
ifade diizeyi AF grubunda (% 26.36 + 23.7) SR grubuna oranla (% 8.75 + 6.7) istatistiki
olarak anlamli diizeyde (p= 0.019) artis tespit edildi. Benzer istatistiki anlamli sonuglar sol
atriyal dokularda da BAX protein ifadeleri agisindan tespit edildi (AF: % 37.27 + 27.2, SR:
% 12.08 + 19.02, p= 0.004). AF grubunda istatistiki anlamali olmasa da antiapoptotik
protein ifadelerinde azalma egilimi ve sonug¢ olarak da TUNEL oranlarinda artis tespit
edildi.

Tablo 4: Sag atriyum dokularinda apoptotik proteinlerin immiinohistokimyasal

yontemlerle ifade degerleri

Atriyal Fibrilasyon  Siniis Ritmi

P degeri
(n=15) (n=15)
BCL2 pozitifligi (%)
13.64 £22.5 12.08 +23.1 0.947
Ortalama = SD
BCL2L1 pozitifligi (%)
35.45 £ 28.7 10.83 +9.7 0.053
Ortalama = SD
BAX pozitifligi (%)
26.36 £ 23.7 8.75+6.7 0.019
Ortalama = SD
BAKI1 pozitifligi (%)
64.17 £25.7 3273 £27.2 0.012
Ortalama = SD
Calpain S1 pozitifligi (%)
227+3.4 1.25+2.2 0.491
Ortalama = SD
Caspase 3 pozitifligi (%)
17.08 = 14.9 6.82 +5.6 0.07
Ortalama = SD
Caspase 8 pozitifligi (%)
25 +26.07 16.67 = 19.1 0.507

Ortalama = SD
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TUNEL pozitifligi (%)
Ortalama = SD

8.08 £ 6.5

491 =7

0.071

BCL2 = B-cell CLL/lymphoma 2,

BCL2L1:BCL2-like 1, BAX: BCL2-associated X
protein, BAK1: BCL2-antagonist/killer 1, TUNEL: terminal transferase deoxyuridine
triphosphate nick-end labeling

Tablo 5: Sol atriyum dokularinda apoptotik proteinlerin immiinohistokimyasal
yontemlerle ifade degerleri
Atriyal Fibrilasyon  Siniis Ritmi
P degeri
(n=15) (n=15)
BCL2 pozitifligi (%)
31.82 +37.8 32.08 =344 0.777
Ortalama = SD
BCL2L1 pozitifligi (%)
20 = 28.6 11.6 = 14.4 0.764
Ortalama = SD
BAX pozitifligi (%)
37.27 £25.7 12.08 £ 19.2 0.004
Ortalama = SD
BAKI1 pozitifligi (%)
72.50 = 24.1 43.64 £26.9 0.01
Ortalama = SD
Calpain S1 pozitifligi (%)
1.36 £2.3 2.08 2.5 0.479
Ortalama = SD
Caspase 3 pozitifligi (%)
7.73 £9.8 10+£11.8 0.630
Ortalama = SD
Caspase 8 pozitifligi (%)
20 +23.1 24.17 = 34.6 0.508
Ortalama = SD
TUNEL pozitifligi (%)
6.58 £ 7.5 236+33 0.134

Ortalama = SD

BCL2 = B-cell CLL/lymphoma 2,

BCL2L1:BCL2-like 1, BAX: BCL2-associated X
protein, BAK1: BCL2-antagonist/killer 1, TUNEL: terminal transferase deoxyuridine
triphosphate nick-end labeling
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Sekil 18: BCL2 immiinohistokimya goriintiileri

ol FIP

A: Normal siniis ritmindeki hastanin sol atriyal dokularinda anti-apoptotik yogun BCL2
protein ifade goriintiisii, sitoplazmik kirmizi renk BCL2 protein ifadesini gostermektedir
(AEC, X20), B: Normal siniis ritmindeki hastanin sag atriyal dokularinda anti-apoptotik
yogun BCL2 protein ifade goriintiisii, sitoplazmik kirmizi renkler BCL2 protein ifadesini
gostermektedir (AEC, X40), C: Kalict atriyal fibrilasyon grubundaki hastanin sol atriyal
dokularinda anti-apoptotik daha az yogunluklu BCL2 protein ifade goriintiisii, sitoplazmik
kirmiz1 renkler BCL2 protein ifadesini gostermektedir (AEC, X40), D: Kalic1 atriyal
fibrilasyon grubundaki hastanin sag atriyal dokularinda anti-apoptotik daha az yogunluklu
BCL2 protein ifade gorintiisii, sitoplazmik kirmizi renkler BCL2 protein ifadesini
gostermektedir (AEC, X40).
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Sekil 19: BAX immiinohistokimya goriintiileri

A: Normal siniis ritmindeki hastanin sol atriyal dokularinda pro-apoptotik BAX protein
ifade goriintiisii, sitoplazmik kirmizi renkler BAX protein ifadesini gostermektedir (AEC,
X40), B: Normal siniis ritmindeki hastanin sag atriyal dokularinda pro-apoptotik yogun
BAX protein ifade goriintiisii, sitoplazmik kirmizi renkler BAX protein ifadesini
gostermektedir (AEC, X40), C: Kalic1 atriyal fibrilasyon grubundaki hastanin sol atriyal
dokularinda pro-apoptotik yogun BAX protein ifade goriintiisii, sitoplazmik kirmizi renkler
BAX protein ifadesini gostermektedir (AEC, X40), D: Kalic1 atriyal fibrilasyon
grubundaki hastanin sag atriyal dokularinda pro-apoptotik yogun BAX protein ifade
goriintiisii, sitoplazmik kirmizi renkler BAX protein ifadesini gostermektedir (AEC, X40).
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Sekil 20: BAK immiinohistokimya goriintiileri

A: Normal siniis ritmindeki hastanin sol atriyal dokularinda pro-apoptotik BAK protein
ifade goriintiisii, sitoplazmik kirmizi renkler BAX protein ifadesini gostermektedir (AEC,
X40), B: Normal siniis ritmindeki hastanin sag atriyal dokularinda pro-apoptotik yogun
BAK protein ifade goriintiisii, sitoplazmik kirmizi renkler BAK protein ifadesini
gostermektedir (AEC, X40), C: Kalic1 atriyal fibrilasyon grubundaki hastanin sol atriyal
dokularinda pro-apoptotik yogun BAK protein ifade goriintiisii, sitoplazmik kirmizi renkler
BAK protein ifadesini gostermektedir (AEC, X40), D: Kalic1 atriyal fibrilasyon
grubundaki hastanin sag atriyal dokularinda pro-apoptotik yogun BAK protein ifade
goriintiisii, sitoplazmik kirmizi renkler BAK protein ifadesini gostermektedir (AEC, X40).

Sekil 20-A SR grubu 6rnegi Sekil 20-B’deki SR drneginden daha yogun BAK ekspresyonu
gosterirken; Sekil 20-C AF grubu ornegi Sekil 20-D’deki AF grubu drneginden daha
yogun BAK ifadesi gostermektedir.
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Sekil 21: BCL2L1 immiinohistokimya goriintiileri

A: Normal siniis ritmindeki hastanin sol atriyal dokularinda anti-apoptotik yogun BCL2L1
protein ifade goriintlisii, sitoplazmik kirmizi renkler BCL2L1 protein ifadesini
gostermektedir (AEC, X20), B: Normal siniis ritmindeki hastanin sag atriyal dokularinda
anti-apoptotik yogun BCL2L1 protein ifade gorlintiisii, sitoplazmik kirmizi renkler
BCL2L1 protein ifadesini gostermektedir (AEC, X40), C: Kalict atriyal fibrilasyon
grubundaki hastanin sol atriyal dokularinda anti-apoptotik daha az yogunluklu BCL2L1
protein ifade goriintiisii, sitoplazmik kirmizi renkler BCL2 protein ifadesini gostermektedir
(AEC, X40), D: Kalic1 atriyal fibrilasyon grubundaki hastanin sag atriyal dokularinda anti-
apoptotik daha az yogunluklu BCL2L1 protein ifade goriintiisii, sitoplazmik kirmizi
renkler BCL2 protein ifadesini gostermektedir (AEC, X40).
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Sekil 22: Calpain S1 immiinohistokimya goriintiileri

A: Kalic1 atriyal fibrilasyon grubundaki hastanin sag atriyal yogun Calpain S1 protein
ifade goriintlisii, sitoplazmik kirmizi ekspresyon Calpain S1 protein ifadesini
gostermektedir (AEC, X40), B: Kalic1 atriyal fibrilasyon grubundaki hastanin sol atriyal
dokularinda Calpain S1 protein ifade goriintiisii, sitoplazmik kirmizi ekspresyon Calpain
S1 protein ifadesini gostermektedir (AEC, X40), C: Normal siniis ritmindeki hastanin sag
atriyal dokularinda daha az yogunluklu Calpain S1 protein ifade goriintiisii, sitoplazmik
kirmiz1 ekspresyon Calpain S1 protein ifadesini gostermektedir (AEC, X40), D: Normal
siniis ritmindeki hastanin sol atriyal dokularinda Calpain S1 protein ifade gorlintiisi,
sitoplazmik kirmizi ekspresyon Calpain S1 protein ifadesini gostermektedir (AEC, X40).

Sekil 22-B pozitif Calpain S1 ifadesi gosterirken Sekil 22-D negatiftir. Sekil 22-A ve C ise
hafif yogunlukta Calpain S1 ekspresyonu gostermektedir.
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Sekil 23: Caspase 3 immiinohistokimya goriintiileri

A: Kalici atriyal fibrilasyon grubundaki hastanin sag atriyal yogun Caspase 3 protein ifade
goriintilisii, sitoplazmik kirmizi renkler Caspase 3 protein ifadesini gostermektedir (AEC,
X40), B: Kalicr atriyal fibrilasyon grubundaki hastanin sol atriyal dokularinda Caspase 3
protein ifade goriintiisii, sitoplazmik kirmizi renkler Caspase 3 protein ifadesini
gostermektedir (AEC, X40), C: Normal siniis ritmindeki hastanin sag atriyal dokularinda
daha az yogunluklu Caspase 3 protein ifade goriintiisii, sitoplazmik kirmizi renkler Caspase
3 protein ifadesini gostermektedir (AEC, X40), D: Normal siniis ritmindeki hastanin sol
atriyal dokularinda oldukg¢a az yogunluklu Caspase 3 protein ifade goriintiisii, sitoplazmik
kirmizi renkler Caspase 3 protein ifadesini gostermektedir (AEC, X40).

Sekil 23-B, C ve D daha az yogunlukta CASP3 ekspresyonu gosterirken Sekil 23-A daha
yopun CASP3 ifadesi gostermistir.
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Sekil 24: Caspase 8 immiinohistokimya goriintiileri

A: Normal siniis ritmindeki hastanin sag atriyal dokularinda daha az yogunluklu Caspase 8
protein ifade goriintiisii, sitoplazmik kirmizi ekspresyon Caspase 8 protein ifadesini
gostermektedir (AEC, X40), B: Normal siniis ritmindeki hastanin sol atriyal dokularinda
olduk¢a az yogunluklu Caspase 8 protein ifade goriintiisii, sitoplazmik kirmizi ekspresyon
Caspase 8 protein ifadesini gostermektedir (AEC, X40), C: Kalict atriyal fibrilasyon
grubundaki hastanin sag atriyal yogun Caspase 8 protein ifade goriintiisii, sitoplazmik
kirmiz1 ekspresyon Caspase 8 protein ifadesini gostermektedir (AEC, X40), D: Kalici
atriyal fibrilasyon grubundaki hastanin sol atriyal dokularinda Caspase 8 protein ifade
goriintlisii, sitoplazmik kirmizi ekspresyon Caspase 8 protein ifadesini gdstermektedir
(AEC, X40).

Sekil 24-A ve B daha yogun CASP8 ifadesi gosterirken, Sekil 24-C ve D daha disiik
yogunlukta CASPS ifadesi sergilemistir.
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Sekil 25: TUNEL goriintiileri

A: Normal siniis ritmindeki hastanin sol atriyal dokularinda daha az yogunluklu TUNEL
pozitif hiicre goriintiisi, niikleer kahverengi renkler TUNEL pozitif hiicreleri
gostermektedir (AEC, X20), B: Normal siniis ritmindeki hastanin sol atriyal dokularinda
oldukca az yogunluklu TUNEL pozitif hiicre goriintiisii, niikleer kahverengi renkler
TUNEL pozitif hiicreleri gostermektedir (AEC, X20), C: Kalic1 atriyal fibrilasyon
grubundaki hastanin sol atriyal yogun TUNEL pozitif hiicre goriintiisii, TUNEL pozitif
hiicre goriintiisii, niikleer kahverengi renkler TUNEL pozitif hiicreleri gostermektedir
(AEC, X40), D: Kalic1 atriyal fibrilasyon grubundaki hastanin sag atriyal dokularinda
oldukca yogun TUNEL pozitif hiicre goriintiisii, TUNEL pozitif hiicre goriintiisii, niikleer
kahverengi renkler TUNEL pozitif hiicreleri gostermektedir (AEC, X20).

Tiim IHK boyamalar1 ve TUNEL analizleri sonucunda kalici AF grubu &rneklerinde, SR

grubu 0rneklerine gore apoptozisin daha yogun oldugu gozlenmektedir.
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5.3. Ge¢irmeli (Transmission) Elektron Mikroskopik Calisma (TEM)

Kontrol grubuyla (K), Atriyal Fibrilasyon (AF) grubunun ince yap1 (ultrasiitriiktiirel)
diizeyinde karsilagtirmasinda, K grubunda ¢ekirdeklerin 6kromatin aktif ve tipik goriintlisii
i¢lerinde tipik niikleolus yapilariyla izlenirken, AF grubunda bazi miyosit ¢ekirdeklerinde
heterokromatin 6zellik dikkat ¢ekmistir. Kromatin materyal 6zellikle nuclear membran
altinda apoptosizi isaret eden kiimelenmeler gostermistir. Bu hiicrelerde belirgin olarak
bliziisme dikkat ¢ekmistir, mitokondriyonlar ve mikrofilamanlar yogun kiimelenmis olarak
izlenmistir. Sitoplazmada bu yogun organel gruplar1 arasinda yer yer vakuoller bulundugu

gozlenmistir (Sekil 26).

Bu haliyle AF grubunda bazi hiicrelerde shrinkage necrosis (biiziisme nekrozu) olarak da
adlandirilan apoptosize isaret eden morfolojik degisiklikler (biiziisme nekrozu, niikleer

membranin altinda kromatin clumping ve vakuolalizasyon) gozlenmistir.

Bazi1 AF hiicrelerinde ¢ekirdekte kromatolizis ve silinme izlenmistir (Sekil 27 ve 28). Bazi
mikrofilaman demetlerinin periyodik ¢izgilenmesini kaybettigi ve kompaktlagtigi
goriilmiistlir, yine bu hiicrelerde lipofuskin igeren rezidual cisimcikler izlenmistir. Bunlar
hiicrenin  harabiyet neticesindeki otolysosomal aktivitesinin son fiirlinleri olarak

degerlendirilmistir.
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Sekil 26: AF ve SR orneklerine ait TEM goriintiileri

a: Kontrol grubunda tipik eukromatin kas c¢ekirdegi (N) ve belirgin nucleolusu (nc),
mitondriyon (m) ve mikrofilamanlar (mf) saglam olarak izleniyor, b: aymi biiyiitmede AF
grubunda, hiicrede biiziisme ve kondenzasyon artisi tipik, nukleus heterochromatin (N)-
kondense chromatin materyal zar altinda kiimelenmeye baslamig, mitokondriyon (m) ve
microflamanlar (mf) yogun ve kiime seklindedir. Aralarinda vakuoller (v) bulunmaktadir.

Sekil 27: AF ve SR orneklerine ait TEM goriintiileri

Miyositlerin ayni biiyiitmede enine kesitlerinde a: kontrol grubunda euchromatin nukleus
(N) microflamanlarin (mf) ve mitochondrionlarin (m) olagan dagilimi izlenirken, b: AF
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grubunda hiicredeki biiziisme ve sitoplazmada yogunlagsma tipiktir, enine mikrofilaman
kesitleri ve mitokondriyonlar siki siki paketlenmis gibi goriilmektedir. Cekirdekte
karyolizis seklinde kromatin dagilimi gézlenmektedir (nekroza isaret eder).

Sekil 28: AF ve SR orneklerine ait TEM goriintiileri

a: Kontrol grubunda normal o©kromatin ¢ekirdek (N) ve periyodik sarkomerik
cizgilenmesini gosteren mikrofilaman (mf) demetleri izlenirken b: AF grubunda
sarkomerik ¢izgilenmesini yitirmis kompakt mikrofilaman (mf) kesitleri ve lipofuskin (Ip)
goriilmektedir, ¢: AF grubunda c¢ekirdege komsu yogun lipofuskin (Ip) artisi,
mitokondriyal kristalardaki disorganizasyon (m), yogunlasmis enine kesilmis mikrofilaman
demetleri (mf) dikkat ¢cekmektedir, d: ¢ figiiriiniin daha biiyiik biiylitmesidir

5.4. Mitral Yetmezlik Etyolojisinin Patolojik Tespiti

Mitral kapak degisimi operasyonlarinda alinan tiim 6rneklerin histopatolojik incelemesinde
AF ve SR grubundaki hastalarda kapak yetmezliginden sorumlu patolojinin dejeneratif
etiyoloji oldugu tanimlanmistir. Bu sayede transkriptomik diizeyde karsilastirma yapilan
gruplarin homojen oldugu dogrulanmistir. Dejenaratif etiyolojinin ifadesi Sekil 29’da

goriilmektedir.
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Sekil 29: Mitral kapaklarda hematoksilen eosin boyamasi

Mitral kapak replasmani gergeklestirilen hastalarin mitral kapak orneklerinde patolojik
degerlendirme A: Normal siniis ritimli hastaya ait mitral kapak 6rnegi, (HEX40) Kapakta
fibroza tabakasindan spongioza tabakasina kadar uzanan gevsek kollajendz stroma,
miksoid madde birikimi ve elastik liflerde parcalanma, fragmantasyon, miksomatoz
dejenerasyon; B: Normal siniis ritimli hastaya ait mitral kapak 6rnegi, (HEX100) Kapak
stromasinda gevsek Odemli goriiniim, gri-mavi renkte miksoid goriiniim, miksomatoz
dejenerasyon; C: Kalict atriyal fibrilasyon ritimli hastaya ait mitral kapak Ornegi,
(HEX100) Kapak stromasinda gevsek ddemli goriiniim, gri-mavi renkte miksoid goriiniim,
miksomat6z dejenerasyon; D: Kalict atriyal fibrilasyon ritimli hastaya ait mitral kapak
ornegi, (HEX100) Miksomatéz dejenerasyon, kapakta fibrozadan spongioza tabakasina
kadar gevsek, odemli stroma goriinimii, miksoid madde birikimi ve elastik liflerde
pargalanma.

Cikartilan mitral kapak doku Orneklerinin histopatolojik incelemesinde mitral kapak
yetmezligi etiyolojisinin dejeneratif oldugunun dogrulanmasi ¢aligmaya alinan 6rneklerin

homojen olmasi agisindan énemli bir kanit olusturmaktadir.
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5.5. Mikrodizin Deneylerinin Bulgular:

5.5.1. izole edilen RNA 6rneklerinin kalite ve miktar bulgular

Izole edilen RNA’larin biitiinliigiiniin kontrolii icin 6rnekler % 1°lik agaroz jelde yiiriitiilmiis ve
spektrofotometrik olarak konsantrasyonlar1 belirlenmistir (Sekil 30 ve Tablo 6). Ayrica izole
edilen total RNA ornekleri Agilent Bioanalyzer 2100°de RNA 6000 Pico ile yiiriitiilmiis ve RIN
(RNA Integrity Number) degerleri tespit edilmistir (Tablo 6). Orneklerin mikrodizin ¢alismalari
icin uygun oldugu saptanmistir. Mikrodizin analizi i¢in yeterli miktar ve kalitede izole

edilemeyen RNA ornekleri yeniden izole edilmistir.

Tablo 6: RNA o6rneklerine ait konsantrasyon ve RIN degeri araliklari

. RNA Konsantrasyon  A260/A280  A260/A230 RIN
ornekleri/ Jul) mi . .

sayis (ng/pl) min-max min-max min-max min-max
15 AF RA 26.06 — 65.89 1.92-2.36 0.05-1.47 35-73
15 AF LA 14.64 - 97.23 1.96 -2.22 0.05-1.57 3-8.1
15 SR RA 15.63 — 60.45 1.98 -2.26 0.05-1.58 28-84
I5SR LA 20.76 — 61.62 1.92 -2.18 0.05-1.73 4.8-82

09/241 09/251

LA RA LA RA

E:'F:»

2011 03 30

Sekil 30: RNA orneklerinin % 1 agaroz jelde yiiritiiliip goriintiilenmesi
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5.2.2. Mikrodizin Analizi icin cRNA Sentezlenmesi ve Fragmantasyonu

Total RNA izolasyonundan sonra elde edilen RNA 6rneklerinin miktar ve kalite agisindan
mikrodizin analizine uygun oldugu tespit edildikten sonra mikrodizin analizi i¢in deney
basamaklarina gecilmistir. Sentezlenen cRNA miktarinin spektrofotometrik ol¢iimii ve
fragmantasyonunun goriilebildigi agaroz jel goriintiilerinden Ornekler asagida yer

almaktadir (Tablo 7 ve Sekil 31).

Tablo 7: Izole edilen total RNA oOrneklerinden sentezlenen cRNA orneklerinin

spektrofotometrik 6l¢iim araliklari

CCRNA o onsantrasyon  A260/A280  A260/A230
ornekleri/ . . . Fragmantasyon
(ng/pl) min-max min-max min-max
sayisl

15 AF RA 336.92 - 1365.6 1.73 -2.01 0.65-2.01 ok

15 AF LA 318.63 —1263.93 1.87-2.08 0.97-2.12 ok

15 SR RA 331.88 - 1160.98 1.77 - 2.06 0.68 -2.01 ok

I5SR LA 319.83 - 1139.51 1.86 - 2.09 0.43-2.02 ok
10/140 11/002

201109 08

Sekil 31: izole edilen total RNA’lardan sentezlenen cRNA’larin fragmante edildikten

sonraki agaroz jel goriintiileri
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5.5.3. Hibridizasyon

Mikrodizin analizinde 1slak laboratuvar ¢alismasinin sondan Onceki basamagi
hibridizasyondur. Ozetle doku 6rneklerinden izole edilen total RNA’lardan biyotin isaretli
cRNA’lar sentezlendi ve fragmante edildikten sonra insan genomunun 54675 transkriptle
temsil edildigi “Affymetrix GeneChip Human Genome U133 Plus 2.0 Array”ler iizerine
hibridize edildi. Son basamak bu arraylerin yi1lama-boyama-tarama islemleridir. Tablo 8’de
tez calismasit kapsaminda gerceklestirilen mikrodizinlerin hibridizasyon yiizdeleri

gosterilmistir.

Tablo 8: Mikrodizini tamamlanmis arraylerin hibridizasyon yiizdeleri

Hibridize edilen Hibridizasyon yiizdesi
array sayisl (% P) min-max

15 AF RA 324-46.4

15 AF LA 31.9-449

15 SR RA 32.7-45.9

15SR LA 31.4-46.6

5.5.4. Biyoinformatik analizler

Mikrodizin  analizleri ~ tamamlanmig  arraylerin  kalite = kontrol  analizleri
www.arrayanalysis.org araciyla gerceklestirilmistir (168). Islak laboratuvar calismasi
sonunda elde edilen tim CEL dosyalarmin birlikte analizinin yapilabilirligini
degerlendiren bu analiz ile veriseti igerisindeki tiim arralerin birbirleriyle yliksek oranda

korele oldugu tespit edilmistir.

Arraylerin On isleme (preprocessing) sonrasinda kabul edilebilir korelasyon degeri 0,8
tizerinde olmalidir. Daha diisiik degerde korelasyon gosteren arrayler, birlikte analiz
edilemeyecegi icin veri setinden ¢ikarilmalidir. Yapilan kalite kontrol analizinde 6n isleme

sonrasi tlim arraylerin 0,91 ve {izerinde korelasyon gosterdigi tespit edilmistir (Sekil 32).
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Sekil 32: Arraylerin 6n igsleme sonrasi korelasyonu

5.5.5. Farkh ifade olan gen setleri

AF ve SR gruplar arasinda farkli ifade olan ve ifadesi 1,5 kat ve {izerinde degisim gosteren
213 gen tespit edilmistir (Ek 2). Bu genler arasinda; kalp kasilmasiyla ilgili olan
CACNAI1G, CSRP3, GNAOI, KCNJ18 genleri; ekstraselliiler matriks ile ilgili CHLI,
COL21A1, COL28A1, COLQ, FGF1, SLC1A3, VIT, COMP, CPLX3 genleri; ANGPTL?2,
BMP7, NPPB, TNNI1; iyon kanali kodlayan CACNB2, GJC1, KCNK3, ATP1B4, SNX22
genleri; apoptozisle ilgili PRKARITA, DNAJA4, BNIP3, FASTKDI1, DAPK2, GADDA45,
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BCL6, KLF10 genleri; anjiyogenezle ilgili NTRK2; AKAP3, AKAP6, ADAMI1 gen
ifadelerindeki degisim 6zellikle dikkat ¢ekicidir.

Sag ve sol atriyum arasinda yapilan karsilagtirmada farkli ifade olan gen sayis1 368 olarak
tespit edilmistir (Ek 3). Bu genler arasinda ADM, BMP5, BMP10, FBN2, HS3ST3Al,
NPR3, SMAD6, SMAD7, SMADY9, TNNI3K, FHL2, SLN, GJAS5, COL4AS5, COL4AS®,
COL13A1, ADAMTSS, ANGPT1 FOXCI1, ve TGF-f sinyal yolag: dikkat ¢ekicidir.

5.5.6. Genlerin anotasyonu, hiyerarsik kiimelenmesi ve yolak analizleri

AF grubunda MAPK yolag: lizerinde bulunan 6 genin ifadelerinin artmasiyla bu yolagin,
AF siirecinde aktive olan yolaklardan biri oldugu tespit edilmistir (Sekil 33). ifadesi farkli
olan genler yolak tlizerinde yildizla isaretlenmistir. AF siirecinde etkin oldugu tespit edilen
bir diger yolak O-Glikan biyosentez yolagidir (Sekil 34). Ayrica ekstraselliiler matriksle
iliskili genlerin ifadesi AF grubunda yiiksek oranda degismistir. Bu durum AF siirecinde
ekstraselliiler matriks alterasyonlar1 oldugu (Sekil 39), fibrozisin aktiflestigini
gostermektedir. Bunlarin disinda kardiyak kas kontraksiyonu, apoptozis, iyon ve membran
transportuyla iligkili genler, kalsiyum sinyal yolagi ve hiicre-hiicre interaksiyonu ile ilgili

olan genlerin ifadelerinin anlamli oranda degistigi belirlenmistir.

Heatmap {lizerindeki dendogram, oOrneklerin kiimelenmesini gosterirken sol tarafindaki

dendogram 2 kat degisim gdsteren genlerin kiimelenmesini gostermektedir (Sekil 35 ve 36).
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Sekil 34: Miisin tip O-glikan biyosentez yolagi
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Sekil 35: 2 kat ve fazla degisim gosteren genlerle hiyerarsik kiimeleme ve heatmap

91



Sekil 36: Hiyerarsik kiimeleme ve heatmape yakin bakis

Heatmapin {ist tarafinda 6rneklerin dagilimini gosteren dendogram, ilk basamakta 2 kola

ayrildigi ve AF ile SR 6rnekleri biiyiik oranda birbirinden ayrildigi goriilmektedir.
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Tablo 9: AF/SR arasinda 2 kat ve daha fazla degisim gosteren genler

Gen Ad1 Sembolii
chromogranin B (secretogranin 1) CHGB
uncharacterized LOC100507477 LOC100507477
mucolipin 3 MCOLN3
triadin TRDN
angiopoietin-like 2 ANGPTL2
dehydrogenase/reductase (SDR family) member 9 DHRS9
UDP-N-acetyl-alpha-D-galactosamine:polypeptide N-
acetylgalactosaminyltransferase 16 GALNT16
solute carrier family 6 (neurotransmitter transporter,
taurine), member 6 SLC6A6
dehydrogenase/reductase (SDR family) member 9 DHRS9
A kinase (PRKA) anchor protein 3 AKAP3
solute carrier family 7 (anionic amino acid transporter light
chain, xc- system), member 11 SLC7A11
leucine rich repeat neuronal 3 LRRN3
chromosome 1 open reading frame 105 Clorf105
uncharacterized LOC100128727 LOC100128727
long intergenic non-protein coding RNA 844 LINC00844
collagen-like tail subunit (single strand of homotrimer) of
asymmetric acetylcholinesterase COLQ
leucine-rich repeat containing G protein-coupled receptor 6 | LGR6
ATPase, Na+/K+ transporting, beta 4 polypeptide ATP1B4
complexin 3 CPLX3
cartilage oligomeric matrix protein COMP
insulin-like growth factor binding protein 2, 36kDa IGFBP2
troponin I type 1 (skeletal, slow) TNNI1
natriuretic peptide B NPPB
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Biiytik verisetleri igerisinde degisiklikleri kolayca gérmeye yarayan, anlamlilik (p degeri)
ve kat degisimine gore veriyi grafiklendiren “volcano plot”lar AF/SR ve RA/LA aralarinda
farkl ifade oldugu belirlenen genlerle ¢izdirilmistir. 2 kat ve daha fazla degisim gosteren

genler mavi noktalarla belirtilmistir (Sekil 37)

AF/SR RL

ooy g

Log10(p-values)

Log10(p-values)

Log2(Fold change) Log2(Fold change)

Sekil 37: Farkli ifade olan genlerin volcano plotlar
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6. TARTISMA VE SONUC

AF’un molekiiler temellerinin transkriptom ebadinda arastirildig1 bu ¢alismada dejeneratif
mitral yetmezligi etiyolojisinin eslik ettigi 15 AF ve 15 siniis ritimli hastanin sag ve sol

atriyum Ornekleri dahil edilmistir.

Bugiine dek AF’un global molekiiler analizine dair farkli ¢alismalar yapilmistir. Ancak bu
caligmalardaki en biiyiikk sorun, heterojen gruplarla yapilan, kompleks hastaliklarin
arastirildigr yiiksek islem hacimli ¢alismalarda karsilagilan giiriiltiinlin, sonuglar iizerine
golgeleyici etkisinin olmasidir. Heterojen bir patoloji olan AF’u, mikrodizin gibi yiiksek
islem hacimli bir yontemle arastirirken etiyoloji ve kontrol grubu agisindan homojen
orneklerin secilmesi gerekmektedir. Bu nedenle AF’un molekiiler patofizyolojisinin
arastirildig1 bu tez ¢alismasinda hasta ve kontrol gruplar1 son derece homojen tutulmaya
calisilmistir. Mitral kapak hastaliginda romatizmal tutulum ve iskemik kalp hastaliklar1 da
etiyolojik neden olarak karsimiza ¢ikabilmektedir. Romatizmal mitral kapak hastaliginda
enflamatuar siirecin patogenezde rol oynamasi gen ekspresyon profilleri tizerinde etkili
olabilecek bir bagka degiskeni olusturma potansiyeli dolayisiyla ¢alisma dizayni sirasinda
dislanma kriteri olarak belirlenmistir. Benzer gerekgeler iskemik etiyolojili mitral kapak
hastaliklar1 i¢in de gecerli olmasi nedeniyle dislanma kriteri olarak kabul edilmistir. izole
dejeneratif mitral yetmezligi olgularimin c¢alismaya alinmasi etiyolojik {iniformite
saglamasi acisindan literatiirdeki ilk ve tek ornegi olusturmaktadir. Calismaya alinan
hastalarin dejeneratif MY etiyolojisinin patolojik incelemelerle dogrulanmasi ¢alismanin

giivenilirligini artirmasi anlaminda etkin bir metodolojik yontem 6zelligini tasimaktadir.

Calismaya alinan hastalar kalic1 (permanent) AF 6zelligini tasimaktadir. Heterojen bir
patoloji olan AF, tek basina goriilebildigi gibi baska patolojilere de eslik edebilmektedir.
AF’un ortaya ¢ikmasina sebep olan mekanizmalar bagl basina c¢esitlilik gosterir. Ayrica
klinikte AF sonlanma durumuna ve stliresine gore smiflandirilmistir. Cilinkii AF siiresine
gore hem molekiiler hem hiicresel hem de makro diizeyde degisiklikler farklilik arz
etmektedir. AF ile yeniden bi¢cimlenme sirasinda farkli zaman dilimleri mevcuttur (47).
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. Gen ekspresyon degisimlerinin degerlendirilmesinde

AF siiresi de onem kazanmaktadir. Bu baglamda caligmaya alinan hastalarin gen ifade
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profillerindeki molekiiler degisikliklerin benzer siirede AF’a maruz kalmis ve
degisikliklerin biiylik cogunlugunun AF sebebiyle olma potansiyeli agisindan kalict AF’lu
hastalardan secilmesi, elde edilen sonuglarin hastalik iliskili ifade profili degisikligine
isaret etmesi agisindan 6nem gdstermektedir. Insanlarda AF siiresi ile ilgili gen ekspresyon
degisimlerinin arastirildig: bir ¢alisma literatiirde bulunmamaktadir. Bu agidan izole kalici
AF hastalarinin degerlendirmeye alindig1 bu ¢aligma tanimlanan agidan da literatiirdeki tek

ornek olma niteligini tasimaktadir.

6.1. RNA Izolasyonu

Molekiiler temelli kardiyovaskiiler arastirmalarda gen ekspresyon profillerinin ortaya
konmasi1 i¢in hedef genlerde polimeraz zincir reaksiyonu (PCR) temelli metodolojiler
kullanilmaktadir. Giiniimiizde gelisen molekiiler biyolojik teknikler sayesinde hastalikli
dokuda mikrodizin yontemiyle genom irlinlerinin bitiiniin, diger bir deyisle
transkriptomun tamaminin degerlendirilmesi de olasidir. Ancak, bu metodoloji RNA’ nin
kalp dokusundan pargalanmadan, bitiinliigiinii kaybetmeden izole edilmesini
gerektirmektedir ki bu da ciddi teknik zorluklar i¢cermektedir. Uygulanabilir ve tekrar
edilebilir protokollerin olusturulmasi amaciyla proje kapsaminda insan kalp dokusundan
total RNA izolasyon metodolojisinin tanimlanmasi kardiyovaskiiler molekiiler ¢alismalar

acisindan 6nemli bilimsel kazanimlar saglamistir.

Parcalanmamis total RNA izolasyonunda, yontem optimizasyonunun bir¢ok degiskene
bagl oldugu gozlenmistir. En iyi kardiyak doku homojenizasyonunun, cerrahi sirasinda
alinan taze atriyal dokunun mikrodiseksiyon aletleri kullanilarak miimkiin oldugunca ince
diseksiyonu ve sivi nitrojen i¢inde dondurulmasi ile elde edildigi gézlemlenmistir. Total
RNA izolasyonunda; Trizol yonteminde nanodrop ile 6l¢iilen RNA konsantrasyonu 326.5
ng/ul ile 445.2 ng/ul arasinda degisirken agaroz jel elektroforezinde RNA’nin tamamen
degrade oldugunu gosteren yayma goriintiisii izlenmistir. Qiagen yonteminde ise RNA
konsantrasyonu 42.4 ng/ul ile 127.2 ng/ul arasinda degismekte ve agaroz jel
elektroforezinde parcalanma olmasina ragmen biitiinliigiini kismen korumus 18S/28S
bantlar1 gézlenebilmektedir. MELT yonteminde RNA konsantrasyonu 17.9 ng/ul ile 87.0
ng/ul arasinda o6l¢iilmiis, jelde belirgin 18S/28S bantlar1 gdzlenmistir. Bu yontemlerle izole
edilen RNA oOrnekleri arasinda 18S/28S bantlarinda en az degradasyon bahsedilen

homojenizasyon yontemi ve MELT izolasyon yontemi ile elde edilen RNA orneklerinde
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oldugu belirlenmistir. Bu metodoloji ile elde edilen RNA o&rneklerinin, Agilent 2100
Bioanalyzer sisteminde elde edilen RIN degerleri 5.70 ile 7.50 arasinda degismektedir.

Kardiyak dokunun transkriptomik analizlerinde parcalanmamis total RNA izolasyonu igin
kardiyak dokunun homojenizasyonu oldukca kritik bir asamadir ve bu siirecte son derece
kirilgan olan RNA parcalanabilmektedir. Sag ve sol insan atriyum doku orneklerinde
karsilastirdigimiz  doku homojenizasyon ve RNA izolasyon yoOntemleri arasinda
intraoperatif mikrodiseksiyon teknigi en basarili sonucu vermistir. Tanimlanan bu
metodoloji insan atriyal dokusunun genom ebadinda transkriptomik arastirmalarinda
istikrarli sonuglarin alinmasina sagladigi katkilar bakimindan o6nemlidir. Nitekim tez
caligmas1t kapsaminda gergeklestirilen kalp dokusundan intakt total RNA izolasyon
metodolojisi Uluslararasi katihmh Tiirk Kalp ve Damar Cerrahisi Dernegi 11. Ulusal

Kongresi’nde sunulmus ve “drastirma Ugiinciiliik” 6diiliinii kazanmstir.

6.2. Mikrodizin Bulgular

Mikrodizin teknolojilerin AF aragtirmalarinda kullanilmaya baslandig1 erken donemlerde
hasta karakterizasyonlarinin {iniform olmadig1 ¢alismalar planlanmistir. Bu durum birden
fazla patolojik kondisyonun farkli olmasi durumunda elde edilecek sonuglarin hangi
kondisyonla iligkili oldugu konusunda belirsizlikleri beraberinde getirmistir. Bu tez
caligmas1 kapsaminda dejeneratif mitral yetmezligi olan 15’1 AF’lu 15’1 siniis ritimli
toplam 30 hastanin sol ve sag atriyum doku 6rneklerinde (n=60) 54.675 transkriptin temsil
edildigi transkriptom boyu mikrodizin analizi gergeklestirilmistir. Calisma boyunca elde
edilen mikrodizin gen ekspresyon verisi iizerinde farkli ifade diizeyi gdsteren genlerin
belirlenmesi amaciyla ileri biyoinformatik analizler gerceklestirilmistir. Toplam 60 6rnekte
gergeklestirilen transkriptom analizi sonrasinda AF’lu ve siniis ritimli doku 6rneklerinde
farkl1 diizeyde ifade olan 213 gen tespit edilmistir. Calisma g¢ergevesinde kullanilan
biyoinformatik analizler ve veri madenciligi algoritmasi1 Sekil 38’de 6zetlenmistir. DAVID
biyoinformatik analiz platformunda gergeklestirilen fonksiyonel anotasyon ve yolak
analizleri AF etiyopatolojisiyle oncelikli olarak ilintilendirilebilen 8 genin kas kasilmasi,
18 genin ekstraselliiler matriks regiilasyonu, 6 genin MAPK sinyal yolagi, 11 genin iyon
transportu aktivitesi ile iliskili oldugu yolak analizlerinde tespit edilmistir. Tez ¢alismasi
bitmis olmakla beraber calismada c¢ikacak olan makalelerimizin analiz ve hazirlik

caligmalar1 yogun bir sekilde devam etmektedir. Bu ¢aligmalar kapsaminda belirledigimiz
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213 gen iginden ilgili yolaklarda yer alan Oncelikli hedefleri teyyid etmeye devam

edilmektedir.
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Sekil 38: Tez calismasi ¢ercevesinde kullanilan biyoinformatik analizler ve veri

madenciligi algoritmasi
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Atriyal fibrilasyonda hiicreler arasi etkilesim ve iyon transportu ile ilgili gen gruplart

farkl diizeyde ifade edilmektedir.

AF siirecinin baglarinda iyon konsantrasyonlarinda degisiklikler oldugu literatiirde
bildirilmistir. Iyon kanallarmi kodlayan genlerin ifadelerinin AF grubunda istatistiki
anlaml diizeyde farkli bulunmasi literatiirdeki bu veriyi desteklemektedir. Calismanin
verisetinde Ozellikle potasyum, kalsiyum kanallarindaki transportla iliskili genlerin

ifadelerinde degisiklik oldugu saptanmustir.
Atriyal fibrilasyonda apoptozis ile iliskili genler farkh diizeyde ifade edilmektedir.

AF’un molekiiler temellerinin arastirildigi bir ¢ok immiinohistokimya temelli, yiiksek
islem hacimli, protein temelli, morfolojik ¢calismada AF siirecinde apoptozisin etkin oldugu
iddia edilmistir. Kharlap ve arkadaslarimin (154) yaptigr ¢alismada AF’nu olan koroner
arter hastaligi, mitral kapak hastaligi ve sol atriyal miksoma olgularinin sag atriyum
transkriptom profilleri degerlendirilmistir. AF olgularinda sinyal iletimi, gen transkripsiyon
regiilasyonu, hiicre proliferasyonu ve apoptozisten sorumlu genlerin farkli ifade oldugu
tespit edilmistir. Bizim calismamizda da hiicre 6liimiinden sorumlu 14 transkriptin ifade
seviyesinin AF grubunda yiiksek oldugu tespit edilmistir. Ayrica immiinohistokimyasal ve
elektron mikroskopik arastirmalarin sonuglar1 da bu bulguyu destekler niteliktedir. Bu

veriler ayr1 bir alt baglikta tartisilmastir.

Atriyal fibrilasyonda hiicre morfogenezinden sorumlu genlerin ifade diizeyi

degismektedir.

Kalp, embriyolojik gelisimi sirasinda ¢ok Ozellesmis ¢esitli hiicresel farklilasma
siireclerinden gecerek kasilabilir dort odacikli haline ulagsmaktadir. Son zamanlardaki
morfogenezle ilgili caligmalarda transkripsiyonel kontroliin embriyonik gelisim siirecinde
kardiyak morfogeneziste ve -elektrofizyolojik gelisimde ©nemli gorevler {istlendigi
tanimlamistir (169). bunlar arasinda hiicre morfogenezisinden sorumlu genlerden olan
Pitx2 transkripsiyon faktorii kardiyak morfogenezis sirasinda sol kalp gelisimi ile iliskilidir.
Pitx2 down-regiilasyonu ventrikiillerin formasyonu i¢in gerekli bir durumken, atriyumun
pulmoner venlerin ve interatriyal semptum morfogenezisinde ise up-regiilasyonu énemli
gorevler almaktadir (170). Pulmoner venlerin ve sol atriyumun morfogenezisinde kritik rol

oynayan hiicre morfogenezis ile ilgili transkriptler, anatomik olarak AF’nun gelisiminde
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onemli anatomik lokalizasyon benzerligi dolayisiyla bu hastalifin patogenezinde 6nemli
rolleri oldugu diisiiniilmektedir (171). Bizim calismamizda da sag ve sol atriyum farki
gozetmeksizin  AF olgularinda hiicre morfogenezisinden sorumlu 9 gen siniis ritmi
olgularindan farkli ifade buldugu tespit edilmistir. Literatiirde hiicre morfogenezinden
sorumlu gen ve gen Triinleriyle AF iliskisi konusunda Onemli miktarda calisma
bulunmamaktadir. Bu baglamda calisma kapsaminda elde edilen hiicre morfogenezi gen

tirtinleri-AF iliskisi konusundaki bilgiler literatiire 6nemli katkilar saglayacaktir.
Atriyal fibrilasyon MAPK sinyal yolagini etkilemektedir.

Sol ventrikiiliin mekanik gerilmeye vermis oldugu yanitin mekanizmasi iyi anlasilmakla
beraber atriyumlar i¢in bu durum simirl dlgiilerde kalmistir. Mekanik gerilmenin etkisiyle
iyon kanal aktivitelerinde ve otokrin/parakrin mekanizmalarda degisiklikler sonucunda
gen ekspresyon profillerinde degisiklikler olmaktadir. Mekanik gerilme sonrasinda
kardiyomiyositlerde mitogen-activated protein kinaz (MAPK) sinyal yolaginda
degisiklikler olmaktadir (172). MAPK sinyal yolagi ii¢ alt gruba ayrilmaktadir:
extracellular signal-regulated protein kinase (ERK) yolagi, JNK yolagi ve p38 MAPK
yolag1 (Sekil 33). Bu ii¢ sinyal yolagi miyosit gerilmesi, endothelin-1, anjiotensin II ve
diger G protein-coupled reseptor agonistleri gibi ¢esitli uyarilarla aktive olabilmektedir
(173). AF’un yaratmis oldugu mekanik gerilme kuvvetinin bu sinyal yolaginda cesitli
degisiklikler yapma potansiyeli mevcuttur. Ancak literatiirde bu konuda son derece sinirh
kaynak bulunmaktadir. Caligmamizdan elde edilen sonuglarda MAPK sinyal yolaginda
bulunan 6 gen AF grubunda farkli ifade buldugu tespit edilmistir. Bu bulgular paralelinde
AF patogenezinde MAPK sinyal yolagi iizerinde durulmasi gereken 6nemli anahtar/tetik

mekanizmalarindan birisini olusturmaktadir.

Atriyal fibrilasyon siirecinde fibrozis etkin bir mekanizmadir ve ekstraselliiler matriks

iceriginde degisiklikler olmaktadir.

AF siirecinde fibrozisin etkin oldugu literatiirdeki bir ¢ok ¢alismada gosterilmistir. Atriyal
dokuda gerek apoptozis veya diger hiicre 6liimii sekilleriyle kaybedilen gerekse kolajen
birikimi sebebiyle fibrotik alanlarin olusmasi sonucunda ileti sisteminde aksakliklar olur.
Ileti yolundaki fibrotik bir alan, iletinin aksesuar yollar araciligiyla devam etmesine sebep
olmaktadir. Eger gelen impuls iletilemeyecek kadar genis bir fibrotik alan olusmussa

reentry olusturacak yeni pacemaker hiicrelerin olusmasini da indiikleyebilir. Ekstraselliiler
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matriks-reseptor etkilesim yolaginda AF ve SR gruplar1 arasinda farkli ifade oldugu tespit

edilen 6 gen bulunmaktadir. Bu genler kirmizi yildizlarla isaretlenmistir (Sekil 39).

| ECMRECEPTOR INTERACTION |

ECM Integrin ECM Integrin ECM Integrin ECM Proteoglycan

Focal adhesion M_"LISV_?IJ

Agrin |—» oDG | BDG
Ig-SF
[ITHES |

Sekil 39: Ekstraselliiler matriks ve reseptor etkilesim yolagi

6.3. Apoptozis Bulgular:

Apoptozisin AF’da etiyolojik bir neden olarak arastirildigi bu g¢alismada, kalict AF’lu
hastalarin atriyal doku 6rneklerinde immiinohistokimyasal yontemlerle, kontrol grubuyla
yapilan karsilastirmada proapoptotik protein ifadelerinde istatistiki olarak anlamli sonuglar
elde edilmistir. Bu calismada, kalict AF’u olan hastalarin sag atriyal doku kesitlerinde
normal siniis ritimli hasta kesitlerine gore, immunohistokimyasal ydntemlerle pro-
apoptotik Bax protein ekspresyonun artma egiliminde ve anti-apoptotik Bcl-2 protein

ekspresyonunun azalma egiliminde oldugu gésterilmistir. Ote yandan atriyal hiicrelerin
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ultrastriiktiirel incelemelerinin yapildig1 elektron mikroskobik incelemelerde biiziisme
nekrozu olarak da adlandirilan apoptosize isaret eden morfolojik degisiklikler (biiziisme
nekrozu, niikleer membranin altinda kromatin clumping ve vakuolalizasyon) tespit
edilmistir. Ayrica yine bir programli hiicre 6liimii tipi olan otafaji ile uyumlu degisiklikler

(sitoplazmik lipofuskin birikimi) AF olgularinda tespit edilmistir.

Apoptozis, regiile edilebilecegi degisik basamaklar1 olan ¢ok adimli bir hiicre 6limi
prosesidir. Ozellikle Bcl-2 gen ailesi tarafindan pro- veya anti-apoptotik protein
ekspresyonlarinin ¢esitli nedenlerle artmasi/azalmasina gore apoptozis regiile edilir (174).
Bu durum, tam diferansiye olmus kardiyomiyositlerin geri doniisiimsiiz hiicre hasarina
yanit olarak, miyokardiyuma daha ¢ok =zarar veren nekrozisin yerine apoptozise
yonlendirilebilmesi veya kurtarilabilir hiicrelerin gereksiz 6liimiiniin  engellenmesi
acisindan Onemli bir oOzelliktir. Apoptozisin uyarimi veya inhibisyonu; kanser,
norodejeneratif ve kardiyovaskiiler hastaliklar gibi cesitli hiicresel hasarlarin oldugu

patolojilerin 6nlenmesi ve tedavisi i¢in 6nemli bir hedef olacaktir.

Kardiyovaskiiler sistemin normal embriyonik gelisimi sirasinda apoptozis yogun olarak
meydana gelirken erigkinlerde apoptozis mekanizmalari, erigskin kalpte inaktif halde
bulunur (110). Bunun yaninda c¢esitli kardiyak ve wvaskiiler hastaliklarda apoptozis
mekanizmalarinda degisiklikler oldugu gosterilmistir. Tip-A Aort disseksiyonlu hastalarin
vaskiiler diiz kas hiicrelerinde pro-apoptotik Bak proteini ekspresyonunun ve DNA
fragmantasyonunun kontrol érneklerine oranla fazla oldugu calisma grubumuz tarafinca
gosterilmistir (175). Ote yandan kardiyovaskiiler hastalilarda AF ile apoptozis arasindaki
iliski irdelenmistir. Cobanoglu ve ark.’lar1 koroner bypass operasyonuna alinan hastalarda
sag atriyal dokudaki apoptozisin postoperatif AF gelisiminde bagimsiz bir risk faktori
oldugunu gostermislerdir (176). Yine arastirma grubumuzun yapmis oldugu c¢alismada
apoptozisin terminal belirteci olan DNA fragmantasyonu ile AF arasinda pozitif iligki
oldugu gosterilmistir. Bu sonuglar, kalict AF patogenezinde atriyal miyosit apoptozisinin

rolii oldugunu diistindiirmektedir (177).

Hiicre fizyolojisi ve patolojisindeki temel rolii son yillarda ortaya ¢ikan apoptozisin
molekiiler diizeyde anlasilmas1 tedavi yaklagimlarina yeni boyutlar getirecektir.
Apoptozisin uyarimi ve inhibisyonu, belirli kardiyovaskiiler hastaliklarin tedavisinde ve

Onlenmesinde ideal bir yontem gibi goriilmektedir. Ancak klinikte apoptozisten
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yararlanabilmek i¢in selektif dokularda bu siirecin nasil baslatilabilecegi ve nasil
sonlandirilabilecegine yonelik yogun calismalara gereksinim vardir. Calismadan elde
ettigimiz sonuglarla AF patogenezinde apoptozisin rolii olma ihtimali yiiksektir. Bu
bilginin ilizerinde yapilacak ileri ¢caligmalar ile sonuclar1 agisindan 6nemli olan bu ritim

bozuklugunun tedavisinde yeni bakis agilar1 gelistirme potansiyeli giindeme gelebilecektir.

Sonug¢

Bu tez caligmasinda, mikrodizin ¢aligmalariyla bilimsel veri agisindan 6nemli bulgular
kaydedilmistir. AF etiyopatogenezinde anahtar/tetik rolii oynayabilecek ve bugline kadar
AF iligkisi tanimlanmamis yeni molekiiler yolaklar tanimlanmistir. Elde edilen verilerin
hiicre biyolojisi kapsaminda yorumlar1 ve detaylandirmalar devam etmektedir. Elde edilen

sonuclar daha sonra bilimsel arenada tartisilacaktir.
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EKLER

EK1: Hastanin Bilgilendirilmis Onam (Riza) Formu Ornegi

ANKARA UNIVERSITESI TIP FAKULTESI

KALP VE DAMAR CERRAHISi ANABILIiM DALI

Telefon Numaras
Adresi:

Hastaligin On Tanisi/Tanisi:

Hastaneye Kabul Tarihi:

ACIL DURUMLARDA ONAM ALINACAK YASAL TEMSILCISININ
Adi-Soyadi:
Adresi:...
Telefon Numarasi:

KANUNI YETERLILiGi OLMAYAN HASTALAR iGiN

Telefon Numaras

YAZILI ONAM (RIZA):

Saym hastamiz liitfen bu formu dikkatlice okuyunuz. Tibbi dur ve

onerilen girisim/tedavi hakkinda bilgi sahibi olmak en dogal hakkimzdir. Bu acikl

In amaci

tedavisi icin size

ile ilgili

konularda sizi bilgilendirmek ve bu siirece sizi daha bilingli bir bi¢cimde ortak etmektir. Burada belirtilenlerden baska

sorularimz varsa bunlar1 cevaplamak goérevimizdir. Bizler size yardim i¢in buradayiz. Tamsal girisimlerin, tibbi ve

cerrahi tedavilerin yararlarim ve olasi risklerini 6grendikten sonra yapilacak isleme riza gostermek ya da gostermemek

kendi kararimza baghdir. Arzu ettiginiz takdirde saghgmniz ile ilgili tiim bilgi ve dokiimanlar size veya uygun goreceginiz

bir yakimimiza verilebilir. Okuma-yazma sorunu yasiyorsamiz ya da size yapilacak islemlere izin verme siirecine sizin

belirleyeceginiz bir Kisinin daha katilmasim istiyorsamz, goriisme tamg olarak belirledigi

isinin katilmasina izin

verebilirsiniz. Yasal ve tibbi zorunluluk tasiyan durumlar disinda bilgilendirmeyi reddedebilirsiniz. istediginiz zaman

verdiginiz izni geri cekme hakkina sahipsiniz. Bu durum sizin bundan sonraki tedavinizi hi¢cbir sekilde aksatmayacaktir.

Ancak, yasal acidan bu hakkimz “tibbi yénden bir sakinca ” sartina b

Aydinlatilmis Onami Geri Cekme Tutanag diizenlenerek bu belgenin arkasina eklenecektir.

Doktorum............ ve ekibi bende.

. Bu durum gerceklestiginde,

on tamsi

olmasi nedeniyle aort/mitral/trikuspid/pulmoner kapak (uygun olmayam c¢izi

iz) onarim veya replasmam olmam

gerektigini acikladi. Uzun siireli kapak g nedeniyle genisleyen kalp atrium bosluguna bagh olarak atrial

fibrilasyon denilen ritim bozuklugunun da olabilecegi aciklandi. Bu, hasarh kalp kapagmin tamiri veya degistirilmesi

anlamina gelmektedir. Cerrahin ameliyat sirasinda yapilacak islemin detaylar: ve se¢imi hakkinda benim iyilik halim i¢in

karar verme yetkisi oldugunu anhyorum. A¢ik kalp operasyonu sirasinda kalbin ve akcigerlerin fonksiyonunu iistlenen

Kalp-Akciger makinasina baglanmasi gerekmektedir. Bu islem sirasinda kaniil adi verilen tiiplerin giris bolgelerinden

¢ikarilarak atilan kalp atrium doKusu iizerinde arastirma yapmamz planlanmaktadir.

“KALICI ATRIYAL FiBRILASYONLU VE SINUS RiTIMLI HASTALARDA APOPTOZIS iLiSKiLi GENLERIN
KARSILASTIRMALI ANALIZLERi” adli galisma amaciyla ¢ikartilmis atrium dokunuz, hastaligin nedenini anlamaya

yonelik arastirmalar yapmak iizere alinarak bir takim incelemeler yapilacaktir. 30 géniillii normal siniis ritmindeki ve 30

atrial fibrilasyon denen ritim bozuklugu gelismis hasta iizerinde ¢calisilmas: planlanmaktadir. Burada yapilan
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, ritim bozuklug nedeni ve geli siirecini yardimar olacaktir. Aragtirmamiz, ameliyat

sirasinda zaten ¢ikarilmak durumunda olan kiiciik bir miktar kalp dokusu iizerinde yapilacagindan bu islemin size ve

ameliyatimza ek bir risk getirmesi s6z konusu degildir.

HASTA BEYANI: Bu formda 1 lar disinda yapilacak her hangi bir ilave girisimin, yalmzca saghgima yénelik
ciddi zararlarin 6nlenmesi ve yasamimin kurtarilmasi i¢in uygulanabilecegini anhyor ve kabul ediyorum. Kurumumuzun
bir egitim hastanesi olmasi nedeniyle, cerrahi girisimin, 6gretimden sorumlu bir hekim (6gretim iiyesi, uzman) gézetim

ve sorumlulugunda, asistan/arastirma gorevlisi doktorlar tarafindan da uygulanabilecegini; ama her kosulda girisimi

k komplikasy ve olasi

gerceklestirecek hekimin yeterli deneyimde olacagimi anhyor ve kabul ediyorum. Ol

riskleri konusunda bilgilendirildim. Bu tam ve tedavi yontemlerini reddettigim zaman saghgim tehdit edici baska hangi

dis1 K d

risklerin olusabilecegi, bu tedavi yerine uygulanabilecek baska bir tibbi yo i p
bilgilendirildim. Gerektigi takdirde kan transfiizyonuna onay veriyorum. Bazi doku veya érneklerin hastane kaydimin
bir pargasi olarak tutulabilecegini anliyorum. Ongériilen cerrahi girisim sirasinda tibbi egitim amagh fotograf ve video
cekimi yapilabilecegini ve bu dokiimanin sadece tibbi personel tarafindan egitim amagh kullamlabilecegini ancak bu
dokiimanlarda kimligimin belli olmayacagim anliyorum. Eger ameliyat sirasinda igne yada keskin bir cisim ekipten
birine batarsa HIV ve diger kanla gecen hastaliklarin test edilebilmesi i¢in benden arastirma amach tekrar kan
almmasim kabul ediyorum. Eger buna ihtiya¢ duyulursa ameliyattan sonra bu konuyla ilgili en kisa zamanda
bilgilendirilebilecegimi ve gerekli 6nerilerin verilecegini anliyorum. Verilen agiklamalari anladim ve istedigim zaman bir

gerekce gostermeksizin kararim degistirebilirim. Bu kararim, normal medikal tedavimi etkilemeyecektir.

BU FORMDA TANIMLANAN GALISMAYA KATILMAYI KABUL EDiYORUM.
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EK2: AF ve SR Gruplar1 Arasinda Farkh ifade Olan Gen Seti Icinden 35 6rnek

Gen Ad1 Sembolii
angiopoietin-like 2 ANGPTL2
mucolipin 3 MCOLN3
Triadin TRDN
Dnal (Hsp40) homolog, subfamily A, member 4 DNAJA4
protein kinase, cAMP-dependent, regulatory, type I, alpha PRKARITA
A kinase (PRKA) anchor protein 3 AKAP3
catenin (cadherin-associated protein), delta 2 CTNND2
exostosin 1 EXT1
potassium channel, subfamily K, member 3 KCNK3
bone morphogenetic protein 7 BMP7
guanine nucleotide binding protein (G protein), alpha
activating activity polypeptide O GNAOI
calcium channel, voltage-dependent, T type, alpha 1G CACNALG
subunit
collagen-like tail subunit (single strand of homotrimer) of
asymmetric acetylcholinesterase COLQ
protein phosphatase 1, regulatory (inhibitor) subunit 1A PPPIRI1A
peroxisome proliferator-activated receptor alpha PPARA
complexin 3 CPLX3
BCL2/adenovirus E1B 19kDa interacting protein 3 BNIP3
striatin, calmodulin binding protein STRN
ATPase, Na+/K+ transporting, beta 4 polypeptide ATP1B4
Calumenin CALU
B-cell CLL/lymphoma 6 BCL6
protein phosphatase, Mg2+/Mn2+ dependent, 1L PPMIL
alpha-kinase 3 ALPK3
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cartilage oligomeric matrix protein COMP
FAST kinase domains 1 FASTKD1
neurotrophic tyrosine kinase, receptor, type 2 NTRK2

A kinase (PRKA) anchor protein 6 AKAP6
collagen, type XXVIII, alpha 1 COL28AI
troponin I type 1 (skeletal, slow) TNNI1
natriuretic peptide B NPPB
growth arrest and DNA-damage-inducible, gamma GADDA45G
calcium channel, voltage-dependent, beta 2 subunit CACNB2
ADAM metallopeptidase domain 11 ADAMI1
collagen, type XXI, alpha 1 COL21A1
potassium inwardly-rectifying channel, subfamily J, member KCNJ12

12
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EK3: RA ve LA Gruplar1 Arasinda Farkh ifade Olan Gen Seti icinden 35 Ornek

Gen Ad1 Sembolii
bone morphogenetic protein 10 BMP10
SMAD family member 6 SMAD6
adrenomedullin ADM
paired-like homeodomain 2 PITX2
SMAD family member 7 SMAD7
SMAD family member 9 SMAD9
natriuretic peptide receptor C/guanylate cyclase C (atrionatriuretic NPR3
peptide receptor C)
claudin 18 CLDNI18
GATA binding protein 5 GATAS
bone morphogenetic protein 5 BMPS5
heat shock 70kD protein 12B HSPA12B
myotilin MYOT
calpain 3, (p94) CAPN3
fibroblast growth factor receptor 3 FGFR3
astrotactin 2 ASTN2
sodium channel, voltage-gated, type III, alpha subunit SCN3A
troponin T type 1 (skeletal, slow) TNNTI
collagen, type IV, alpha 6 COL4A6
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angiopoietin 1 ANGPTI
gap junction protein, alpha 5, 40kDa GJAS
collagen, type IV, alpha 5 COLA4AS
tubulin polyglutamylase complex subunit 2 TPGS2
transforming growth factor, beta receptor III TGFBR3
macrophage receptor with collagenous structure MARCO
BCL2/adenovirus E1B 19kDa interacting protein 3-like BNIP3L
EPH receptor A2 EPHA2
claudin 5 CLDNS5
lipoprotein lipase LPL
potassium voltage-gated channel, shaker-related subfamily, member 5 | KCNAS
collagen, type XIII, alpha 1 COL13A1
EH-domain containing 2 EHD2
mucolipin 3 MCOLN3
laminin, beta 3 LAMB3
apolipoprotein E APOE
EPH receptor A7 EPHA7
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