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OZET
Doktora Tezi

HL-1 Model Hiicrelerinde Atriyal Fibrilasyon Patogenezinden Sorumlu Molekiiler

Yolaklarin Aragtirilmasi
Ali Emre AKPINAR
Ankara Universitesi Biyoteknoloji Enstitiisii
Prof. Dr. Mustafa SIRLAK

Atriyal fibrilasyon (AF) insidansi ve prevelansi giderek artan ve klinikte en ¢ok rastlanan
kardiyak aritmidir. AF sirasinda meydana gelen hizli ve diizensiz stimiilasyon sonucunda
atriyal yeniden bigimlenme ve kontraktil disfonksiyon meydana gelmektedir. Bu aritminin
olusumunda meydana gelen hiicresel degisimlerin aydinlatilabilmesi i¢in bu ¢aligmada HL-
1 fare kardiyomiyosit hiicre hattina 24 saat boyunca disaridan elektriksel uyarimi saglayarak
AF modeli olusturulmustur. Uyarimin 3, 6, 12 ve 24 saat sonunda RNA 6rmekleri alinarak
disardan uyarim verilmeyen kontrol hiicre grubu arasindaki gen ifadesi profil degisimleri
mikrodizin analizleri ile karsilagtirilmistir. Elde edilen sonuglara gére her zaman diliminde
ortak en az 2 kat ifade degisimi gosteren 251 gen oldugu tespit edilmistir. Bu genlerin yer
aldig1 yolaklar Gene Ontoloji Veri Tabani kullanilarak tanimlanmis ve genlerin baglica
azalan kardiyak kas kasilmasi, kalp hiz1 regiilasyonu, hipertrofik kardiyomiyopati, kalsiyum
sinyal yolagi, MAPK sinyal yolagi, ve aritmojenik sag ventrikiiler kardiyomiyopati
yolaklarinda zenginlestigi goriilmiistiir. Insanda AF ile iliskilendirilen iyon kanal
yolaklarinda yer alan SLC841, CACNAIG, CACNAIH, CASQ2 ve KCNH2 genlerinin
ifadelerinin anlamli sekilde degistigi bulunmustur. Ayrica kas kasilmasinda 6nemli rolii olan
MYH6 ve ACTN2 genlerinin ifadelerinde artis gézlenmistir. Mikrodizin verilerinden elde
edilen anlamli degisen 7 gen se¢ilmis ve bu 4 genin, es-zamanli kantitatif PZR ile mikrodizin
verileri dogrulanmistir. Bu ¢aligmada olusturulan HL-1 AF modeli transkripsiyon verileri,
insan AF miyositleri ile gii¢lii bir uyum oldugu gdstermis ve bulunan bazi genlerin hiicreler
aras1 sinyal mekanizmasinda yer alan oncii proteinlerini kodlayan genler olmasi bunlarin
tedavi yaklagimlarinda hedef olabilecegi diisiiniilmiistiir.

2020, 148 sayfa.

Anahtar kelimeler: Atriyal Fibrilasyon, HL-1 hiicre, Atriyal yeniden bi¢imlenme,
Mikrodizin ifade profilleri.
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ABSTRACT
PhD Thesis
Investigation of Molecular Pathways Responsible For Atrial Fibrillation in HL-1 Cell Line
Ali Emre AKPINAR
Ankara University Biotechnology Institute
Prof. Mustafa SIRLAK

The incidence and prevalence of atrial fibrillation (AF) is an increasing and most common
clinical cardiac arrhythmia. As a result of rapid and irregular stimulation occurring during
AF, atrial remodeling and contractile dysfunction occur. In order to elucidate the cellular
changes occurring in the formation of this arrhythmia, an AF model was generated by
providing external electrical stimulation to the HL-1 mouse cardiomyocyte cell line for 24
hours. Gene expression profile changes between the control cell group without external
stimulation and the samples at the end of 3-, 6-, 12- and 24-hour stimulation were compared
with microarray analysis following isolation of total RNA. According to the results obtained,
it has been determined that there are 251 genes that show minimum 2-fold expression
changes common in each time period. Pathways containing these genes have been identified
using the Gene Ontology Database. These differentially expressed genes have been found to
be enriched primarily in decreasing cardiac muscle contraction, heart rate regulation,
hypertrophic cardiomyopathy, calcium signal pathway, MAPK signal pathway, and
arrhythmogenic right ventricular cardiomyopathy pathways. It was found that the
expressions of SLC8A1, CACNAIG, CACNAIH, CASQ2 and KCNH?2 genes in human ion
pathways associated with AF changed significantly. In addition, an increase in the
expression of MYH6 and ACTN2 genes, which have an important role in muscle contraction,
has been determined. Seven significantly regulated genes from microarray data were
selected and 4 of the genes were confirmed by Real-Time quantitative PCR. The
transcription data of the HL-1 AF model created in this study showed a strong compatibility
with human AF myocytes and some genes found to be genes encoding the leading proteins
in the intercellular signaling mechanism were thought to be targeted in their treatment
approaches.

2020, 148 pages.

Keywords: Atrial Fibrillation, HL-1 cell, Atrial Remodeling, Microarray expression
profiles.
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1. GIRIS

Diinya genelinde en sik goriilen O6lim nedeni olarak kardiyovaskiiler hastaliklar
gosterilmektedir. 2012 yilinda diinya genelindeki bulasici olmayan hastaliklardan kaynakli
oliim oranlar1 arasinda ilk sirada %46,2 (17,5 milyon) ile kardiyovaskiiler hastaliklar yer
almaktadir ve bu saymin 2030 yilinda 22,2 milyon olacagi tahmin edilmektedir. 2014 yil
Tiirkiye Istatistik Kurumu (TUIK) verilerine gore, meydana gelen dliimlere %40.4 oraninda
kardiyavaskiiler hastaliklarin neden oldugu rapor edilmistir (1). Kardiyavaskiiler sistemde
meydana gelen bir dizi fizyolojik ve molekiiler degisim, farkli patolojileri de beraberinde
getirmektedir. Koroner kalp hastaliklari, kalp yetmezligi, hipertansiyon, kardiyomiyopatiler
serebrovaskiiler hastaliklar ve ritim bozukluklari1 (kardiyak aritmiler) baslica kalp damar
hastaliklar1 arasinda yer almaktadir. Klinikte en ¢ok goriilen aritmi atriyal fibrilasyondur
(AF) ve diger kardiyovaskiiler hastaliklar gibi, insidans ve prevelansi yas ve g¢evresel

faktorler ile birlikte giderek artan bir saglik sorunu oldugu goriilmektedir.

Kalbin aksiyon potansiyelinde, birincil uyarim odagi olan sinoatriyal diigiim (SA) disinda
birgok farkli ektopik odaktan ¢ikan uyarimlar sonucunda AF meydana gelmektedir. Normal
kalp ritminde (siniis ritim-SR) birincil odak temeli uyarimin hiyerarsik diizende atriyuma
iletilirken, AF de ise farkli odak temelll birden fazla uyarinin olustugu goriilmektedir. AF
temelinde, koroner arter hastaligi, hipertansiyon, kalp yetmezligi gibi bircok neden
yatmaktadir. Bu nedenlerin yani sira, zayif viicut kitlesi, boy, yaglilik ve genetik faktorler
AF nin geri doniisiimsiiz olmasina yol acabilmektedir. AF etki siliresine bagli olarak,
Amerikan Kalp Dernegi (AHA), Amerikan Kardiyoloji Koleji (ACC) ve Avrupa Kardiyoloji
Dernegi (ESC) tarafindan AF, paroksismal, persistan (inat¢i) ve permanent (kalici) olmak

iizere {i¢ li¢ ana baslikta toplanmaktadir (2).

AF diger farkli kardiyovaskiiler hastaliklarla birlikte tetiklenen bir patoloji olsa da, tek
basma da mortaliteye neden olmaktadir. AF tedavisinde, normal kalp ritmine geri doniis,
kalp kasilma hizin1 kontrol altina almak, emboli ve inme riskini 6nlemek amaglanmaktadir.
Tedavi amaciyla antiartimik ilaglar kullaniminin yaninda elektriksel kardiyoversiyon ve
cerrahi ablasyon yontemleri kullamlmaktadir. Ozellikle kalict AF hastalarina yonelik
uygulanan tedavi amagli uygulanan yontemler her zaman istenilen sonuglar1 vermemekte ve

AF nin geri doniislinii zorlastirmaktadir.



Diger kardiyak aritmiler gibi, AF nin de etijolojisini agiklamaya yonelik fizyolojik
yaklagimlar gelistirilmeye ¢alisilmis ancak, zamanla karmasik bir patogeneze sahip oldugu
goriilmiis ve son yirmi yilda molekiiler yaklasimlar gelistirmeye baslanmistir. Yapilan
caligmalarda, klinikte yer AF hastalarindan alian doku 6rnekleri ve farkli organizmalarda
olusturulan AF modelleri ile patolojinin altinda yatan mekanizmalar tanimlanmasi
amaglanmistir. Yapilan tiim bu arastirmalar sonucunda kardiyak dokuda meydana gelen
elektrofizyolojik ve molekiiler degisiklikler tanimlanmis olsa da, AF’ye yonelik hedef tedavi

gelistirilebilmesi i¢in molekiiler mekanizmasinin daha detayli aydinlatilmasi gerekmektedir.



2. KURAMSAL TEMELLER
2.1. KALP ANATOMISI

Kalp, gogiis kemiginin hemen arkasinda, gogiis kafesinin merkezinde hafif sola dogru
yerlesmistir. Kulakgikla (atriyum) karinciklari (ventrikiil) birbirlerinden ayiran kapakgiklar
bulunmaktadir (3). Mitral kapak sol kulakgik ile sol karincik arasinda, trikiispit kapak sag
kulakgik ile sag karincik arasinda bulunmaktadir. Aortun kapagi ve pulmoner arterin kapagi
da bulunmaktadir. Kanin tek yonlii akis1 bu kapaklar sayesinde gerceklesmektedir (Sekil
2.1.). Atriyoventrikiiler kapaklardan sag ventrikdl ile sag atriyum arasinda trikiispit kapak
yer alirken, sol atriyum ile sol ventrikiil arasinda yer alan kapakciga mitral kapak adi
verilmektedir. Sag ve sol ventrikiiller arasinda disa acilan kanallarda yer alan kapakgiklar
strast ile, pulmoner ve aort kapaklaridir. Bu dort kapagin tiimii kani ters yonde geri aktiginda
kapanan tek yonli kapaklardir. Trikiispit ve mitral kapaklar ayn1 zamanda korda tendonu
olarak da bilinen 6zellesmis bag doku lifleriyle ventrikiil duvarina baglidirlar. Bu nedenle
ventrikiiler kasilma sirasinda, bu kapaklar yardimiyla kanin atriyuma gegisi
engellenmektedir. Ventrikiillerin kasilmasi sirasinda korda tendonu, ventrikiillerde bagh
olduklar papiller kaslarin kasilmasi sayesinde gerilmis duruma gegmekte ve ventrikiillerin
kasilmasi sirasinda kapaklarin etki altinda kaldiklar yiliksek kan basinci karsisinda kapali

kalmasina yardimc1 olmaktadir.

Kalbin temel islevi, kan1 viicuda dagitan ve énemli transport sistemi olan kardiyovaskiiler
sistemin pompast olarak goérev yapmasidir. Lenfatik sistemle birlikte kardiyovaskiiler
sistem, hiicrelerin ¢oguna besin ve oksijen saglamaktan sorumlu olan dolagim sistemini
olusturmakta ve kardiyomiyositler olarak bilinen ayn1 anda kasilma ve gevsetme yapabilen

kas lifleri olusturan binlerce hizali kas hiicresinden olugsmaktadir (4).

Bir insan kalbinin normal fonksiyonunu yapabilmesi i¢in, 80 yildan daha fazla olmak {izere
giinde 24 saat, dakikada ortalama 60-70 kez ritmik olarak kasilmas1 gerekmektedir. Yaklasik
3 milyar civarinda kasilan kardiyomiyosit organizasyonunda kalbin kasilmasini hatasiz bir
sekilde gerceklesir. Kalpte uyari belirli bir yapidan baglatilir ve tiim kalp hiicrelerine
ozellesmis bir iletim sistemi yoluyla yayilir. Kalp hiicreleri arasindaki iletisim gap-junction

olarak adlandirilan 6zellesmis baglantilar sayesinde gergeklesmektedir (4)(5).
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Sekil 2.1. Kalbin iletim sistemi (6)

Kalp kontraktil hiicreler ve iletici hiicreler olmak tizere iki tip kas hiicresinden olugsmaktadir.
Atriyum ve ventrikiil dokularmin biiyiik bir kismin1 kontraktil hiicreler olustururlar ve kalbin
calisan hiicreleridir. Miyokard adi verilen kardiyak dokunun kasilmasi, kardiyomiyosit ad1
verilen kas hiicrelerinin kasilmasi ile gerceklesmektedir. Kalbin kasilmasinda rol alan
kardiyomiyositler toplam kalp hacminin dortte iiglinii olusturmaktadir. Bu kas hiicreleri
silindirik yapida olup ve uzun kas lifleri olusturarak birbirlerine uzunlamasina baglanirlar.
Bu lif demeti paralel olarak siralanarak kardiyak doku tabakasini, kardiyak tabakalarin
siralanmast ile kalp duvarlarini olusmaktadir. Bireysel miyositlerin kasilmasi, kas liflerinin

kisalmasini ve bu sayede kalp duvariin kasilmasini saglamaktadir (7).

Miyokardin mikroskobik yapisina bakildiginda, hiicre yapilarinin oldukga kii¢iik (< 80 um)
ve dallanmis yapida olduklar1 goriilmektedir. Miyokardda ayrica interkalar diskler olarak
bilinen iskelet kasinda bulunmayan 6zellesmis hiicreler arasi baglantilar (gap-junction)
bulunmaktadir. Diger kas hiicrelerine benzer olarak, kasilma-gevseme birbiri i¢ine gecen
farkl: tipteki kas filamentleri ve miyofibrillerin icice gegerek kaymasi ile olugsmaktadir. Bu

yapilari meydana getiren ana proteinler aktin ve miyozinlerdir (8).

Kardiyak kas hiicreleri, yalnica kalbe 6zgiidiir ve viicutta bulunan diger iki kas hiicresi tiirii

olan diiz ve iskelet kasindan kompozisyon ve islev bakimindan farklidirlar. Her hiicre gibi,
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kardiyomiyositler de membranla ¢evrili bir sitoplazmadan olusur ve hiicrenin hemen disinda
ekstraseliiler matriks bulunmaktadir. Sitoplazma, sitosol ile ¢evrili organeller, ¢éziinmiis
iyonlarla dolu bir s1v1 ve ¢esitli molekiiller ile dolu farkli 6zel alt yapilardan olusan hiicrenin
i¢c kismidir. Kardiyomiyositler diger hiicreler gibi bircok organele sahip olmalarina ragmen,
hiicresel fonksiyonlarinda dikkat ¢eken {i¢ organel (mitokondri, miyofibriller, sarkoplazmik

retikulum) bulunmaktadir.

* Mitokondri, genellikle hiicrelerin “enerji santrali” olarak adlandirilan ve Adenozin trifosfat
(ATP) iiretiminde gorevli organeldir. ATP, hiicrede enerji depolamak ve aktarmak icin
kullanilan kolayca taginabilen ve tiiketilen kiigiik enerji paketi olarak diisiiniilebilecek bir
molekiildiir. Kardiyomiyositlerin diizenli bir hizda kasilma hareketleri yapmalari
gerektiginden, cok fazla ATP iiretmeleri ve siklikla diger hiicrelere gore daha fazla sayida

mitokondriye sahip olmalar1 gerekir.

* Miyofibriller, ince filament benzeri yapida olan farkli uzun protein tiirlerinden olusan
yapilardir. Bu yapilar ATP varlifinda hiicrenin kasilmasini saglarlar. Sitosoldeki serbest
kalsiyum iyonlari (Ica, Ca'?), miyofibrillere baglanir ve bdylece fibrildeki farkli protein
yapilarinin birbirleri ile i¢ ice kayarak hiicrenin kasilmasi saglanir. Bu kayan filament

kasilma modeli, myofibrillerin nasil kasildigini agiklamaktadir (Sekil 2.2.).

» Sarkoplazmik retikulum, hiicre boyunca esit sekilde yayilmis 6zel bir kalsiyum deposu
olarak gorev yapan bir organeldir. Kalbin kasilmasini takiben gevsemesi, Ica hiicre disina
(ekstraseliiler) c¢ikis1 ve sarkoplazmik retikuluma geri pompalanmasiyla olur. Ica
uzaklagtirilmasi sarkolemma tarafindan sodyum iyonlari (Ina, Na*) Ica degisimi ile saglanir.
Ica sarkoplazmik retikulum tarafindan geri alinimi ise sarkoendoplazmik kalsiyum (SERCA)
mekanizmas1 ile gerceklesmektedir. SERCA, sitoplazmada igerisindeki yliksek
konsantrasyondaki Ic. depolanmasi i¢in sarkoplazmik retikulum i¢ine geri pompalanmasini
saglanmaktadir. Giiniimiizde tic SERCA geni karakterize edilmistir: SERCAI, SERCA2 ve
SERCA3. SERCAI hizh kasilan iskelet kasinda bulunur ve fetal ve neonatal donemlerde
zengindir. SERCA2, kardiyomiyositlerde ve yavas kasilan iskelet kasinda yer alirken
SERCA3 epitel ve endotel hiicrelerinde yer almaktadir (7).

Ica tasmmmasinda SERCA2a’nin  etkisinin  diizenlenmesi, iki faktér tarafindan

gerceklestirilmektedir. Bunlardan ilki, Ca*?/Kalmodulin Bagimli Protein Kinaz I (CaMKII)



m, SERCA2a iizerindeki 38. pozisyondaki serin’i fosforile ederek ve SERCA2a nin
aktivasyonunu saglayaylp Ca™® gecislerini artirmasidir. ikinci faktér ise, fosfolamban
proteini ile saglanmaktadir. Fosfolamban, SERCA2a iizerinde normal sartlarda defosforile
yapidadir. Defosforile fosfolamban, SERCA ve Ca*? arasindaki afiniteyi baskilamaktadir.
Fosfolambanin fosforilasyonu B-adrenerjik uyar1 ve siklik adenozin trifosfat (cAMP)-
bagimli protein kinazin etkisi ile saglanir. Bu sayede, SERCA2a {izerindeki inhibisyon
kaldirilmakta ve sitoplazmadaki Ica sarkoplazmik retikuluma pompalanarak sarkoplazmik
retikulum Ic, igerigi artmasi saglanmaktadir. Bunlara ilaveten, tiroid ve insiilin hormonlar1

SERCA2a’nin aktivitesini diizenlerler (8).
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Sekil 2.2. Miyokardin yapist (6)

Ica gegislerinin aragtirildign bir calismada, PLN fosfolamban gen ifadesi bloke edilen
sarkoplazmik retikuluma sahip olan transgenik farelerde, SERCA2a-Ca*? afinitesinde ve

dolayisiyla sarkoplazmik retikulum igerisindeki Ca'™ konsantrasyonunda artis oldugu




gosterilmistir. Caligmada fosfolamban proteininin kalbin kasilmasinda diizenleyici bir etki

gosterdigi belirtilmistir (9).
2.2. KARDIYAK FiZYOLOJi

Viicudun tiim hiicrelerinde hiicre ici (intraseliiler) kisim hiicre dis1 (ekstraseliiler) alana gore
negatif yiikliidiir ve bu da hiicrede membran potansiyeli olarak tanimlanir. Iyonlar1 yalnizca
0zel iyon kanallar1 yoluyla membran boyunca hareket etmelerinden dolay: farkli iyonlara
kars1 membran gecirgenligi yiiksek diizeyde kontrol altindadir Herhangi bir zamanda agik
konumda olan bu iyon kanallarinin sayisi, o iyonun membrandan gegirgenligini

belirlemektedir (10).

Kardiyak dongii (kardiyak siklus), atriyuma yayilan ve atriyoventrikiiler (AV) diiglime
ulasan ve daha sonra Purkinje sistemi olarak bilinen bir dizi sinir lif seti vasitasiyla onlar1
depolarize eden, iist ana toplardamarin sag atriyum {iist kismina agildig1 yerin yaninda olan
sinoatriyal (SA) diiglimde iiretilen bir impuls ile bagslar (pacemaker) ve bu impuls
atriyoventrikiiler diiglime (AV) ulasincaya kadar yayilim gostermektedir. Kalbin diger
dokularma kiyasla, AV diigimde iletim hiz1 belirgin olarak daha yavastir ve AV diigiimdeki
bu yavag iletim sayesinde ventrikiile uyarilmadan ve kasilmadan once kanla dolmak i¢
yeterli zaman1 kazandirmaktadir. Her kardiyak dongii, elektriksel depolarizasyon (kasilmay1
tetikleyen sistol) ve bunu takiben mekanik gevseme ile elektriksel repolarizasyon (diastol)
olmak iizere iki kisma ayrilmaktadir. Kalp, dinlenme esnasinda sistolde diastole gore iki kat

daha fazla zaman harcar ve kalp atim hiz1 arttikca diastol siiresi daha da kisalmaktadir (11).
2.2.1. KARDIYAK AKSiYON POTANSIYELLERI

Kalp hiicrelerinin spontan olarak aksiyon potansiyeli olusturmasina otomatiside adi
verilmektedir. SA diigiim hiicreleri ile yapilan ¢alismalarda otomatisite ile ilgili yapilan SA
diiglimiinden baslayan elektriksel uyarim karmagik bir yapiya sahip olup, kalp vurusunun
baslamasini1 saglamak icin bir¢ok faktdr birbirleri ile iletisim halindedir. K&pege ait sag
atriyumun (RA) aktivasyon haritalar1 incelendiginde, SA diigiime ait uyar1 baslangiclarinin
cok merkezli oldugu ve tahmin edildigi gibi insanlarda ve kopeklerde sempatik uyarinin
uyart olusum yerininbenzer oldugu goriilmiistiir (12)(13). Atriyum ventrikiil ve Purkinje

sisteminin her birinde, aksiyon potansiyeli uzun siirelidir ve aksiyon potansiyeli siiresi



atriumlarda 150 milisaniye (msn), ventrikiillerde 250 msn ve Purkinje liflerinde 300 msn
dolaylarindadir. Sinoatriyal (SA) diigim normalde en yiiksek intrinsik hiza sahiptir. Diger
tlim uyar1 odaklar ikincil veya latent pacemaker olarak adlandirilir, ¢linkii bu odaklar kalbin
uyarilmasini baglatma gorevini sadece SA diiglim uyar1 olusturamadig1 veya olusan uyari
iletilemedigi zaman {iistlenirler. Normal otomatisiteye sahip ikincil uyar1 odaklarinin hizlari
belirli bir hiyerarsiye gore siralanmigtir: atriyal uyar1 odaklarinin intrinsik hizlart AV kavsak
uyar1 odaklarmin hizindan daha fazladir ve AV kavsak uyar1 odaklarinin hiz1 ise ventrikiiler

uyar1 odaklarindan daha fazladir (14).

Kardiyomiyositlerde ekstraseliiler ve intraseliiler arasindaki iyon yiikii farkliligi membran
potansiyeli olarak adlandirilir ve milivolt (mV) olarak ifade edilir. Elektriksel agidan,
kardiyomiyositler dinlenme durumlarinda polarize olur, yani hiicre i¢i ve hiicreler arast
bolge arasindaki transmembran potansiyel (Vm) yaklasik -80/85 mV'dur. Bu deger SA
diigiim hiicrelerinde yaklasik -60 mV iken, atriyum ve ventrikiil hiicrelerinde -90 mV
diizeylerindedir. Atriyum, ventrikiil ve Purkinje sistemi dokularinin aksiyon potansiyelleri

ayni iyonik temellere dayanmaktadir (15).

Kalpte tiretilen elektrik dalgalarini viicut ylizeyinde belirli yerlere yerlestirilmis bir dizi
elektrot kullanilarak 6lgiilmesi yontemine kardiyak elektriksel aktivite diger bir deyisle
elektrokardiyografi (EKG-ECG) ad1 verilir. EKG, bir kardiyak dongiiniin farkli elektriksel
fazlarin1 tanimlayarak, kalp dokusunda iiretilen Vm gradyan bolgelerini ve zaman igindeki
toplamini gosteren bir yontemdir. Dalgalarin siiresi, yiikseklikleri ve sekilleri ile dalgalar
arasindaki mesafeler, kalbin yapisal veya elektriksel degisimleri hakkinda bilgiler verir.
Elektrokardiyografi, ana hatlartyla aritmoloji ve morfoloji olarak ikiye ayirilir. Aritmoloji
kalp ritminin tanimlarken, morfoloji ise elektrokardiyografi amplitiid, sinyallerinin dig
hatlarinin genislik ve bi¢imini tanimlamaktadir. Normal sinus ritminde bu sinyallerin
siralamast her zaman sirastyla PQRST olarak ol¢iiliir. Herbir kardiyak dongii, P dalgasi yani
atriyal depolarizasyonu ile baglar. ventrikiiler depolarizasyon QRS kompleksi ile,
ventrikiiler repolarizasyon ise STTU dalga kompleksi (ST segment, T dalgas1 ve U dalgasi)
ile temsil edilmektedir. Atriyal repolarizasyon, akut perikardit veya atriyal enfarktiis gibi
durumlar disinda genellikle amplitiidiiniin  ¢ok diisiik olmas1 sebebiyle tespit

edilememektedir (16) (Sekil 2.3.).
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Sekil 2.3. Elektrokardiyogram goriintiisi. P, Q, R, S, T ve U dalgalar1 (17).

2.2.1.1. ivon Kanallar: ve Denge Potansiyelleri

Membran iyon kanallari, kalsiyum (Ica), sodyum (Ina), potasyum (Ix) ve klor (Ic1) iyonlarinin
hizl1 bir sekilde hiicre i¢i ve hiicre dis1 gegisini saglayan hiicre membrani igi ile dis1 arasinda
yer alan integral proteinlerdir (4). Intraseliiler ve ekstraseliiler arasinda yaklasik 108 iyonun
gecisi bu iyon kanallar1 sayesinde gerceklesmektedir. Iyon kanallarmin agilip kapanmasi
voltaj-bagimli, ligand bagimli ve/veya reseptor-iliskili olarak gergeklesmektedir. Genel
olarak, kardiyomiyositlerde hiicreler aras1 iyonlara bagli olarak gecislere izin veren ii¢ farkli

tipte iyon kanali vardir; sodyum kanallari, potasyum kanallar1 ve kalsiyum kanallaridir (18).

Na*/K" veya Na'/K*-ATPaz (NKA) pompasi, hiicre membraninda yer alan 6nemli iyon
kanal pompalarindan biridir. Bu pompa yardimiyla ATP sayesinde Ina hiicre disina, Ik ise
hiicre igerisine alinmasi saglanir. Bu pompanin her bir akim devrinde 3 Ina karsilik 2 Ik ile
yer degisimi saglanmakta olup bdylece, elektrojenik 6zellik gosteren hiicre disi, hiicre
icinden daha elektropozitiftir. Hiicre membraninin, diger iyonlar igin gegirgenligi diistiktiir
clinkii diger iyon kanallar1 dinlenme sirasinda genellikle kapali haldedirler. Ina, ektraseliiler
maktrikste yiliksek konsantrasyonda bulunan Ici ile denge halindeyken, intraseliiler maktikste
ise Ik, negatif yiiklii proteinler, fosfat ve siilfat iyonlariyla denge halindedir. Bu iyonlar

Ozellesmis iyon kanallar1 haricinde membran igerisine ge¢cemezler (19).



Sodvum kanallari

Voltaj-ge¢isli sodyum kanallar1 yapisal olarak yaklagik 260 kDa biiyiikliigiinde alfa(a) ve
bir veya iki beta (B) altiinitelerinden olusan protein kompleksinden olusmaktadir. Giiniimiize
dek 9 a altiinitesi (Navl.1-1.9) tanimlanirken, 4 f altlinitenin (B1- f4) foknsiyonel gorevi
tam olarak belirlenemese de kanal gecislerinde biyofiziksel aktiviteye yardimci oldugu
diisiiniilmektedir (20) (Sekil 2.4.). Baslica sodyum kanal alttiplerinden olan Nav1.5-Nav1.8,
tetrodotoksin (TTX) direngli olmalar1 sebebiyle bu alt tiplerin, insan ve diger memeli
tirlerde TTX zehirlenmesi sonucunda kardiyovaskiiler disfonksiyonun o6nlenmesinde
normal kalp fonksiyonuna katkida bulundugunu gosterilmistir (21). Navl kanallarinin
vaskiilatoriin diiz kas hiicrelerinde ifadelendigi ve sodyum kanali aktivatorii veratridin
molekiiliintin, birka¢ kemirgen kan damari tipinin kasilmasini indiiklendigi bildirilmistir
(22). Sodyum kanal1 bloker etkilerinin eksikliginde fizyolojik kosullar altinda vaskiiler tona
katkida bulunmadiklarimi disiindiirse de, sempatik sinir gegisleri veratridinin kasilma
etkilerine kismen aracilik etmektedirler ve ayn1 zamanda diiz kas miyositleri iizerinde

dogrudan etki edebilmektedirler (23).
Navl.5

Nav 1.5, kardiyak sodyum kanali SCN54 geni tarafindan kodlanmaktadir. Bununla yan sira,
uyarilabilir ve uyarilamayan diger dokularda da bir dereceye kadar ifade edilmektedir (24).
Navl.5 aktivasyonu, sinoatriyal (SA) diigiim ve atriyoventrikiiler (AV) diigiim haricinde,
miyokard boyunca aksiyon potansiyeli artisindan sorumludur. Ina bu ilk akisi, voltaj-gecisli
kalsiyum kanali aktivasyonu, daha sonra sarkoplazmik retikulumdan kalsiyum bagimli
kalsiyum salinimi ve son olarak sarkomerlerin kasilmasi i¢in depolarizasyon tetiklenmesini
saglamaktadir (25). Sodyum kanallari, kasilmadaki rollerine ek olarak da kalp iletiminin
temel itici giliciidiir. Ventrikiillerde, bireysel aksiyon potansiyeli artiglarinin toplama,
elektrokardiyogramdaki QRS kompleksinden sorumlu ventrikiiler depolarizasyon dalgasini
olusturmaktadir. PR intervaline yansiyan atriyal depolarizasyon dalgasi, sodyum kanalina
bagli olmakla birlikte, kalsiyum kanalina bagimli bir bilesene de sahiptir. Bitisik
kardiyomiyositler arasindaki iletim, konnexin proteinlerini ve Navl.5'in yiiksek lokal
konsantrasyonlarini ifade eden interkalar disk bolgelerindeki gap-junction baglantilarini

icermektedir ve yerel elektriksel akim alanlarinin, gap-junction iletisiminden bagimsiz
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olarak komsu miyositlerde sodyum kanali aktivasyonuna katkida bulundugu
diisiiniilmektedir (26). Insan SCN54 geninde meydana gelen mutasyonlar kardiyak
fonksiyondaki ¢oklu pertiibasyon ile iliskilendirilmistir ve bu fonksiyon kaybi (loss of
function) mutasyonlari, Brugada sendromu vakalarinin yaklasik %20'sinin nedeni olarak
gosterilirken, fonksiyon kazanimi (gain of function) mutasyonlarinin ise uzun QT sendrom
tip 3'e neden oldugu belirlenmistir (27)(28). Nav 1.5, bir¢ok yaygin antiaritmik tedavinin
hedefidir. Vaughan-Williams ila¢ smiflandirilmasima goére, sodyum kanali blokerleri
ventrikiiler kardiyak aksiyon potansiyellerinin yiikselme ve azaltma egilimlerine gore Sinif
1 de gruplandiriimaktadir. Sodyum kanal blokerleri ayrica QRS araligi ve etkili refrakter
periyod (ERP) iizerindeki etkilerine gore alt gruplara ayrilmistir. Tiim Siif 1 antiaritmik
ilaclar depolarize membran potansiyellerinde daha yiiksek kanal afinitesine sahipken, agma
ve kapama oranlarin1 6nemli dl¢iide degistirmektedir. QRS (Sinif 1B) {izerinde ¢ok az etkisi
olan ERP' yi uzatan bilesiklerin hizli agma ve kapatma oranlar1 gostermesine karsin, ERP
iizerinde biiyiik etkileri olmayan ve QRS' i uzatan Sinif 1C bilesiklerinin yavas kinetigi
oldugu belirlenmistir (29). Smif 1C ilaglar1 artmis kardiyak bloke riski tasimasi sebebiyle
Navl1.5 inhibisyonu ve QRS uzamas: klinik dncesi kardiyak toksikoloji testlerinde siklikla
incelenen u¢ noktalardir. Bu nedenle QRS uzamasi saglamak igin gerekli Navl.5

inhibisyonunun derecesi, 6nemli tartigmalara konu olmaktadir (30).
Navl.8

Nav1.8, Navl.5 gibi TTX'e diren¢li sodyum kanal ailesinin iiyesidir. 2010 yilina kadar
Navl.8'in sadece periferik sinir sisteminde ¢aligtig1 diisiiniilmesine ragmen, son zamanlarda
yapilan genom ¢aligmalarinda Navl.8'1 kodlayan gen olan SCNI/0A' da goriilen
polimorfizmler PR ve QRS araliklarinin uzamasi ile iligskilendirmistir (31,32). Daha sonra,
fare ve insan kardiyomiyositlerinde ve intrakardiyak noéronlarda Nav 1.8 ekspresyonu
gosterilmistir (33). Kardiyomiyositlerde Nav1.8 in bloke edilmesi ge¢ Ina yavaslamasiyla
aksiyon potansiyel siiresini azaltirken, intrakardiyak noronlardaki Nav1.8 in bloke edilmesi
sonucunda aksiyon potansiyel frekansinin azalmasina sebep olmaktadir (34,35). Bu
gozlemlerin kalp iletimiyle nasil iliskili oldugu tam olarak aydinlatilamamistir. SCN10A
geninin baskilanmasiyla fare EKG lerinde azalmis PR intervali goriilmesine ragmen, Nav
1.8'in farmakolojik inhibisyonunun PR intervalinin uzamasia neden oldugu goriilmiis ve

boylece bu genin iglevini tam olarak belirleyebilmek daha da karmagik hale gelmistir (36).
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Yapilan caligmalarda insanda SCNI10A geninde belirlenen polimorfizmler kodlanmayan
bolgelerinde oldugu belirlense de, yalnizca bir polimorfizm bile SCN54 ve/veya SCN10A

genlerinin transkripsiyonel regiilasyonunu etkileyebilecegini diisiindiirmektedir (37).

Potasyum Kanallar

Voltaj gecisli potasyum kanallarinin birkag ailesi kardiyomiyositlerde ifadelenir ve birlikte
aksiyon potansiyelin repolarizasyondan sorumlu dis akimi saglamakta gorev almaktadirlar.
Iyon kanal alt tiplerinin farkli repolarizasyon fazlarini aktivasyon ve inaktivasyon kinetikleri
belirlemektedir. Repolarizasyon fazi sirasina gore, baskin Kv kanali gézenek olusturan alt
birimler ve karsilikli akimlar; Kv4.3 ve Kv1.4 / hizli ve yavas ge¢ici dis akim (Iy),
Kvl.5/ultra hizli gecikmeli dogrultucu akim (Ikw), Kv11.1 aka hERG/hizli gecikmeli
dogrultucu akimi (I) ve Kv7.1 aka KvLQT1/yavas gecikmeli dogrultucu akimi (Ixs) olarak
adlandirilmaktadir. Gozenek olusturan alt birime ek olarak, kardiyak miyositler, [-alt
birimleri, MinK ve MinK ile iligkili proteinler, potasyum kanali etkilesim proteinleri ve
potasyum kanali aksesuar proteinleri dahil olmak iizere c¢esitli aksesuar proteinleri
ifadelendirmektedir (38) (Sekil 2.4.). Kv kanalinin inhibisyonu genellikle depolarize edilmis
aksiyon potansiyeli platosuna ve/veya uzun siireli aksiyon potansiyeli siiresine yol

a¢gmaktadir (39).

Aritmileri tedavi etmek i¢in potasyum kanal bloke edici ajanlarin kullanimi, aritmik
potansiyelleri nedeniyle genellikle tam olarak basartya ulasamamaktadir. Ozellikle,
uyusturucuyla ilgili veya kanal mutasyonlarinin neden oldugu azalmis Kv11.1/hERG
aktivitesinin, “Torsades de pointes” olarak bilinen aritmi riskini artirdigr gézlenmistir.
Bununla birlikte, en yaygin aritmi formu olan atriyal fibrilasyonu (AF) farmakolojik olarak
tedavi etmek icin iki strateji gelistirilmistir; her iki yaklasim da atriyal Kv kanallarinin,
atriyal olarak ifade edilen fakat ventrikiiler miyositlerde ifade edilmeyen Kv1.5 kanallarin
hedefleyerek veya atriyum igin fonksiyonel segicilige sahip ¢ok kanalli inhibitorler yoluyla

secici olarak bloke edilmesini igermektedir (40).
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Kvl.5

Ultra hizli gecikmeli dogrultucu akimindan (Ikuw) sorumlu olan Kvl.5, KCNAS5 geni
tarafindan ifadelenmektedir. Ix.r genellikle sadece atriyal miyositlerde eksprese edilmesi
sebebiyle AF ila¢ kesfinde umut verici bir hedef olarak goriilmektedir (41). Kv1.5 bloke
edilmesiyle birka¢ ajanin etki mekanizmasina katkida bulundugu diisiiniilmektedir ancak
selektif Kv1.5 AF hastalarinda bu bloke ajanlar test edilmemistir (42). Diger kardiyak iyon
kanallar1 tlizerinde Kv1.5 icin segici bir bilesik olan MK-0448, bircok klinik 6ncesi AF
modelinde etkinlik gostermistir ve saglikli goniilliilerde yapilan invaziv bir elektrofizyolojik
calismada incelenmistir. Bu calismada MK-0448’in atriyal refrakter periyodunu uzatmadigi
gozlenmis ve bu caligmaya ek olarak anestezi altindaki kopeklerde yapilan takip
caligmalarinda caligmaya katilanlar gibi geng, saglikli deneklerde yiiksek vagal tona

etkisinin olmadig1 rapor edilmistir (43).

Hasta bireylerde vagal ton azaltilabilse de, vagal stimiilasyon ile iliskili riskli AF ataklart
icin fazla etkin degildir ve MK-0448'in klinik gelisimi kesilmistir. Bununla birlikte, siniis
ritim (SR) kontrollerinden ve kalict AF hastalarindan insan atriyal dokusunda MK-0448 ile
yapilan yeni bir ¢alismada, MK-0448'in AF hastalarindan gelen atriyal dokudaki etkili
refrakter periyodunu geciktirdigini gosterilmistir. Bu nedenle, saglikli goniillii bireylerde
MK-0448 ile yapilan caligmalarda tam olarak etkili olmayan deneme sonuglari AF

popiilasyonunda etkinligin 6ngoriisii olusturulamamistir (44).

Kalsivum kanallari

Kardiyovaskiiler fizyolojinin tiim ynleri i¢in kritik dneme sahip olan bir diger iyon kanali
ailesi voltaj gecisli kalsiyum kanallaridir (VGCC). Memeli tiirlerinde, VGCC'lerin gézenek
olusturucu alt birimlerini kodlayan 10 gen klonlanmistir (45). Dogal dokularda VGCC'ler,
gozenek olusturan bir alt birim, 4 farkli B alt birimden biri, 4 25 alt biriminden biri ve
potansiyel olarak 8 y alt biriminden biri olan bir kompleksden olusur. B-alt birimleri ve a2
alt birimlerinin ylizey bellegi ifadesi ve kaplamanin gerilim bagimlilig1 tizerinde etkileri
vardir, buna karsilik y-alt birimlerinin rolii hakkinda ¢ok daha az sey bilinmektedir (Sekil
2.4.). Hicre tipine ve hiicre konumuna bagli olarak, VGCC'ler ayrica aktivitelerini

diizenleyen kalmodulin ve kalsiyum baglayici protein 1 gibi proteinler, vezikiil yerlestirme,
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ndrotransmitter salimi ve hiicre i¢i sinyal molekiilleri dahil proteinler de dahil olmak {izere

bir dizi protein ile birlikte bir araya gelmektedir (46,47).

A. Voltaj-gecisli Sodyum kanallan B. Potasyum kanallari o alt birimleri
aalt birimi B, ,alt birimi
Domain | Domain Il Domain Il Domain IV NH, Kv kanal $1-56, tek por

N .

- Y (o e ) L £
S HSEIS 152535455 O isei WEEL U [TEFEEE|®
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COOH NH, COOH

Kir kanali $1-S2, tek por

C. Voltaj-gegisli Kalsiyum kanallan

o1 alt birimi

NH, COOH
Domain | Domain Il Domain Il Domain IV

K2P kanali: $1-S4, iki por

NH, COOH

{ alt birimi y alt birimi 020 alt birimi

NH, COOH

Sekil 2.4. Kardiyak iyon kanallar1 ve alt birimleri (48)

Kas kasilmasini saglayan miyofibrillerin uyarilabilmesi i¢in gerekli olan Ica, aksiyon
potansiyeli sayensinde gerceklestirilmektedir. Ventrikiiler miyositler T-tiibiil sistemine
sahip olmalaridir ve bu sistem araciligiyla hiicre membranindan hiicre igerisine dogru
elektriksel bir kanal olusmaktadir. Boylece elektriksel kanal sayesinde olusan aksiyon
potansiyelinin hiicre ic¢ine yayilmasi saglanir. T-tlibiil selliller zar1 sodyum kanallari,
potasyum kanallari, L-tipi kalsiyum kanallari, Na*-Ca*? degistiricisi (NCX) ve Na*-K*
ATPaz (NKA) gibi tasiyici proteinlerin bulundugu yerdir (49). Bunun sonucu olarak, T-tiibiil

sisteminin elektriksel aktivitesi diger hiicre tiplerinin zar yilizeyinden nispeten farklidir.
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Sekil.2.5. Ca*? ’un sitoplazma ve sarkoplazmik retikulumda tasinma mekanizmalari. SERCA
(sarkoendoplazmik Ca*? ATPaz). RyR (riyanodin reseptorii), NCX (Na‘- Ca*? degistiricisi),
NKA (Na*-K*" ATPaz) ve PLB (fosfolamban inhibitérii) (50)

NCX aktivitesi, membran potansiyeliyle diizenlenir. Hiperpolarize dinlenme esnasinda,
membran potansiyeli Ica un sitoplazmadan uzaklastirilmasini uyarirken, depolarize dinlenim
membran potansiyeli Ica un uzaklastirilmasinin yavaslamasini saglar. NCX ile Ica
sitoplazmadan ekstraseliller —matrikse tasinmasi ile intraseliiler matrikste Ina
konsantrasyonunda artisa neden olmaktadir. Buna karsilik NKA tarafindan Ina’un aktif
olarak uzaklagtirilmasi ile intraseliiler Na® konsantrasyonu dengelenmektedir. NCX in
aktivasyonu direk olarak ATP hidrolizine bagimli degildir ancak Ina konsantrasyonu NKA
tarafindan korundugu i¢in NCX ve NKA, ATP yardimiyla Ca*? gegisinde fonksiyonel bir
birim olusturmaktadir. NCX miktarindaki artis, diyastolik intraseliiler Ic, konsantrasyonunda
azalmaya sebep olmaktadir (51). Bu veri, fare ve domuz miyositleri {izerine yapilan bir
calisma ile desteklenmistir. NCX in bloke edilmesi ile, intraseliiler Ca*™? konsantrasyonunu
yiikseldigi bildirilmistir (52). Diastol evresinde, NCX’e bagh olan intraseliiler Ca*?
konsantrasyonunun diizenlenmesi, sadece NCX miktarina degil ayn1 zamanda

transmembran potansiyele ve intraseliiler Na* konsantrasyonuna da baglidir (Sekil 2.5.).
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Hiicreye ekstraseliiler ortamdan intraseliiler ortama Ina girisi ile hiicre membrani hizli bir
sekilde depolarize olmakta (+20mV) ve kardiyak miyositlerin kasilmasi gerceklesmektedir.
Depolarizasyonu takiben voltaj gecisli potasyum kanallar1 acilir ve hiicre repolarize olur ve
gevseme meydana gelir. Membran depolarizasyonu, voltaja gecisli kalsiyum kanallarmin
aktif hale gecmesini ve L-tipi kalsiyum kanallari ile Ic.’un intraseliiler ortama girisini
uyarmaktadir. Uyarilma/kasilma iliskisinde L-tipi kalsiyum kanallar1 ile Ica girisi en biiytlik
etkiye sahiptir. Kalpteki kalsiyum kanallari, iskelet kasindaki kanallardan fonksiyonel olarak
farklidir. Kalpte voltaja duyarli T-tlibiil deki kalsiyum kanallari, sarkoplazmik retikulumda
Ica salinimi yapan kanala baglidir (53).

Voltaja-ge¢isli kalsiyum kanallari, elektrofizyolojik ozelliklerine gore yiiksek ve diisiik
voltajda aktive olan kalsiyum kanallar1 olmak {izere iki smifa ayrilirken, biyofiziksel
ozelliklerine gore T-tipi, L-tipi, N-tipi, P/Q-tipi and R-tipi kalsiyum kanal tiplerine
sahiptirler. Kardiyak L-tipi kalsiyum kanallar1 polipeptid yapida dort alt {initeden olusmus
heterotetramerik yapiya sahip bir proteindir. Bu alt Uniteler, al, a2, B, y ve & olarak
adlandirilmiglardir. ol alt iinitesi kanalin temel yapisini olusturmakta olup, cAMP’ye
bagimli protein kinazin baglanacag1 fosforilasyon bolgesi ile kanal porlarini icermektedir.
Kalsiyum kanallarinin  diger alt finiteleri ise ol alt iinitesinin fonksiyonlarin
diizenlemektedir. a2 ve 9§ alt iiniteleri distilfit baglar1 ile baglidir ve ayn1 genler tarafindan

kodlanmaktadir (53) (54).

Ica saliniminin diizenlenmesi, Ca*?/kalmodulin’e (CaM) bagimli proteinkinaz II (CaMKII)
proteini tarafindan yiiriitilmektedir. CaMKII, L-tipi kalsiyum kanallar1 ile riyanodin
reseptorlerinin (RyR) fosforilasyonunu gergeklestirmektedir (55). CaMKII aktivasyonu, L-
tipi kalsiyum kanallar1 araciligi ile intraseliler Ca'™ konsantrasyonunun artigi ile
gerceklesmektedir. CaMKII aktivasyonu sonucunda reseptorler aktive olmakta ve bu sayede

Ica sarkoplazmik retikulumdan salinmaktadir (56).

Hiicre i¢i Ca' konsantrasyonu yiiksek oranda artis gosterdiginde Ca*?/kalmodulin’nin
CaMKII’ye olan afinitesi 700 kat artmaktadir (57). Diastol boyunca hiicre i¢i Ca*?
konsantrasyonu, dinlenme degeri olan yaklasik 100nM a diiser ve CaM birkag saniye
boyunca bagli halde kalir. Bu nedenle, hiicre igi Ca*? konsantrasyon degerlerinden bagimsiz

olarak, Ca*? /kalmodulin kompleksi, CaMKII’ye bagli oldugu siirece kinazin tam olarak aktif
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oldugu disiiniilmektedir. CaMKII'nin PP1, PP2A ve PP2C gibi protein fosfatazlar
tarafindan  defosforilasyonu  sonucunda inaktivasyonu gerceklesmektedir  (58).
Kardiyomiyositlerde, KN62 ve KN93 olmak {izere iki tip CaMKII inhibitorii bulunmaktadir.
Bu inhibitorler sayesinde CaM’nin CaMKII'ye ait diizenlenme bolgesine baglanmasi
engellenmektedir (57). CaMKII ve SERCA kalsiyum kanallarinin (reseptorler ve al alt
tinitelerinin) amino ve karboksil gruplarini fosforile ederek, kanallarin aktif hale gegmesini

saglamaktadir (59).

Yapilan bir calismada, asir1 CaMKII ifadesi bulunduran transgenik fare miyositlerinde hiicre
ici Ica giriginin arttig1 ve kalsiyum kanallarinin inaktivasyonunun yavasladigi ve KN93 ve
KN62 inhibitorleri aracili CaMKII bloke edildiginde, Ica akiminin kontrol degerlerine tekrar
diisiiriildigli rapor edilmistir (57).

Hiicre zar iizerindeki L-tipi kalsiyum kanallar1 ile hiicre igine Ica girisi reseptorlerin aktif
hale gelmesin saglamaktadir. Kardiyomiyositlerin dinlenme fazinda Ca*? konsantrasyonu
yaklagik 100 nM iken, sarkoplazmik retikulumdan sitoplazmaya Ica ¢1kist gergeklesmesiyle,
Ca*? konsantrasyonu 600-1000 nM ye kadar yiikselebilmektedir. Ca*? un hiicre igindeki
konsantrasyonunun artmasi ile kasilmanin ardindan, Ic. sitoplazmadan uzaklastirilarak
kardiyomiyositlerin gevsemesi meydana gelir. Ica uzaklastirnllmasi, sarkoplazmik
retikulumun terminalinde yer alan Ina geri alimi ile saglanmaktadir. Bir diger mekanizma
ise, NCX degistiricisi aracilig1 ile membrandan In.’un hiicre igine girisi uyarilarak, hiicre

disina bir Ic, gdnderilmesidir (51).

2.2.1.2. Kardivak Denge Potansivelleri

PR

Membran gegirgenligi degistigi anda hiicreler Ina ve Ica iyonlarina daha gegirgen konuma
gelirken, Vm artma egilimi gosterir ve pozitif yiiklenirler ve bunu takiben, membran
potasyum iyonlarma (Ix) kars1 gecirgen olursa Vm azalma egilimde olup, negatif yiiklenirler.
Kardiyomiyositler stimiilasyon akimi aldiklarinda depolarize olur, yani Vm pozitif voltajlara

yiikselir, ve depolarizasyon sonrasinda polarize, repolarize veya hiperpolarize olmaktadirlar

(19).

Ventrikiiler hiicreler gibi pacemaker olmayan (non-pacemaker) hiicre aksiyon potansiyeli
(AP), viicuttaki diger aksiyon potansiyellerine 6zgiidiir. Faz 0-4 olmak {iizere bes ayri

asamas1 bulunmaktadir. AP' nin ortalama dinlenim zar potansiyeli (RMP) degeri belirtildigi
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gibi yaklagik -85 ila -95 mV tur ve "Faz 4" (dinlenme fazi) olarak kabul edilmektedir.
Dinlenmeyi takiben, depolarizasyon, -90 mV dinlenme potansiyelinden pozitif bir degere
dogru voltaj degisimi olmasiyla baslamaktadir. Repolarizasyon ise, membran potansiyelinin

pozitif bir degerden -90 mV dinlenme potansiyeline geri donmesiyle agiklanmaktadir (60).

Baslangigta, "Faz 4" dinlenme potansiyeline sahiptir ve L-tipi yavas kalsiyum kanallar1 hizl
sodyum kanallar1 kapali halde bulunurken, potasyum kanallar1 pasif olarak agiktir ve evre
boyunca Ik hiicre disina ¢ikmaya baslamasiyla membranin i¢ yiizeyi daha negatif yiiklii
konumdadir. Bunu takiben potasyum kanallar1 kapanir ve "Faz 0" a gecilir. Bu evrede
sodyum kanallarinin agilmasiyla Ina iyonlarinin hiicre igine gecisi saglanmakta ve membran
potansiyeli -90 mV dan "esik deger" (threshold potential) olarak bilinen -70 mV a gelerek
ilk depolarizasyon meydana gelmektedir. Komsu hiicrelerden gap-junction yoluyla hiicreye
giren pozitif Ina ve Ica sayesinde membran potansiyelinin yaklagik olarak +50 mV a
ulagmastyla sodyum kanallar1 ¢ok hizli sekilde kapanmaktadir. Tepe voltaj degerine
ulagildig1 an "Faz 1" olarak adlandirilir ve potasyum kanallar1 agilarak Ik hiicreden hizl bir
sekilde cikarilmasiyla birincil repolarizasyon gergeklesmektedir. Bu evreden sonra "Faz 2"
olarak bilinen "plato" evresine ge¢ilir. Bu evrede potasyum kanallart disa dogru agilirken L-
tipi kalsiyum kanallar1 ice dogru agilmaya baslamaktadir. Bu, hiicrede net bir yiik dengesi
olusturarak bir plato yaratir ve sonrasinda membran potansiyeli -40 mV a gelerek “Faz 3”
olarak adlandirilan son repolarizasyon evresine gecilir. Faz 3, Faz 2’nin sonunda,
ekstraseliiler Ik cikis ile intraseliiler Ic, giris oraninin artmasi ile baslamaktadir. Iceri giren
Ina NKA ile uzaklastirilirken, benzer olarak giren Ica NCX pompast ile uzaklastiriimaktadir.
(7). Bu devir, dakikada 60-200 (bpm) kez devam eder. Tiim kardiyomiyositlerin
kendiliginden aktif olmalarina karsin, SA diigiimii kalbin baslica pacemaker yani atim hizini

belirleyen bolgedir (60).

SA diigiim pacemaker hiicre aksiyon potansiyellerinde, pacemaker olmayan hiicre aksiyon
potansiyellerinden farkli olarak Faz 1 ve Faz 2 bulunmamakta ve AP’nin depolarizasyon
fazinda hizli sodyum kanallar1 yerine daha yavas kalsiyum kanallar1 rol oynamaktadir.
Burada hizli kalsiyum kanallar1 bulunmamaktadir. "Faz 4" asamas1 AP’yi tetikleyen spontan
depolarizasyonun oldugu kisimdir. Repolarizasyon sonrasinda AP yaklasik olarak -60 mV’a
gelerek yavas iceri dogrultucu soydum kanallar1 (Ir) agilir ve membran yavasca depolarize

olmaya baslar. Bu kanallarda olusan iyon akimlarina ‘funny currents (Ir)” ad1 verilmektedir.

18



Membran potansiyeli degeri -50 mV’a ulastifinda T-tipi kalsiyum kanallar1 acilir ve
intraseliiler Ica gecisleri baglar (Icat). Membran potansiyeli -40 mV degerine ulastig1 anda
L-tipi klasiyum kanallar1 agilarak daha fazla Ica (Icar) intraseliiler gegisi saglanmaktadir. Bu
degerden sonra "Faz 0" a gecilir ve bu evre membran potansiyeli +10 mV a gelene devam
etmektedir. Membran potansiyeli degerinin maksimum seviyeye gelmesiyle L-tipi kalsiyum
kanallar1 kapanmaya baglar ve potasyum kanallarinin ac¢ildig1 "Faz 3" olarak adlandirilan
repolarizasyon evresine gegcilirr. Bu evre ekstraseliiler Ix gecisi sayesinde membran
potansiyeli yeniden -60mV degerine gelen kadar devam etmekte ve sonrasinda yeniden "Faz

4" e gecilmektedir (18) (Sekil 2.6.)

Faz 4 Faz 0 Faz 1 Faz 2 Faz 3

Hiicre digI y s AA ok A

Hiicre igi '
K+ K+ K+ K+
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1

S
E 0
°>’, Hizl Sodyum
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= I, gegisi . .
8 Na | Dogrultucu potasyum kanallarindan Kalsiyum kanallar kapali,
n? Y1, ice gegisiile 3 Dogrultucu potasyum kanallari
c L-tipi kalsiyum kanallarindan aclk kalir ve TMP -90mV a doner
g —-50 A I, ice akimi eletriksel dengeye ulagir
£ Sodyum ve kalsiyum kanallari
[ kapali,
= Dogruttucu potasyum kanallan
TMP -90mV stabil tutar
4
—-90 4
—100

Zaman

Sekil 2.6. Kardiyak pacemaker hiicrelerin aksiyon potansiyelleri ve iyon dengeleri (61)

Sempatik ve Parasempatik Etki

Normal sartlarda SA diigiimii aktivasyon hizi kalp atim hizimi belirlemektedir. Ancak kalp
atim hizi otonom sinir sisteminin (OSS) her iki kolunun aktivasyonu tarafindan
degistirilebilir. Sempatik sinirleri ya da kanda sirkiile edilen epinefrinden gelen sempatik

giri, attm hizin1 artirirken, vagus sinirinden gelen parasempatik girsi atim hizim
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azaltmaktadir. Norepinefrin ve epinefrein, SA diigiimde atim hizin1 ayarlayan akim
potansiyeli boyunca iyon kanallariin agilma ihtimalini artirmak i¢in f-adrenoreseptorlere
etki etmektedir. Bu durum normalde daha fazla olan atim hizin1 ayarlayan potansiyel akim
artist ile sonuglanir ve SA diigiim -20 mV' a ulasarak atim hizinda artisa neden olan aksiyon
potansiyelini daha hizli bigimde tetiklemektedir. Vagus sinirinden salinan asetilkolinin
(ACh) birincil etkisi potasyum kanallarinin agik oldugu durumda atim hizin1 ayarlayan
potansiyel akim boyunca agik olma ihtimalini en aza indiren muskarinik ACh reseptorlerine

etki ederek atim hizin1 azaltmaktadir (62).

2.3. KARDIYAK ARITMI VE iLETi BOZUKLUKLARI

Son yillarda yapilan ¢aligmalar sonucunda kalpteki ileti bozukluklari ve bunlarin neden
olduklar1 kardiyak aritmilerin altinda yatan molekiiler ve fizyolojik mekanizmalarin
aydinlatilmasinda onemli gelismeler yasanmustir. Elektiriksel fonksiyon bozukluklarinin
genetik yatkinlik ve molekiiler temellerinin anlagilmaya baslanmasi olgularin daha kolay
algilanmasimi saglasa da, kalpte meydana gelen ritim bozukluklarmin nedenlerinin ve

mekanizmalarinin aydinlatilmasinda yeterli olmamaktadir.

Aritmik aktiviteler aktif ve pasif olmak iizere iki ana baslikta degerlendirilmektedir. Aktif
aritmiler anormal, artmis uyar1 olusumu ve yeniden giris olmak iizere iki alt kategoriye
ayrilmaktadir. Kalbin normal aktivasyonu sonucunda olusan uyarilarin yayilimi ile refrakter
periyodun sonrasinda kalbi yeniden uyarmasi ile olugmaktadir. Atriyal ve ventrikiiler
aritmilerin mekanizmalarinin temelini yeniden giris dalgalar1 oldugu ¢ok kanalli haritalama
caligmalari ile belirlenmistir (63). Atriyal fibrilasyonun (AF) ve ventrikiiler fibrilasyonun
(VF) olusum mekanizmalarini agiklamak amaciyla, fibrilatuvar ileti dalgalari, eksitasyonun
spiral dalgalar1 ve Faz-2 yeniden giris gelistirilmistir (64). Artmis otomatisite ve tetiklenmis

aktivite anormal uyar1 olusumuna neden olmaktadir.
2.3.1. KARDIYAK ARITMi OTOMATISITESI

Kalpte tasikardiye neden olan artmis otomatisite ve bradikardiye neden olan azalmis
otomatisite anormal otomatisite olarak nitelendirilmektedir. Ileti baslangici pacemaker 1n
sinilis diigiimiinde kaymas1 veya atriyumda diger ikincil pacemaker ile yer degistirmesi

sonucunda siniis ritim (SR) hizinda degisiklikler meydana gelmektedir. SA diiglimde uyar1
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iletimininde meydana gelen aksaklik ve artmig vagal aktivitenin aksamasi veya bloke olmasi
bradikardinin gelismesine yol agmaktadir. AV kavsak pacemaker aktivitesinin, SA diigiimiin

aktivite hizindan ytiksek oldugu durumda AV kavsak ritmi meydana gelmektedir.

Kalpte normal otomatisitenin kalsiyum saati mekanizmasinda degisime neden olan genetik
mutasyonlar sonucunda Bradikardi hastaligi olugsmaktadir. Ir akimini tasiyan sodyum-
potasyum hiperpolarize kanalin bir parcas1 olan HCN4 geninde meydana gelen mutasyonlar
buna bir 6rnek olarak gdsterilmektedir. HCN4 mutasyonlariin ailesel bradikardiye neden
oldugu belirlenmistir (65)(66). Elde edilen bulgular SA diigiim otomatisitesinin olusumunda
Ir akiminin 6nemini gosterse de, egzersiz sonucu kalp atimi hizlanmasi farkli mekanizmalara
bagli olabilmektedir. Bir diger mekanizma olarak, sempatik uyari sirasinda fosfolamban
(PLB) fosforilasyonu ile kalsiyum saatinin aktivitesindeki artis ve Ic, ile RyR2 aktivitesinde
artis  gosterilmistir. RyR2 ve kalsekestrindeki (CSQ) mutasyonlar sarkoplazmik
retikulumdan Ic. salinimini artirarak katekolaminerjik polimorfik ventrikiiler tasikardiye

(KPVT) neden olmaktadir (67)(68).
2.3.2. ARDDEPOLARIZASYON VE TETIKLENMIS AKTIiVITE

Aksiyon potansiyelinde transmembran aktivitesiyle olusan depolarizasyon evresinin kendisi
ve kendisinden Onceki salimmimlarina arddepolarizasyon adi verilmektedir. Tetiklenmis
aktivitenin basamaklari, erken arddepolarizasyonlar (EAD), ge¢ faz 3 EAD ve gecikmis
arddepolarizasyonlart (GAD) seklinde meydana gelmektedir. Erken arddepolarizasyon
(EAD), aksiyon potansiyelinin 2. ve 3. fazlarinda (veya her ikisinde) repolarizasyonun
gecikmesine neden olurken, ge¢ arddepolarizasyon (GAD) ise repolarizasyon sonrasinda
olusmaktadir. EAD ve GAD dalgalar1 hiicre membraninin esik degere ulasmasini
sagladiklarinda spontan aksiyon potansiyeli olugsmaktadir ve buna “tetiklenmis cevap” adi

verilmektedir (69).

EAD ile uyarilan tetiklenmis aktivite stimiilasyon hizina olduk¢a duyarlidir ve EAD’lar kalp
yetmezligi, ventrikiil hipertrofisi gibi farkli nedenlerle hasara ugramis kalp dokularinda
repolarizasyon siiresinin kritik bir noktaya kadar uzamasi ile goriilmektedir (70). Membran
potansiyelinin -30 mV’un iizerindeki degerlerinde salimimlar faz 2 EAD olarak, potansiyelin
daha da negatif degerlerinde goriilenler ise faz 3 EAD olarak adlandirilmaktadir (71). Belirli

antiaritmik ilaclar ile yavas stimiilasyon hizinda EAD aktivitesi uyarilir ancak yiiksek

21



stimiilasyon hizinda EAD olusumunun baskinmasina neden olmaktadir (72).

Sodyum kanal akimlarinin Ina faz 2 ve 3 sirasinda inaktivasyon sonrasinda yeniden aktive
oldugu siiredeki dengesizlik aksiyon potansiyel siiresine ve EAD tetiklenmesine neden
olmaktadir (73). Benzer sekilde repolarizasyon deposu azaldigi zaman ve siirekli ge¢ Ina
akimi oldugu zaman Ic.r akimmin reaktive olmasi EAD larin gelisimine katkida

bulunabilmektedir (74).

Aksiyon potansiyelinin tamamen repolarize olmasiyla sarkoplazmik retikulumdan spontan
olarak salinan Ic. ile transmembran potansiyelinde depolarize salinimlar meydana gelmekte
ve GAD larin olusumuna neden olmaktadir (75). GAD lar membran potansiyeli esik degere
ulagtiginda tetiklenmis aktiven adi verilen spontan aksiyon potansiyeli gelisimine neden
olmaktadir ancak bu durum hiicre tipine gore degisiklik gostermektedir. Sarkoplazmik
retikulumdan spontan salinan Ica, normal otomatisiteye 6nemli 6l¢iide katki saglamasinin

yani sira, aritmojenik bir mekanizma oldugu bilinmektedir (76).

Daha once de belirtildigi tizere CSQ2 ve RyR2 genlerinde meydana gelen mutasyonlar
sonucu KPVT aciga ¢ikmaktadir ve bu GAD ile uyarilan aritmilere en iyi 6rnek olarak
gosterilmektedir. insanda KPVT ye neden olan genetik mekanizmalar ¢ok iyi tanimlanmig
ve bu sayede transgenik fareler olusturulmustur. Yapilan calismalarda VT lerin altinda yatan
nedenin GAD lar oldugu bildirilmistir (77). Diger bir calismada kalsekestrin mutasyonu
tasiyan farelerde sarkoplazmik retikulumdan normalden daha sik ve uzun siiren Ica gegisi
oldugu belirlenmistir (78). Bu g¢aligmalarin sonucunda tetiklenmis aktivite ve GAD lar
KPVT ye neden oluyor ise RyR2’den spontan Ic, saliniminin inhibe edilmesi ile kardiyak
aritmilerin tedavisinde etkili olabilecegi fikri one ¢ikmistir. Elektrofizyolojik ve yapisal
yeniden bi¢imlenmenin neden oldugu kalp yetmezliginde kalp kas1 dokusunda heterojen bir
yap1 olusmakta ve bu nedenle aritmi meydana gelmektedir ve bu mekanizma Faz-4 Incx
aktivitesinin upregiilasyonuna, hiicre i¢i Ica gecislerinin kontrolsiiz olmasina

dayandirilmaktadir (79)(80).
2.3.3. AKSiYON POTANSIYELI SURESI VE KALSIiYUM iYON DENGESI

Aksiyon potansiyeli siiresi ile kendisinden onceki diastol arasindaki iliskiyi aksiyon

potansiyeli siiresinin restitiisyonu belirlemektedir ve bu sayede kalp aktivitesinin stabilitesi
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saglanmaktadir. SA nin yeniden pace edilmesi stabilizasyonu etkiler ve aksiyon potansiyeli
stiresi alternans1 uyarmasi sonucunda fibrilasyon meydana gelir (81). Yeniden iyon giris
dalgalarinin stabilizasyonu ve aksiyon potansiyeli siiresinin restitiisyonunu ile kalsiyum
dinamikleri ve elektriksel aktivasyon birlikteligi dogru orantilidir (82). Ica-voltaj eslesmesi
pozitif oldugunda aksiyon potansiyeli siiresinin uzamasina, eslesme negatif oldugunda ise
siirenin kisalmasina neden olur. Bu etki Incx akimindaki artist oranmin Icar akiminin

azalmasina oranla daha az olmasindan kaynaklanmaktadir (83).

2.3.4. KARDIYAK YENIDEN BICIMLENME (YAPILANMA) VE ARITMI
MEKANIZMALARI

Aritmi yapisal olarak normal kalpde goriilse de cogunlukla primer hastalikli kalpte meydana
gelmektedir. Bu nedenle kardiyak yeniden big¢imlenme (yapilanma-remodeling) kalp
hastaliklariyla iliskili olarak hem sinirsel hem de miyokardiyal yeniden yapilanma olarak
kardiyak aritmogenezde 6nemli rol iistlenmektedir (84). Insanda yapilan ¢alismalarda VT
ile miyokard skar doku arasinda giiclii bir iliski oldugu belirtilmistir ve yeniden yapilanma
iskemik ve iskemik olmayan kardiyomiyopatide gelisen fibrozis olarak goriilmektedir.
Anizotropik yeniden girig aktivitesindeki artis atriyal fibrozisin ilerlemesine ve sonucunda
atriyal fibrilasyona (AF) neden olmaktadir (85). Yeniden yapilanma ile birlikte fibroblastlar
miyokardiyumda farkli gorevler iistlenmektedir. Mikroelektrodlar ile yapilan ¢alismalarda
kardiyak fibroblast Vm degerlerinin yaklagik olarak -37 mV olduklar1 saptanmis, sistol ve
diasyolde farkl titresim dalgalarin meydana gelmesinin sonucunda sistol modiilasyonunda
rol alabilecegi diisiiniilmektedir (86). Fibroblastlarin kardiyomiyositler ile fonksiyonel
birlikteligi ile aralarinda olusan elektronik modiilasyon etkisi tetiklenmis aktivite ve
otomatisitenin artigina neden olurken, diasyolde membran potansiyelinin depolarizasyona

yonlendirmesiyle sonu¢lanmaktadir (87).

Fibrozis gelisiminde rol alan en Onemli doniistiiriicii bliylime faktorii Bl (7GF-$1)’in
boliinme, farklilagsma, ektraseliiler matriks yapimi ve apoptoz gibi bir¢ok yolakta yer
almasinin yaninda miyofibroblastlarin aktivasyonunu tetikleme gorevini deiistlenmektedir
(8-219). Transgenik fareler ile yapilan bir ¢alismada 7GF-f1’in aktif formu eksprese
oldugunda ventrikiillerden ¢ok atriyumlarda fibrozis artis1 ve bu farelerde AF ye giris

egiliminin oldugu gozlenmistir (88). Yapilan baska bir calismada miyofibroblast ve
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kardiyomiyosit etkilesimiyle Ic. salimindaki artis ile birlikte spontan indiiklenen AF ye
egilimin artt1g1 bilgisi desteklenmis ve transgenik fareler ile yabanil tip farelerdeki atriyum

aksiyon potansiyelleri arasinda bir farklilik belirtilmemistir (89).

Aritmi gelisimine neden olan bir diger yeniden yapilanma elektrofizyolojik yeniden
bicimlenme olarak adlandirilir. Miyokardiyal enfarktiis ve kalp yetmezligi sonucunda Incx
akiminin artmasina ek olarak ge¢ Ina akimindaki artis ve Ix; akimindaki azalma ile birlikte
GAD artis1 meydana gelebilmektedir (90). Ix; akimindaki azalmasi sonucunda RyR2’de

fonksiyon kayb1 meydana gelmekte ve bu da aritmi gelisimine neden olmaktadir (91)

Klinik ve farmasoétik alanlardaki biiylik cabalara ragmen, antiaritmik tedavilerin etkinligi
hem hastaliklar1 6nleme hem de tedavi sonrasi i¢in bagarili olmaktan uzaktir, bu nedenle
kalp elektrofizyolojisi, aritmi olusumunda ve korunmasinda yer alan mekanizmalarin en iyi
sekilde aydinlatilmasina yonelik alternatif aragtirmalarin gelistirilmesi gerekliligini ortaya

cikarmistir.
2.4. ATRIYAL FiBRILASYON
2.4.1. ATRIiYAL FIBRILASYON TANIMI

Atriyal fibrilasyon (AF), atriyal aktivasyonda olusan diizensizlikler sonucunda koordine
olamayan atriyal kasilmalar ile meydana gelen ve atriyal flutter ve atriyal tasikardi ile birlikte
klinikte en sik goriilen aritmi olarak bilinmektedir (92). Yiizeysel elektrokardiyogram
verilerinde hizli atriyal fibrilatuar ile birlikte ventrikiiler yanitta goriilen diizensizlikler
sonucunda degisen morfoloji goriilmektedir. Siniis ritimde (SR) goriilen P dalgalarinin
yerine diizensiz amplitiidlii dalgalar ve R-R araliklarinda da diizensizlik ile birlikte diizensiz

QRS kompleksi ve diizensiz F dalgalar1 goriilmektedir (2) (Sekil 2.7.)
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Sekil 2.7. AF Elektrokardiyogram goriintiisii. A. Siniis ritim B. Atriyal fibrilasyon (93)

AF ilk olarak, William Harwey tarafindan 1628 yilinda hayvanlarin atriyumlarindaki
diizensizlik olarak tanimlanmistir (1-14). Jean Baptiste Sénac tarafindan 1783'te ‘rebellious
palpitation’ ve mitral darligi ile baglantilanmis ve daha sonra aritmi hayvanlarda
tanimlanmis olmasina ragmen, atriyal fibrilasyonun iiretebilecegi ¢arpint1 nedeni, yirminci
ylizyillin baslarina kadar kesin olarak tanimlanmamistir (94). Klinige yiiksek nabiz
sikayetleriyle gelen hastalar i¢in farkli donemlerde ‘ataxia of the pulse ', 'deliryum kordis' ve
'pulsus irregularis perpetuus' gibi glinlimiizde AF ile iligkilendirilen terimler kullanilmistir
(95). Fakat patofizyoloji, James Mackenzie tarafindan nabiz dalgas1 seklini gostermek i¢in
icat ettigi ‘clinical polygraph’ kullanarak vendz nabizdaki ‘a’ dalgasinin kaybini
tanimlayana kadar tam olarak tanimlanmamaistir (96). Willem Einthoven’in 1906'da atriyal
fibrilasyonun tanimlandig: ilk elektrokardiyogrami yayinlamasiyla nabiz diizensizligi ile
atriyal fibrilasyon arasindaki baglanti farmakolog Arthur Cushny ve kardiyolog Thomas
Lewis tarafindan tanimlanmistir (97). Durumun bu uzun deneyimlere ragmen, halen en iyi
nasil yonetilecegi bilinmemekteydi. Ornegin, AF olan bir hastada ideal ventrikiil hiz1
bilinmese de, dinlenme evresinde ventrikiil ritmin SR en yiiksek dakikada yaklasik 70 atim
(bpm) oldugu ve AF de bunun %25 daha yiiksek oranda etkili olduguna dair kanitlar

bulunmustur (98). Bununla birlikte, 85-90 bpm bir oranin korunmasinin uzun vadede kalp
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icin zararli oldugu ve yasam siiresi ile kalp atis hiz1 arasinda kesinlikle ters bir iliski oldugu,
ortalama pay1n, yaklagik 3x10° bpm olan tiim memelilerde yasam boyu yaklagik 7 x 10® pbm
oldugu bildirilmistir; bu nedenle atriyal fibrilasyonda dakikada 70-85'lik bir dinlenme orani
Onerilmistir (99). Ayrica egzersiz sirasinda ideal ventrikiil hizi hakkinda belirsizlik
bulunmaktaydi, iyi veya kotii sol ventrikiil fonksiyonu olan hastalarda farkliligin oldugu ve
normal giinliik aktiviteler sirasinda dakikada 100'lin altinda bir oran 6nerilmistir (95). Bu
verilerin elde edilmesiyle birlikte 1928'de EKG de gelistirilen teknikler sayesinde AF’nin
EKG frekans analizleri yapilabilmis ve atriyal siklus uzunlugu arastirilabilmistir (100). Uzun
donem igerisinde yapilan tiim c¢alismalarin sonunda 1982 yilinda AF’nin aslinda basit bir
aritmi olarak tanimlanamayacagi, insidanst yas ile birlikte g¢ogalarak, mortalite ve

morbiditeyi artiran genel bir saglik sorunu oldugu anlasilmigtir (101).
2.4.2. ATRIYAL FiBRILASYON SINIFLAMASI

Amerikan Kalp Dernegi (AHA), Amerikan Kardiyoloji Koleji (ACC) ve Avrupa Kardiyoloji
Dernegi (ESC) tarafindan, paroksismal, persistan (inatgi) ve permanent (kalict) olmak lizere
ti¢ klinik AF tipi 6nerilmistir (2). 2016 yi1linda Avrupa Kardiyoloji Dernegi (ESC) ve Avrupa
Gogiis Kalp Damar Cerrahisi Dernegi (EACTS) tarafindan yaymlanan AF kilavuzunda diger
AF tiplerine ek olarak yeni tani alan ve uzun siireli persistan olmak iizere 5 siifa ayrilmistir

(102).

Genel olarak 7 giin ve daha az siiren herhangi bir miidahale gerekmeksizin kendiliginden
gecen durum paroksismal AF olarak tanimlanmistir. Eger slire 7 giinden daha uzun
seyretmekte ve ilag tedavisi ya da elektriksel kardiyoversiyon ile sonlandirabilmekte ise
persistan AF olarak adlandirilmaktadir. Uzun siireli persistan AF’de ise, bu siire yaklagik 1
y1l devam etmektedir. Sonlandirma amacli uygulanan tedaviye yanit alinamiyor ve SR’a geri
doniilemedigi durumda ise kalici yani permanent AF olarak simiflandirilmaktadir. Aritmi
stiresine veya AF ile iligkili semptomlarin varligina ve siddetine bakilmaksizin hastaya ilk

kez teshis konulmus ise yeni tan1 AF olarak siniflandirilmaktadir(102)

AF, hastalarda ¢cogunlukla yapisal kalp hastaliklari ile birlikte goriiliirken, genellikle 60 yas
altindaki erigskinlerde konkominant ve diger etiyoloji faktdrlerin goriilmedigi AF tipine lone
AF ismi verilmektedir. Paroksismal AF hastalarinin yaklagik %50’sinde diger hastaliklara

ait bulgular kendini gostermeyebilir ancak, permanent AF hastalarinin yaklasik %80 inde
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goriilmektedir (103).
2.4.3. ATRIiYAL FiBRILASYON EPIDEMIiYOLOJISi

Atriyal fibrilasyon tiim Diinya’da insidans ve prevalansi yas ilerledik¢e giderek artan ve
onemli derecede morbidite ve mortaliteye neden olan en sik goriilen kalic1 kardiyak aritmi
olarak bilinmektedir. Avrupa’da yaklasik 8 milyon kisiyi etkiledigi diisiiniilmekte ve 2060
yilina kadar 2,3 kat artmasi beklenmektedir (104)(105). Klinik uygulama arastirma veri
tabam verilerine gore Ingiltere’ de 2060 yilina kadar 1,3 ila 1,8 milyon kisiyi etkileyecegini
diistinilmektedir (106). ABD'de, su anda yaklasik 3-5 milyon insan AF'den etkilendigi ve
2050 y1ilina kadar bu rakamin 8 milyondan fazla olmas1 dngoriilmektedir (107). Avustralya,
Avrupa ve ABD'de su andaki tahmini yaygilig1 yaklasik %1 ile %4 oraninda goriilmektedir
(108)(104). AF’nin en yiiksek prevalansa sahip oldugu iilke %5,4 liik oranla Avustralya
kitasidir ve %0,49-%1,9 oranla en diisiik Asya iilkelerinde goriilmektedir (109).

Cin, Japonya, Giiney Kore, Hindistan ve Malezya’nin yer aldig1 5 Asya iilkesi ile i¢lerinde
Tiirkiye’nin de yer aldig1, Bahreyn, Katar, Kuveyt, Suudi Arabistan, Umman, Birlesik Arap
Emirlikleri ve Yemen de olmak iizere 8 Orta Dogu iilkesinde AF epidemiyolojisi lizerine
yapilan 58 caligmaya gore AF'nin yillik insidansinin %0.538 oldugu tespit edilmistir
(110)(111).

Tiirkiye'deki tiim saglik sigortasi fonlar1 i¢in talepleri isleyen MEDULA sistemi ICD-10 kod
148 verilerine gore 2007-2014 yillar1 arasinda non-valvular AF tanist alan 18 yas iistii
476,731 hasta kayit edilmistir. 18 yas Ustli %44.2'si erkek, %55.8'inin kadin oldugu
50.364.653 kisi icinde AF nin prevalansinin %0,75 oldugu gézlenmistir. Prevalansin 19-34
yaslar1 araasinda % 0,08, 35-64 yaslar1 arasinda % 0,58, 65-74 yaslar1 arasinda % 3,26 ve 75
yas ustiinde ise % 4,55 olarak arttig1 tespit edilmistir (112).

2.4.4. ATRIYAL FIBRILASYONUN FiZYOPATOLOJIiSIi

AF ye neden olan bir¢ok risk faktorii bulunmaktadir. AF ile iliskili az veya geri donililmez
risk faktorleri arasinda yaslilik, zayif viicut kitlesi, boy ve ailesel AF dykiisii bulunurken,
potansiyel geri doniilebilir AF risk faktorleri arasinda kapak kalp hastaligi, hipertansiyon,
koroner arter hastalig1, kardiyomiyopati, kalp yetmezligi, diyabetes mellitus, obezite, uyku

apnesi, hipertiroidizm, asir1 alkol, ilaglar ve asir1 egzersiz yer almaktadir. Bu kosullar, AF'ye
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yatkinlig1 arttiran hiicresel degisikliklerle birlikte atriyum dokusunda duvar stresi, basinci ve
boyutunda kademeli degisikliklere yol acabilmektedir. Yapilan c¢aligmalar sonucunda
genetik, genetik olmayan, ¢evresel ve / veya diger stres mekanizmalari gibi diger kosullarin

da AF'yi tetikledigi diistindiirmektedir (102).

En ¢ok goriilen tetikleme mekanizmast pulmoner venlerden kaynakli hizli ve spontan
aktivitedir. Pulmoner ven ektopisi cogu zaman kendiliginden sonlanirancak baslamis olmasi
ile devaminda AF’nin slirmesi ¢oklu dalga yeniden giris mekanizmasi ile olmaktadir.
Paroksismal AF hastalarinin pulmuner ven kaslarinda belirlenen azalmis refrakter donem ve
bu nedenle iletide meydana gelen gecikme sebebiyle, hizli tetikleme yapan ektopik odagin
bircok paroksismal AF i¢in temel mekanizma oldugu gosterilmistir. Calisilan hayvan
modellemelerinde pulmoner ven odaklar1 hizli atriyal atim ve katekolamin uyarisina cevap

olarak tetiklenmis aktivite meydana getirmektedir (113).

2.4.4.1. Atrival Fibrozis

Atriyal fibrozis; AF gelisimine katkida bulunmasimin yaninda, hipertansiyon, kalp
yetmezligi ve obezite gibi risk faktorleri nedeniyle ayriyal yeniden bigimlenmede yaygin bir

dzelliktir (114)(115).

Ayrica epikardiyal tabakada artmig endomisyal fibrozis gosteren deneysel bir ¢alismanin
sonuclarina gére AF'nin kendisi de fibrozisi da tesvik edebilmektedir (116). Atriyal fibrozis
ile birlikte yiiksek kollajen sentezi sonucunda ekstraseliiler matriks interaksiyonlarinda
degisiklikler meydana gelmektedir (117). Kalp atis1, kapak kalp hastaligi, hipertansiyon,
obstriiktif uyku apnesi, ilerleyen yas ve ‘lone’ AF olan insanlarda artmis atriyal fibrozisin
dogrudan histolojik kanit1 ve elektroanatomik haritalamadan kaynaklanan atriyal voltajin
neden oldugu bildirilmistir (118). Altta yatan risk faktorleri veya AF'nin kendisi nedeniyle
pro-fibrotik siirecte renin-anjiyotensin-aldosteron sistemi (RAAS), pro-enflamatuar
sitokinler, oksidatif stres, transforme edici biiyiime faktorii-B1 (TGF-B1), bag dokusu
bliylime faktorii (CTGF), renin-anjiyotensin-aldosteron sistemi, kalsiyum bagiml
proteazlar/fosfatazlar, hiicre dis1 matriks diizenleyici proteinler, hipoksiye bagl faktor-1o
ve endotelin-1 sistemi gibi ¢ok sayida sinyal yolagi s6z konusudur, ancak bu karmasik
yolaklar tam olarak aydinlatilabilmis degildir (119). Anjiyotensin reseptor tip 1 (AT1),
ektraseliiler sinyal regiile protein kinaz (ERK) ve mitojen-aktive protein kinaz (MAPK)

28



aktiviteleri atriyal fibrozisi ve AF yeniden bicimlenme siirecini tetiklemektedir (120).

Son yillarda yapilan ¢aligmalarda, ge¢ gadolinyumla giiclendirilmis manyetik rezonans
goriintiileme (LGE-MRI) kullanilarak atriyal fibrozisin derecesi tanimlanabilmistir, ancak
LGE-MRI'nin degisken goriintii ve analitik algoritmalar ile siirli bir goriintiileme teknigi
olmasi sebebiyle kesin bir veri elde edilmesinde zorluklar yasanmaktadir (121). Daccarett
ve ark., LGE-MRI tarafindan saptanan atriyal fibrozisin derecesinin AF kalicili§1 ve daha
fazla AF risk faktori varligi ile daha yiiksek oldugunu gostermistir (122). Kan havuzuna
normalize edilmis LGE-MRI yogunlugu ile tanimlanan sol bipolar atriyal skarin sol atriyal
voltaj ile yakindan iliskili oldugu goriilmiistiir (123). Bununla birlikte, kateter ablasyon
prosediirleri uygulanan hastalarda LGE-MRI ile tanimlanan atriyal fibrozis AF tekrari ile
bagimsiz olarak iligkilendirilmistir (124).

2.4.4.2. Epikardival Yag Dokusu

Epikardiyumda yer lokal yag depolarmin AF substratinin gelistirilmesinde 6nemli rol
oynadigini gosteren yeni veriler bildirilmistir (125). Yapilan klinik ¢alismalarda, epikardiyal
yag ile AF arasinda bir iliski oldugunu dogrulamistir. Epikardiyal ve perikardiyal yag terimi
birbirinin yerine kullanilabilmektedir ancak ¢cogu calismada perikardiyal kese igerisinde yer

alan yag dokusu ilgili bilgiler rapor edilmistir (126).

Obezitenin gelismesinin, adipoz doku fibrozu ve TGF-B siiper ailesi dahil olmak iizere
say1siz adipo-sitokin iiretimi ile sonuglanan genisleyen yag dokusunun hipoksisi ile iligkili
oldugu gosterilmistir. Bu adipokinlerin parakrin etkisi, epikardiyal yag doku ile bitisik
atriyal kas sistemi ve ortak vaskiiler sistem arasinda fasiyal bariyerlerin olmamasiyla
kolaylastirilmaktadir (127). Venteclef ve ark., sican kiiltiir modelinde insan epikardiyal
yagindan tiiretilen sekretomu inkiibe ederek epikardiyal yagin atriyal fibrozu indiiklemedeki
parakrin etkilerini gostermistir (128). Bu ¢alismaya ek olarak, epikardiyal yag dokunun hem
biiyiik hayvan hem de insan atriyum orneklerinde altta yatan miyokardin igine sizdigi
gosterilmistir (129). Yag infiltrasyonunun miyositleri ayirmasi ve mikrofibroza benzer bir
sekilde iletim anormalliklerine neden oldugu tahmin edilmektedir. Bu nedenle, artmis
epikardiyal yag dokusundaki artis, atriyal fibroz ve degistirilmis {i¢ boyutlu atriyal yapinin
kombinasyonu, yeniden giris, elektriksel ayrisma ve dalga kirilmasini siirdiirebilen iletim

anizotropi olas1 artigina neden olmasi sebebiyle pro fibrilator olarak nitelendirilmektedir.
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Invaziv olmayan atriyal epikardiyal yag l¢iimii son zamanlarda LGE-MRI kullanilarak da
dogrulanmistir(130). Bu, epikardiyal yag dokunun atriyal yeniden bigimlenme iizerindeki
etkisi ve kilo kaybinin veya diger tibbi tedavilerin epikardiyal atriyal yag yiikiinii ve bunun
atriyal substrat iizerindeki sonuglarini tersine ¢evirip ¢eviremeyecegi konusunda daha fazla
caligmay1 kolaylastiracak temel olusturmustur. Epikardiyal yag doku biyolojisinin daha iyi
anlasilmasi, adipo-sitokinleri hedefleyen terapotiklere yonelik yeni stratejilere yonelmeyi

saglayacaktir.

2.4.4.3. Otonomik Atrival Yeniden Bicimlenme

Otonom sinir sistemi, AF substratinin yani sira baglatilmasi ve siirekliligi ile karmasik bir
sekilde iligkilidir (131). Atriyumlar, hem parasempatik hem de sempatik bilesenleri, i¢ ve
dis gangliyonlarin karmasik noral gangliyonlu pleksi (GP) ag1 ve ayn1 zamanda kalp igindeki
mekanik / kemo-reseptorler ile sinir sistemi agia baglanmaktadir (132). Yapilan deneysel
caligmalarda AF'yi indiiklemek i¢in hem [-adrenerjik hem de kolinerjik stimiilasyonlar
kullanilmistir. Benzer sekilde, hem insan hem de hayvan ¢aligmalarinda AF baslangicinda
sempatovagal dengede degisiklikler kaydedilmistir (133). Ayrica, c¢esitli deneysel
modellerde otonom atriyal yeniden bicimlenme gosterilmistir. Kisacast, hizli AF oranlarinin
atriyal sempatik innervasyonda heterojen bir artisa yol ac¢tii belirlenmistir (134). Kalp
yetmezIligi modelinde posterior sol atriyumda ve AF onarimina katkida bulunan pulmoner
venlerde artmis sempatik / parasempatik lifler ve kardiyak gangliyonlar goriilmiistiir (135).
Negatif trakeal basinci ile obstriiktif uyku apnesi olan hayvan modelleme ¢aligsmalarinda
vagal aktivasyonunda goriilen artis, atriyal refrakteritenin kisalmasina ve AF artigina katkida
bulundugu tespit edilmistir (136). Bu otonomik degisikliklerin AF'yi tesvik edebilecegi ve
siirdlirebilecegi mekanizmalar agiklanmis olsa da, artmis otomatisite, EAD-GAD ve

bolgesel heterojen refrakterlik kisaltmasi gibi mekanizmalar karmasikligini korumaktadir.

Deneysel ¢aligmalarda, gesitli otonom sinir sistemi mekanizmalarina yonelik modiilasyon
yontemlerinin atriyal yeniden bigimlenmeyi iyilestirdigi gosterilmistir. AF modellerinde GP
ablasyonu, farmakolojik otonomik baskilama, yiiksek torasik epidural anestezi ile sempatik
etkiyi bloke etmek ve diislik seviyeli vagosempatik sinir stimiilasyonu atriyal refrakterligin
kisalmasin1 onleyebilecegi ve AF’yi azalttigi belirlenmistir (137). Bununla birlikte, ayni
etkiler renal sempatik denervasyon (RSDN) ile AF sirasinda ventrikiiler hizin

yavaglatilmasini takiben AF siiresinin azalmasi diginda goriilmemistir. AF li ke¢i modelleme
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caligmasinda daha yeni yliksek yogunluklu haritalama yontemiyle azalmig atriyal sempatik
sinir olusumu ve RSDN'yi takiben azalmis fibroz ile birlikte azalmis AF karmasikligi
goriilmiistiir (138). Bir obstriiktif uyku apnesi modelinde, hem negatif trakeal basinca bagh
atriyal refrakterite kisalmasi hem de yiiksek kan basincinin RSDN tarafindan inhibe edildigi
tespit edilmistir (139). Son zamanlarda yapilan bir ¢caligmada RSDN, direngli hipertansiyonu
ve semptomatik AF hastalarinda kombine pulmoner ven izolasyonu ve RSDN'den pulmoner
ven izolasyonu ile basarili sonug gosteren kiigiik bir randomize ¢alisma ile insanlarda umut
verici sonuglar gostermistir. Bu ¢aligmada, her iki miidahale uygulanan hastalarda 12 aylik
takipte kan basmci profili anlamli olarak diisiik ve AF tekrarmin daha diisiik oldugu
belirlenmistir. Benzer olarak ilave RSDN'nin siddetli ilaca direngli hipertansiyon ve
persistan AF hastalarda olumlu etkisi goriilmiistiir (140). Ote yandan, renin-anjiyotensin-
aldosteron sisteminin baskilanmasi ve atriyal fibroz, inflamasyon, apoptoz ve hiicre-hiicre
birlesme ifadesinde gelismis yapisal 6zellikler dahil olmak {izere RSDN'nin dogrudan
yeniden bi¢imlenme etkileri gosterilmistir (141). Diger potansiyel otonom atriyal
modiilasyon stratejisi, artmis parasempatik tona ikincil olabilen persistan AF hastalarinda
kalp hiz1 kontroliinii gelistirdigi gosterilen egzersiz egitimini igermektedir. AF sirasinda
periferik sempatik aktivitenin azalmasi ve gelismis ventrikiiler hiz kontrolii ile sonuglanmasi
amaciyla implante edilebilir cihazlar yoluyla baroreseptor stimiilasyonu miimkiindiir (142).
Bununla birlikte, baroreseptor stimiilasyonu, azalmis atriyal refrakterlik nedeniyle AF'yi
tesvik edebilen artmis vagal aktivasyon ile de sonuglanabilir. Bu modalitenin, atriyal
refrakterligin kisalmasini en aza indirmek i¢in daha diisiik yogunlukta kronik baroreseptdr
stimiilasyonu ile klinik olarak yararli olup olamayacagi gosterilmistir. Ayrica, obezitede kilo
kaybinin, kismen parasempatik aktivitenin arttirilmasiyla birlikte uygun otonomik kalp

modiilasyonu ile iligkili olabilecek AF yiikiinii azalttig1 gosterilmistir (143).

2.4.4.4. Asir1 Kan Pihtilasmasi ve Atrival Yeniden Bicimlenme

AF'nin kan pihtilasmasinin aktivasyonuna neden oldugu gdzlemi uzun yillar 6nce yapilmis
olsa da, aktif kan pithtilasmasinin AF'nin kendisi lizerindeki etkisi hakkinda ¢cok daha az sey
bilinmektedir. Proteaz ile aktive edilen reseptorlerin (PAR) 1990'larin baslarinda
kesfedilmesi ve ¢oklu dogal pihtilasma proteazlarinin ana dogal ligandlari olarak
tanimlanmasi, pithtilasma kaskadinin hemostatik olmayan fonksiyonlar1 {izerine yogun

arastirmalan tetiklemistir (144). Proteaz ile aktive edilen reseptorler (PAR-1 - PAR-4),
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cesitli hiicre tiplerinde ve diisiik akim sinyallemede farkli ekspresyon seviyelerine sahip yedi
membranli G-protein-bagli reseptorlere aittir. PAR-1 ve PAR-2, miyositler, diiz kas ve
endotelyal hiicrelerdeki ifadelerle kalpteki en Onemli izoformlardir ve PAR-2’in,
fibroblastlarda eksprese edildigi bilinmektedir. Miyositlerde, PAR-1 aktivasyonu hiicresel
hipertrofi ve AF'li hastalarin atriyal dokusunda ve plazmasinda yiikselen atriyal natritiretik
faktoriin - (ANF) ekspresyonuyla sonuglanirken PAR-2 aktivasyonu MAP-kinaz
aktivasyonuna ve hiicresel hipertrofiye yol agmaktadir (145). PAR'larin atriyal yapisal
yeniden modelleme {izerindeki rolii hakkinda daha fazla bilgi, hiicresel ve hayvan
deneylerinden elde edilmistir. Izole sigan kardiyak fibroblastlarinda trombin, pro-fibrotik
ERK sinyal molekiilleri ve TGF-B1 ile pro-enflamatuar faktér monosit protein-1'in
ekspresyonunun arttigi gériilmiistiir. Trombin ayrica *H-prolin eklemesini artirmis bunun
sonucunda fibroblastlar tarafindan arttirilmis kolajen sentezinin nedeni oldugu
diistiniilmustiir. Tiim bu etkiler antikoagiilan dabigatran kullanilarak trombin inhibisyonu ile
zayiflatilmigtir. Bu sonuglar ile AF i¢in substratin gelistirilmesinde aktive edilmis ardisik
pihtilasma ile PAR aktivasyonunun rolii kuvvetle desteklenmistir (146). Benzer sekilde
yapilan bir diger calismada, hiper pihtilasma, kalsiyum kullanimini degistirerek AF
baslangicina ve ilerlemesine de katkida bulunmustur. izole edilen tavsan pulmoner ven
kollarinda trombine bagl arddepolarizasyonlar ve tetikleme, dabigatran tarafindan inhibe

edilmigtir (147).

Iskemi, interstisyel pihtilagma sisteminin aktivasyonunda énemli bir rol oynayabilmektedir.
Iskemik enfarktiis sinir bélgelerinde Erlich ve ark. interstisyel fibrin birikimi ile sonuglanan
miyosit ylizeyi ilizerinde doku faktoriiniin yukar1 regiilasyonunu gostermis ve ilging bir
sekilde, hirudin tarafindan trombin inhibisyonu enfarktiis boyutunu azaltabilecegini
bildirmislerdir (148). Onemli olarak, akut AF sirasinda atriyal arz-talep uyumsuzlugu ve
iskemi icin artmis atriyal laktat iiretimi ile ilgili deneysel kanitlar bulunmaktadir. Ayrica,
yiiksek enerjili fosfat konsantrasyonlar1 kisa AF siiresinden sonra azalmakta ve AF’ nin
iskemi belirteclerinin yukar1 regiilasyonunu saglamaktadir (149). Birlikte ele alindiginda,
interstisyel boslukta 6nemli bir pthtilagsma faktorii aktivitesi vardir ve AF sirasinda iskemi,
AF icin substrat iiretmek amaciyla fibroblast aktivasyonuna, hiicresel hipertrofiye ve atriyal
fizrosize yol agan koagiilasyon sistemini aktive edebilmektedir. Bu nedenle antikoagiilasyon
tedavisi, tromboembolik komplikasyonlar1 6nlemenin yan1 sira, AF ylikiinli azaltmak i¢in

atriyal elektriksel ve yapisal koruyucu etkiler de saglamaktadir (150).
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2.45. ATRIYAL FIBRILASYONUN HUCRESEL VE MOLEKULER
ELEKTROFIZYOLOJISi

Herhangi bir kardiyak aritminin patofizyolojisinin énemli bir bileseni, i¢ginde meydana
geldigi hiicresel ortamdir. Tiim aritmilerin ve 6zellikle AF nin tedavisinde her ne kadar
farmakolojik tedaviler gecici olarak kullanilabilir olsa da tlimiiyle tedavi ve terapotik
yaklagimlar1 1iyilestirmek i¢in aritminin hiicresel mekanizmalarin aydinlatilmasi

gerekmektedir.

Iyon pompalari, kanallar ve degistiriciler dahil olmak iizere iyon tasima islemlerindeki
degisiklikler, AF gibi aritmilerin olusumunu yoneten aksiyon potansiyel 6zelliklerindeki
degisikliklerin merkezinde yer almaktadir. Aksiyon potansiyeli siiresi (APS) refrakter
periyodu belirler ve bu nedenle tekrar girme olasiliginin 6nemli bir belirleyicisidir.
Maksimum Ina faz 0 yukari vurus hizini, iletim hizim1 (CV) belirler ve tekrar girme
olasiligina ters olarak diizenler. Gecikmis ve erken sonra polarizasyonlar kendi iclerinde
tagiaritmiler olusturabilen ve reentran aritmiyi tetikleyebilen anormal aktivite liretmektedir.
Kardiyak uyarilabilirlik ile ilgili bir¢cok iyon kanalinin molekiiler yapisinin tanimlanmasi ve
bunlarin dogal iyonik akimlarla fonksiyonel korelasyonu, AF gibi patofizyolojik durumlarin
etkilerini, genlerden iyonik akimlara farkli seviyelerde incelemeyi miimkiin kilmistir. Bir
iyon kanalinin ekspresyonunun altinda yatan farkli adimlar tanimlanmistir. Kv4.3 (gegici dis
akimin gozenek olusturucu (o) alt birimi, i), KvLQT1 (yavas gecikmeli dogrultucu Iks nin
a-alt birimi) ve HERG (hizl1 gecikmeli dogrultucu Ik./'nin a alt birimi) dahil olmak iizere
birkag¢ iyon kanali i¢in farkli mRNA splice varyantlar: tarif edilmistir (151)(152). Tekli
bazlar, mRNA olgunlagsmasi sirasinda RNA diizenleme enzimleri ile degistirilebilir ve
protein ekspresyon hizini kontrol etmek RNA i¢in stabil olmayabilmektedir. Bu islemin son
mRNA iiriinii, ¢ekirdekten endoplazmik retikuluma (ER) aktarilir, burada goreceli olarak
sabit oranda poliribozom i¢inde proteine ¢evrilmektedir. Olusan proteinin post-translasyonel
modifikasyonlari ER ve Golgi kompleksinde olabildigi gibi, proteinin hiicre zarma
sokulmasi sirasinda gerceklesebilmektedir. Bu modifikasyonlar hakkindaki edinilen bilgiler
son birkag¢ yilda 6nemli Ol¢iide artmig olsa da, iyon kanali ekspresyonunun kontrolii i¢in
cesitli potansiyel mekanizmalarin, fizyolojik kosullar altinda bile rolii tam olarak
anlasiimanmustir. Iyon kanallarinin gdzenek olusturucu o-alt birimleri islendikten ve

membrana gogleri sonucunda kanalin biyofiziksel veya farmakolojik 6zelliklerini 6nemli
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Olciide degistirebilen veya saperon ve dogrudan membran gogii olarak islev gorebilen
yardimci alt birimlerle bir araya gelebildikleri 6ngoriilmektedir (153). AF ve diger aritmiler,
transkripsiyon asamasindan, fonksiyonel agonist regiilasyonuna kadar iyon kanali
ekspresyonunu ve fonksiyonunu yoneten bir¢ok adimdan herhangi biri ile etkilesime girerek

ve / veya bunlar1 degistirerek kanal fonksiyonunun modiilasyonuna neden olmaktadir.

Yue ve ark. kanal o-altbirimlerinin transkripsiyonel ifadelerindeki azalma, hizli atriyal
pacing (RAP)'de azalmis olan Icar ve li'nun mevecut yogunluklarima énemli bir katkida
bulunduguna dair kanit saglayan ilk kisilerdir (154), bu bulgular daha sonra insan AF de de
dogrulanmistir (155)(156). iki grup AF'li mRNA'min degismedigi bildirilmis ancak
hastalarda azalmis Kv1.5 protein ekspresyonu bildirmislerdir. Farkliliklarin nedenleri olarak
post-transkripsiyonel modifikasyonlarin oldugu diilsiiniilmektedir. Ix gibi baz1 akimlar i¢in
mRNA veya protein ekspresyonu hakkinda yeterli veri mevcut degildir ve diger kanallar i¢in
insan AF'den gelen veriler iyon kanali mRNA ve protein ekspresyonunda bir degisiklik
oldugunu gosterirken, patch clamp smirlamalar1 nedeniyle fonksiyonel veriler eksiksiz
bilinmemektedir (157). Elektriksel yeniden sekillenmenin temellerini daha iyi anlamak i¢in,
in vivo modellemeler ile hiicresel elektrofizyoloji, molekiiler biyoloji, protein biyokimyasi

ve morfoloji yontemlerini birlestirmek olduk¢a 6nemlidir.

AF'nin hiicresel ve molekiiler temeli, son birkac yildir biiyiik ilgi géren bir alan olmustur ve
sonuglar, aritmi patofizyolojisi hakkindaki anlayis1 onemli 6l¢iide gelistirmistir. Atriyal
tasikardi yeniden modellemenin iyon akimlar1 ve kanallar1 {izerindeki etkileri ¢esitli hayvan
modellerinde ve insan dokularinda aragtirllmigtir. Hayvan modellerinden elde edilen veriler,
ilgili spesifik izolasyon ydntemleri ile yapilmasi sebebiyle olduk¢a 6nemlidir. Iyon
kanallarinin ve impuls yayilimim1 ve repolarizasyonunu kontrol eden pompalarin
ekspresyonu dnemli tiirler aras1 varyasyon gosterir ve benzer fenotipler gosteren akimlar bile
biyofiziksel 6zellikler ve molekiiler bazda farklilik gosterebilmektedir (158). AF ile ilgili
yapilan deneysel modeller hastaligin klinik formlarinin karmasik patofizyolojisi nedeniyle
her zaman ayni 6l¢iide tekrarlanabilir olmasa da, ¢cogu iyi secilmis modellerde gdzlenen

fizyolojik degisimlerin birgogunun insanda gozlenen degisimlerde de karsilik bulmaktadir.

Kalp ameliyati geciren hastalardan veya eksplante edilmis kalplerden elde edilen

preparatlarda  yapilan calismalar belirtilen nedenler ile ¢ok &nemlidir. Insan
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preparatlarindaki bulgular, her zaman eslik eden kalp ve ekstrakardiyak hastaliklar,
ventrikiiler fonksiyondaki anormallikler, ilaclarda degiskenlik ve degisken yas gibi kontrol
edilemeyen kosullarin bir kombinasyonunu temsil etmeleri ile sinirli kalmaktadir. Ek olarak,
elde edilen bazi preparatlarda patch clamp deneyleri i¢in hiicre izolasyon prosediiriiniin
siirlamalari ve genis fibrozis gibi teknik diisiinceler sonuglari etkileyebilmektedir. Optimal
hiicre izolasyonu, koroner arter perfiizyonuna tabi tutulan taze dokulardan elde edilir. Insan
doku ornekleri genellikle kiigiiktiir ve ve doku eksizyonu zamanindan hiicre izolasyonuna
kadar 6nemli zaman kayiplar1 meydana gelebilmektedir (153). Degisken sartlar sebebiyle
canlilardan elde edilen dokular ile yapilan ¢alismalarin yani sira, farkli hiicresel modelleme
yontemleri olusturarak molekiiler ve elektrofizyolojik degisimlerin gézlenmesi farkli bir

bakis agis1 olarak 6n plana ¢ikmaktadir.
2.4.6. AF ILE ILISKILI HUCRESEL ANOMALILER

2.4.6.1. Konjestif kalp yetmezligi

Konjestif kalp yetmezligi (CHF) ve mitral kapak hastaligi gibi kronik atriyal hacimsel artig
ve agir1 basing yliklenmesini i¢geren durumlar, AF'nin en yaygin klinik nedenleri arasindadir.
AF ile iliskili iki kronik atriyal genisleme modelinde Boyden ve ark. aksiyon potansiyeli
morfolojisinde sadece kiigiik degisiklikler oldugunu belirtmistir (159). Langendorff-perfiize
edilmis tavsan kalplerinde atriyal basingta akut artis atriyal refrakterlikte belirgin bir
kisalmaya ve AF'ye kars1 artan bir duyarlilifa neden olmustur (160). Kopeklerde yapilan
baska bir caligmada elde edilen sonuglar degiskenlik gostermistir. Yapilan iki ¢alisma,
atriyal basing ve gerilmede akut bir artisin atriyal efektif refrakter periodlari (AERP) ve tekli
faz aksiyon potansiyel siiresini uzattigini, bir digeri de AERP' nin kisaldigini bildirmistir
(161)(162). Akut dilatasyonun insanlardaki etkileri hakkindaki verilerde de tutarsizlik
gozlenen c¢alismalar bulunmaktadir (153). Dilate atriyumda norepinefrin, anormal
otomatisiteye ve GAD’a bagli olarak tetiklenmis aktiviteye neden olmustur. Sag atriyumda
repolarizasyon degismemis ve en genislemis sol atriyumda sadece orta derecede olmustur.
Kopeklerde pacing ile indiiklenen kalp yetmezIigi ile ilgili son ¢alismalar, CHF ile AF'ye
kars1 artan duyarlilik arasinda agikea bir iliski oldugu belirtilmistir (163). Tasikardi yeniden
sekillenmesinin aksine, CHF, AERP, AERP heterojenligi veya genel iletim hizim
degistirmemistir. Bununla birlikte, yavag iletimin ayr1 bolgeleri nedeniyle, potansiyel olarak

mikro-giris kosullar1 yaratan iletimin heterojenitesinde giiclii bir artis gézlenmistir. CHF
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hiicresel diizeyde, Icar, lio ve Iks yogunluklarinin azalmasina neden olurken, ve NCX
akimini ve protein ekspresyonunu artmasina neden olmustur. I¢ ve dis akimlardaki dengeli
degisiklikler CHF'deki nispeten diisiik APS degisimlerini agiklayabilirken, artan NCX,
depolarizasyona bagli ektopik aktiviteden sonraki gecikmeyi destekleyebilmektedir.
Tavsanlarda pacing kaynakli kalp yetmezliginde kontrol grubuna gore Icar'da bir azalma

oldugunu goriiliirken. Icar ‘da daha fazla gézlenmistir (164).

Insan atriyal miyositlerinde CHF ve atriyal dilatasyonun etkileri de arastirilmustir ancak, elde
edilen veriler celiskilidir. Yapilan iki farkli ¢alismada Le Grand ve ark. ve Ouadid ve ark.
tarafindan yaymlanan raporlarda Icar da azalma oldugu bildirilirken, (165,166), diger bir
grup herhangi bir degisiklik gézlenmedigini rapor etmistir (167). Bir diger ¢eliskili veri ise,
dilate ve hastalikli atriyumda Iy, da azalma goriiliirken (166), daha yakin tarihli bir galismada
CHF atriyumunda I;, yogunlugunda bir artis gézlenmis olmasidir (168). Celiskili sonuglar,
hasta popiilasyonlariin degisen klinik 6zelliklerinden kaynaklanabilmektedir. Le Grand ve
ark.'min ¢aligmasinda, atriyal dilatasyonu olan hastalarin dikkate deger bir yiizdesinde AF
goriildiigli ve bunun sonucunda Icay ve I,'daki azalmaya kesinlikle katkida bulundugu bu
nedenle Ix yogunluklarinin etkilenmis olabilecegi diisiiniilmiistiir. Ote yandan, karsit
sonuclarin bazilar1 su anda ¢oziilememistir. Bu veriler, insan dokusundaki ¢alismalarin
sinirlamalarim1  gostermektedir ve insan deneylerinden elde edilen verilerin hayvan
modellerinden elde edilen verilerle birlikte degerlendirilip, iligkilendirilebilme gerekliligini

vurgulamaktadir.

2.4.6.2. Hipertiroidi

Hipertiroidizm, artmig AF insidanst ile iligkili yaygin bir klinik durumdur ve olasi
mekanizma, atriyal repolarizasyonun hizlanmasi olarak agiklanmaktadir. Atriyal hiicresel
etki potansiyelleri kisalan hipertiroidi kobaylarda Ix: ve Ixi in degismedigi, Iks ve IcaL ise
arttig1 saptanmistir. KvLQT1'in ekspresyonu ve L-tipi kalsiyum kanallarinin a alt birimi
ekspresyonunun hipertiroidizmden etkilenmedigi rapor edilmistir. Tiroid potansiyel
mekanizmasiadrenerjik sinir sistemi lizerine etki etmektedir. Hipertiroidizm, atriyal 1 ve
B2-adrenerjik reseptorlerin ekspresyon seviyelerini artis yoniinde diizenlemektedir ve hem
Iks'ler hem de Ica,, B-adrenerjik aktivasyonla dnemli 6l¢iide artmaktadir . Gizli hipertiroidisi
olan hastalarda Ica.1 tek kanal aktivitesinin aic-alt birimi ile ekspresyon seviyesinin arttigi

bulunmustur (169).

36



2.4.6.3. Gogiis Cerrahisi

Gogilis cerrahisi AF riskini onemli dlglide artirmaktadir. AF yatkinlik faktorleri hiicresel
diizeyde tanimlanmistir. Van Wagoner ve ark. kardiyak cerrahi sirasinda SR olan ancak daha
sonra AF gelisen hastalarin SR de kalanlardan daha yiiksek bir atriyal Ica1'ye sahip oldugunu
bildirmislerdir (170). Postoperatif AF gelisen hastalarda Cx40 ekpresyonunda artis
goriilmiistiir. Daha yiiksek bir Cx40 ekspresyonu, iletim 6zelliklerinin heterojenitesindeki
artiglarla iligkili olabilecegi ve bu nedenle AF olusumunu destekleyen bir substrat yarattigi

diisiiniilmektedir (171).

AF ile iliskili kosullarda elektriksel yeniden bicimlenme ile ilgili mevcut verilerden, AF'ye
neden olan farkli olgularin farkli iyonik yeniden bicimlenmeye neden oldugu acik olarak
kanitlanmistir. Dolayisiyla, AF' ye neden olan iyon kanali anormalliklerinin tek bir patolojik
profili yoktur, bunun yerine, AF olusumunu ydneten iyonik mekanizmalar klinik baglama
gore degisiklik gostermektedir. Iyonik mekanizmalarin her klinik AF formundaki rolii
hakkinda daha fazla bilgi edinilmesiyle, antiaritmik ila¢ tedavisinin spesifik iyonik
substratlarina yonelik optimize edilerek uygulanmasi fikri daha etkin bir tedavi siireci i¢in

olas1 goriinmektedir.
2.4.7. ATRIYAL FiBRILASYON GENETIGi

AF'ye genetik katkinin arastirilmasinin 6nemi, yalniz (tek basina-lone) AF vakalarinin
yiiksek ytlizdesinden ve cinsiyete ve bazi etnik gruplar arasindaki yayginlik farkliliklarindan
kaynaklanmaktadir. AF'nin kalitsal bilesenini anlasilmasi ile, daha sonra AF gelisme riski
yiiksek olan kisilerin erken tanimlanmasinin kolaylasacagi diisiiniilmektedir. Uzun siire
boyunca, ozellikle fare AF modelleri ve diger AF hayvan modellerinin sinirli sonuglari,
kalitsal AF' nin aragtirilmasini zorlastirmistir. Bununla birlikte, molekiiler genetikte ortaya
cikan ilerlemelerin ardindan bir¢cok c¢aligma, AF ile ilgili yaygin ve nadir genetik

varyasyonlar tanimlamstir.

2.4.7.1. Kahtimsal ve Ailesel AF

Son yirmi yilda, birgok aragtirmaci baglant1 analizi, aday gen analizi ve tim genom yeni
nesil dizileme gibi farkli ¢aligma tiirlerini kullanarak AF'nin genetik tabanini agiklamaya

calismistir. 1997'de Brugada ve arkadaslari, baglant1 analizi yaklasimini kullanarak AF ile
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ilgili ilk genetik lokusu (10g22-q24) bildirmislerdir. Yapilan bu ¢alismada {i¢ nesli kapsayan,
AF vakasi sonucu dlen bireylerin bulundugu, 10’unda AF bulunan 26 canli iiyeden olusan
bir aileye ek olarak ve AF vakalarinin goriildiigii iki kiiciik ailenin dahil edildigi bireyler ile
mikrosatellit markerlar kullanilarak genetik haritalama ve baglanti analizleri
gerceklestirilmigtir. Kullanilan her bir markerin aile bireyleri arasinda haplotip ve
rekombinasyon bulgular ile aileler arasi allel frekanslarindan elde ettikleri bulgulara gore,
AF’ nin aile i¢i segregasyonunda otozomal dominant bir kalitim gosterdigi belirlenmis ve
lokusta yer alan aday genlerin 10q23—q26 {izerinde yer alan B-adrenerjik reseptor (ADRBI)
ve a-adrenerjik reseptor (ADRA2) icin genler, adrenerjik reseptorlerle etkilesime giren G-
protein ile birlesmis reseptor kinaz (GPRKY) genlerinin olabilecegi onermisglerdir (172).
Birkag y1l sonra, benzer caligmalar AF ile ilgili daha fazla genetik lokus, yani 6q14-16, 5p13,
10p11-g21, 20q12-13 ve 5pl15 bildirilmistir (173)(174).

2003 yilinda Chen ve ark. otozomal dominant AF bireylerinin yer aldigi Cinli bir ailede
ailede, voltaj-gecisli potasyum kanalinda ilk fonksiyon kazanim mutasyonunu (KCNQ/I)
tanimlamiglardir. Bununla birlikte, ailesel AF 6ykdisiiniin yer aldigi baglanti analizlerinin
tiimiinde, allel frekanslarindan yola ¢ikarak farkli kromozomlar tizerinde bulunan lokuslarda
yer alan genlerin AF aday genler olarak belirlenmesi ve bu aday gen analizinin maliyeti ve
fazla zaman aliyor olmasi nedeniyle az sayida taranmis genle sinirli kalmistir. Ayrica, bu
varyantlarin nedensellik etkisi teorisi, potasyum kanali genlerinde 30'dan fazla farkl tip
kesfedildigi icin tam olarak agiklanamamistir (175). Bildirilen genlerin ¢ogu fonksiyon
mutasyonlarinin kazanimi olmasina ragmen, fonksiyon mutasyon kaybi1 da rapor edilmistir.
Fonksiyon mutasyonlarinin kazanimi, etkili refrakter siirenin kisalmasina ve boylece AF
kirilganliginin artmasina neden olmaktadir. KCNEI, KCNE2, KCNE, KCNES5, KCNQI ve
KCNJ2 genlerinde fonksiyon mutasyonlarinin diger kazanimlar1 da tanimlanmistir (176).
KCNEI ve KCNQI mutasyonlari, repolarizasyonu hizlandiran ve dolayisiyla refrakter
periyodu kisaltan bir fonksiyon etkisi kazanimu ile Ixs potasyum kanallarin etkiler. KCNAS
geninin foksiyon kayip mutasyonlar1 Ixu potasyum kanallarini etkilemektedir (177)(178).
Bu mutasyon, etkili refrakter periyodun uzamasini ve gecikmeli repolarizasyon igeren AF

icin alternatif bir mekanizma getirmistir.

Potasyum kanallarinin yanisira, 2005 yilinda Olson ve ark., SCN54 geni mutasyonunu AF

ile iligkilendiren ilk arastiricilar olmuslardir. Bildirilen bu mutasyonlar, Navl.5 sodyum
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kanalinda a-alt biriminde gézlenmistir. Dort farkli diizenleyici B-alt birimi (SCN1B, SCN2B,
SCN3B ve SCN4B) kodlayan genleri iceren a-alt birim gen mutasyonlarinin timii AF ile
iligkilendirilmistir (179). Bu mutasyonlarin altinda yatan mekanizmalar1 ortaya ¢ikarmak,
bildirilen karigik fenotipler, fonksiyon mutasyonlarinin hem kaybi hem de kazaniminin bu
farkl1 fenotiplere nasil etki edebilecegi ve saf AF fenotipine sahip bir hayvan modelinin
eksikligi gibi bir¢ok zorluga sahiptir. SCN10A genindeki mutasyonlar da AF ile iligkilidir ve
ge¢ sodyum akimlarindan sorumlu oldugu diisiiniilen ve SCN54 ekspresyon seviyesi ile

modiile edilebilen Nav1.8 sodyum kanallarin1 kodlamaktadir (180).

Artan diyastolik Ica kacagi, AF'nin patofizyolojik yolaklarindan biridir. RyR'nin PKA
(protein kinaz A) veya CAMKII bolgelerinde fosforilasyonu, RyR agilma olasiligiin
artmasina ve sarkoplazmik retikulumdan artan Ic. sizintisina yol agmaktadir. Son
zamanlarda yapilan bir ¢alisma, AF hastalarinin daha az miRNA-106b-25 kiimesine sahip
oldugunu ve bunun sonucunda RyR ekspresyonunda ve Ic. sizintisinda artig oldugunu

gostermistir (181).

Gollob ve ark. AF ile iligkili GJA5 genindeki ilk {i¢ somatik mutasyonu tarif etmistir; Gollob
ve ark. AF ile iliskili konneksin 40 gap-juction ifadesinden sorumlu gen olan GJAS
genindeki ilk {i¢ somatik mutasyonu tanimlamig ve bu mutasyonlarin hiicreler arasi
baglantinin bozulmasindan sorumlu oldugunu agiklamiglardir. Yapilan bu ¢alismada, daha
oncesinde GJAS5 knock-out farelerde, atriyal yeniden giris (re-entry) aritmilere kars1 daha
fazla hassasiyet goriildiigii bildirilmesi sebebiyle, 15 AF hastasinin kardiyak doku ve lenfosit
ornekleri alinarak mutasyon taramasi yapilmistir. Elde edilen bulgularda 4 hastada, 4 yeni
heterozigot missens mutasyonu tespit edilirken, 3 hastada mutasyonlarin, kardiyak doku
orneklerinde bulundugu, ancak lenfositlerde bulunmadigi, diger hastada ise hem kardiyak
dokuda hem de lenfositlerde mutasyon saptanmasi sebebiyle bu mutasyonun germ-line
orijinli oldugu belirtilmistir.(182). Bu bozulmaya atriyal spesifik konneksin 40'in tiikkenmesi
neden olmaktadir. Ayrica Christophersen ve ark. ayn1 gen i¢inde bir germ hatti mutasyonu
tarif etmistir. Atriyal natriiiretik peptidi (ANP) kodlayan gendeki mutasyonlarin AF ile
iliskili oldugu bildirilmistir. ANP proteinindeki bu mutasyonun aksiyon potansiyelini
kisaltacagina inanilmaktadir (183). 2008 yilinda, NUPI55 geninde niikleer zarfin
niikleoporinini kodlayan bir mutasyon tanimlanmistir ve bu mutasyon niikleer zarf

gecirgenliginde degisiklige yol agmaktadir. NKX2-5, PITX2, ZFHX3, GATA4, GATAS5 ve

39



GATAG6 genleri gibi transkripsiyon faktdr genlerinde meydana gelen mutasyonun AF ile
iligskili oldugu bildirilmistir. GATA ve PITX2 genleri, AF'nin baslangicinda yer alan
pulmoner vendz miyokardin gelisimini etkilemektedir. Bir¢cok ¢alisma, anjiyotensin
doniistiliriicii enzim inhibitorii, anjiyotensin gen promotoru ve anjiyotensinojeni kodlayan
RAAS sistem genlerinin polimorfizmi ile AF riskinin arttigini bildirmistir (184)(185). AF’

nin kalitimu ile iliskilendirilmis genler ve yer aldiklar1 lokuslar Cizelge 2.1 de listelenmistir.
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Cizelge 2.1. AF ile iliskilendirilmis gen lokuslar1 ve fonksiyonel etkileri. ((*) +: Fonksiyon
kazanim, - : Fonksiyon kaybi, O.D: Otozomal dominant, S.M.: Somatik mutasyon, G.M. :
Germ-line mutasyon) (176)

Gen Lokus Kalitim Fonksiyonel
KCNQI 11p15.5 O.D. +
KCNEI 21g22.1 0.D. +
KCNE?2 21g22.1 0.D. +
KCNE3 11q13.4 0.D. +
KCNES Xq23 X’e bagh +
KCNJ2 17g23.1 0.D. +
KCNJ5 11q24.3 O.D. +
KCNJS 12pl12.1 0.D. +
KCNH2 7q36.1 0.D. +/-
KCNAS 12p13.32 0.D. +/-
KCND3 1pl13.2 0.D. +
HCN4 15q24.1 O.D. -
MYH6 14q11.2 O.D. -
ABCCY 12p12.1 O.D. -
RYR2 1g43 O.D. +
CACNB2 10p12 O.D. -
CACNA2D4 12p13.33 O.D. -
CAVI 7q31.2 O.D. -
SCNIB 19q13.11 0.D. +/-
SCN2B 11923.3 O.D. -
SCN3B 11g24.1 0.D. -
SCN4B 11923.3 O.D. -
SCN54 3p22.2 0.D. +/-
SCNI104 3p22.2 0.D. +/-
GATA4 8p23.1 O.D. -
GATAS 20q13.33 O.D. -
GATA6 18q11.2 O.D. -
GJAL 6q22.31 S.M. /G.M -
GJAS 1921.2 O.D. -
ZFHX3 16q22.2-q22.3 O.D. -
GREM? 1g43 O.D. +
JPH?2 20ql13.12 O.D. -
LMNA 1g22 O.D.

NUPI55 5p13.2 O.D. -
SYNE?2 14g23.2 O.D.

NKX2-5 5q34 O.D. -
NKX2-6 8p21.2 O.D. -
NPPA 1p36.22 O.D. -
PITX2c 4925 O.D. -
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2.4.7.2. Genom Bovu Asosivasyon Calismalari

AF ile ilgili ilk genom boyu asosiyasyon ¢aligmast (GWAS) 2007'de yayinlanmistir. Yanlis
pozitifleri en aza indirmek igin <5 x 107lik bir p-degeri kullanilarak, etkilenen ve
etkilenmeyen ornekler arasinda varyant frekanslar karsilastirilmistir. 11k olarak belirlenen
lokus kromozom 4q25 de belirlenmistir (186). Ancak, bu lokus kodlamayan bir alanda yer
almaktadir ve ¢alismalar en yakin geni (PI7X2) diizenlemedeki roliinii ortaya koymustur. Bu
gen, pulmoner ven miyokardinda (sol-sag asimetri) kardiyak gelisim ve siniis diigiimii
gelisiminin baskilanmasi i¢in gerekli olan bir gendir. PITX2 knock-out fare modeli, sodyum
ve potasyum kanallar1 ekspresyonlarida bir azalma gostermis ve atriyoventrikiiler diigiimde
bir iletimin bloklanmasina neden olmustur (187). Herraiz-Martinez ve ark. son zamanlarda
chr4q25 risk varyantlarinin hiicre i¢i kalsiyum homoeostazini degistirip degistirmedigini
arastirdiklar1 bir caligmada, hastalarda artmis SERCA2a ekspresyonu, sarkoplazmik
retikulum kalsiyum yiikii ve RyR2 fosforilasyonunu gostermislerdir. Bu degisikliklerin agirt

kalsiyum salinimina ve AF i¢in daha yliksek bir riske yol ac¢tig1 diisiiniilmiistiir (188).

2009 yilinda, Avrupa kokenli bir kohortta 1622 kromozomu iizerinde yeni bir lokus
tanimlanmistir. Bu lokusa en yakin tekli niikleotid polimorfizmi (SNP), zinc finger (¢inko
parmak) homeobox 3'e (ZFHX3) intronda tespit edilmistir. Bu motif baglama faktorii, PITX2
geni ile etkilesime giren hipofiz-spesifik pozitif transkripsiyon faktori 1'in (POUIFI)
diizenlenmesi i¢in gereklidir (189). Ellinor ve ark. 1q21 kromozomu iizerinde yeni bir lokusu
tamimlamiglar ve SNP, voltaj bagimsiz kalsiyum ile aktiflestirilmis potasyum kanali
proteinini kodlayan KCNN3 geninin yakininda oldugunu rapor etmislerdir. Bu SK3
kanallar, kardiyak etki potansiyelinin repolarizasyon fazi i¢in gerekli kanallardir (190). Bu
SK3 kanallar1 ayrica i¢ mitokondriyal membranda bulunur ve bu kanallarin agonistler
kullanilarak acilmasi, Ica asir1 yliklenmesiyle oksidatif stres kaynakli yaralanmaya karsi

koruyucu bir etkiye sahiptir (191).

Kromozom 15924 ayrica AF ve sinilis diigiimii islev bozuklugu ile ilgili bir lokus
icermektedir. Bu SNP'ye en yakin gen, sol atriyumdaki sinoatriyal diigiimiin “funny”
akimini diizenleyen kanal proteinlerini kodlayan HCN4 genidir (192). Son zamanlarda
yapilan diger caligmalarda, Japon popiilasyonunda kromozom 12q24 iizerinde iki SNP
tanimlanmusitir. {lk SNP, NEURL geninin yakininda bulunmaktadir. Zebra baliginda bu

genin baskilanmasi, aksiyon potansiyel uzamasina yol agmistir. AF'ye yol agan mekanizmasi
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henliz net olarak tanimlanamamis olsa da bir diger SNP CUX2 geninin intronunda

tanimlanmuistir (193).

SYNE?2'deki kromozom 14q23 iizerindeki bir AF SNP’si, niikleer dis zar ve sarkomerin bir
parcast olan nesprin-2'yi kodlamaktadir (194). Baska bir iyon olmayan kanal geni,
kromozom 7q31 iizerinde AF ile ilgili SNP tanimlanmis, bu lokus, etki potansiyelinin
repolarizasyon fazinda rolii olan ve ayrica TGF-B1 ve fibrozisi diizenleyerek yapisal bir role

sahip olan CAVI (caveolin-1) geninin intron bdlgesinde yer almaktadir (195).

Son zamanlarda, bir¢ok c¢alismada AF patogenezinde sitoskeletal proteinlerin rolii
aragtirilmustir. Iki kohort adast MYH6 ve MYL4 genlerinde iki yeni SNP rapor edilmistir
MYHG6, alfa miyozin agir zincir alt birimini kodlamaktadir. Bu alt birimdeki mutasyonlarin
kardiyak kontraktiliteyi ve kas liflerinin biitiinliigiinii etkiledigi bildirilmistir (196)(197).
MYL4, atriyal hafif zincir olarak bilinen temel miyozin hafif zincir alt birimini
kodlamaktadir. In vitro mutant MYL4 zebra balig1 iizerinde yapilan deneylerde kardiyak
kasilma kaybi ve sarkomer yapisinin yoklugu ortaya ¢ikmistir (198). Baska bir ¢aligma
PLEC genindeki bir missense varyantini kesfederek AF'de miyokardiyal yapinin roliinii
destekledigi bildirilmistir (199). Bu gen, kalp kas1 biitiinliigiinii korumada rol oynayan bir
capraz baglayici proteini (plektin) kodlamaktadir. Bu c¢aligmalar, AF'nin patogenezinde
sitoskeletal proteinlerin gii¢lii bir rol oynadigimi diigiindiirmektedir. Yakin zamanda yapilan
biiyiik bir GWAS meta-analizi, AF'nin 18 yapisal gendeki varyantlarla ve ayrica ARNT2 ve
EPHA3 gibi kardiyak fetal gelisimsel rolii olan 13 gendeki varyantlarla iliskili oldugunu
gostermistir (200). Bu, fetal gelisim sirasinda veya yetiskin yasami sirasinda kardiyak
yapisal yeniden bicimlenme yoluyla atriyal kardiyomiyopatinin bir sonucu olarak AF'nin

patofizyolojisini agiklayabilmektedir.

Bir bagka biiyiik GWAS caligmast, 93.000 AF vakasi ve 1 milyondan fazla referans arasinda
134 AF ile iliskili lokus tespit etmistir. Bu ¢alisma 7BX3, TBX5 ve NKX2-5 genlerinin
kardiyak iletim sisteminin gelisimini diizenleyen transkripsiyonel faktorleri kodladigini
gostermistir. Bu ¢alisma ayrica AF ve diger atriyal aritmiler ile kardiyak morfoloji ve
fonksiyondan sorumlu genlerin pleiotropisi arasindaki ortiismeyi vurgulamaktadir (201).

Nielsen ve ark., AF ve kalp gelisimi arasindaki iliskiyi gostermis ve AF varyantlarinin, stres
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ve yeniden bicimlenmeye yanit olarak yetiskinlik doneminde gelisen kalp dokusunda fetal

genleri veya yolaklar1 yeniden aktiflestirmede rol oynadigini 6ne stirmiislerdir (200).

GWAS calismalart ile elde edilen onemli verilere ragmen, AF'nin kalitsal aktarimini
arastirmak i¢in bu yaklasimin bazi sinirlamalar1 vardir. Cok sayida tespit edilen lokus, eksik
kalittmin sadece kiigiik bir kismini agiklamistir. Bu gergek, GWAS c¢aligmalarinin
sonuglarinin klinik kullanimint smirlamakta ve gen-gen ve gen-cevre etkilesimlerini
arastiran c¢aligmalara ihtiya¢ duyuldugunu gostermistir. Diger bir zorluk, kesfedilen
SNP'lerin biiyiik bir boliimiiniin genomun kodlamayan bdlgelerinde olmasidir ve bu nedenle,
hassas haritalama, fonksiyonel analizler ve evrimsel genetik gibi teknikler kullanarak kesin

nedenselligi agiklayabilmek icin daha ¢ok calisma yapilmasi gerekliligini gdstermistir.

2.4.7.3. Atriyal Fibrilasyon ve Gen ifade Degisimleri

AF molekiiler mekanizmalarina yonelik birgok molekiiler ¢aligma yapilmis ve patolojisinin
aydinlatilmasi1 amaciyla bir¢cok gen bolgesi odak alinmig ve arastirilmistir. Bu gen gruplari
arasinda en ¢ok odaklanilan Heat Shock Protein (HSP) ailesinin kalpte koruyucu etkilerinin
oldugu ve post translasyonel modifikasyonlarda stres-indiiklenmis saperonlar olarak gérev
aldiklar belirlenmistir (202). Yang ve ark. tarafindan yapilan bir arastirmada, 8 paroksismal
AF ve 9 persistan AF hastas1, Hsp27, Hsp60, Hsp70 ve Hsc70 (heat-shock) diizeylerinin
kardiyak ekspresyonu icin 7 SR hastasiyla karsilastirilmistir. Calisma grubu kiiclik ve ¢esitli
altta yatan kalp hastaligima sahip AF hastalarin1 igermesine ragmen, yazarlar
persistan/permanent AF ve SR hastalarina kiyasla, paroksismal AF hastalarinin atriyal
dokusunda Hsc70 ve Ozellikle Hsp27min ekspresyon degerlerinin yiiksek oldugu
bildirmislerdir (203). 17 PAF, 14 persistan/permanent AF ve 13 SR hastasi iizerine yapilan
bir calismada, paroksismal AF hastalarinda Hsp27 ylikselmeleri ve daha az oranda Hsp70
seviyeleri bulunmustur (204). Yapilan her iki ¢calismada da, Hsp ifadesi ve AF duyarliligina
iliskin olarak sadece Hsp70 (HspAIA) ifadesi iizerinde ¢alismalar yapmislar ve siirekli
olarak daha yiiksek atriyal HspAIA ekspresyon diizeyine sahip hastalarin postoperatif AF
insidansinin daha diisiik oldugunu gostermislerdir (205)(206).

Atriyal natritiretik peptid (ANP, NPPA) ve beyin natritiretik peptid (BNP, NPPB) insan ve
sican modellerinde inme ve miyokard enfarktiisii gibi ¢esitli hastaliklar i¢in genetik faktorler

olarak belirlenmistir. Natriiiretik peptitler, Oncelikle kalpten salgilanan polipeptid
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hormonlari olarak, elektrolitler, su ve yag dengesinde ve kardiyovaskiiler, bobrek ve sinirsel
etkiler yoluyla kardiyak hemodinamigin diizenlenmesinde dnemli rol oynamaktadir. Buna
ek olarak, gelisme ve hastaliklar sirasinda natriiiretik peptidlerin ekspresyonu, diizenlenmesi
ve terapotik uygulamalar gdsterilmistir (207)(208). Ustelik, NPPA ve NPPB genlerindeki
polimorfizmlerin (BNP, NPPB), inme, kan basinct ve hipertansiyon gibi vaskiiler
hastaliklarla iligkili oldugu gosterilmistir (209). Yapilan bir g¢aligmada, total inmeli
hastalarda Ina ve Ik diizeylerinin normal kontrollere gore diisiik oldugu goriilmiistiir.
NPPA'nin viicuttaki Ina ve Ix homeostatik kontroliine dahil oldugu bilinmektedir ve HIF-1
sinyal yolaginda yer almaktadir (210). Keg¢ilerde yapilan AF modellemesi ¢aligmasinda bu
sinyal yolaginda yer alan HIFIA (hipoksi indiikleme faktor) gen ifadesinin AF model
grubunda artis gosterdigi tespit edilmistir (211). Yakin zamanda yapilan ¢alismalarda NPPA
geni, daha yiiksek potasyum alimi, inme, koroner kalp hastalig1 ve toplam kardiyovaskiiler
hastalik riskleri ile iliskili bulunmustur ve daha diisilk potasyum konsantrasyonunun

vaskiiler hastaliklarla daha fazla iliskili olabilecegini diisiiniilmektedir (212).

Yapilan bir ¢alismada, MAPKs / TGF-B1 / TRAF6 sinyal yolaginin Angll tarafindan
indiiklenen fare atriyal fibroblast proliferasyonunda rol aldigini ve atriyal yeniden
bicimlenmeye katildigin1 gostermistir. Fakat TRAF6'nin insan atriyal yapisal yeniden
bicimlenme tizerindeki etkisi tam olarak ac¢ik degildir. Romatizmal kalp hastaligi (RHD)
olan hastalarda TRAFG6 ve iligkili sinyal yollarinin ekspresyonunu daha da aydinlatmay1 ve
sinyal yolaklar1 ile atriyal fibrozis arasindaki iligkiyi ve kalp cerrahisi sonrasi atriyal yapisal
yeniden bigcimlenme c¢alismalari temelinde AF'de oynadiklart roliin arastirilmasi
amaglanmistir (213). Caligmalar MAPK'larin aktivasyonunun atriyal yapisal yeniden
modellemede 6nemli bir rol oynadigini gostermislerdir. Angll'nin dnemli bir downstream
sinyal molekiilii olan MAPK ’ler, atriyal fibrozun altinda yatan ana mekanizma olarak kabul
edilen Angll tarafindan indiiklenen TGF-B1 ekspresyonunun yukari regiilasyon siirecine
katildig bildirilmistir (214)(215). Angll'nin MAPK’ler aktivasyonunu iyilestirebilecegini,
TGF-f1 ve CTGF' nin yiiksek ekspresyonunu diizene sokabildigini ve hiicre
proliferasyonunu  arttirdigi  belirtilmistir. ~ Yapilan  calismada SR hastalarla
karsilagtirildiginda, atriyal dokuda MAPK’lerin aktivasyon derecesinin O6nemli Olciide

postoperatif AF gelisen hastalarda artmis oldugu tespit edilmistir (216).
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AF molekiiler mekanizmasinin tam olarak aydinlatilabilmesi i¢in gen ifade seviyesinde
calisan tekli gen veya gen gruplarinin yani sira son yirmi yil igerisinde insan ve birgok
hayvan modellemeleri kullanilarak mikrodizin ¢alismalar1 gergeklestirilmistir. Mikrodizin
yontemi ¢ip adi verilen membran iizerinde mikro alanlara yerlestirilmis tek zincir DNA
fragmentleri ile hedeflenen niikleik asit zincilerinin hibridizasyonuna dayanan bir tekniktir.
Kim ve ark., AF hastalarindan cerrahi sirasinda alinan sag atriyal doku 6rnekleri ile CABG
(koroner bypass) operasyonu yapilan hasta grubunu cDNA mikrodizin yontemi ile
karsilagtirmiglardir. Bu ¢alismada CABG hastalar1 kontrol grubu olarak alinmis ve yapilan
karsilagtirma sonucunda incelenen 1125 gen arasindan 55 genin ifadesinde anlamli degisim
gozlenmistir. Bu genlerin AF patogenezinde rol oynayan oksidatif stresten kaynaklandig:

yorumuna vartlmistir (217).

Ohki ve ark. tarafindan yapilan bir ¢aligmada cerrahi sirasinda 7 AF hastasi ve ve 10 SR sag
atriyum doku 6rnekleri HGU95A arrayleri kullanilarak karsilastirilmis ve AF spesifik 33
gen, SR spesifik 63 gende anlamli diizeyde ifade degisimleri oldugu rapor edilmistir. AF ye
kars1 olusan enflamatuvar cevabin bir diizenleyicisi olan NF-IL6-f (nuclear factor-
interleukin 6-f3), MMIF (macrophage migration inhibitory factor), hiicre gelisiminde rol
oynaya genlerden VEGF-B (vascular endothelial growth factor B), sinyal genlerinden RhoC
geni normal SR hastalarina oranla AF hastalarinda anlamli ifade degisimleri gozlenmistir
(218). Yine benzer bir ¢alismada biryildan fazla siiredir AF’de kalan 11 persistant AF hasta
grubu ile 7 SR grubu karsilastirilmis ve kardiyak iyon kanallar1 ve transport genlerinin
ifadelerinde farkliliklarin anlamli oldugu ifade edilmistir (219). Yine benzer bir ¢alismada
AF gruplarinda 39 farkli gen ifadesinde anlamli degisikler rapor edilmis ve bu gen
gruplarinin, hiicre proliferasyonu, sinyal iletimi ve apoptozis yolaklarinda yer alan genler
oldugu belirtilmistir (220). Kalp cerrahisi sirasinda AF hastalar1 ve kontrol grubu olarak
secilen hastalardan alinan doku 6rnekleri ile yapilan pekgok transkriptom c¢aligmasi yapilmis
olmasina ragmen bu calismalarin kisitlayict 6zellikleri bulunmaktadir. Hastalarin baska
patogenezlerinin olup olmadigi, AF siirelerinin tam olarak tespit edilememesi ve kullanilan
ilaclar sebebiyle sonuglarin benzer destekleyici ve tekrarlanabilir olmasina engel olmaktadir.
Bu nedenle hem tekrarlanabilir hem de daha homojen 6rnekleme amaciyla farkli hayvan ve
hiicre modelleme ¢alismalar1 yapilip insan AF patogeneziyle iligkilendirilmesine yonelik

caligmalar 6nem kazanmaktadir.
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AF siiresinin gen ifadelenmesinde olduk¢a 6nemi bulunmaktadir. Bu 6nemin goz Oniine
alinarak yapilan bir ¢alismada, atriyal tagikardi ve ventrikiiler tagikardi olmak iizere 2 farkl
kopek modellemesi gergeklestirilmistir. Bu iki modelde 24 saat, 1 hafta ve 2 hafta siireleri
secilmis ve mikrodizin karsilastirmalart yapilmistir. Elde edilen en 6nemli sonuglar
ventrikiiler tasikardi grubunda hiicre dis1 iligkili genlerin, atriyal tasikardi grubunda ise
iyonik yeniden bi¢imlenme ile iligkili genlerin anlamli ifade degisimleri gézlenmistir. Yine

bu ¢aligmada herbir genin siire bakimindan da farkli ifade profilleri ¢ikarilmistir (221).

2.4.7.4. Fare AF Modelleri

Son yillarda, fare modelleri AF'nin altinda yatan genetik ve elektrofizyolojik mekanizmanin
kodunu ¢ozmeye g¢alisan bir¢ok calisma grubunun dikkatini ¢ekmistir. Murin modelleri,
insan ve fareler arasindaki gelisim ve sinyal yollarinin korunmasi, genetik manipiilasyon
kolaylig1 ve hizli olgunlagma nedeniyle iyi bir aday olarak kabul edilmistir. KCNE1 ve SK2
kanallar1 i¢in gen knock-out modelleri gibi potasyum kanallar1 mutasyon modelleri
incelenmistir (222). Ayrica, sodyum kanal1 genleri transgenik modeller i¢in bir hedef olarak
goriilmiistiir. AKPQ-SCNS5A fare modelleri atriyal aritmiye daha fazla yatkinlik géstermistir
(223). SCN3B alt birim knock-out modelleri de iletim bozukluklar1 gosterilmistir (224).

Murin modellerinin degerine ragmen, birkag sinirlamalar1 bulunmaktadir. Bu modellerin ana
sinirlamalarindan biri AF'nin her zaman fizyolojik olmayan sekilde indiiklenmesidir. Fareler
ve insanlar arasindaki sinyal yollarinda benzerlik olmasina ragmen cevresel faktorler, diyet
ve toksik maddelerin kdétiiye kullanimi gibi klinik AF'de yer alan diger faktorler sebebiyle

belirli sinirlamalar getirmektedir.
2.4.8. HUCRESEL AF MODELLERI

HL-1 hiicreleri, AT-1 transjenik farenin simiyan virus 40 (SV40) T-antijeni eksprese eden
atriyal kardiyomiyosit hiicre soyundan tiiretilmistir. Seri olarak pasajlanabilirken
kendiliginden kasilma yetilerini korurlar. Ayni zamanda kardiyak morfoloji, biyokimyasal
ve elektrofizyolojik ozelliklerini korumuslardir. Embriyonik atrial kalp kasi hiicrelerinin
tipik ultrastriiktiirel 6zellikleri kiiltlire edilen HL-1 hiicrelerinde bulunmaktadir (225). HL-1
hiicreleri kasilma i¢in gerekli olan yiiksek derecede organize olmus sakromerleri ve

intraselliiler atriyal natritiretik faktor (ANF) icermektedirler (226). HL-1 hiicreleri de
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kardiyomiyositlerde hiicresel sinyal yollar1 ve reseptor caligmalari igin yararli olmustur.
Ayrica B-adrenerjik reseptorlere ek olarak, cok sayida hiicre i¢i sinyal olaylarini diizenleyen

a-adrenerjik reseptorleri de ifade etmektedir (227).

HL-1’lerin gen analiz ¢alismalarinda a-kardiak miyozin heavy chain, a-kardiak aktin, ve
konneksin-43 gen ekspresyonlarinin erigkin kardiyomiyosit gen ekspresyon profiline benzer
bir profile sahip oldugu gosterilmistir. HL-1 hiicrelerinin immiinohistokimyasal boyamalari,
kardiyak ozel belirtegleri olan desmin sarkomerik miyozin ve atrial natriiiretik faktord,
kiiltiire edilen atriyal kardiyomiyositlere benzer oldugunu gostermistir. Farmakolojik
caligmalar HL-1 hiicrelerinin hiicre i¢i sinyal proteinlerinin ekspresyonunu gosteren
inotropik ve kronotropik agonistlere cevap verdigini gostermistir. HL-1 hiicreleri
kendiliginden depolarize olmaktadir ve kardiyak aksiyon potansiyelinin olusmasi i¢in

gerekli olan iyon kanallarini eksprese etmektedir (225).

HL-1 hiicreleri son 10 yil icinde, hiicresel ve molekiiler seviyede kalp biyolojisi ile ilgili
onemli sorulara cevap bulmak icin tasarlanan model sistemlerde kullanilmaktadir. HL-1
hiicreleri sinyalizasyon, elektriksel aktivite, metabolik ve transkripsiyonel diizenleme ile
ilgili olarak, normal kardiyomiyositlerin fonksiyonel ¢alismalart i¢in kullanilirken, ayni
zamanda, hipoksi, hiperglisemi-hiperinsiilinemi, apoptoz ve iskemi-reperfiizyon gibi
patolojik durumlar ele almak i¢in de kullanilmistir. Birgok model in vitro kardiyak kas
yapisini ve islevini incelemek i¢in kullanilmasina ragmen, uygun hiicre kiiltiirii sistemlerinin
gelistirilmesinin  zor oldugu gdsterilmistir. HL-1 hiicreleri boliinme yetenegi olan
kendiliginden kontraksiyon yapabilen, farklilasmis erigkin kardiyak fenotip sergileyen tek
hiicre tipidir (225,227).

Brundel ve ark tarafindan yapilan calismada HL-1 hiicreleri iizerinde yapilan AF
modellemesi gercgeklestirilmistir. Hiicrelere 24 saat boyunca 5Hz, 1.5V/cm elektriksel
uyarim verilerek AF model hiicreleri ile uyarim verilemeyen hiicreler arasinda membran L-
type Ca*? kanal olC alt iinite seviyeleri karsilastirilmistir. Elde edilen bulgulara gore
potasyum kanal alt {initeleri olan Kv4.3 ile Kvl.5 seviyelerinde 6nemli bir degisiklik
gozlenmezken uyarimin 12. saatinde L-type Ca*? kanal seviyesinde yaklagik %35 oraninda
azalma goriiliirken 24. saat sonucunda bu seviyenin %25 oranina diistiigii tespit edilmistir

(30). Yine bu grup tarafinda yapilan bir diger ¢alismada HL-1 AF modellemesinde heat-
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shock protein ailesinden HSP27 geninde sinus ritme oranla ifadesinde artis rapor edilmistir

(228).
2.4.9. ATRIYAL FIBRILASYON TEDAVi YAKLASIMLARI

Klinik uygulamada, AF dahil olmak tizere kardiyak aritmi teshisi konan hastalar1 yonetmek
icin farmakolojik ve farmakolojik olmayan iki tip tedavi kullanilmaktadir. Cogu aritmi

tedavisinde siklikla her iki tiirli de birlestirilmektedir.

2.4.9.1. Antiaritmik ilaclar ile Tedavi

Bu tip ilaglar arasinda; aritminin baglangicin1 Onleyici, siniis ritim korumayi ve kalp
frekansin1 kontrol edici, kanm1 antikoagiile edici veya kimyasal bir kardiyoversiyon
gerceklestirmeyi amaclayan cok cesitli farmakolojik ilaglar yer almaktadir. Antiaritmik
ilaclarin 6zellikleri dncelikle etkiledikleri reseptore baghdir ve en etkili yaygin etkilerine
dayanarak Vaughan-Williams smiflandirmasima goére farkli kategorilere ayrilmaktadirlar
(229). Bu nedenle, kullanilan ilaglar, aritminin tipine bagl olarak bes ana simnifta yer

almaktadir.

Smif I: Voltaja bagl sodyum kanallarin1 bloke eden antiaritmik ilaglar olarak bilinir. Ina'y1
inhibe ederek iletim hizin1 ve kardiyak uyarilabilirligi azaltmada gorev almaktadir. Membran
stabilize edici ajanlar olarak da bilinen bu smiftaki ilaglarin, birliktelik / ayrilma kinetigine

bagli olarak {i¢ alt sinifi bulunmaktadir.

- Siif TA: Ara birliktelik / disosiyasyonlu etkili sinif I ilaglar olarak bilinmektedir. APS'yi
uzatarak, kalp iletkenligini azaltir ve etkili refrakter periyodu artirmayi saglamaktadir.
Ventrikiiler ve supraventrikiiler tasikardi, erken ventrikiil atimlar1 ve ventrikiiler fibrilasyon

tedavisinde yarar saglamaktadir. Ornekler: kinidin ve disopiramid.

-Sinif IB: Hizl iligki / ayrilma etkili sinif I ilaglar olarak bilinmektedir. APS’yi kisaltir ve
refrakterligi azaltmay1 saglamaktadir. Siklikla ventrikiiler fibrilasyonu onlemek ve hem
ventrikiiler tagikardi hem de erken ventrikiiler ritimleri tedavi etmek icin kullanilmaktadir.

Ornekler: lidokain ve ranolazin.

- Smnif IC: Yavas iliski / ayrisma etkili simif I ilaglar olarak bilinmektedir. Kardiyak
kontraktiliteyi azaltir, ancak APS tizerindeki etkileri géz ard1 edilmektedir. Sodyum bloke
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etme dereceleri agisindan ii¢ alt sinifin en 6nemli sinifidir. Ventrikiiler tasikardi, ventrikiiler
fibrilasyon ve atriyal fibrilasyonu tedavi etmek amaciyla kullamlmaktadir. Ornekler:

flekainid ve propafenon.

Sinif II: B-blokerler olarak da bilinen bu grup ilaglar, kalp tizerindeki sempatik aktiviteyi
bloke etmek amacl kullanilir. Atriyoventrikiiler diigiim yoluyla elektrik iletimini azalttiklari
icin supraventrikiiler tasikardinin tedavisinde faydalidir. Ornekler: propanolol ve

pronethalol.

Sinif III: Potasyum kanallarini bloke eden ve bu nedenle APS ve refrakter periyodu uzatan
antiaritmik ilaglar bu smifta yer almaktadir. Ayrica, iletim hiz1 {izerinde -etkileri

olmadigindan, tekrarlayan aritmileri 5nlemede etkili ilaglardir. Ornekler: sotalol, amiodaron

Simif IV: Kalsiyum kanallarmi etkileyen antiaritmik ilaglar bu simifa dahildir.
Atriyoventrikiiler diigiim yoluyla elektrik iletimini azaltir, AP'nin "plato" fazim kisaltarak,

kardiyak kasilmay1 azaltmaktadir. Ornekler: verapamil ve diltiazem.

Smif V: Farkli mekanizmalarda etken olan diger antiaritmik ilaglar bu siif altinda yer

almaktadir. Ornekler: adenosin ve digoksin (230).

Vaughan-Williams simiflandirmasinin  6nemli bir sinirlamast bulunmaktadir. Birgok
antiaritmik ilacin sahip oldugu birincil mekanizmalarinin ¢oklu kanal etkileri olmasi
sebebiyle bu ilaglar birden fazla sinifa dahil olmaktadir., amiodaron bunun ig¢in iyi bir

ornektir, bu ilac ilk dort sinifin tiimii ile tutarl etkileri bulunmaktadir.

Antiaritmik ilaglarla AF tedavisi ile ilgili olarak, dnceki ¢aligmalar belirli ilaglarin kullanim
endikasyonlarmi ve kontrendikasyonlarmi tanimlamustir. Ornegin B-blokerler veya
verapamil, miyokard enfarktiisii veya solunum yolu hastaliklarinin neden oldugu AF'yi
dolayl1 olarak durdurmak icin yararli olabilir, ancak kullanimlarindan tiiretilebilen negatif
inotropik yan etkiler ihmal edilmemektedir. Genel olarak, sinif IC ve daha az dl¢lide sinif
IA ilaglar AF hastalarinda siniis ritmin iyilesmesinde etkilidir, ancak bunlarin potasyum
kanallar1 tizerindeki etkileri dikkate alinmalidir (231). Amiodaron, nispeten diisiik dozlarda
bile ve diger ilaclardan daha az yan etkisi ile etkilidir ve AF tedavisi i¢in sik kullanilan bir
ilactir. Siniis ritmin geri kazanilmas1 miimkiin degilse, alternatif bir yaklagim ise digoksin

(Na, K pompasini etkileyen), B-blokerler, verapamil veya diltiazem gibi SinifV antiaritmik
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ilaclar kullanilarak ventrikiiler ritmi optimize etmektir (232).

Bazi iyon kanallarina yonelik nispeten zayif bloke edici ajan olmalar1 amaciyla birkag bilesik
gelistirilmeye baslanmistir. Bunlardan intravendz vernakalant formiilasyonlari, AVEO118
ve AZD7009, AF'nin SR’e akut doniisiimii i¢in klinik tedavilere dahil olmustur (ritim
kontrolii). Her ii¢ bilesik de depolarize edilmis potansiyellerde Kv1.5, Kv4.3, Kir3.1/4"lini
ve Nav1.5'1 bloke etmektedir. Buna ek olarak, vernakalant hERG' yi, AZD7009 ise hERG
ve KvLQT1'i bloke etmektedir. Her ii¢ bilesik de klinik 6ncesi AF modellerinde etkilidir ve
nispeten proaritmik risk icermemektedir (233). AVE0118 ve AZD7009'un gelistirilmesi
durdurulmus olsa da, vernakalant (BrinavessTM) bir¢ok iilkede klinik kullanimi i¢in onay
alinmistir. Vernakalant, uzun siiredir AF olan hastalarda 6nleyici olarak kullanilsa da etki
potansiyelinin yetersizligi sorgulanmaktadir (232). Nav1.5'in voltaj bagimli bloke edilmesi
sonucu depolarize membran potansiyelleri nedeniyle tasikardi donemlerinde atriyumda daha
etkilidir. Atriyal refrakter periyodu artirmakta ve ventrikiiler Kv kanallariin bloke edilmesi
ile iliskili pro-aritmik etkiye karsi korumaktadir. Sonug olarak, 6zellikle atriyal miyositlerde
eksprese olmayan (Kv1.5, Kir3.1 / 4) veya daha az belirgin (Kv4.3) ventrikiiler miyositlerde
bloke edilen potasyum kombine bloke edilmesi ve Navl.5'in bloke edilmesi fonksiyonel

atriyal se¢icilik saglamaktadir (234).

2.4.9.2. Farmakolojik Olmavan Tedaviler

Antiaritmik ilag etkisi genellikle kendi basma yetersizdir ve aritmiyi diizeltmek i¢in
genellikle diger farmakolojik olmayan tedavilerin uygulanmasini gerektirmektedir. Ayrica,
bir aritmi ciddi oldugunda, elektrik soku tedavisi (defibrilasyon veya kardiyoversiyon)
uygulamak veya kisa siireli kalp pili implante etmek gibi siniis ritmin diizenleyen acil tedavi
gerekebilmektedir (235). Anormal kalp ritimlerini 6nlemek veya tedavi etmek i¢in diger
tedaviler sunlar1 icermektedir; kalp ritim sorunlarina neden olabilecek kalp bdlgelerini yok
etmek veya elektriksel olarak izole etmek icin kullanilan kardiyak doku ablasyonu, ani
kardiyak oliim riski yliksek olan hastalarda kalp defibrilatoriiniin implantasyonu ve kalbin
diizensiz (cok yavas veya ¢ok hizl) attigini algilayan kalp pili implantasyonunun ardindan
kalbin dogru hizda atmasini saglayan bir sinyal gondermektedir (236). Farmakolojik
tedavilerin aksine, bu tedavilerin cogu hassas kardiyovaskiiler cerrahi girisimler gerektirir,

bu durum hastalar i¢in yiiksek risk igermektedir.
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3. GEREKCE VE AMAC

Atriyal fibrilasyon (AF) giderek artan ve 6nemli derecede morbidite ve mortaliteye neden
olan, en sik goriilen kardiyak aritmi tiiriidiir. Diinya’da gelismis ve gelismekte olan tilkelerde
artan niifus ile sanayilesmeye paralel olarak AF’ den etkilenen insanlarinin sayisi giin
gectikce artmaktadir. Son yillarda yapilan ¢aligmalarda AF’ nin genetik O6zellikleri
tanimlanmis, heterojen bir patogeneze ve kompleks bir elektrofizyolojiye sahip oldugu
belirtilmistir. Bunun sonucunda, bu hastaligin biyokimyasal ve molekiiler mekanizmalarinin

aydinlatilmasina yonelik ¢caligmalar artarak hiz kazanmistir.

AF ve diger kardiyak aritmilerin patofizyolojisinin 6nemli bir bileseni, i¢inde meydana
geldigi kardiyak doku ve kardiyak hiicresel ortamidir. AF hastalarinin tedavisine yonelik her
ne kadar farmakolojik ve famakolojik olmayan tedaviler kullanilabilir olsa da, bu tedavi
yontemlerinin gegici etkileri ve her zaman hastaligin tiimiiyle yok edilmesinde basarili
olamayabilmektedir. Bu nedenle tedavi ve terapdtik yaklagimlari iyilestirmek igin bu

patogenezin hiicresel mekanizmalarin molekiiler agidan da aydinlatilmas1 gerekmektedir.

Yapilan molekiiler ¢caligmalarda insan AF hastalar1 ve olusturulan AF hayvan modellerinden
her ne kadar gen ifadesi diizeyinde biyokimyasal siireclerin aydinlatilmasina yonelik
mikrodizin ¢aligmalarinda 6nemli veriler elde edilmis ve farkli yolaklar tanimlanmis olsa da,
her zaman birbirleriyle 6rtlismeyen ve geriye doniik tekrar edilemeyen calismalar olmasi
sebebiyle sinirli kalabilmektedir. Bu sinirlamalara ek olarak, ¢aligmada kullanilan kontrol
ve hasta orneklerinin homojen olmamasi veya orneklem sayisinin sinirli kalmasinin yani
sira, hastalarda AF ile birlikte seyreden baska komplikasyonlarin yer almasi elde edilen
verilerin yalnizca aydinlatilmak istenen patogeneze yonelik yorumlanmasi konusunda
yetersiz kalmaktadir. Dolayisiyla yapilan g¢alismalardan elde edilen verilerin ayr1 ayri
yorumlanmasinda zorluklar yaganmakta ve hasta spesifik tedavilerin gelistirilmesinde hedef

bir strateji gelistirilmesine oncili olamamaktadir.

AF’ nin karmasik fizyolojik etkilerinin aydinlatilabilmesi i¢in AF’ nin siiresinin AF gen
ifade profili ¢ok dnemli ve bilgi verici potansiyele sahiptir. AF basladig1 andan itibaren etki
stiresine ve enflamasyon siiresine bagli olarak gen ifade profilleri farklilik
gosterebilmektedir. Caligilan insan ve hayvan modellerinde 6rneklem yalnizca bir kere

yapilabildiginden bu anlamda AF siirecinin her asamasinin takip edilebilmesi miimkiin
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olmamaktadir. Bu nedenle AF siiresinin kontrollii bir sekilde takip edilebilmesi ve farkli
zaman araliklariyla sonuglar elde edilmesi, hiicresel etki mekanizmasinin anlagilmasinda

bliylik 6nem tagimaktadir.

Yapilan bu tez calismasinda “HL-1 hiicre hattina digaridan elektriksel uyarim verilerek, AF
modeli olusturulabilir ve bu modelde AF transkriptom verisi elde edilebilir” hipotezinden
yola ¢ikarak, AF’ye 6zel gelecekteki terap6tik hedef ve tedavi yontemlerinin gelistirilmesine
katki saglanmasi amaglanmistir. Bu temel amac¢ dogrultusunda, transgenik farelerden elde
edilen HL-1 hiicreleri kullanilmistir. HL-1 hiicrelerinin seri olarak pasajlanabilen ve
kendiliginden kasilma &zelliginde olan atriyal kardiyomiyosit olmalart biiyiik avantajlar
saglamaktadir. Bu hiicre hattinda kontrollii bir AF modeli olusturmak ve bu modelde farkli
zaman araliklarinda meydana gelen tekli ya da coklu gen ifade profillerinin arastiriimasi
hedeflenmistir. Bu sayede, hiicresel bir AF modelinde, ¢alismada kullanilan 6rneklerin
tiimiiyle homojen, tekrar edilebilen ve siirecin tiimiinde meydana gelen degisimleri diger
farkl1 komplikasyondan bagimsiz olarak aritmi spesifik sonuglar elde ederek, geligmis
organizmalardan elde edilen AF gen ifade profilleriyle karsilagtirtlmasinin miimkiin oldugu

diistinilmistiir.
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4. MATERYAL VE YONTEM
4.1. MATERYAL
4.1.1. HUCRE HATLARI

On deneme ¢alismalarinda HOC2 fare kardiyomiyosit hiicre hatt1 ¢alismalar1 i¢in Dulbecco's

Modified Eagle Medium (DMEM, Biowest, L0102) besiyeri kullanilmistir.

Hiicresel AF modeli ¢alismalarinda fare HL-1 hiicre hatt1 kullanilmistir (HL-1 Cardiac
Muscle Cell Line) (Sigma-Aldrich, SCCO065).

HL-1 hiicre kiiltiirii ¢aligmalari i¢in, Claycomb Medium (Sigma-Aldrich, 51800C) besiyeri

kullanilmistir.
Claycomb Medium igerisine ek olarak;

e Fetal bovine serum (FBS) (Sigma-Aldrich, F7524)

e Penisilin/streptomisin (10* U/ml P and 10* pg/ml S) (Sigma-Aldrich, P4333)
e [-glutamin (200mM) (Sigma-Aldrich, G7513)

e Norepinefrin (Sigma-Aldrich, A0937) eklenmistir.

e Hiicrelerin yikanma asamasi igin;

e PBS (Sigma-Aldrich, P3813) kullanilmistir.

e Hiicrelerin plakalardan kaldirilmast igin;

e Tripsin-EDTA (Sigma-Aldrich, T3924) kullanilmistir.
Hiicrelerin flask/plaka yiizeyine yapismalarini saglamak igin;

e Jelatin (Sigma-Aldrich, G9391)
¢ Fibronektin (Roche,10838039001) kullanilmistir.

Hiicrelerin dondurulmasi agamasinda;

¢ Dimetil Siilfoksit-DMSO (Sigma-Aldrich, D2650)
e Fetal bovine serum (FBS) (Sigma-Aldrich, F7524) kullanilmistir.
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4.1.2. KITLER
Hiicrelerden izole edilen total RNA sonrasinda;

cDNA sentezi i¢in First Strand cDNA Synthesis Kit for RT-PCR (AMV) (Roche,
11483188001) kullanilmistir.

PZR optimizasyon asamasinda GoTaq Master Mixes (Promega, m7122) kullanilmigtir.

Hiicre hattinda olusturulan AF modelinin dogrulanmasi ve AF siiresinin belirlenmesi i¢in
es-zamanli kantitatif PZR (qRT-PCR) analizi LightCycler® 480 SYBR Green I master
(Roche, 04707516001) ile gerceklestirilmistir.

Transkriptom profilleri, Affymetrix Mouse Gene 2.0 ST array ve Whole Transcriptome
Reagent Kit (Affymetrix, P/N 902280) ve Hybridization, Wash and Stain Kit (Affymetrix,
P/N 900720) kullanilarak elde edilmistir.

Transkriptom analizlerinin dogrulanmas1 amaciyla es-zamanli kantitatif PZR islemi

(LightCycler® 480 SYBR Green I Master (Roche, 04707516001) gerceklestirilmistir.
4.1.3. KIMYASAL VE SOLUSYONLAR

e Trizol (Invitrogen, 15596026)

¢ Kloroform (Sigma, C2432)

e FEtil alkol (Merck, 1.00983.2511)

e Izopropil alkol (Sigma, 19516)

e Niikleaz-free ddH>O - Molecular Biology Grade water (Hyclone, 01-869-1A)

e S5X TBE - 54 g Tris Baz (Amresco, 0826-), 27.5 g Borik asit (Amresco, 0588), 20 ml 0.5
M EDTA (Sigma, E9884)

e Agaroz (Applichem, A8963)
e Red Safe (RedSafe,21141

e 6X gel loading dye (New England Biolabs, B7021S)
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4.2. YONTEM

HL-1 hiicre hatlarinda in vitro AF modeli olusturulmast ve olusturulan modelde AF
patogenezinde yer alan gen ifade profilleri ve etki mekanizmalarin1 arastirmak amaciyla

sirastyla asagida s6z edilen yontemler kullanilarak caligmanin deneyleri tamamlanmastir.
4.2.1. HUCRE KULTURU

Plaka/Flasklarin Jelatin-Fibronektin ile Kaplanmasi

HL-1 hiicrelerinin kiiltiire ekilmeden once yetistirilecekleri flask/plakalarin jelatin ve
fibronektin ile kaplanmasi gerekmektedir. Bu sayede yiizeye tutunmalari saglanmigtir.
%0.02 konsantrasyonunda 500 ml jelatin ¢ozeltisi hazirlanip ve otoklavlanmistir. 1ml
Fibronektin (1mg/ml) alinip hazirlanan 199 ml jelatin ¢6zeltisine eklenmis ve falkon tiiplere
6ml olacak sekilde alikotlanmistir. Kiiltiire baslamadan once flasklarin igerisine jelatin-
fibronektin karigimi eklenmis, (T25 flask i¢in 1 ml, T75 flask i¢in 6 ml, 6-well plate (6-
kuyulu plaka) i¢in 2ml) ve 37°C inkiibatorde 1 saat inkiibe edilmistir. Daha sonrasinda

jelatin-fibronektin uzaklastirilarak flasklar kurumaya birakilmistir.

Fare Kaynakh Hiicre Hattinin (HL-1) Kiiltiirii ve Pasajlanmasi

Calismada, fare atriyum dokusu kokenli bir hiicre serisi olan HL-1 “beating” hiicreleri
kullanilmistir. HL-1 hiicreleri i¢in 6zel iiretilen Claycomb ortami igerisine 2 mM L-
glutamin, 0.1 mM norepinefrin, %10 FBS (fetal sigir serumu), 100 U/ml penisilin ve 100
uM streptomisin eklenerek hiicrelerin igerisinde yasayacagi ve c¢ogalacagi ortam
hazirlanmistir. Hiicreler bu ortam igerisinde, %5 CO;’in bulundugu, %95 oraninda neme
sahip olan 37°C’deki inkiibatorde kiiltiire edilmistir. Hiicrelerin saglikli yasayabilmesi ve
cogalabilmeleri i¢in bu ortam inverted mikroskopta kontrol edilerek, her iki glinde bir

diizenli olarak degistirilmistir.

Hiicreler %90 {izeri konfluent durumuna geldikten sonra Claycomb ortami uzaklastirilarak,
flasklar Mg?*, Ca?" ‘lu PBS ile yikanmis ve %0.05 tripsin/EDTA (T-75 igin 3 ml, T-25 igin
1.5 ml, 6-kuyulu plaka i¢in 0.5ml) ile 37°C COzinkiibatérde inkiibe edilerek hiicreler
tutunduklar yiizeyden kaldirilmistir. Hiicreler 15 ml falcon tiiplere alinmis ve 500xg de 5
dk santrifiij edilmistir. Siipernatan uzaklastirildiktan sonra hiicre pelleti 4 ml Claycomb

besiyeri icerisinde yavasca ¢0ziip yeni flasklara ekim yapilarak hiicre idamesi saglanmistir.
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Elde edilen hiicrelerin bir kismi1 dondurulmus bir kismi ise elektriksel uyarim denemelerinde

kullanilmak tizere 6-kuyulu plakalara ekilmistir.

Hiicrelerin dondurulmasi asamasi icin santrifiijden ¢ikan hiicre pelleti 1.5 ml dondurma
ortami (%95 FBS ve %5 DMSO) i¢inde yavasca tekrar siispansiyon haline getirilerek
kriyoviyal tiip igerisine alinmigtir. Oda sicakliginda izopropanol iceren bir Nalgene Mr.
Frosty™ freezing container igerisine yerlestirilen kriyoviyal tiipler —80°c de 6-12 saat

bekletildikten sonra sivi azot tanki igerisine yerlestirilmistir.

in-vitro Kiiltiir Ortaminda Hiicrelerin Elektriksel Uyarimi-Atrial Fibrilasyon Modeli

HL-1 kardiyomiyosit hiicreler ile yapilmasi planlanan elektriksel uyarim deneyi 6ncesinde
uyarim sonucunda hiicreler lizerindeki fiziksel etkiyi gérmek amaciyla H9C2 hiicreleri
DMEM besiyer igerisine %10 FBS ve %1 antibiyotik (100 U/ml penisilin ve 100 uM
streptomisin) eklenerek hiicrelerin igerisinde yasayacagi ve ¢ogalacagi ortam hazirlanmigtir.
Hiicreler bu ortam igerisinde, %5 COz’in bulundugu, %95 oraninda neme sahip olan
37°C’deki inkiibatorde kiiltiire edilmistir. lonOptix C-Pace EP Cell Culture Stimulator 100
pacer sistemi ile 6-kuyulu plaklara entegre olan karbon elektrot IonOptix The C-Dish™
kullanilarak, kuyu basina 1.5V/cm? olacak 4 sn boyunca 5 Hz (P1 dalga) ve 1 sn boyunca 1
Hz (P2 dalga) olacak sekilde hiicrelere 6 saat boyunca akim verilmis ve hiicre goriintiileri
kayit edilmistir (228). Aym sistem ve kosullarda 6-kuyulu plakalara kuyu basma 1x10°
olacak sekilde ekilen HL-1 hiicrelerine 24 saat boyunca uyarim gergeklestirilmis ve uyarimin

her saatinde hiicrelerin inverted mikroskop video goriintiileri alinmistir (Sekil 4.1.)
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Sekil 4.1. Hiicre kiiltiiriinde kardiyomiyositlerin kiiltiire edilmesi ve elektriksel uyarimi
(IonOptix C-Pace EP Cell Culture Stimulator 100- IonOptix The C-Dish™)

HL-1 hiicre modelinin dogrulanmasi amactyla hiicrelere verilen elektriksel uyarim sonucu
olusturulan AF modellemesinin IonOptix Myocyte Calcium Photometry and Contractility
Systems kullanilarak IonOptix IonWizard 7.3 yazilim ile elektrokardiyogram goriintiileri

elde edilmistir.

422. AF MODELININ DOGRULANMASI VE AF SURESININ
BELIRLENMESINDE GEN IFADE ANALIZLERI

HL-1 atriyum hiicrelerine uygulanan elektrik akimi sonrasinda atriyal fibrilasyon modelinin
olusturulup olusturulamadig1 gézlemlemek amaciyla elektrokardiyogram analizlerinin yani
sira literatlirde atriyal fibrilasyonda ifade profillerinin degistigi rapor edilen HSPAIA
(228)(204), TGF-pI (215)(214), NPPA (207,210), ve MAP2K3 (214)(216), genleri
secilmistir. Herbir gen bolgesi i¢in “Primer3” programi kullanilarak primerler tasarlanmis
ve kullanilan primer dizileri Cizelge 4.1. de gosterilmistir. Secilen primerlerlerle es-zamanli
kantitatif PZR (qRT-PCR) analizi yontemiyle seg¢ilen 4 farkli uyarim siiresine (3.,6.,12.ve
24. saat) gore ifade profilleri ile uyarilmayan kontrol grubu 6rneklerinin ifade profilleri

incelenmistir. Bu genlerin ifade analizleri i¢in kardiyak dokularda ifadesinin degismedigi

bilinen HPRT geni referans (house-keeping) gen olarak kullanilmistir (237).
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Cizelge 4.1. AF model dogrulamasi ve AF siiresinin belirlenmesi amaciyla gergeklestirilen

es-zamanli kantitatif PZR reaksiyonunda kullanilan primer dizileri.

Primer Ad1 Dizi (5°-3’) Uriin Uzunlugu (bp)
MAP2K3 F ACAACTCTCCAGGTGTGACCA 142
MAP2K3 R AAACAGCAATAGGTTCCTGCCC

TGFB1 _F TGGAGCTGGTGAAACGGAAG 71
TGFB1 R ACTGGCGAGCCTTAGTTTGG

HSPA1A F CAGCGAGGCTGACAAGAAGAA 104
HSPA1A R CCCGCTTGTGCACGAACT

NPPA F CCCTCGGAGCCTACGAAGA 92
NPPA R GGTACCGGAAGCTGTTGCA

HPRT F GTTGGGCTTACCTCACTGCT 125
HPRT R TAATCACGACGCTGGGACC

RNA Eldesi ve Kantitasyonu

RNA izolasyonu yapilacak olan hiicreler soguk PBS ile iki kez yikandiktan sonra, %0.05
tripsin/EDTA ile 6-kuyulu plakalardan kaldirilmis ve hiicreler 1 ml trizol icerisine alinmigtir.
Her 1 ml trizol ve 6rnek karisimi {izerine 1/5 oraninda (200 pl) kloroform eklenen tiipler
calkalanip ve 1-2 dk oda sicakliginda bekletilmistir. Daha sonra tiipler 15.000 rpm +4°C’de
15 dk santrifiij edilmistir. Santrifiij sonrasinda iist faz (total RNA igerisinde oldugu berrak
kisim) yeni tiipe alinarak baslangi¢ trizol miktarinin (1 ml) yarist oraninda (500 pl)
izopropanol eklenmis ve pipetaj yapilmistir. Tiipler oda sicakliginda 10 dk bekletildikten
sonra 15.000 rpm +4°C’de 15 dk santrifiij edilmistir. Siipernatan uzaklastirildiktan sonra
baslangig trizol miktari ile ayn1 oranda (1 ml) %70 etil alkol eklenerek 10.000 rpm +4°C’de
5 dk santrifiij edilmistir. Bu islem sonrasinda slipernatan uzaklastirilmis ve ayni oranda %70
etil alkol eklenerek yeniden 10.000 rpm +4°C’de 5 dk santrifiij edilmistir. Etil alkoli
ortamdan tamamen uzaklagtirmak amaciyla pelet oda sicakliginda bekletilmis ve 20 pl
niikleaz free su igerisinde ¢oziilerek RNA elde edilmis ve -80°C ‘de ilgili kutuya
kaldirilmastir.

RNA kantifikasyonu icin 2 pl su ile sulandirilmis RNA kullanilmis ve Nanodrop ND 1000
(Thermo Scientific) kullanilarak RNA 6rneklerinin safligt ve konsantrasyonunun
belirlenmesi saglanmigtir. RNA 6rnekleri igin Az60/A2g0 oranlarinin 1.8-2 arasinda olmasina
dikkat edilmistir. Ayrica bir kisstm RNA 6rnegi %1°lik agaroz jelde goriintiilenmistir. Hassas
terazide (Shimadzu BX320H) tartilan 1g agaroz 1x TBE ile 100 ml’ye tamamlanmis

mikrodalga firinda ¢6ziilmesi saglanan jel biraz sogutulduktan sonra 5 pl red safe eklenerek
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jel tablasina dokiilmiis ve polimerize olmasi i¢in 20-30 dakika bekletilmistir. %1’lik agaroz
jel elektroforez tankina yerlestirilmis 1 pl RNA, 2 pl 6x Loading Dye ve 3 ul su ile
karistirilarak jele yiiklenmistir. Ornekler 100V 30 dakika yiiriitiilerek, UV gériintiileme
sistemi (Syngene Gene Genius Bio Imaging System) kullanilarak goriintiilenmis ve termal
yazici (SonyUP-D895) ile goriintiileri alinmistir. Ayrica ornekler 2100 Bioanalyser
Instrument (Agilent, G2939BA) kullanilarak goriintiillenmistir

cDNA Sentezi ve Es-Zamanh Kantitatif PZR

Elde edilen RNA orneklerinden ¢cDNA eldesi i¢in First Strand cDNA Synthesis Kit
kullanilmistir. Reaksiyon icin Cizelge 4.2. de yer alan reaktifler ve miktarlar: kullanilarak
11,8 pl master mix hazirlanmis ve her bir 6rnek i¢in, RNA miktar1 1000 ng olacak sekilde

uygun hacim hesaplanmis ve su ile toplam hacim 20 pul’ye tamamlanmaistir.

Cizelge 4.2. cDNA sentez reaksiyon kosullari

Reaktif Hacim (ul)
10X Reaction Buffer 2
MgCly 4
dNTP Mix 2
Oligo-p (dT)is Primer 2
RNase Inhibitor 1
AMYV Reverse Transcriptase 0.8
H>O -
RNA Ornegi (1000 ng) -
Toplam 20

Her bir RNA 6rnegi i¢in hazirlanan reaksiyon karigimlari Thermal Cycler cihazina alinmig
ve RT-PZR (reverse transkripsiyon PCR) siiresi sonunda -20°C dondurucuya kaldirilmistir.
Ornekler 10 dakika 25°C, 60 dakika 42°C, 5 dakika 99°C ve son olarak 5 dakika 4°C de
inkiibe edilmistir.

cDNA sentezinden sonra primerlerin optimizasyonu i¢in PZR analizleri ger¢eklestirilmistir.
PZR reaksiyonlar1 i¢in kullanilan reaktifler ve oranlar1 Cizelge 4.3. de verilmistir. Elde
edilen PZR firiinleri %2 lik agaroz jel elektroforezinde goriintiilenmis ve daha sonrasinda es-

zamanli kantitatif PZR analizleri gergeklestirilmistir.
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Cizelge 4.3. PZR reaksiyonu

Reaktif Hacim (ul)
10xTaq Buffer 12,5
dNTPs 1
Forward Primer 1
Reverse Primer 1
cDNA (50ng/ul) 1
H,O, PCR-grade 3,5
Toplam 20

Es-zamanli kantitatif PZR analizleri i¢in LightCycler® 480 SYBR Green I Master
kullanilmistir. Cizelge 4.4. de yer alan reaktif ve oranlar1 hazirlanmis ve reaksiyonlar Light
Cycler 480 (Roche) cihazinda gergeklestirilmistir. Elde edilen ham veriler AACt metodu

kullanilarak analiz edilmistir.

Cizelge 4.4. Es-zamanl kantitatif PZR reaksiyonu

Reaktif Hacim (pl)
2x SYBR Green Mix 10
Forward Primer 1
Reverse Primer 1
cDNA (10ng/ul) 2
H,0, PCR-grade 6
Toplam 20

4.2.3. GEN IFADE PROFILLERININ BELIRLENMESI (MIKRODIZIN ANALIZI)

HL-1 hiicrelerine farkli saat araliklar1 boyunca elektriksel uyarim verilerek olusturulan AF
modellemesi RNA Ornekleri ile Affymetrix Mouse Gene 2.0 ST array ve Whole
Transcriptome Reagent Kit ve Hybridization, Wash and Stain Kit kullanilarak mikrodizin
analizleri gerceklestirilmistir. Bu islemler asagida yer alan kitin standart protokolleri

uyarinca araliksiz devam edilmesi gereken basamaklar izlenerek tamamlanmaistir.

Birinci Zincir cDNA sentezi

Bu ters transkripsiyon basamaginda, total RNA’ya uygun primerler ile T7 promoter dizisi
eklenerek, 5’ ucunda T7 promoter dizisini iceren tek sarmalli cDNA elde edilmistir. Bu
islemi gergeklestirmek icin kit i¢indeki bilesenler kullanilmistir. Her Ornegin
konsantrasyonu 250 ng/ul olacak sekilde RNazsiz su ile sulandirilip Cizelge 4.5. te belirtilen

reaksiyon karigim hazirlamistir.
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Cizelge 4.5. First Strand cDNA sentezi

Reaktif Miktar (ul)
First-Strand Buffer 4
First-Strand Enzim 1
Diluted Poly-A RNA Controls (4. Diliisyon) 2
Total RNA 3
Toplam 10

Belirtilen karigim tiiplere dagitilip kisa santrifiij isleminden sonra oncelikle 25°C’de 60
dakika ardindan 42°C’de 60 dakika son olarak 4 °C ‘de 2 dakika termal cycler da inkiibe
edilmistir. Inkiibasyon isleminin ardindan tiipler buz iizerine alinip santrifiij edilmis ve bir

sonraki adima gecilmistir.

ikinci Zincir cDNA sentezi

Bu basamakta, tek iplikli cDNA, in vitro transkripsiyon i¢in bir sablon olarak hareket eden
cift iplikli cDNA'ya donustiiriilmiistiir. Reaksiyonun gercgeklestirilmesi amaciyla, RNA'y1
ayni anda indirgemek ve ikinci iplik cDNA'y1 sentezlemek icin DNA polimeraz ve RNaz H
kullanilmistir. Cizelge 4.6. da yer alan reaksiyon karigimi hazirlanmis ve sonrasinda first-
strand cDNA karigimi lizerine eklenmistir. Vorteks ve kisa santrifiij yapildiktan sonra
oncelikle 16°C’de 60 dakika, ardindan 65°C’de 10 dakika ve son olarak 4 °C ‘de 2 dakika

termal cycler da inkiibe edilmistir.

Cizelge 4.6. Second Strand cDNA sentezi

Reaktif Miktar (ul)
Second-Strand Buffer 18
Second-Strand Enzim 2
Toplam 20

Inkiibasyonun ardindan bir sonraki basamak cRNA by in vitro transkripsiyon ile cRNA

sentezine agsamasina gecilmistir.

In Vitro cRNA Sentezi

Bu asamada, antisens RNA (eslenik RNA veya cRNA), T7 RNA polimeraz enzimi
kullanilarak ikinci iplikli cDNA sablonunun in vitro transkripsiyonu (WT) ile amplifiye
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edilmistir. Bu RNA hazirlama yontemi, Eberwine veya RT-WT yontemi olarak bilinen

orijinal T7 in vitro transkripsiyon teknolojisine dayanmaktadir.

Oda sicakliginda Cizelge 4.7. de yer alan WT karigimi hazirlanmis ve her bir 6rnek iizerine
30 pl eklenmigtir. 40°C’de 16 saat ardindan 4 °C ‘de 2 dakika termal cycler da inkiibe

edilmistir.

Cizelge 4.7. WT cRNA sentezi

Reaktif Miktar (ul)

WT Buffer 24

WT Enzim 6

Toplam 30
cRNA Piirifikasyonu

Bu asamada, 2-dongiilii tek-sarmal cDNA sentezine cRNA'y1 hazirlamak ic¢in enzimler,
tuzlar, inorganik fosfatlar ve birlestirilmemis niikleotidlerden arindirilmistir. Bu isleme yer
alan tiim basamaklar oda sicakliginda gerceklestirilmis ve piirifikasyon islemi manyetik
boncuklar yardimiyla yapilmistir. Ornekler ile 100 pl manyetik boncukkaristirilmis ve 10
dk. oda sicakliginda inkiibe edimistir. Ardindan tiipler “magnetic stand” {izerine
yerlestirilmis ve 5 dk. beklendikten sonra siipernatan uzaklastirilmistir. Orneklerin iizerine
200 pl %80 etil alkol eklenerek 30 saniye bekletildikten sonra slipernatan uzaklastirilmis ve
onceki basamak iki kez daha tekrarlanmigtir. Son olarak tiiplerdeki slipernatan uzaklastirilip
etil alkoliin tamamen uzaklasmast icin 5 dk. bekletilmistir. Ornekler iizerine 37 ul RNazsiz
su eklenerek “magnetic stand” e yerlestirilerek 5 dk beklenmistir. Ardindan siipernatan
temiz 0.2 ml PCR tiiplerine alinmis ve miktar tayini i¢in nanodrop’da dl¢iilmiistiir. Beklenen

konsantrasyon en az 625 ng/ul’dir.

2.Dongii Tek Zincir cDNA Sentezi

Bu asamada, sense iplik cDNA, 2.dongii primerler kullanilarak cRNA'nmn ters
transkripsiyonu ile sentezlenmistir. Sense iplik cDNA dizisi dTTP'ye gore sabit bir oranda
dUTP icermektedir. Bu islem igin 15 ug cRNA kullanilmistir. Oncelikle 24 ul cRNA ile 4
pl 2.dongii primer karistirilmis ve 70°C’de 5 dakika ardindan 25°C’de 5 dakika son olarak 4
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°C ‘de 2 dakika termal cycler da inkiibe edilmistir. Cizelge 4.8. de yer alan reaksiyon karigimi1

hazirlanmis ve lizerine cRNA-primer karisimi eklenmistir.

Cizelge 4.8. 2.dongii tek zincir cDNA karisimy;

Reaktif Miktar (ul)
2nd-Cycle ss-cDNA Buffer 8
2nd-Cycle ss-cDNA Enzyme 4
Toplam 12

Ornekler 25°C°de 10 dakika ardindan 42°C’de 90 dakika, 70 °C 10 dakika son olarak 4°C*de

2 dakika termal cycler da inkiibe edilmistir.

RNase H ile RNA Hidrolizi

Bu asamada, RNase H ile tek iplikli cDNA birakarak cRNA sablonu hidrolize edilmistir.
2.dongii ss-cDNA ornekleri iizerine 4 pl Rnase H eklenmis ve 37°C’de 45 dakika ardindan
95°C’de 5 dakika son olarak 4 °C ‘de 2 dakika termal cycler da inkiibe edilmistir.
Inkiibasyonun ardindan 11 pl RNazsiz su eklenip 2.déngii tek zincir cDNA (2nd-Cycle
Single-Stranded cDNA) piirifikasyonu basamagina gegilmistir.

2.Dongii Tek Zincir cDNA Piirifikasyonu

Hidrolizden sonra, 2-dongiilii tek-iplikli cDNA enzimleri, tuzlar1 ve dNTP'leri uzaklastirmak
icin saflagtirilmistir. Bu islem oda sicakliginda manyetik boncuk yardimiyla yapilmistir.
Ornekler iizerine 100 pl manyetik boncuk ve 150 pl %100 etil alkol eklenerek karistirilmis
ve 20 dk. oda sicakliginda inkiibe edilmistir. Ardindan tiipler “magnetic stand” iizerine
yerlestirilmis ve 5 dk. bekletilmistir. Siipernatan uzaklagtirilmig ve iizerine 200 pl %80 etil
alkol eklenerek 30 saniye beklemeye birakilmigtir. Siipernatan uzaklastirilmis ve onceki
basamak iki kez daha tekrar edilmistir. Son olarak tiiplerdeki silipernatan ve etil alkoliin
tamamen uzaklasmasi i¢in 5 dk. beklenmistir. Ornekler iizerine 30 ul RNazsiz su eklenerek
“magnetic stand” e yerlestirilmis ve yine 5 dk bekletilmistir. Ardindan siipernatan temiz 0.2
ml PCR tiiplerine alinimis ve miktar tayini i¢in nanodrop’da Olciilmiistiir. Beklenen

konsantrasyon en az 176 ng/ul’dir.
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Fragmentasyon ve isaretlenmis (Labeled) Tek Zincir cDNA

Saflastirilmis sense iplikli cDNA, dogal olmayan dUTP kalintilarinda urasil-DNA glikozilaz
(UDG) ve apurinik/apyrimidinik endoniikleaz 1 (APE 1) ile pargalama islemi
gerceklestirilmistir. Parcalanmig cDNA, biyotine kovalent olarak bagli Affymetrix tescilli
DNA isaretleme reaktifi kullanilarak terminal deoksiniikleotidil transferaz (TdT) ile
etiketlenmistir. Fragmentasyon ve etiketleme islemi i¢cin 5.5 pg tek zincir cDNA
kullanilmistir. Cizelge 4.9. da yer alan reaksiyon karisimi hazirlanmis ve 176 ng/ul olacak
sekilde seyreltilen cDNA iizerine eklenmistir. Ornekler 37°C’de 60 dakika ardindan 93°C’de
2 dakika son olarak 4 °C ‘de 2 dakika termal cycler da inkiibe edilmistir.

Cizelge 4.9. Fragmentasyon karisimi

Reaktif Miktar (ul)
Nuclease-free Water 10

10X cDNA Fragmentation Buffer 4.8
UDG, 10 U/uL 1

APE 1, 1,000 U/uL 1
Toplam 16.8

Fragmente edilen Ornekler buz iizerine alinmis ve Cizelge 4.10.da yer alan etiketleme
(labeling) reaksiyonu karisimi eklenmistir. 37°C’de 60 dakika ardindan 70°C’de 10 dakika

son olarak 4 °C ‘de 2 dakika termal cycler da inkiibe edilmistir.

Cizelge 4.10. Etiketleme karigimi

Reaktif Miktar (ul)
5X TdT Bufter 12
DNA Labeling Reagent, 5 mM 1

TdT, 30 U/uL 2
Toplam 15

Bu agamadan sonra hibridizasyon, yikama-boyama ve tarama islemleri ger¢eklestirilmistir.
Bu islem icin Hybridization, Wash and Scan kiti kullanilmistir. Ornekler ile 100 format icin
uygun hibridizasyon koktaili hazirlanmig ve 99°C’de 5 dakika son olarak 45 °C ‘de 5 dakika
inkiibe edildikten sonra ve Mouse Gene 2.0 ST array’e yiiklenmistir. Her 6rnek 45°C*de 16
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saat 60 rpm hibridizasyon firim1 i¢inde bekletilmistir. Bu islemin ardindan Affymetrix
Fluidics Station 450°de uygun yikama ve boyama protokolii (FS450 0002) ile yikanmis ve

Affymetrix Scanner 7G kullanilarak taratilmigtir.
4.2.4. BIYOINFORMATIK VE ISTATISTIKSEL ANALIZLER

Hibridize edilen affymetrix genechip® mouse gene 2.0 st arrayleri AGCC launcher programi
yardimiyla fludics station 450’de yikanmig ve sonrasinda affymetrix genechip scanner
3000’de taranip ham veri olan .arr uzantili dosyalar elde edilmistir. AGCC viewer yazilimi
yardimiyla .cel dosyalar1 olusturulmus ve ham veriye ait kontroller yapilmistir. Ham ifade
diizeyi degerlerini tastyan .cel dosyalarinin On-isleme ve normalizasyon islemleri
Affymetrix® firmasi tarafindan saglanan Affymetrix® Expression Console (v1.4.0)
programi ile normalizasyon sonrasi islemler (istatistiksel analizler) ise BRB-ArrayTools

(v4.3.2) programut ile yapilmistir.

Mikrodizin miRNA ifade verisi RMA (Robust Multiarray Average) (238) metodu
kullanilarak Affymetrix® Expression Console (v1.4.0) programinda normalize edilmistir.
Normalizasyon teknik farklardan dolay1 ortaya ¢ikabilecek farkliliklar (spesifik olmayan
baglanma, yikama ve boyama asamasindan kaynaklanabilecek farkliliklar, arka plan
giiriiltiisii gibi) eleyerek biyolojik veri tlizerindeki gercek farklarin ortaya c¢ikarilmasini
saglamaktadir. RMA normalizasyon yontemi, arka plan diizeltmesi (background correction),

quantile normalizasyon ve verinin logaritma 2 tabanina doniistiiriilmesini i¢eren bir pakettir.

Ham verinin analizi sonucunda ifade profili en ¢ok degisen gen listeleri belirlenmis ve bu
genlerin zenginlestigi sinyal iletim sistemlerini arastirmak i¢in WebGestalt (WEB-based
GEne SeT AnaLysis Toolkit) (http://www.webgestalt.org/) (239) aracilifiyla yolak
zenginlestirme analizleri yapilmistir. Ayrica farklilik gdsteren listelerdeki genlerin fenotip

analizi ve GO fonksiyon analizleri de gerceklestirilmistir.

Arastirmadaki deneyler en az iki biyolojik tekrar kulanilarak yapilmistir. Student’s t-test
kullanilarak istatistiksel olarak anlamli oldugu disiiniilen farkliliklar analiz edilmis ve

anlamlilik derecesi p<0,05 olarak alinmigtir.
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4.2.5. ES-ZAMANLI KANTITATIF PZR ILE GEN IFADE PROFILLERININ
DOGRULANMASI

Transkipsiyon ve biyoinformatik analizler sonucunda HL-1 AF modelleri ve kontrol gurubu
arasinda ifade farkliligi gosteren ve molekiiler belirteg 6zelligine sahip oldugu bilinen
CACNAIG, CACNAIH, MYH6, MEFC2, DAGI, SLC841 ve TNNCI genlerinin ifade
seviyelerini hassas bir sekilde dogrulayabilmek i¢in bu genler bolgelerine yonelik primerler
tasarlanmigtir ve primer dizi listeleri Cizelge 4.11. de belirtilmistir. Belirlenen primerler
kullanilarak Cizelge 4.4. de belirtilen kosullarda es-zamanli kantitatif PZR analizi
yontemiyle secilen 4 farkli uyarim siiresine gore ifade profilleri ile kontrol grubu
orneklerinin ifade profilleri incelenmistir. Bu genlerin ifade analizleri i¢in HPRT geni house-
keeping gen olarak kullanilmistir. Analiz sonucunda elde edilen Ct verilerinin analizleri

AACt metodu kullanilarak gerceklestirilmistir.

Cizelge 4.11. Eg-zamanli kantitatif PZR reaksiyonunda kullanilan primer dizileri.

Primer Ad1 Dizi (5°-3’) Uriin uzunlugu (bp)
CACNAIH F |ACCTACACAGGTCCCATCAG 11
CACNAIH R |[CAGAGTATCCGTGAGAGGCT

CACNAIG F |ATTTTTGAGGCGAAAGCGTC 147
CACNAIG R |GTTCTCGCTTTCCGTTGAAG

SLC8AIL F CAGAAATAGGAGCCATCTTCG 127
SLC8A1 R AGACTGAAAAGGCAAACACAC

DAGI F GCGCTGAAGGCTAGTCGG 173
DAG1 R AGTGCCAGGCAGTGTTGAAA

MEF2C F CAGAGGGATCACGCATCTCA 02
MEF2C R GGAAGTTGTTCCCGTCAGCA

MYH6 F AGCTACAGTTGAAGGTGAAGGC 504
MYH6 R GTTATTCCTCGTCGTGCATCTT

KCNH2 F CAGAACACCTTCCTCGACACC 104
KCNH2 R TTGCAGTAGATGACAGCGCA

TNNC1 _F TGAAGGACGACAGCAAAGGG 188
TNNCI R TCGGCCATCGTTGTTCTTGT

HPRT F GTTGGGCTTACCTCACTGCT 125
HPRT R TAATCACGACGCTGGGACC
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5. ARASTIRMA BULGULARI
5.1 ATRIYAL FiBRILASYON MODELI

HL-1 fare atriyal miyositlerde olusturulmasi amaglanan AF modelinden 6nce yine fare
kardiyomiyosit hiicre hatti olan H9C2 hiicrelerine 6. saat boyunca uygulanan elektriksel
uyarim sonucunda inverted mikroskop goriintiilerinde kardiyomiyositlerin kasilarak
morfolojilerinde degisiklik oldugu goézlenmistir ve uyarimin devami boyunca araya

toplanarak kiimelendikleri gdzlenmistir (Sekil 5.1.)

Sekil 5.1. Elektriksel akim uygulanan H9C2 hiicrelerinin 6. saat sonrasindaki morfolojik
gorlinlimleri. (A. Kontrol, B. Uyarimdan sonraki 6. saat.)

HOC2 hiicreleriyle yapilan denemeler sonucu gozlenen morfolojik degisim sonucunda HL-
1 hiicre hattinda AF modellemesi amaglanarak, ayn1 akim ve kosullarda 24 saat boyunca
elektriksel uyarimlar1 gozlenmistir. Kontrol olarak HL-1 hiicrelerine elektriksel uyari
verilmeden 6nce atim sayilar1 6l¢iilmiis ve sekilde dakika diizenli olarak 60 atim (bpm)
yaptiklart g6zlenmistir. Uyarim siiresince ve 30 dk sonunda yapilan 6l¢iimde atim sayisinda
bir degisiklik olmadig1 ancak 1. saatten itibaren hiicrelerin atim sayisinin 100 bpm e
yiikseldigi ve hiicrelerin atim ritminde diizensizlik oldugu gdzlenmistir. ilerleyen zaman
dilimlerinde uyarim siiresince zaman dilimlerine bagl olarak; 1 saat 30 dakika sonucunda
atim sayisinin 105 bpm, 4. saat sonunda ~225 bpm ve 6. saat sonunda ~240 bpm e ulastigi

gorlilmiistiir ve mikroskop kayitlar1 alinmistir (Sekil 5.2.). Bu deger atriyal fibrilasyon
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hastalarinda goézlenen aritmik atim sayisina (~300 pbm) paralellik gostermektedir (Sekil
5.3)

Sekil 5. 2.  Elektriksel uyarim sonucu HL-1 hiicrelerinin mikroskop goriintiileri.
A. elektriksel uyarim oncesi kontrol grubu, B. uyarimin 1. saat siiresi, C. uyarimin 4. saat
siiresi, D. uyarimin 6. saat siiresi.

HL-1

8

8

240
225

8

ATIM SAYIS! (BPM)
- -
8 8
]

100

o s e .

0 05 1h 4h 6h
ZAMAN ARALIGI

w
o

Sekil 5.3. HL-1 hiicrelerinin elektriksel uyarim zamanina bagl olarak dakikada yaptiklari
atim sayisinin degisimi.
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HL-1 hiicre hatti AF modelini dogrulamak amaciyla, IonOptix Myocyte Calcium
Photometry and Contractility Systems kullanilarak hiicrelerin uyarim verildigi sirada
elektrokardiyogram goriintiileri kayit edilmistir (Sekil 5.4.). Elde edilen kayitlara gore
uyarim verilmeyen kontrol grubu hiicrelerde diizenli dalgalar gbzlemlenirken, uyarimin 3.

ve 6. saat orneklerinde hiicre atim dalgalarinda diizensizlikler belirlenmistir.
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Sekil 5.4. AF modellemesinde uyarim verilen hiicrelerin kardiyogram goriintiileri. A. kontrol
grubu, B. 3. saat., C. 6. Saat.
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5.2. RNA KANTITASYONU VE ES-ZAMANLI KANTITATIF PZR GEN iFADE
ANALIZLERI

5.2.1.RNA iZOLASYONU

HL-1 hiicrelerinde AF modeli olusturuldugu hiicre hatti morfolojisinde dogrulanmustir.
Ancak bu modelin dogrulugu gen ifade degisimleri ile desteklenmesi amaclanmistir.
Elektriksel akim uygulanmadan once alinan Ornekler kontrol grubu olarak kullanilmus,
uyarim sonrasinda 3., 6., 12. ve 24. saat orneklerin 3 biyolojik tekrar1 alimarak RNA
izolasyonu gerceklestirilmistir. Izole edilen RNA ornekleri %1°lik agaroz jel
elektroforezinde 100V’°da 30 dakika yiiriitiilerek, UV goriintiileme sistemi (Syngene Gene
Genius Bio Imaging System) kullanilarak intakt total RNA goriintiisiinde 18S ve 28S
bantlar1 gosterilmistir. Agaroz jel goriintiilerinin yani sira, her érnek gurubundan bir RNA
alinarak Agilent Genomics 2100 Bioanalyzer Instrument sistemiyle incelenmis ve her iki

sonug Sekil 5.5. da sunulmustur.

C1 C2 C3 3h1 3h2 3h3 6h1 6h2 6h3 2

Ladder
HL1-3h-1
c-2
6h-2
12h-2
24h-2
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Sekil 5.5. RNA goriintiileri. A. %1 lik agaroz jel goriintiisii. B. Agilent Bioanalyser (C;
kontrol grubu,3h; 3. saat, 6h; 6. saat, 12h; 12. saat ve 24h; 24. saat RNA Orneklerini temsil
etmektedir).

RNA oOrneklerinin saflifi ve konsantrasyonunun belirlenmesi i¢in spektrofotometre
(NanoDrop ND 1000) kullanilarak 6l¢tim yapilmistir 260 nm RNA’nin, 280 proteinin ve
230 ise fenoliin maksimum absorbans verdigi dalga boyudur. RNA’nin saflig

degerlendirilirken Aseo/A2g0 ve Azeo/Azz0 oranlarina bakilmaktadir. Saf RNA’nin
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A260/A280 orani 1,8-2 arasinda olmas1 gerekirken A260/A230 oraninin 2’ye ¢ok yakin
olmas1 gerekmektedir. Elde edilen RNA’ larin istenilen miktar ve saflikta olduklari

gozlenmistir (Cizelge 5.1.).

Cizelge 5.1. RNA miktar ve saflik degerleri C; kontrol grubu,3h; 3. saat, 6h; 6. saat, 12h; 12.
saat ve 24h; 24. saat RNA oOrneklerini temsil etmektedir).

RNA kodu | Konsantrasyon | Azeo/Azs0 | A260/A230
(ng/pl)
C-1 888,00 2,01 1,80
C-2 763,00 2,00 1,99
C-3 849,00 2,01 1,96
3h-1 847,78 2,08 1,92
3h-2 704,55 2,09 2,04
3h-6 646,31 2,04 2,02
6h-1 976,23 2,06 1,91
6h-2 728,48 2,07 2,00
6h-3 524,10 2,13 1,87
12h-1 836,24 2,06 2,12
12h-2 744,97 2,08 2,12
12h-3 930,29 2,07 2,04
24h-1 851,15 2,07 2,19
24h-2 620,61 2,06 2,07
24h-3 896,05 2,07 2,04

5.2.2. ES-ZAMANLI KANTITATIF PZR iLE AF MODELi DOGRULANMASI

Izole edilen total RNA’larin miktar, saflik ve kalitelerinin es-zamanl kantitatif PZR
analizleri i¢in uygun olduklarinin tespit edilmesinin ardindan her RNA 6rneginden cDNA
sentezleri gergeklestirilmistir. HSPA1A, TGF-f1, NPPA ve MAP2K3 genleri i¢in tasarlanan

primerler 6ncelikle ¢calisma sicakligini belirleyebilmek amaciyla PZR ile optimize edilmistir.

Es-zamanli kantitatif PZR analizleri ile her bir genin 4 farkli uyarim siiresinde degisen ifade
profilleri kontrol gurubuyla karsilastirilmis ve HPRT geni referans olarak kullanilmistir.
Elde edilen kat degisim verileri Sekil 5.6. da gosterilmistir. Olusturulan hiicresel AF
modelinde, HSPAIA gen ifadesinin 3. saatten itibaren, 6.saat sonunda azaldigi belirlenirken,
12. saat sonunda ifade diizeyinin arttig1 ve 24. saat sonunda azalma oldugu tespit edilmistir.

NPPA gen ifadesi 3. saat sonunda artis, 6. saatte azalis goriiliirken, 12.saatte en yiiksek ifade
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diizeyini gostermis ve 24.saatte kismi azalma gostermistir. NPPA gen ifadesine benzer
olarak, TGF-plgeninde olarak 3.saatte ifade artis1, 6.saatte ifade azalis1 goriiliirken, 12.saat
sonunda en yliksek ifade degeri ve 24. saat sonunda 3. Saat ifade degerine geldigi
gorlilmiistiir. Son olarak MAP2K3 gen ifadesinde 3. saat sonunda ayni oranda kismi olarak

arttigl, 12. saat sonunda en yiiksek seviyeye ulastigi ve 24 saat sonrasinda azaldigi

gorlilmiistiir.
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Sekil 5.6. Es-zamanli PZR analizi sonucu degisen gen ifade profilleri (n=3 *p<0.05,
**p<0.005, ***p<0.0001).

HL-1 hiicrelerine uygulanan elektriksel akim sonucunda AF modelinin olusturuldugu gorsel
olarak tespit edilirken, gen ifade analizlerinden elde edilen verilerle desteklenmistir. Bu
analizler sonucunda mikrodizin analizleri i¢in uyarim siireleri, 3.,6.,12. ve 24. saat olarak

belirlenmistir.
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5.3. MiKRODIiZiN ANALIZLERI

5.3.1. MiIKRODIZIN ANALIZLERI

RNA o6rneklerinin kullanildigi mikrodizin analizinin 6n asamalarinda gergeklestirilen cRNA

ve ss-cDNA piirifikasyonlar1 sonucunda spetrofotometrik Ol¢iimler yapilarak, Affymetrix

Mouse Gene 2.0 ST uygunluklari test edilmistir (Cizelge 5.2.). Her 6rnek i¢in 2 teknik tekrar

yapilarak analizler gerceklestirilmistir.

Cizelge 5.2. Mikrodizin analizinde kullanilan cRNA ve ss-cDNA kantitasyon verileri

cRNA ss-cDNA

Ornek |Konsantrasyon Konsantrasyon

Kodu |(ng/pl) A260/280 | A260/230 |(ng/ul) A260/280 | A260/230
C-1 4089,45 1,91 1,94 600,73 2,15 2,26
C-2 3330,9 2,12 2,18 538,45 2,17 2,26
3h-1 3158,56 2,15 2,21 488,61 2,15 2,33
3h-2 2834,48 2,16 2,24 476 2,15 2,27
6h-1 3938,26 1,99 2,06 587,67 2,18 2,32
6h-2 4110,74 1,9 1,93 630,26 2,17 2,3
12h-1 2896,06 2,14 2,22 576,25 2,14 2,28
12h-2 2746,32 2,17 2,24 534,63 2,13 2,24
24h-1 2317,15 2,18 2,26 482,53 2,13 2,26
24h-2 2478,07 2,17 2,25 549,68 2,12 2,17

Mikrodizin analizinden elde edilen ham veri RMA normalizasyon yontemi ile normalize

edilmistir. Normalizasyon islemi teknik farkliliklar1 eleyerek gercek farklarin ortaya

cikarilmasini saglamakta ve Grnekleri birbiriyle saglikli sekilde kiyaslanabilir kilmaktadir

(Sekil 5.7.)

75




14

12

10
1

log intensity or log ratio
8
1

EEEREEE

]
-

HL-1 6h-1

HL-1 Bh-2

HL-1 Gontrol-1

HL-1 12h-1

HL-1 24h-1
HL-1 24h-2 —

HL-1 12h-2

HL-1 Gontrol-2

HL-1 3h-1
HL-1 3h-2

Sekil 5.7.RMA normalizasyon sonrast her bir 6rnege ait sinyal degerlerinin kutu grafigi

(boxplot).

5.3.2. BIYOINFORMATIK ANALIZLER VE GEN iFADE PROFILLERI

HL-1 AF modelleri ile kontrol grubu arasinda ilk olarak 2 kat ve iizerinde (Fold Change-

F.C.>2), sonrasinda 1,25 (Fold Change-F.C.>1,25) kat ve iizerinde ifade farklilig1 goriilen

genler setleri belirlenmis ve her uyarim stiresi i¢in gen sayilar1 Cizelge 5.3. te verilmistir.

Cizelge 5.3. AF model uyarim siirelerine baglh olarak ifadesi degisen gen sayilar1 kat
degisimi (Fold Change-F.C.)

F.C>2 F.C >1.25
Uyarim siiresi | Ifadesi Artan Ifadesi Azalan | ifadesi Artan | Ifadesi Azalan
3h (3.saat) 1253 483 3071 1758
6h (6.saat) 616 1298 1581 2017
12 (12.saat) 796 291 2248 1067
24h (24 saa) 1073 504 2829 1303
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[fadesi degisen gen listeleri VENNY programi (240)

(https://bioinfogp.cnb.csic.es/tools/venny/index.html) kullanilarak her elektriksel uyarim

siiresinde ifadesi degisen ortak genler belirlenmistir. 4 farkli zamanda ifadesi degisen ortak
gen sayist 251 olarak tespit edilirken, 1249 genin sadece 6. saat sonunda farkli ifadelendigi

dikkat ¢eken bir veri olarak gozlenmistir (Sekil 5.8.)

6h 12h

1249
(33.1%)

Sekil 5.8. Uyarim zamanlarina goére ifade farkliligi gosteren genlerin VENNY semast
(F.C>2).

Yapilan mikrodizin analizleri sonucunda 2 kat ve {izeri ifade farklilig1 oldugu belirlenen
ortak 251 genin zenginlestigi yolaklar WebGestalt programi araciligiyla analiz edilmistir.
Ayrica farklilik gosteren listelerdeki genlerin fenotip analizi ve GO fonksiyon analizleri de
gergeklestirilmis ve Sekil 5.9 da analiz akis semasi gosterilmistir. Fenotip analizi sonucunda

ifade degisimi gozlenen genleri dagilim ve sayilar1 Cizelge 5.4 te yer almaktadir.
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Sekil 5.9. Fenotip ve yolak analizleri akis semasi.

Cizelge 5.4. AF modeliyle iliskilendirilen fenotipler ve gen sayilari.

Fenotip Gen Sayisi adj P degeri
Kardiyovaskiiler sistem 33 2,66e-05
Anormal kardiyovaskiiler sistem fizyolojisi 28 3,63e-06
Iskelet kas1 23 5,88e-05
Anormal kas fizyolojisi 19 2,16e-05
Anormal kas morfolojisi 19 3,45e-05
Anormal kas kontraktilitesi 13 6,94e-06
Anormal kalp yiizey morfolojisi 13 3,45e-05
Anormal miyokardiyum yiizey morfolojisi 13 3,45e-05
Anormal kardiyak kas kontraktilitesi 11 6,94e-06
Azalan kardiyak kas kontraktilitesi 9 3,45e-05

KEGG yolak analizleri sonucunda elde edilen verilere gore, 2 kat ve iizeri gen ifadesi

degisen genlerin zenginlestigi dikkat ¢ceken baslica yolaklar; Azalan kardiyak kas kasiimast

(Decreased cardiac muscle contractility), Kalp hizi regiilasyonu(Regulation of heart rate),

Hipertrofik kardiyomiyopati (HCM-Hypertrophic Cardiomyopathy), Kalsiyum sinyal yolagt

(Calcium Signaling Pathway), MAPK sinyal yolagu, Mapk Signaling Pathway)ve

Aritmojenik sag ventrikiiler kardiyomiyopati (ARCV - Arrythmogenic Right Ventricular
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Cardiomyopathy) olarak gozlemlenmistir. Yukarida belirtilen yolaklar ve diger yolaklarda

anlamli ifade degisimi gosteren gen sayilar1 Cizelge 5.5. de siralanmustir.

Cizelge 5.5. GO analizi sonucunda belirlenen yolaklar ve gen sayilar1 (F.C >2)

Yolaklar Gen sayilan (F.C >2)
Metabolik yolaklar 11

Azalan kardiyak kas kasilmasi

Kalp hiz1 regiilasyonu

MAPK sinyal yolagi

Hipertrofik kardiyomiyopati (HCM)

Dilate kardiyomiyopati (DCM)

Kalsiyum sinyal yolag1

Kardiyak kas kasilmasi

Insulin sinyal yolag1

Aritmojenik sag ventrikiiler kardiyomiyopati (ARCV)

WIWW|A|A|AONI(O

Azalan Kardivak Kas Kasilmasi Yolagi1 Analiz Verileri

Analizlerin sonucunda kat degisimi 2 kat ve {lizerinde artis gosteren 9 farkli genin Azalan
kardiyak kas kontraktilitesi yolaginda yer aldig1 goriilmiistiir. Bu genler ve kat degisimleri
Cizelge 5.6. de belirtilmistir. Bu yolak igerisine dahil olan ve en ¢ok kat degisimi gozlenen
genler MB (Miyoglobin) ve ADM (Adrenomedullin) geni olarak goze c¢arpmaktadir.
Olusturulan AF modelinde MB gen ifadesi uyarimin 3. saatinde, ADM gen ifadesi ise
uyarimin 6. saatinde en yiiksek kat degisim oranlarin1 gostermistir. Bu yolak igerisinde yer
alan diger 6nemli genler ise CASQ?2 (calsequestrin-2), MYH6 (Myosin, heavy polypeptide-
6, cardiac muscle, alpha) ve MEF2C (Myocyte enhancer factor 2C) olarak goze
carpmaktadir.
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Cizelge 5.6. Azalan kardiyak kas kasilmasi yolaginda yer alan genler ve kat degisimleri.

Kat degisimi
Gen 3h 6h 12h | 24h
PDLIM3 4.2 3.4 45 | 479
ADM 3.62 | 899 | 6.15 | 5.13
CASQ?2 3.04 | 325 | 3.87 | 3.74
SRL 2.96 | 2.66 | 2.81 | 3.18
MEF2C 247 | 2.08 | 2.52 | 2.42
MYHG6 26 | 226 | 2.14 | 2.17
MB 1042 | 7.26 | 5.97 | 7.02
LDB3 242 | 239 | 332 | 2.69
CORIN 332 | 267 | 249 | 2.21

Hipertrofik Kardivomivopati Yolag1 Analiz Verileri

Dilate kardiyomiyopati ve Hipertrofik kardiyomiyopati yolaklarinda ayni 4 genin

zenginlestigi belirlenmis ve genlere ait kat degisimleri Cizelge 5.7. de sunulmustur.

Cizelge 5.7. HCM yolaginda yer alan genler ve kat degisimleri

Kat Degisimi
Gen 3h 6h 12h 24h
DAGI 2.07 2.14 2.31 2.25
MYH6 2.6 2.26 2.14 2.17
SLC8AI 2.82 2.17 291 2.85
TNNCI 2.52 3.02 3.48 3.02

Kardiyak kas kasilmas1 yolaginda yer alan MYH6 geni bu iki yolak i¢erisinde de yer almigtir.
Dikkat ¢geken bir diger gen ise yine bu yolak igesinde yer alan ve Na*/Ca*? degistirici olarak
bilenen NCX proteinini kodlayan SLC841 (NCX- ¢dzilinen tasiyict aile - 8) genidir.
Mikrodizin sonuglarindan elde edilen ve bu yolakta zenginlesen genlere ait KEGG yolak

analizleri Sekil 5.10 da gdsterilmistir.
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Sekil 5.10. KEGG figiiriinden alinmig HCM sinyal yolagi (p<0,001). Kirmizi ile isaretlenen
genler mikrodizin analizi sonucunda elde edilen ifade farklilifi gosteren genleri temsil
etmektedir.

Kalsivum Sinval Yolagi ve MAPK Sinval Yolag1 Analiz Verileri

Her iki sinyal yolaginda da voltaj bagimli T-tipi kalsiyum kanal proteini alt birimlerini
kodlayan genler olarak bilinen CACNAIG (calcium channel, voltage-dependent, T-type,
alpha 1G subunit) CACNAIH (calcium channel, voltage-dependent, T-type, alpha 1H
subunit) genlerinin 2 kat ve {lizeri artis ifadesi gozlenirken, CACNA1G ifadesinin uyarimin
12. saatinde gosterdigi artis dikkat ¢eken bir veri olarak goze carpmaktadir. Kalsiyum sinyal
yolaginda da HCM yolaginda yer alan MYH6 ve SLC8A1 genleri goriilmiistiir. MAPK sinyal
yolaginda ise farkli olarak DUSPI ve MEF2C genlerinde ifade artis1 goriiliirken; DDIT3
(DNA-damage inducle transcritp-3) gen ifadesinin azaldigi tespit edilmistir. Belirtilen
genlere ait ifade profilleri Cizelge 5.8 gosterilmis ve yolaklara ait KEGG yolak analizleri
Sekil 5.11 ve Sekil 5.12 da belirtilmistir.
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Cizelge 5.8. MAPK sinyal yolaginda yer alan genler ve kat degisimleri

{c) Kanehisa Laboratorie;

Kat degisimi
Gen 3h 6h 12h 24h
CACNAIG 3.59 2.73 4.44 3.41
CACNAIH 2.53 2.51 2.66 2.55
MEF2C 2.47 2.08 2.52 2.42
DDIT3 048 0.29 0.38 0.49
DUSP] 2.26 2.09 2.74 3.13
MAPK SIGNALING PATHWAY
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Sekil 5.11. KEGG figiiriinden alinmis MAPK sinyal yolagi (p<0,001). Kirmizi ile
isaretlenen genler mikrodizin analizi sonucunda elde edilen ifade farklilig1 gosteren genleri

temsil etmektedir.
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Sekil 5.12. KEGG figiirlinden alinmis Kalsiyum sinyal yolagi (p<0,001). Kirmizi ile
isaretlenen genler mikrodizin analizi sonucunda elde edilen ifade farklilig1 gosteren genleri
temsil etmektedir.

insulin Sinyal Yolak Analiz Verileri

Insulin sinyal yolaginda ifadesi degisi gozlenen 4 gen yer almistir. Bu genlerden GYSI
(glycogen synthase 1, muscle), PPP1R3B (protein phosphatase 1, regulatory subunit 3B) ve
PIK3RI (phosphatidylinositol 3-kinase, regulatory subunit, polypeptide) genlerinin AF
stiresinin timiinde ifade artig1 goriiliirken, SREBFI (sterol regulatory element binding
transcription factor) geminin ifadesinin azaldigi belirlenmistir (Cizelge 5.9). Bu genlerin

KEGG yolak analizi Sekil 5.13 de gosterilmistir.

Cizelge 5.9. Insiilin sinyal yolaginda yer alan genler ve kat degisimleri

Kat degisimi
Gen 3h 6h 12h 24h
SREBF'1 042 | 032 | 045 0.38
GYS1 2.06 | 2.88 | 3.04 2.79
PPPIR3B 203 | 253 | 2.18 2.36
PIK3R1 213 | 2.64 | 2.86 2.51
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Sekil 5.13. KEGG figiiriinden alinmis insulin sinyal yolag1 (p<0,001). Kirmizi ile isaretlenen
genler mikrodizin analizi sonucunda elde edilen ifade farklilig1 gosteren genleri temsil
etmektedir.

Heat-shock protein ailesinde yer alan HSP6-HSPS8-HSP40 gen ifadelerinin tim uyarim
stirelerinde azaldigi goriiliitken, bu protein ailesine ait diger bir gen olan HSPB7 geninin
ifadesinde 3. saat sonunda 6,25, 6. saat sonunda 5,47, 12. saat sonunda 5,5 ve 24. saat

sonunda ise 6,86 kat gibi oldukca yliksek diizeyde artiglar tespit edilmistir.

Aritmojenik sag ventrikiil kardiyomiyopatisi’nde, hiicre-hiicre baglantilarinda yer alan ve
aktin a-alt lnitesini kodlayan ACTN2 (Aktin-alfa) gen ifadesinin her uyarim siiresince
ortalama 2,5 kat sabit artig1 goriiliirken 24. saat sonunda ifadesindeki artig 3,2 kat {izerine
cikmistir. Kalp hizi regiilasyonu yolaginda yer alan ve AF ile iliskilendirilen bagka bir gen
olan KCNH2’ nin (Voltaj-gecisli potasyum kanali h-alt birimi) tiim uyarim siiresince 2 kat

ve lizerinde ifade artig1 goriilmiistiir.

4.4. RT-PCR ILE GEN iFADE PROFILLERININ DOGRULANMASI

Genom ebadinda ifade analizi sonucu ¢aligilan iki grup arasinda ifade farkliligi gosteren ve
AF ile iliskilendirilmis CACNA1G, CACNAIH, MYH6, MEFC2, DAGI1, SLC8A1 ve TNNC1
genlerinin ifade seviyelerinin anlamli bulundugu ve bu nedenle verilerin hassas bir sekilde
dogrulanmasi amaciyla bu gen boélgeleri i¢in primerler tasarlanmis ve SYBR Green PCR

Master Mix kullanilarak es-zamanli kantitatif PZR ile analizler gerceklestirilmistir. Calisilan
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hiicre hatt1 6rneklerin iki biyolojik tekrarli alinan RNA’larindan cDNA sentezlenmis, her bir
ornek iki teknik tekrar olarak c¢aligilarak ifade diizeyinin bagil olarak saptanmasi amaciyla
kullanilacak olan “housekeeping” gen olarak HPRT geni kullanilmistir. Genlere ait ifade

profilleri Sekil 5.14. de gosterilmistir.

[any
o
J

- " I

Kat degisimi
O P N W H» U OO N 0O O
H

SLC8A1 CACNA1G MYH6 TNNC1

3h/C m6h/C m12h/C m24h/C

1,8 1 *%
1,6 1
1,4 A

1,2 1

Kat degisimi
[EEY

0,8 -

0,6 1
0,4 -
0,2 -

MEFC2 DAG1 CACNA1H

3h/C m6h/C m12h/C m24h/C

Sekil 5.14.Yapilan es zamanlh kantitatif PZR analizi sonucunda CACNAIG, CACNAIH,
MYH6, MEFC2, DAGI1, SLC841 ve TNNCI genlerinin ifade seviyeleri (n=2 * p<0.0001,
**p<0.00001)
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DAGI1-MEFC-2 genlerinin es-zamanl kantitatif PZR verilerinde goriilen uyarimin 24. saat
ifadeleri ile mikrodizin verileri arasinda korelasyon goriilmiis olsa da, diger uyarim

stirelerindeki ifade profillerin azalig gostermistir.

SLC8A1 geninin elektriksel uyarim siiresince degisen ifade diizeyleri mikrodizin analizlerine
benzer sekilde 12. saat sonunda en yiiksek ifade seviyesine ulagmis ve uyarim sonunda
yeniden 3. saat sonunda ki ifade degerine dondiigii goriilmiistiir. Kalsiyum kanal genleri
CACNAIG, CACNAIH genlerinin ifade seviyelerine uyarim siiresince gosterdikleri ifade
profilleri ile mikrodizin analizi sonuglarin1 desteklemektedir. MYH6 gen ifadesinde 3. saat
sonunda en yiiksek seviyeye ulastigi goriilmiis ve sonra kismi bir azalma goriilmiistiir.
Uyarim siiresi ve kat degisimlerine bakildiginda elde edilen degerler ile mikrodizin
analizlerinin benzer profilde oldugu tespit edilmistir. ifadesinde yine artis gozlenen TNNC!
(troponin C, cardiac/slow skeletal) geninin analizlerinde p degeri istenilen araligin disinda

gorilmiistiir.
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6. TARTISMA VE SONUC
6.1. TARTISMA
AF hiicre modelinin olusturulmasi

HL-1 fare kardiyomiyositlerinin en énemli 6zelligi art arda pasajlanabilmesinin yaninda,
kardiyak morfolojisini, biyokimyasal ve elektrofizyolojik 6zelliklerini kararli bir sekilde
korumalaridir. Tipik bir embriyonik atriyal kardiyak kas hiicresinin tiim yapisal 6zelliklerini
bu hiicre hattinda gérmek miimkiindiir (225). Normal hiicre kiiltiir kosullarinda HL-1
miyosit hiicrelerinin bazal aktivasyon frekanslari ortalama 0.5 Hz’dir. Bu tez calismast
kapsaminda amaglanan AF modelinde uyarim optimizasyonu asamasinda HL-1 hiicre
hattiyla paralel olarak H9C2 hiicreleri iizerinde farkli uyarim ve frekans degerleri
denenmistir. Hiicre hatlarinda frekans diizensizligi olusturmak i¢in 4 saniye boyunca 5 Hz
(5Hz/4sn) ve 1 saniye boyunca 1Hz (1Hz/1sn) tekrarlarla 0.5V/cm ile 2.0V/cm arasinda
farkli uyarimlar gergeklestirilmis ve morfolojik gozlemler sonucunda optimum uyarim
olarak literatiirde de belirtildigi gibi 1.5V/cm belirlenmistir (228). Disaridan elektriksel
uyarim verilmeyen kontrol grubu hiicrelerinin spontan atim sayisinin 60 bpm oldugu kayit
edilmistir. Uyarim verilen hiicrelerin 1 saat sonunda dakikada yaptiklar1 atim sayisinin
artmaya basladig1 ve 6 saat sonunda atimlarinin 240 bpm e ulastig1 kaydedilmistir (Sekil
5.3.). AF’de insan kalp atriyum hizinin da ortalama 300 bpm oldugu bilinmektedir. Hiicre
hattina uygulanan akim sonucunda amacglanan HL-1 AF modelinin istenilen diizeyde
gerceklestigi gozlenmesi sonucunda bu modelin dogrulanabilmesi i¢in, hiicrelerden alinan
kardiyogram goriintiisiiyle desteklenmesi amaglanmigtir. Sekil 5.4. de de goriildiigi iizere,
kontrol hiicre hattinin elektrokardiyogram dalgalarinin belirli bir diizende devam ettigi,
uyarim veriler hiicrelerin 3. ve 6. saat sonunda dalgalarda siklik ve diizensizlik tespit
edilmesi AF modelini dogrulamustir. Insanda AF ile birlikte aksiyon potansiyeli ve fizyolojik
uyum kaybinin ilk 24 saat i¢inde meydana geliyor olmast goz Oniine alinarak, hiicre HL-1
hiicre hattinda uyarim sonucu siirekli ve hizli kasilma sonucunda kontraktilite kayb1 ve
yogun besiyeri kullanimi nedediyle elektriksel uyarim siiresi olarak 24 saat belirlenmistir.
Zaman noktalar1 olarak, uyarim baglangicinda elektriksel uyarima karsi ilk yanit olarak
degisen gen profillerini belirleyebilmek amaciyla 3. saat, klinikte AF ataklarinin genellikle

6 saat araliklarla tetiklendigi verisinden yola ¢ikarak 6. saat ve uyarima kars1 olusabilecek
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adaptasyon siiresi olarak da 12. saat se¢ilmistir. Olusturulan modelin morfolojik gdzlemlerle
dogrulamasinin yani sira, gen ifade diizeyinde de dogrulanmistir. AF ile iligkilendirilen
HSPAIA, TGF-pI, NPPA ve MAP2K3 genlerinin AF siiresinin belirlenen her bir zaman
noktasindaki (3.,6.12. ve 24. saatler) ifade seviyeleri ile kontrol grubu karsilastirilmis ve
zamana bagl olarak gen ifade seviyelerinde meydana gelen degisimler HL-1 AF modelini

dogrulanmasini saglamistir (Sekil 5.6).
AF’de degisen gen ifade profili

AF’nin atriyal doku mimarisinde ve atriyal elektrofizyolojide 6nemli degisikliklere neden
oldugu bilinmektedir (241). Insanda AF olusum patogenezinin tek bir nedeni olmamakla
beraber, sorumlu mekanizmalar olduk¢a karmasik bir yapiya sahiptir. Bu klinik durumu
tetikleyen olaylar ile devam ettiren mekanizmalar da birbirlerinden farkli olabilmektedir.
Otonomik diizensizlik, dejeneratif doku degisiklikleri ve fibrozis gibi dnceden var olan
komplikasyonlar, tetikleyici olaylara yanit olarak meydana gelen AF olasiligini arttiran
morfolojik bir substrat olusumuna neden olabilmektedir (242). AF gelisimi i¢in, konjestif
kalp yetmezligi, aort ve mitral kapak hastalig1, sol atriyal genislemesi, hipertansiyon, ileri
yas, obezite ve obstriiktif uyku apnesi bagimsiz risk faktorleridir (243). AF’ nin olusum
stirecindeki mekanizmalarin aydinlatilabilmesi i¢in diger risk faktdrlerinden bagimsiz olarak
olusturulan HL-1 AF modelinde ifade profili analizleri i¢in, 4 farkli uyarim siiresinde
(3.,6.,12 ve 12. saat) ortak olarak 2 kat ve ilizerinde degisim gosteren genler {izerinden
zenginlestirme analizleriye yer aldiklari yolaklar belirlenmistir. Bu yolaklar ic¢inde
Aritmojenik sag ventrikiiler kardiyomiyopati (Arrhythmogenic right ventricular
cardiomyopathy-ARVC) yolagmin yer almasi olusturulan modelin dogruluguna katki
sagladig1 belirlenmistir. ifade degisimi gdzlenen genlerin biyolojik siiregte Kalp hizi
regililasyonu (Regulation of heart rate) ve Kalp gelisiminde yer aldig1; fenotip analizinde ise
Azalan kardiyak kas kasilmasi (Decreased cardiac muscle contractility) ve Anormal
miyokardiyum yiizey morfolojisi (Abnormal myocardium layer morphology), igerisinde

zenginlestigi belirlenmistir (Cizelge 5.4.).

AF olusum siirecinde hiicresel diizeyde patolojik hipertrofi, kardiyomiyositlerin hiicresel
sinyal modiillerinin i¢sel agin1 aktive edebilen, iyonik basing veya asir1 yiikklenmesi, reaktif

oksijen tiirleri, sitokinler ve dolagimdaki nérohormonlar1 igeren biyomekanik strese yanit
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olarak kabul edilmektedir (244). HL-1 AF modelinde anlaml1 ifade degisimi gdsteren genler
arasindan, daha once yapilan ¢alismalarda AF ile iliskilendirilen ve Cizelge 2.1. de belirtilen
aday genler ile Ortlisen ve olusturulan modelde birden fazla yolakta zenginlestigi belirlenen
genler ¢alismanin akist belirlenmistir. Belirlenen bu genler arasindan 6zellikle iyon kanal
proteinlerini kodlayan genlerin elektrofizyolojik aktiviteye direkt etki ederek kalp kasilmasi
regiilasyonunda rol almalar1 sebebiyle, ardisik biyomarker olabilme o6zelligi tasidiklar
diistiniilmiis bunun yanisira AF fizyopatolojisinde terapotik hedef olabilecekleri

diistinilmistiir.

Bu verilerden yola ¢ikarak, farkli yolaklarda zenginlesen bu 10 gen iizerinden Oncelikli
olarak, AF patolojisinde meydana gelen atriyal yeniden bicimlenme, intraseliiler sinyal ve
iyon etkilesimleri ile hipertrofi ve kardiyak gelisim mekanizmalariyla iliskilendirilmis olan;
kalsiyum sinyal yolagi (Calcium signaling pathway), hipertrofik kardiyomiyopati
(Hypertrophic cardiomyopathy-HCM), dilate kardiyomiyopati (Dilated cardiomyopathy-
DCM), kardiyak kas kasilmasi (Cardiac muscle contraction), MAPK sinyal yolagi (MAPK
signaling pathway) ve insulin sinyal yolagi (insulin signaling pathway) yolaklarina

odaklanilmis ve detaylandirilmistir.
Kalsiyum sinyal yolagi

Insan kalbi igerisinde T-type, P-type, and L-type olmak iizere ii¢ tip kalsiyum kanali
bulunmaktadir. T-tipi kalsiyum kanallar1 ii¢ farkli homolog al alt birimini kapsamaktadir.
Bu alt birimler; CaV3.1 (gen: CACNAIG), CaV3.2 (gen: CACNAIH) ve CaV3.3 (gen:
CACNAIL). CaV3.1 ve CaV3.2, SA diigiimde ifadelenmekte ve fetal yasamda, ayni
zamanda ventrikiiler miyositlerde de diizenli aktiviteye katkida bulunmaktadir (245).
Hiicreler arasi Ica gegisleri, AF sirasinda atriyal miyositlerde biiyiik ol¢lide degismektedir.
Yeniden bigimlenen hiicre i¢i Ca"? homeostasisi beraberinde kasilma fonksiyon
bozuklugunun gelismesini ve AF'nin karakteristigi olan atriyal elektrofizyolojide (kontraktil
ve elektriksel yeniden bigcimlenme) degisikliklerin meydana gelmesinde Onemli rol
oynamaktadir. Son zamanlardaki c¢aligmalar, stabil olmayan hiicre Ica. sinyallerinin, AF
hastalarinin atriyal miyositlerinde bulundugunu ve aritminin devamina neden olan hiicresel
aritmojenik mekanizmalara katkida bulunabilecegini gostermektedir. AF'nin tedavisinde

yasanan zorluklar, aritmojenik Ica gegislerini dnlemek i¢in yeni hedeflerin tanimlanmast AF
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arastirmasinin 6nemli bir parcast olarak 6n plana c¢ikmaktadir (246). HL-1 AF modeli
trankripsiyon verilerinde ifade artis1 goriilen kalsiyum kanal alt birimlerinin ifadesinde
goreve alan CACNA1G ve CACNAIH genlerinin, es-zamanli kantitatif PZR ile dogrulanmis
olmasi, olusturulan modeli destekleyen baska bir sonug¢ olarak géze carpmaktadir (Sekil

5.14.).

Atriyal yeniden bigimlenme siireci farkli noktalarinda, Ca*? tutulumu miyofibroblast
aktivasyonu, oksidatif stres ve enflamasyon dahil olmak iizere ¢esitli molekiiler yolaklarin
rol oynadigi bilinmektedir. Yapilan bir calismada sol koroner arter anevrizmasi, sol
ventrikul anevrizmasi ve AF vakalardan elde edilen veriler ile yolak analizleri yapilmis
ve kalsiyum sinyal yolaginin AF ile anlamli olarak iliskili oldugu bildirilmistir. Bu yolak
icerisindeki 39 genin AF tip ile iliskili oldugu belirlenmistir. Bu genler igerisinde
CACNAIC (calcium channel, voltage-dependent) liyeleri, CAMK4, RYR2, SLCS8AI,
PRKCA gibi genler yer almaktadir (247). Hiicre-i¢i Ica sinyal aktivitesi, aritmi baslangicinin
oncesinde ve/veya sonrasinda atriyal yeniden bi¢imlenme siirecinin bir pargasi olarak
karmasik degisikliklere ugramaktadir (248). Ica sinyalizasyon susturulmasi, paroksismal AF
sirasinda klinik olarak goriildiigii gibi, kisa siireli siirekli atriyal aktivasyon sirasinda
gelismektedir. AF’ nin baslangicindan sonra Ca?" bazli aritmojenin roliinii sinirlayabildigi
rapor edilmistir (249). Ica sinyal aktivitesi, AF ile iliskili yeniden bigimlenmenin merkezi
bir siireci olarak goriilmekte ve kardiyak kalsiyum sinyal yolaginda yer alan genlerinin
mutasyonlari, bir dizi aritmi sendromuna neden olabilmektedir. Kalsiyum sinyal
yolaginin genomik arka planinin, yeniden bi¢imlenme ile iligkili AF fenotipleri klinik
olarak ortiisen bir durum olarak 6n plana ¢ikmaktadir. Bu calismada olusturulan HL-1 AF
modelinde ifade artis1 gézlenen ve es-zamanli kantitatif PZR ile dogrulanan SLC8A1 (Solute
carrier family 8 member 1) geni tarafindan ifade edilen NCX’in, Ina/Ica degisiminde rol aldig:
ve kalpte yaygin bir sekilde ifade edildigi bilinmektedir (Sekil 5.12). Bu protein hiicre zar1
boyunca bulunarak, ii¢ ila dort Ina iyonuna kars1 bir Ica iyonunun degisimine aracilik ederek,
sitoplazmik Ca?* seviyelerinin ve Ca** bagimli hiicresel islemlerin diizenlenmesine katkida
bulunmaktadir (250). Bu protein kalp kasindaki uyarma-kasilma eslesmesi sirasinda Ica
tasinmasinda gorev almaktadir. SERCA tarafindan Ica salinmasiyla sitoplazmik Ca®*
seviyelerinin hizli bir sekilde artmasina neden olmaktadir. Bu salinimin devaminda SLC8A4 1,
hiicreden Ica disar1 atilmasini saglayarak sitoplazmik Ca?" seviyelerini hizla baglangig

seviyesine geri donmesini uyarmaktadir. Bu proteinin normal embriyonik kalp gelisimi i¢in
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gerekli olmasinin yani sira, kalp kasilmalarinin baglamasi i¢in gerekli oldugu vurgulanmagtir.
Son zamanlarda yapilan bir ¢galismada, SLC8A4 1 ifadesinin RNA1 yoluyla baskilanmasi, agir
Ca?" basinci yiiklenmesi sonucunda olusan kardiyak hipertrofiyi hafifletirken, dis kaynakli
SLC8A1'in ifadesinin arttirilmasinin ise kalp yetmezligi ile sonuglandigini rapor edilmistir.
Insan ve fare kalbinde bulunan halkasal SLC8A41 ifade diizeylerinin degistirilmesinin, kalp
hipertrofisi igin yeni bir terapdtik hedef gorevi gorebilecegini belirtmistir (251).

Hipertrofik kardiyomiyopati

Hipertrofik kardiyomiyopati (HCM), otozomal dominant bir kalittm mekanizmas1 olan
yaygin bir genetik kardiyak bozukluktur. HCM, tromboembolik olaylarin gelisimi ile
ilgilendirildigi gibi, AF gelisimi ile iliskilendirilmistir (244). AF’nin, HCM
popiilasyonlarinda en yaygin goriilen aritmi oldugu bildirilmistir. Genel popiilasyonda AF
prevalansi yasla birlikte giderek artmakta ve 60 yasin lizerinde olan hastalarda baskin olarak
ortaya ¢ikmaktadir. HCM' 1i hastalarda AF, genel populasyona gore 4-6 kat daha yaygin gibi
goriinmektedir ve bildirilen prevalansinin %18 ile %28 arasinda oldugu rapor edilmistir
(252). HCM ile AF arasindaki iligki, olusturulan HL-1 AF modelinden elde edilen
mikrodizin verilerine gore, ifadelerinde artis goriilen ve sonrasinda Sekil 5.14° de
gosterildigi iizere es-zamanli kantitatif PZR ile dogrulanan SLC841 ve MYH6 genlerinin,
HCM vyolaginda yer almasi énemli bir veri olarak gdze ¢arpmaktadir. Ifadesinde artis
goriilen bir diger gen ise, DAGI (dystroglycan 1) olarak dikkat ¢ekmistir. Bu genin, a ve 3
birimlerinin laminin proteini ile birlikte hiicre-ici ve hiicre-dis1 iskeletini mekaniksel olarak
baglayan, distrofin-glikoprotein kompleksinin merkezi bir bileseni olan distroglikant
kodlamaktadir (Sekil 5.10). Bu gende meydana gelen baz1 mutasyonlarin, farkli kas distrofisi
formlarima neden oldugu bildirilmistir (253). Patolojik hipertrofi sirasinda gozlenen
molekiiler degisiklikler, fetal kardiyak gelisim reaktivasyonu sirasinda gézlenen degisimlere

de eslik etmektedir (244).
Kardiyak kas kasilmasi ve kardiyak geligim

Kalp gelisimi sirasinda, MYH6 (alfa miyozin agir zinciri), MYH7 (beta miyozin agir zinciri),
ve NPPA (atriyal natriliretik faktor A) genlerinin dinamik bir etkileri bulunmaktadir. MYH6
tarafindan kodlanan Myosin VI, atriyum dokusunda yaygin bir sekilde ifade edilmekte ve
kas kasilmasinda gorev almaktadir (254). MYH6 genindeki c¢esitli mutasyonlarin, atriyal
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septal defekt (ASD tip III), HCM ve DCM gibi kalp hastaliklariyla iliskili oldugu
bildirilmistir (255)(256). Yayilanan bir GWAS ¢alismasinda MYH6 varyantlarinin AF ile
onemli derecede iliskili oldugu rapor edilmistir (196). HL-1 AF modeli mikrodizin verilerine
gore, ifadesinde artis goriilen ACTN2 (actinin alfa 2) geni ile birlikte, artan ifadesi es-zamanli
kantitatif PZR ile dogrulanan MYH6 geninin hiicre hattinda myofibrillerin fonksiyonunu
negatif etkileyerek, hizli ve diizensiz kasilmalarina neden oldugu yorumuna varilmistir

(Sekil 5.10).

Kardiyak gelisimde rol oynayan bir diger 6nemli mekanizma transkripsiyon faktorleridir
(257). Insanlarda, gesitli transkripsiyon faktorlerinin mutasyonlari, atriyal septal defekt,
ventrikiiler septal defekt, trikiispit kapak anomalileri ve atriyoventrikiiler blok dahil olmak
izere cesitli konjenital kalp hastaliklari ile iligkilendirilmistir. Konjenital kalp hastaligi
(KKH) olan hastalarda en ¢ok calisilan kardiyak transkripsiyon faktorleri arasinda NKX2-5
ve GATA4 proteinlerinin yer almaktadir. Ancak, MEFC2 (miyosit enhancer faktor 2) geni
tarafindan ifadelenen MEF2 proteini ve GATA baglayict proteinler gibi transkripsiyonel
diizenleyiciler, yetiskin kardiyak gelisiminde doku kaybi1 ve hipertrofik yeniden
bicimlenmesinde rol oynamaktadir. GATA transkripsiyon faktorleri, spesifik konsensiis
DNA dizilerine (A/T) GATA (A/G) baglanmak icin gerekli olan korunmus ¢ift ¢inko
parmaklar (zinc-finger) ile karakterize edilmektedir. MEF2 transkripsiyon faktorleri (TF)
ailesi, dort gen MEF2A-D tarafindan kodlanmaktadir. Bu TF’ler bir¢ok hiicre tipinde ifade
edilmesine ragmen, spesifik islevleri bagisiklik sistemi, noéronlar ve ¢izgili kaslarda
transkripsiyonel diizenlemedir. Embriyonel E7.5’de (embriyonik gelisimin 7.5. giin)
MEF2B ve MEF2C baslangigta kardiyak mezodermde ifade edilmektedir. Bir giin sonra
MEF24 ve MEF2D ekspresyonu takip eder. MEF2C transkriptleri, miyotomdaki miyosit
farklilagsmasinin baslangici ile birlikte, E8.5'te tespit edildigi rapor edilmistir. MEF2C' nin
hedeflenen bozulmasinin, murin embriyogenezinde gozlenen kardiyak dongii ve sag
ventrikiil formasyonuna bagl olarak E9.5'te 6liim meydana getirdigi gosterilmistir (258).
Dogum sonras1 kalpte, MEF2’ yi ifade eden genler hipertrofik yeniden bigimlenmede rol
oynamaktadirlar. MEF2 binding A/T agisindan zengin DNA dizileri, kas kreatin kinaz geni
(CKM), MYH6, MYL1 (miyozin hafif zinciri), MYL2 (miyosin hafif zincir-2), ACTA (iskelet
alfa-aktin-1), ATP2A42 (sarkoplazmik retikulum Ca2+-ATPaz), TNNT2 (kardiyak troponin
T) ve TNNCI (kardiyak troponin C), gibi kas kasikmasinda gorev alan genler, fetal ve

kardiyak genlerin promoter bolgeleri i¢inde tanimlanmistir. Yapilan c¢alismalarda,
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transgenik farelerde MEF24, MEF2C ve MEF2D' nin asir1 ekspresyonu, asiri basinca,
ventrikiiler odacik dilatasyonuna ve kontraktil disfonksiyona karsi hassasiyet nedeni
oldugunu kanitlamistir (259)(260). MEF2C gen ifadesinde azalma goriilen azalma
transgenik farelerde hipertrofi ve miyokardiyal biiylime tespit edildigi belirtilmistir. Ek
olarak, siRNA aracilit MEF2(C ifadesinin baskilanmasinin, hem hipertrofik kardiyak biiylime,
hem de asir1 basinca cevap olarak NPPA ifadesinin artisina engel oldugu rapor edilmistir
(261). Bu veriler géz oniine alindiginda hem kardiyak gelisim hem de patolojik hipertrofide
MEF2 transkripsiyon faktorlerinin énemli bir rolii oldugu diisiiniilmektedir. HL-1 AF
modelinde, bu genin promoter bolgelerine baglandigi bilinen TNNC1, MYL6 ve MEF2C gen
ifadelerinin 24 saat sonundaki artisin hiicrelerin kalsiyum bagimli protein-troponin
kompleksi ile kasilmaya etki ettigi ve kardiyak hipertrofi ile kardiyak bicimlenmeye cevap
olarak yorumlanmigtir. TNNCI geninin ayn1 zamanda kas dokusunda kalsiyum bagimli
protein-troponin kompleksi ile kasilmaya etki ettigi bilinmektedir (262). Ayrica TNNCI gen

ifadesinde meydana gelen istenmeyen degisimlerin DCM ye neden oldugu belirlenmistir.

Transkripsiyon faktorleri olan GATA4, GATAS ve GATA6' nin kalpte ifade edildigi ve
gelismekte olan embriyoda kardiyak etkilesimlerinde rol aldiklari bilinmektedir (257).
Yetiskin kalpte GATA4'lin kardiyak spesifik asir1 ifadesi, hipertrofik yeniden bicimlenmeyi
indiiklemektedir (263). Ayrica dominant negatif GATA flizyon proteini veya antisens
GATA4 mRNA'nin her biri, kiiltiir ortaminda fenilefrin ve endotelin-1 tarafindan indiiklenen
kardiyak hipertrofinin GATA4-yonelimli 6zelliklerini bloke ettigi de gosterilmistir. Gen
ekspresyon profili ¢calismalart NPPB, NPPA ve MYH?7 gibi fetal genlerin yan sira, apoptoz
ve fibrozis ile iliskili genlerde ifade artis1 oldugu belirtilmistir (264). Bu caligmalar, GATA4'
iin fetal genlerini aktive ederek patolojik ve hatta fizyolojik stres stimiilasyonuna yanit
olarak adaptif kardiyak biiylimenin 6nemli bir diizenleyici oldugunu diisiindiirmektedir. HL-
1 AF modelinin transkriptom verileri i¢erisinde miR-568 ifadesinde artig saptanmigtir. Bu
mikroRNA’nin potansiyel hedefleri igerisinde GATA ailesi liyeleri (GATA1, GATA2,
GATA3, GATA4, GATAS, GATA6) yer almaktadirr miRNA-mRNA iligkisi
diisiiniildiigiinde miRNA’nin ifadesindeki artig, bu genlerin ifadesinin azalmasina ve HL-1
hiicrelerinde olusturulan AF modelinde hipertrofik yanita neden olarak yorumlanmaistir.
Ayrica AF modelinin dogrulanmasi amaciyla gergeklestirilen es-zamanli kantitatif PZR
analizlerinde NPPA geninin ifadesindeki anlamli artisin sebebinin de GATA4 iizerindeki
aktivasyona etkide bulundugu goriilmektedir (Sekil 5.6).
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GATAA4 hipertrofik gen ifadesindeki artis, ERK1/2 ve p38 mitojenle aktive protein kinaz
(p38 MAPK) fosforilasyonu ile meydana gelmektedir. GATA4’iin MAPK tarafindan
fosforlandig1 bilinen Serin 105 (S105) mutasyonu bulunan knock-in farelerin miyokard stres
cevabi gosterdigi bildirilmistir (265). Iki hafta boyunca fenilefrin agonist infiizyonuna yanit
olarak kardiyak hipertrofinin, uygulanan stimiilasyonun 1 ve 2 haftaliklardaki asir1 basing
yiikiine kars1 hipertrofik yanit olusturmasi nedeniyle GATA4-S105A farelerin de biiyiik
Olciide korlestigi gozlenmistir. Ayrica GATA4-S105A farelerinde NPPB, NPPA ve MYH7

gibi fetal genlerin ifadesinin azaldig1 gézlenmistir (265).
MAPK sinyal yolagt

GATAA4 fosforilasyonundan sorumlu olan MAPK aktivasyonun ayni zamanda PAR-1
(proteaz ile aktive edilen reseptor-1) aktivasyonu ile AF hastalarinda ve hiicresel hipertrofide
goriilen, ANF nin (atriyal natritiretik faktor) atriyal doku ve plazmasinda ifade artis1, sonucu
meydana gelmektedir. PAR-2 (proteaz ile aktive edilen reseptor-2) aktivasyonun neden
oldugu MAPK aktivasyonu, atriyal miyositlerin hipertrofisine, apoptoza ve interstisyel
matriks kompozisyonundaki degisikliklere katkida bulunmaktadir (145). MAPK
aktivasyonunun atriyal yapisal yeniden bi¢imlenmede 6nemli bir rol oynadigini postoperatif
AF gelisen hastalarda artmis MAPK ’lerin aktivasyonu ile tanimlanmistir. (216). HL1-AF
modeli transkriptom verilerinde daha dnce belirtilen kalsiyum kanal ve miyosin genleri bu
yolak igerisinde de yer almiglardir. Hiicre ici MAP kinazlarin, ¢esitli uyaranlar vasitasiyla
(heptahelik reseptor agonistleri, biiylime faktorleri, vb.) aktivasyonu, AF olusumunda
onemli bir rol oynamaktadir. Aktiflestirilmis MAP kinazlar1 AF'li hastalarda PKC’ye
(protein kinaz C) baglh yolaklarin aktivasyonu, atriyal potasyum ve kalsiyum akimlarin
etkileyebilmektedir. Ayrica bu ¢alismada AF modelinin dogrulanmasi amaciyla yapilan es-
zamanli PZR analizlerinde MAP2K3 geninin 12. saat sonundaki artisin iyon kanallar

diizensizligine eslik ettigi yorumuna neden olmustur (Sekil 5.6).
Insiilin Sinyal Yolag

Kronik kalp yetmezligi ve AF liskilendirilen bir diger molekiiler mekanizma olarak insiilin
direnci yolagi 6n plana ¢ikmaktadir (266). Insiilin direnci ile iliskili olan metabolik
sendromun (MetS) bilesenleri, AF i¢in artmis risk ile iliskili bulunmustur. HL-1 AF
modelinde ifadesinde artig goriilen GYS/ (kas glikojen sentaz-1), PPP1R3B (protein fosfataz
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1 regiilatorii 3b alt tinitesi) PIK3RI (fosfatidilinositol 3-kinaz regiilatorii) ile ifadesinde
azalma goriilen SREBF I (sterol regiilatorii baglanma transkripsiyon faktorii) geni bul yolak
icinde yer almistir. Bu verilere bagli olarak SREBF'] ifadesindeki azalmanin lipogenez ve
glikolizi dnlendigi diistindiirmektedir (Sekil 5.13). Genel popiilasyonda AF riskinde glukoz
ve insiilin homeostazinin énemli bir rol oynadigin1 gdsteren ¢ok sayida ¢alismaya ragmen,
altta yatan mekanizmalar tam olarak anlagilamamistir. Hiperinsiilinemi ayrica RAAS

aktivasyonuna neden olarak, kalp fibrozu ve aritminin riskine neden olmaktadir (267).

Bu calisma sonucunda, bahsi gecen gen ve yolaklara yonelik elde edilen verilerin AF ile
dogrudan iliskili oldugu belirlenmis ve ileride yapilacak caligmalara oncelik edebilecegi

diisiiniildiiglinden 6nemli sonuglar elde edilmistir.
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6.2. SONUC

Yapilan bu tez caligmasinda, HL-1 hiicrelerine, literatiirde yayimlanmis kaynaklar
dogrultusunda elektriksel uyarimla AF modeli olusturarak, digaridan bir uyarim verilmeyen
kontrol grubu hiicre hatti ile morfolojik ve sitokimyasal degisimlerin incelenmesi ve AF
patogenezine neden olan molekiiler yolaklarin in vitro kosullarda yiiksek ¢oziintirliikli gen

ifade profil analizleri yapilarak aragtirilmistir.

Kontrol grubu HL-1 hiicre hattinin diizenli 60 bpm olan bazal atim (beating) frekans
degerlerinin elektriksel uyarimlari sirasinda yaklasik 300 bpm diizensiz frekansa EKG
verileri ile mikrodizin analizlerinden elde eldilen gen ifade verileri ile liiteratiir verileri
ortismektedir. Bu da, planlanan istenen in vitro HL-1 AF modeli basariyla

gerceklestirildigini gostermektedir.

AF, tek basina etki eden bir patoloji olmasinin yani sira, diger bircok kardiyovaskiiler
hastalikla beraber agiga ¢ikmaktadir. Dolayisiyla, literatiirde yer alan AF hastalar1 ve
gelismis organizmalarda olusturulan AF modellerinden elde edilen verilerin yalnizca AF’ ye
yonelik yorumlanmasinda zorluklar yasanabilmektedir. Bu tez ¢calismasinda olusturulan AF
modelinde elektriksel uyarim diginda herhangi baska bir faktoriin etkisinden bagimsiz ve
homojen veriler elde edilebiliyor olmasi, bu modelinin 6nemini vurgulamaktadir. HL-1 AF
modelinin bir diger 6nemi ise, geriye doniisii ve tekrarlanabilirligi zor olan gelismis
organizma modellerinin aksine, bu modelde istenilen her tiirlii molekiiler modifikasyon ve
maniiplasyonlarin miimkiin olmasina ek olarak, hizl, tekrarlanabilir ve gelistirilebilir

olmasidir.

Transkriptom verilerine gore, AF ile ilskilendirilen hiicreler aras1 iyon gecisleri ve sinyal
iletim mekanizmalarinda 6nemli rol oynayan ve ifadelerinde anlamli degisim gozlenen

SLC8A41, CACNAIG, CACNAIH, CASQ2, MYH6 ve KCNH?2 genleri yer almaktadir.

HL1- AF modelinden elde edilen verilerde ifade artig1 genlerin yani sira, ifade degisimleri
gbozlenen miRNA larin tahmini hedefleri arasinda CACNAID, CACNAIE, CACNAIG,
CACNAILS, CACNBI, CACNAIC, CACNAIH, CACNB2, CACNGS5, CACNAIlI, CACNB4,
CACNAIB, KCNNI VE KCNNS3 gibi L-tip kalsiyum ve potasyum kanal1 kodlayan genler yer
almaktadir. Ifadesinde artis gériilen miRNA’larin (miR-let-7¢c-1, miR-145a, miR-490, miR-
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505, miR-568) tahmini hedefleri listelenip kesistirildiginde ortaya ¢ikan 492 genin Kalsiyum
sinyal yolagi, HCM DCM ve Insiilin sinyal yolagi mekanizmalarinda zenginlestigi
goriilmiistiir. Bu yolaklarin AF’deki rolleri diistiniildiigiinde miRNA aracili regiilasyonunda

elektriksel yeniden bicimlendirmeye katildig1 diisiindiirmektedir.

Bu tez caligmasindan elde edilen verilerin, ilerleyen zamanda ilgili gen ve miRNA’ lara
yonelik manipiilasyonlar ile, ardisik biyobelirtegler ve hedef spesifik tedavi yaklagimlarina

alt yap1 olusturacagi diistiniilmektedir.
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