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1. OZET

AKUT MYOKARD ENFARKTUSU SONRASI WNT/BETA KATENIN SINYAL iLETI
YOLAGININ MOLEKULER KARAKTERIZASYONU

Dr. Emel Fermanci, Dokuz Eyliil Universitesi T1ip Fakiiltesi Kalp ve Damar Cerrahisi AD,
[zmir, Tiirkiye.

(emel.fermanci@deu.edu.tr)

AMAC: Miyokardiyal enfarktiis ventrikiiler yapida ventrikiiler remodeling olusumu ile global
degisikliklere yol acar. Bu olusumun arkasinda yatan molekiiler mekanizma net olarak
aciklanamamaktadir. Wnt/B-katenin sinyal ileti yolag1 hiicre poliferasyonu, diferansiyasyonu,
apopitozis ve hiicre oryantasyonunun kontroliinii igeren c¢esitli modeling ve remodeling
olaylarmda rol oynamaktadir. Biz bu yolaktaki degisikliklerin akut miyokardiyal enfarktiis
sonrasi iskemik ve non-iskemik alanda ani degisikligin agiklanmasindaki mekanizmalardan biri
olabilecegini diisiinmekteyiz Caligmamizin amaci iskemik ve non-iskemik miyokard
dokularmdaki gen ekspresyonu degisimlerini tanimlamak ve gelistirilecek tedavi stratejileri

icin olas1 hedef molekiiller belirlemektir.

YONTEM: Miyokardiyal enfarktiis Wistar ratlarmin koroner arter ligasyonu ile
olusturuldu. Ratlar iki gruba ayrildi. Sham operasyonu ligasyon yapilmayan cerrahi prosediirii
icerdi. Operasyon sonrast 30. dakikada tiim hayvanlar sakrifiye edilip, kalpleri ¢ikarilarak
iskemik ve non-iskemik zonlardan miyokardiyal doku 6rnekleri alindi. Doku 6rnekleri hemen
RNA analizi i¢in flash frozena konuldu. Total RNA ¢ikarilip reverse transkripsiyonu yapildi.
cDNA’larin aliquotlar1 semi-kantitatif RT-PCR ile hedef genlere spesifik oligoniikleotid
primerleri ile amplifiye edildi. Enfarktli zondaki iskemi varligmi belirlemek i¢in doku

ornekleri lizerinde histopatolojik analiz yapildi.

BULGULAR: Wntl, Wnt3a, Wnt5a, Wnt9a, Axin, B-catenin, salgilanmis Frizzled Related
Proteinl(sFRP1), Dishellved, Frz2, Frz4 ve Frz6 genlerinden RT-PCR amplifikasyonlarmin


mailto:emel.fermanci@deu.edu.tr

optimizasyonu Yyapilarak; Wnt sinyalizasyonunda rolii olan genlerin ayiric1 ekspresyonu
yapildi. LAD ligasyonu olan ve/veya olmayan hayvanlardan aliman doku orneklerindeki
genlerin ekspresyonu kiyaslandiginda Frz2 ve sFRP1 transkripsiyon seviyelerinde ligasyona

bagli iskemi etkisiyle farklilik vardi.

SONUC: B-katenin proteinlerinin sitoplazmik seviyesini regiile eden sFrzl ve Frz2 Wnt
sinyalizasyonunun salgilanan aktivatorleri veya inhibitorleri olarak bilinmektedirler, bu yiizden
ratlarda MI tarafindan olusturulan iskemide myokardiyal hiicreleri korumaya yonelik ¢abuk

cevap vermek i¢in bu genlerin ekspresyonunu regiile etmektedirler.

Anahtar Kelimeler: Akut MI, Wnt-8 katenin sinyal ileti yolagi, Frz2 ve sFRP1.
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2. SUMMARY

MOLECULAR CHARACTERIZATION OF WNT/B-CATENIN SIGNALING
PATHWAY AFTER MYOCARDIAL INFARCTION

Dr. Emel Fermanci, Dokuz Eyliil University Faculty of Medicine Department of
Cardiovascular Surgery, Izmir, Turkey.

(efermanci@deu.edu.tr)

OBJECTIVES: Myocardial infarction induces global changes in the ventricular architecture, a
process called ventricular remodeling. Molecular mechanism behind this process still is not
clearly identified. Since Wnt/B-catenin signaling pathway involves in a variety of modeling and
remodeling processes including cell proliferation, differentiation, apoptosis and the control of
cell orientation. We assume that alterations in this pathway may be one of the mechanism
explaining immediate response in infarct and remote zone after acute myocardial infarction.
Aim of our study is to show changing in gene expression at ischemic and non-ischemic

myocardial tissues and also finding possible target molecules for treatment strategies.

METHODS: Myocardial infarction was produced by coronary artery ligation of Wistar rats.
Animals were divided into two groups. Sham operation comprised surgical procedure without
ligature placement. Following thirty minutes after operation, all animals were sacrificed, hearts
were dissected and myocardial samples were obtained from remote and infarct zones. Tissue
samples were immediately flash-frozen for RNA analysis. Total RNA was extracted and
reverse transcribed. Aliquots of cDNA’s were then amplified with oligonucleotide primers
spesific for the target genes by semi-quantitative RT-PCR. Histopathological analysis was

established on tissue samples to verify presence of ischemia in infarct zone.

FINDINGS: Optimization of the RT-PCR amplifications from Wntl, Wnt3a, Wnt5a, Wnt9a,
axin, B-catenin, secreted Frizzled Related Protein (sFRP1), Dishelleved, Frz2, Frz4 and Frz6
genes were performed, differential expression of genes which have roles in the Wnt signaling

were presented in. When expression of genes have been compared between both groups of
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tissues taken from separate animals with and/or without LAD ligation, there were difference

for the levels of Frz2 and sFRP1 transcription under the effect of ischemia caused by ligation.

RESULT: SFrzl and Axin which regulates cytoplasmic level of B-catenin proteins are known
as secreted activators or inhibitors of Wnt signaling therefore ischemia occurred by the MI in
rats regulate expression of these genes in order to give quick response for protecting

myocardial cells.

Key Words: Acute MI, Wnt-B catenin signaling pathway, Frz2 and sFRP1.
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3. GIRIS ve AMAC

Son yillarda kardiyovaskiiler patolojilerin olusumu {izerine yapilan ¢aligmalar yeni bir
bakis acis1 getirmistir. Anjiyogenez ve vaskiiler yeniden yapilanmanin, gelisim ve biiyiime
déneminde olustugu bilinmekteydi. Ote yandan gelisim sirasinda fetal déneme ait gen
sunumunun kardiyovaskiiler patolojilerde goriilebilen bir durum oldugu belirlendikten sonra bu
konuda yapilan arastrmalar kardiyovaskiiler patolojilerin olusumu sirasindaki gen
sunumlarmin ¢esitliligi hakkinda yeni ipuglar1 sagladi. Ozellikle degisim, ¢ogalma ve yeniden
yapilanmada yer alan ve salgilanan proteinlerden olusan wnt ailesinin kardiyovaskiiler
patolojilerin gelisimi ve ilerlemesindeki rolii ile ilgili yakin zamanda olduk¢a Onemli

ilerlemeler kaydedildi.'*?

Bu nedenle bu c¢alisma wnt-frizzled sinyal ileti yolaginin
kardiyovaskiiler hastaliklarin gelisimi sirasindaki olasi rolii {lizerinedir. Akut miyokard
enfaktiisii sonrasi salgilanan Wnt proteinlerinin non-iskemik alanda anjiyogenez iizerine

etkileri daha once arastirilmamis bir konudur.

Aterosklerotik bir koroner damar tiimiiyle tikandiginda myokardin yeterli oksijen
destegini alamamasi1 nedeniyle akut miyokard enfarktiisii (MI) olusur. Tikaniklik devam ettigi
siirece miyokardiyal hasar alanindaki hiicrelerde 6liim ve dokuda nekroz baslar. Iskeminin
basladig1 andan itibaren hiicre diizeyinde algilanan hipoksiye yanit olarak bu stres kosulu
altinda miyokardiyal hiicrelerin korunmalarint ve canli kalmaya devam edebilmelerini
saglayacak protein yap1 degisiklikleri ve gen ekspresyonu degisiklikleri meydana gelmektedir.
Hipoksinin algilanmasin1 takiben, tikanan damarin besledigi miyokard sahasina kan akiminin

idamesini gerceklestirebilecek yeni mekanizmalarin aktive oldugu da bilinmektedir.*’

Sekrete edilen proteinlerden olusan Wnt ailesi iiyeleri hiicre polaritesi, ¢ogalmasi ve
farklilagmas1 gibi yeniden yapilanma olaylarim1 diizenlemektedirler. Wnt reseptorii olan
frizzled ailesi iiyeleri, vaskiiler hiicre farklilasmasi ve ¢ogalmasi yaninda damar yapisinin
olusmasi ve fonksiyonel hale gelmesi siireclerinde 6nemli roller oynamaktadir.®”” Wnt/frizzled
sistemi hasarli miyokardin biitiinliigiiniin korunmasmi ve yeniden yapilanma sonrasinda
fonksiyonel olmasini saglamaktadir. Wnt ve frizzled genlerinin iskemik ve non-iskemik
miyokard dokularinda nasil regiile edildigi, hipoksik stres altindaki miyokardiyal sagkalim ve
iskemik miyokarda kan akimmin yeniden saglanmasi siire¢lerinde nasil bir rol oynadigi tam

olarak belirlenememistir.
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Non-iskemik olan miyokard dokusunda Wnt/frizzled sistemi aracilifiyla harekete
gecirilecek mekanizmalarla iskemik dokuya yonelen vaskiilarizasyon saglanabilir, hasar goren

hiicrelerin yerine doku biitiinliigiinii idame ettirecek myofibroblast gé¢ti uyarilabilir.

Akut miyokard enfaktiisii sonrasi ilk iki saat icinde nekroz tam anlamiyla olusmadan
anjiyogenezin baglatilabilmesi hasar alanmin daraltilmasmi saglayabilecektir. Bu anlamda
salgilanan wnt ailesi proteinlerinin non-iskemik alanda molekiiler diizeyde ne gibi

degisikliklere neden oldugunu bilmek ¢ok dnemlidir.

Iskemik miyokard hiicrelerinin sag tutulmasinda ve iskemik miyokardiyuma kan
akiminim idamesinde Wnt/frizzled sistemi etkilerinin belirlenmesi, MI gecirmekte olan
hastalara tedavi yaklasimini daha duyarli ve secici hale getirecektir. Calismamizin amaci
iskemik ve non-iskemik miyokard dokularindaki gen ekspresyonu degisimlerini tanimlamak ve

gelistirilecek tedavi stratejileri i¢in olas1 hedef molekiiller belirlemektir.

4. GENEL BILGILER

KALP ANATOMISI

Kalp, gogiis boslugunda iki akciger arasindaki “orta mekan”da (mediastinum’da)
perikardiyal bir kese i¢indedir.® Kalbin 1/3’liik boliimii orta hattn sagmda kalir. Kalbin uzun
ekseni oblik olup, iistte sag omuz istikametinden, kalp kaidesinden sola kalp apeksine ve

dalak istikametine uzanir. Vertikal kisa ekseni ise atrioventrikiiler oluk planina uyar.’
Koroner Arterlerin Anatomisi

Kalbin cerrahi anatomisi i¢inde higbir boliim pratik olarak koroner arterlerin anatomisi
kadar 6nemli degildir. Koroner arterlerin normal yerlesimi ¢ok iyi bilinmekle beraber aortik
orijindeki 6nemli varyasyonlar, arteriyel dominantlik ve dallanma paternleri gibi konular

halen cerrahi olarak en uzakta kalmis 6nemli noktalardir.'""!

Koroner dolasim anatomisi arteriyel ve vendz sistemler ve arterler arasindaki
anastomozlar olmak iizere ii¢ ana baslikta incelenebilir. Koroner arterler, aorta ile miyokard
icindeki kapiller yataklar arasindaki damar yollaridir. Sag ve sol iki biiyiik koroner damar

vardir.” Sag ve sol koroner arterler karsilikli aort kapak lifletlerinin arkasindan ¢ikarlar.
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a) Sol ana koroner arter (LMCA): Sol ana koroner arter valsalvanin sol siniisiinden
anterior ve inferiora ve pulmoner trunkus ile sol atrial apendiks arasinda sola dogru seyreder.
Tipik olarak 10-20 mm uzunluktadir. Ama bazen 40 mm’ye kadar uzayabilir. insanlarin
%1’inde sol ana koroner arter olmayabilir. Bu durumda valsalva siniisiinden iki ayr1 orifisten
¢ikar. Iki ana dali vardir; sirkumfleks koroner arter (Cx) ve sol 6n inen koroner arter (LAD).

Bu dallarini pulmoner trunkusun hemen arkasinda verir.

LAD’in sol ventrikiile verdigi yan dallara “diagonal damarlar” ad1 verilir. Diagonal
arterler bes veya alt1 adet olup, sol ventrikiiliin anterolateral duvar1 boyunca uzanirlar ve bu
kisimdaki miyokardi beslerler. LAD bir¢ok septal perforator dal ile interventrikiiler septumun

on 2/3’linii ve apikal kismini besler.

Sirkumfleks koroner arter sol koroner arterden ¢ikar. Seyri boyunca sol ventrikiile
cesitli yan dallar verir. Koroner bypass operasyonlarinda sirkumfleks arter dallar1 birinci
marjinal, ikinci marjinal gibi isimler alir. Sol koroner arter dominantlig1 olanlarda sirkumfleks

dal agag1 dogru bir son dal olarak posterior desendan koroner arteri verir.

b) Sag koroner arter (RCA): Insanlarin %48’inde sag koroner hakimdir. Biitiin sag
ventrikiilii, interventrikiiler septumun arka yarisini ve sol ventrikiiliin arka duvarmin biiyiik

bir kismini kanlandirir.

Sal ana Koroner Arter

Sirkumileks Arter

Obtus Dal

Diagonal

Saf Koroner Arter Dallar

Sol Gn inen Arter

Flkut Marjin Dah inen Amer

Sekil 1: Koroner arterlerin anatomisi; sematik gosterim.

Sol koroner arter kalbin %60’ ma yakim bir kismini beslemektedir. Sinoatriyal diigiim

vakalarin %70’inde sag, %25’ inde sol, %5 vakada ise her iki arter tarafindan kanlandirilir.’
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Sag ve sol koronerlerden hangisinin “dominant” oldugunun saptanmasinin Onemi
diyafragmatik kalp yiiziindeki 6nemli yapilarin ve atrioventrikiiler diiglimiin hangi koroner
tarafindan kanlanmasmdandir. Boylece sag koroner arter iizerine yapilan bir ameliyatmn sol
ventrikiil caligmasini neden diizelttigini izah etmek miimkiin olur. Sag koroner arterin
dominanthig1 kalbin crux’mna geldiginde ve sol ventrikiile bir sag posterior desendan dalini
verdiginde olur. Bu insanlarin %70-90 arasinda gdzlenir. insanlarm %10 unda ise sag koroner
arter kalbin crux’ma yaklagmaz ve sol koroner arter dominanttir. Insanlarm %30’unda hem
sag hem sol koroner arter crux’a yaklasir, asag1 ve posterior interventrikiiler alana paralel

dallar gdnderir. Bu, koroner arterler arasindaki sistem dengesini (balanse) agiklar.
Koroner Kollateral Sirkiilasyon

Koroner kollateral sirkiilasyon koroner arteriyosklerozun gelismesine karsi major bir

defans saglar.

Major arterler arasi iligki: Direkt kollateraller 3 major koroner arterin her birisi

arasinda olabilir. Damarlarin direkt devam etmesi veya iki yonlii kollateral seklinde olabilir."'
1. Distal sirkumfleks koroner arter ile distal sag koroner arasi,
2. Sag koroner arterin posterior desendan dali ile sol anterior desendan arter arast,
3. Sol anterior desendan arter ile distal sirkumfleks koroner arter aras.

Sekonder koroner arterler arast iligki: Kollateral dolasim sekonder koroner arterler

arasinda da ve ¢ift yonlii olabilir. !

1. Konus dali sol anterior desendan arter aras,
2. Kugel arteri ile AV nod arteri arasi,

3. Sol anterior desendan arterin ventrikiiler septal kollateralleri ile posterior desendan

arter arasi,

4. Sag akut marjinal veya sag anterior ventrikiiler arter ile sol anterior desendan arter

arast,
5. Sirkumfleks marjinal arter ile sag koroner arter arasi,
6. Sirkumfleks marjinal arter ile sol anterior desendan arter arasi,

7. Diagonal arter ile sirkumfleks marjinal arter arasi,
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8. Sag koroner arterin atriyal dallar1 ile sirkumfleks arter arasi,
9. Atriyal sirkumfleks arter ile sag koroner arter arast,
10. Diagonal arter ile sol anterior desendan arter arast,

11. Proksimal sirkumfleks marjinal arter ile distal sirkumfleks marjinal arter arasi.

AKUT MiYOKARD ENFARKTI

Miyokard enfarkti, geri doniisiimsiiz “miyokard nekrozu” anlami tasir.'> Koroner
arterler iizerindeki fiziksel stresler ve oksijen talebindeki degisiklikler miyokarda kan

. 13
sunumunu belirler.

AMI genglik ¢agindan yashliga kadar her ¢agda goriilebilir; insidansi yagla birlikte
progresif olarak artmaktadir. 45 ile 54 yaslar1 arasinda, erkeklerde 4-5 kat daha siktir, 70-80
yas arasinda bu oran 2:1’e diiser. Yalnizca 80 yas ve sonrasinda cinsiyet farki ortadan kalkar.
Diabetes mellitus gibi baz1 predispozan aterojenik durumlar1 olanlar hari¢, kadmnlar tireme
cag1 boyunca MI’a kars1 korunmuslardir. Oral kontraseptifler (6zellikle gecmisteki formiilleri)
35 yas istii ve sigara icen kadinlarda MI riskini arttirrken daha az Gstrejen igeren yeni

formiiller bu riski tagimaz.'*

Iskemik kalp hastaliginin diger klinik sekilleri gibi MI siddeti de miyokard O,
(oksijen) talebi ile koroner kan sunumu arasindaki dengesizligin derecesi ve siiresi ile yakin
iligkilidir. Enfarktiisiin uzun siireli sonuclar1 biiylik oranda nekroze olmus miyokard
yaygmligina baglidir. Hastanin semptom ve bulgular1 uzamis iskemi esnasinda gelisen

fizyolojik, hiicresel ve biyokimyasal degisiklikleri yansitir."?
Patogenez

Miyokard enfarktiisii, genellikle ana koroner arterlerden birinde dnceden olusmus
duvar travmas: yada kopan bir aterosklerotik plak iizerinde olusan trombiis sonucu gelisir.'?
Once iskemi olusur, iskeminin boyutu énemli olursa ve siiresi yeterince uzarsa ardindan
miyokard enfarkt1 gelir. Miyokard enfarktinin kapsami; iskeminin boyutuna, tikanan koroner
arterin besledigi kas kitlesine, kollateral kan akimi miktarma ve arterin besledigi dokunun

oksijen gereksinimine baghdir. Miyokard enfarkti; sol ventrikiil duvar kalmligmin timiini
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tuttugu zaman, transmural; yalniz subendokard ve cevre dokuyu tuttugu zaman ise, non-

12
transmural’dir.

Su olaylar dizisi One siiriilmiistiir: Spontan olarak veya vazospazma, plak i¢i
hemorajiye, ya da kalp hizinda ani artisa bagli olarak genis bir aterom riiptiire olur veya catlar
ve plaga eklenen tikayict trombiisin olusumunu baslatrr.'* Trombosit tutunusu ve
aktivasyonu, trombiisiin yapimina katkida bulunur ve aktive trombositlerden salinan

tromboksan gibi vazoaktif lirlinler vazospazmi daha da arttirabilir.

Bir MDI'niin ulasacagi son durum, dakikalar ile saatler arasinda degisen bir zaman
diliminde belli olur. Kollateral akim ve kollateraller boyunca olas1 tekrar akimimn olusturdugu
veya fibrinolitik tedavi sonucu lizise ugramis trombiisiin sebep oldugu ¢esitli iskemi
derecelerine bagl olarak bazi hiicre topluluklar1 digerlerinden 6nce 6liirler. Tablo 1’de akut

iskemide miyokard hiicrelerinde degisiklik sekansi verilmistir.

Tablo 1: Akut iskemide miyokard hiicrelerinde degisiklik sekansi.

ATP azalmasinin baslangici Hemen o an
Kontraktilite kaybi1 1-2 dk
ATP’nin %50 azalmast 10 dk
Irreversibl hiicre hasar1 20-40 dk

ATP: Adenozin trifosfat

Hayvanlarda ve muhtemelen insanlarda, transmural enfarktiislerin ¢ogu
subendokardiyal lezyonlar olarak baslar. Subendokardiyal miyokard, sol ventrikiil duvarinin
en az perflizyonu olan alanidir. Ciinkii sistol sirasinda mikrodolagim1 ventrikiil duvarmin dis
katlarmin basincina maruz kalir. Bu nedenle ilk énce bu bdlgede harabiyet izlenir. iskemi
yeterince ciddi ise, iskemik nekroz duvar boyunca dalga dalga yayilabilir.'* Enfarktiisiin
sonugta ulagacag biiyiikliik (1) iskeminin yaygmlhigina, ciddiyetine ve siiresine, (2) kollateral
akimin ¢okluguna, (3) riskli miyokardin metabolik ihtiyac¢larina, (4) reperflizyon hasarinin

komplikasyonlarma baglidir."
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Morfoloji:

Tiim transmural enfarktiisler (interventrikiiler septum dahil olmak iizere) sol ventrikiilii
tutarlar. Sag ventrikiiliin izole tutulumu ise nadirdir, yalnizca sag ventrikiiliin kronik olarak
gerilmesi ve hipertrofisi ile birlikte goriiliir.'* AMi’lerinin %1-2’si atriumu tutar. Bunlar
genellikle genig bir posterior sol ventrikiil enfarktiisiine eslik eder. Tikayici bir koroner

trombiis genellikle, iskemik lezyonu sulayan ana arterde su sekillerde bulunabilir:'*

Sol 6n inen koroner arter=—————>  Apekse yakin sol ventrikiiliin 6n duvari;

(%40-50) interventrikiiler septumun anterior 2/3’u
Sag koroner arter =—— Sol ventrikiiliin arka duvart;
(%30-40) interventrikiiler septumun posterior 1/3’u

Sol sirkumfleks arter =~ =————  Sol ventrikiiliin lateral duvari
(%15-20)

AMPI'niin morfolojisi zamanla degisir. 8-12 saatten yeni ise, normalden biraz daha
soluk olabilir veya ciplak gozle farkedilmeyebilir; bununla bereber ilk 3-6 saat icinde doku
kesitleri trifenil-tetrazolium-klorid (TTC) soliisyonuna batirilarak iskemik alanlar
belirlenebilir; bu durumda oksidatif enzimlerin korundugu saglam miyokard kizil-kahverengi
renk alir. Enfarktiis alanlar1 ise boyanmadigi icin soluk kalir. 18 ila 24 saatte enfarktiis, soluk
veya siyanotik goriiniimii nedeni ile ayirt edilebilir. ilerleyen giinlerde, enfarktiis daha keskin
smirlarla ayrilir, sar1 renk alir ve yumusar. Birinci haftanin sonunda, hiperemik, iyi kanlanan,
nemli konnektif doku ile ¢evrelenir ve bunu izleyen haftalarda enfarktiisiin yerinde fibrozis,
vaskiiler skar dokusu gelisir. Birgok durumda, altinc1 haftanin sonunda iyi gelismis bir skar
dokusu vardir. Fakat skar dokusunun biitiinliyle enfarktiis alaninin yerini alma siiresi orijinal

lezyonun biiyiikliigiine baglhdur.'*

Temelde, irreversibl olarak zedelenmis hiicreler dnce biyokimyasal ve submikroskopik
degisiklikler gosterir, daha sonra tipik iskemik koagiilatif nekroza ugrar, eosinofili artar,
piknoz (nukleus kondansasyonu) gelisir. Daha sonra rezorpsiyon goriiliir ve skar dokusu
bunun yerini alir. Rutin doku boyalar1 ile koagiilatif nekroz ilk 4 ile 8 saatte farkedilmeyebilir,
fakat iskeminin baglangicindan sonraki bir saat i¢inde kontraksiyon yapamayan 6lii fibrillere
komsu olan canli kas lifleri anormal gerginlige maruz kaldiklar1 i¢in gerilebilir ve dalgali

gorliiniim alirlar. Hasara ugrayan marjinal hiicrelerde veya reperfiizyondan sonra enfarkt
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alanindaki hiicrelerin tiimiinde, transvers kontraksiyon bandlar1 ve kimi zaman da interselliiler

kanama izlenir.'*
Klinik seyir:

Akut MiI'niin klinik tamsi ii¢ grup veriye dayamr; (1) semptomlar, (2) EKG
(Elektrokardiyografi) degisiklikleri, (3) spesifik serum enzimlerinde yiikselis."*"* Klinik
belirtiler bazen tipik degildir. Vakalarm %20’°si asemptomatiktir ve yalnizca, EKG bulgular1
ve/veya serum enzimlerindeki ylikselis ile tani konabilir. Tanida en degerli laktik

12-14 . ..
Bu enzimler 6len

dehidrogenaz (LDH) ve kreatin kinazin (CPK) serum seviyeleridir.
miyokard hiicrelerinden seruma sizarlar. LDH-1 izoenzimi esas olarak kardiyak bir enzimdir
ve 18-36 saatte en yliksek seviyeye ulasir, 3 veya 4 giin icinde esas degerine diiser. CPK
seviyesi ve Ozellikle MB fraksiyonu daha spesifiktir. 4-8 saatte normalin iistiine ¢ikar, en {ist
seviyesine erkenden veya giinlerce sonra ¢ikar ve yaklasik 4 giin iginde normal seviyeye

iner.'*
Akut Miyokard Enfarktinda Ritim Bozukluklar

Akut miyokard enfarkt1 gegiren hastalarda olusan ritim bozukluklari; hemodinaminin
bozulmasma, miyokardin oksijen gereksiniminin artmasina veya sliregen ventrikiil tagikardisi
ya da ventrikiil fibrilasyonu gibi malign ritim bozukluklarma yol agarsa, tedavi edilmelidir.'?
Normal kosullarda pek zararli olmayan bazi ritim bozukluklar1 kat1 ve kompliyansini yitirmis
ventrikiilleri olan hastalarda atriyoventrikiiler zamanlamanin bozulmasi sonucu kalp debisini

diisiirebilir.'*

Akut miyokard enfarktmi izleyen erken donemde, ventrikiil odakli erken atimlar sik
goriliir. Ventrikiil odakli erken atimlar, her ne kadar sonradan gelisecek ventrikiil tagikardisi
veya fibrilasyonu erken uyaricisi kabul edilirse de, ventrikiil fibrilasyonunun uyarici bir ritim
bozuklugu olmaksizin dogrudan basladigi hasta sayis1 da fazladw. Hemodinamiyi bozan
siiregen ventrikiil tagikardisi olusursa, hemen kardiyoversiyon uygulanmalidir. Iyi tolere
ediliyorsa, kisa bir siire i¢in sinirli lidocaine tedavisi denenebilir. AMI nedeniyle hastaneye
yatirilan hastalarin %2-3’iinde ventrikiil fibrilasyonu goriiliir ve bu hastalar vakit yitirilmeden

200-400 joule ile defibrile edilmelidir. "

Atriyal flutter veya fibrilasyonun neden oldugu ventrikiil hiz artiglari, miyokardin
oksijen kullanimin1 yiikselttikleri i¢in, siiratle tedavi edilmelidir. Ventrikiil hiz1 farmakolojik

ajanlarla kontrol altina almamiyorsa, erken elektriki kardiyoversiyon diisiiniilmelidir.'*"
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ANJIYOGENEZ

Mevcut kan damarlarindan yeni kan damarlarinin gelismesi demek olan anjiyogenez,
viicutta dogal olarak ortaya ¢ikan bir siireg olup, bazi durumlarda patolojik de olabilir."
Fizyolojik anjiyogenez; embriyogenez, yara iyilesmesi ve kadn iireme sisteminde gozlenir.'®
Proanjiyogenik ve antianjiyogenik faktorler arasindaki denge bozuldugunda anjiyogenez
kontrol edilemez. Inflamatuar hastaliklarda, cesitli kanserlerde ve gdz hastaliklarinda
anjiyogenez patolojik olarak ortaya ¢ikmaktadur.'”'®

Anjiyogenez olduk¢a karmasik bir mekanizma ile gerceklesir. Ekstraseliiler matriks ve
matriksi ¢evreleyen hiicrelerden salman pek ¢ok biiylime faktorii, sitokinler ve bunlarin

reseptorleri anjiyogenezde temel rol oynar.'*?*

Damar endotelini olusturan endotel hiicreleri,
anjiyogenez siireci i¢inde yer alan temel hiicredir. Perisitler ile birlikte kapiller damar
duvarlarmi olustururlar ve ana damarlari, dallar1 ve kapiller ag1 olusturucu genetik bilgileri
icerirler.”® Eriskin insanlardaki vaskiiler endotelyal hiicreler tipik olarak diisiik turnover
hizinda olmalarmma ragmen, yasamlari boyunca yeni kan damarlar1 olusturacak cogalma
kapasitesine sahiptirler.**

Anjiyogenezin diizenlenme evreleri pek ¢ok biiyiime faktoriiniin ve diizenleyici
proteinin kontrolii altindadir. Anjiyogenik uyaranlarin artis1 ve anjiyogenez inhibitdrlerinin
azalis1 anjiyogenezi baglatmaktadir. Anjiyogenik ve antianjiyogenik faktorler Tablo 2’de

gosterilmektedir.”® Tablo 3’de ise onemli anjiyogenik faktorler ve etki mekanizmalari

Ozetlenmistir.
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Tablo 2: Anjiyogenik faktdrler ve anjiyogenezi onleyen faktorler.

Anjiyogenik Faktorler

Anjiyogenezi Onleyen Faktorler

VEGF (Vaskiiler
faktor)

endotelyal biliylime

Trombospondin- 1

PGF (Plasental biiylime faktor) Anjiyostatin
FGF (Asidik, bazik fibroblast biiyiime Endostatin
faktor)
FGF-3 (Fibroblast biiyiime faktor-3) Vazostatin
FGF-4 (Fibroblast biiyiime faktor-4) Vaskuler eldotelyal biliylime faktorii
inhibitori

TGF-a (Transforme edici bliylime faktor

Trombosit faktor-4 fragmani

o)
TGF-B (Transforme edici biiylime faktor-
Prolaktin derivesi
B)
EGF (Epidermal biiyiime faktor) Restin
HGF (Hepatosit biiyiime faktor) Proliferinle ilgili protein
TNF-a (Tiimdr nekroz faktor-o) Interferon-o-f
PDGF (Trombosit kaynakli biiylime y
Anjiyopoetin-2
faktor)

GCSF (Grantilosit koloni uyaran faktor)

Antitrombin-3 fragmani

IL- 8 (Interlokin-8)

Interferon ile indiiklenebilen protein- 10

Anjiyogenin

Proliferin

NO (Nitrik oksit)
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Tablo 3: Onemli Anjiyogenik Faktérler ve Etki Mekanizmalari

FAKTOR ETKI MEKANIZMASI
Vascular Endothelial Growth Factor Endotelyal mitojen,
(VEGF) Survival faktor,

Permeabilite indiikleyici

Basic Fibroblast Growth Factor (bFGF / Endotelyal mitojen,
FGF-2) Anjiyogenez indiikleyici
Survival faktor

Flk-1 Ekspresyon indiikleyici

FGF-1, FGF-3, FGF-4 Endotelyal mitojen

Anjiyogenez indiikleyici

Transforming Growth Factor a (TGF-a) Endotelyal mitojen
Anjiyogenez indiikleyici

VEGEF ekspresyonu indiikleyici

Epidermal Growth Factor Zayif endotelyal mitojen
VEGF ekspresyonu indiikleyici

Hepotocyte Growth Factor / Scatter Factor Endotelyal mitojen, mitojen
( HGF/SF) Anjiyogenez indiikleyici
Transforming Growth Factor 3 (TGF-f3) Endotelyal biiyiime inhibisyonu

Anjiyogenez indiikleyici

VEGEF ekspresyonu indiikleyici

Tumor Necrosis Factor o (TNF-a) Endotelyal mitojen
Anjiojenez indiikleyici

VEGF ekspresyonu indiikleyici

Platelet Derived Growth Factor (PDGF) Endotelyal mitojen
Endotelyal motilite faktorii

Anjiyogenez indiikleyici
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Yeni damar olusumu asagida belirtilen olaylar1 kapsayan ¢ok basamakli bir siiregtir:
1. Bazal membranin proteolitik enzimler tarafindan yikilmasi,
2. Endotel hiicre aktivasyonu, proliferasyonu ve gocii,
3. Tiibil olusumu ve olgunlagsma, damar stabilizasyonu ve ekstraselliiler matriksin yeniden
sekillenmesi.
1. Bazal Membranin Proteolitik Enzimler Tarafindan Yikilmasi
Anjiyogenez siireci damar endotelini doseyen kollajen, laminin gibi glikoproteinlerden
ve heparan siilfat gibi proteoglikanlardan olusan bazal membranin proteolitik yikimi ile
baslar.”® Endotel hiicreleri go¢ etmek ve ¢ogalmak iizere uyarildiginda membran ve hiicreler
arasinda bir boliinme meydana gelir. Normalde, endotel hiicreleri yayilma etkisi gdstermeyen
tek bir tabaka olustururlar. Ancak anjiyogenez sirasinda ¢ogalip yayilma gosterirler. Normal,
hastalikli yada hasarli dokularda iiretilip salgilanan anjiyogenik biiyiime faktdrleri komsu
dokulara difiizyon yolu ile gecer. Anjiyogenik biliylime faktorleri yakinindaki dnceden var
olan kan damarlarinin endotel hiicrelerinde bulunan 6zgiin reseptorlere baglanirlar. Biiyiime
faktorleri tarafindan aktive edilen proteolitik enzimler bazal membranin ve endotel hiicrelerini
doseyen ekstraseliiler matriks (ECM) bilesenlerinin yikimina neden olur. ECM’nin enzimatik
yikilimmi, endotel hiicrelerinin uyarilmasi ve kapiller filizlenme izler.”” Endotel hiicrelerinin
invazyon ve go¢ siirecleri, plazminojen aktivator (PA) ve matriks metalloproteinaz (MMP)
sisteminin isbirligi icinde aktive olmasini gerektirir. Urokinaz-tip (uPA) ve doku-tip (tPA)
plazminojen aktivatorleri plazminojeni plazmine g¢eviren serin proteazlari grubuna aittirler.
ECM hbilesenlerinin yikilmasi ve MMP-1, MMP-3, MMP-9, elastaz gibi matriks
metalloproteinazlarinin aktivasyonu da plazminin islevleri arasmdadir.**>°
2. Endotel Hiicrelerinde Gogme ve Cogalma
Anjiyogenik uyari, proteolitik yikim ile kisa bir siire sonra endotel hiicrelerini aktive
eder. Endotel hiicreleri ekstraselliller matrikse gé¢ eder ve cogalir. Bu siirecte en etkili
anjiyogenik faktor vaskiiler endotelyal biiyiime faktorii (VEGF) dir.”!
3. Kapiller Olusumu ve Damar Olgunlagsmasi
Endotel hiicre ¢ogalmasmdan sonra ECM bilesenlerinin depolanmasi ve bir araya
getirilmesi i¢in ekstraselliller proteoliz mutlaka lokal olarak inhibe edilmelidir. Kapiller
filizlenme olustuktan sonra yine bu filizlenmenin ucunda yeni olusmus ECM’de yikilma

ortaya ¢ikar ve bu sayede daha ileri yayillimi miimkiin olur. Bazal membranin yikilmasi
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endotel hiicre gogiine ve filiz olusumuna izin verir. Endotelin yol almas1 ve uzamasi sirasinda
hiicre i¢i ve hiicreler arasi boslukta, sonunda kendilerinden damarlarin olustugu limenler
gelisir. Boylece, ekstraselliller matriks proteolizisinin birbirini sirayla izleyen aktivasyon ve
inhibisyonlar1 sonucunda kapillerler olusur. Proteolitik yikilma ve endotel hiicresi go¢iinden
sonra yeni olusan kapillerler, yeni bazal membrani olustururlar. Bu nedenle, endotel
hiicrelerinin yeni kapiller yapilar olusturabilmeleri ig¢in birbirlerine ve ECM’e tutunma
gereksinimi vardir. Damar olgunlastiktan ve uygun anjiyogenez ortaya ¢iktiktan sonra
anjiyogenik faktorlerde azalma goriilirken, anjiyogenez inhibitorlerinde artis gozlenir.
Boylece endotel hiicreleri sessiz bir hale biiriiniir ve damarlar kan akimini baglatmaya hazir
hale gelmis olur.>*?

Bu olaylar1 6zetleyecek olursak; fibroblast biiyiime faktorii (basic-FGF) ve VEGF gibi
biiylime faktorlerinin aktivasyonu, hiicrelerin ¢ogalmasini ve ekstraselliiler matriks i¢ine go¢
etmesini uyarir. Ayni zamanda bliylime faktorleri tarafindan aktive edilen proteolitik enzimler
bazal membranin ve endotel hiicrelerini doseyen ECM bilesenlerinin yikilmasina neden olur.
Mitojenik endotel hiicreleri kapiller filizleri olusturur. Integrinler gibi membran proteinleri de
bu siire¢ iginde yer alir ve endotel hiicrelerinin birbirine ve ECM’ye tutunmalarmna yardimei
olurlar, boylece yeni kapillerler olusur. Biiylime faktorlerinin inhibisyonu veya biiyiime faktor
inhibitorlerinin varlig1 anjiyogenezi azaltir. ECM’nin proteolitik yikim1 da inhibe olur ve yeni

olusmus kapillerler etrafinda matriks bilesenleri sentez edilir (Sekil 2).
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Sekil 2: Normal doku onarimmu ve tiimorlerde anjiyogenezi uyaran ortak yollar

YARA TUMOR
DOKU HASARI PROGRESSIF BUYUME

(+) HIPOKSI 1

VEGF, TNF-q, FGF, TGF f 1

HIPERPERMIABILITE 1

|

FIBRIN OLUSUMU 1

ANJIYOGENEZ VE FiBRINOLiZ

«— \

DOKUNUN YENIDEN SEKILLENMESI TUMOR GELISIMI VE
VE NORMAL DAMARLANMA DISFONKSIYONEL DAMARLANMA

Baz1 Anjiogenik Faktorlerin Ozellikleri
Vaskuler Endotelyal Biiyiime Faktorii: (Vascular endothelial growth factor; VEGF);

VEGF anjiyogenezde rol oynayan faktorlerden biridir. VEGF; postnatal damarlanma,
yara iyilesmesi, kanser, romatoid artrit, retinada yeni damarlanma ve kalp-damar hastaliklar1
dahil olmak tizere ¢ok sayidaki patofizyolojik durumda 6nemlidir. VEGF baslangigta damar
gecirgenligini arttiran bir faktor olarak tanimlanmistir. Endotel hiicrelerinin ¢ok sayidaki
biyolojik fonksiyonunu, sitokin sentezi ve salinimini, trombolitik ve pihtilagma yollarinda yer

alan molekiillerin ekspresyonunu ve diiz kas hiicre hiperplazisini diizenler.””’

Epidermal Biiyiime Faktorii: (Epidermal growth factor, EGF);
Polipeptit yapili olup bircok dokuda bulunur ve trombosit degraniilasyonu sirasinda
salinir. Epitel hiicreler, endotel ve fibroblastlar i¢in kemotaktiktir. Anjiyogenezi ve kollagenaz

aktivitesini uyarir.”®
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Fibroblast Biiyiime Faktorii: (Fibroblast growth factor, FGF),;

Mezenkimal hiicreler i¢in mitojendir. Endotel proliferasyonu ve motiliteyi arttirarak
neovaskiilarizasyonu hizlandirarak anjiyogenezde etkilidir. Ayrica heparinin etkilerini
giiclendirmek, kollajen sentezini uyararak, yaranimn kontraksiyonunu ve epitelizasyonu
saglamak ve fibronektin ve proteoglikan sentezini uyararak adhezyonu kolaylastirmak gibi

etkileri vardir.*

Trombosit Kaynakli Biiyiime Faktorii: (Platelet-derived growth factor, PDGF);
Trombositlerin alfa graniilleri i¢inde bulunur. Tlimorler, endotel hiicreler, makrofajlar,
diiz kas hiicreleri ve trombositler PDGF benzeri biiylime faktorleri salgilarlar. Makrofajlar ve
polimorf niiveli 16kositlerin kemotaksisini uyarir. Fibroblast ve diiz kas hiicrelerinde hem
kemotaksis hem mitogenezi uyarir. Kollajen ve fibronektin sentezini uyarir; ayrica kollajenaz

aktivitesini arttirir.*°

Transforme Edici Biiyiime Faktorii-f: (Transforming growth factor p, TGF-p);

Trombositler, makrofajlar, lenfositler, kemik, bobrek gibi farkli dokulardan izole
edilmistir. Trombositlerin alfa graniilleri i¢inde yogun miktarda bulunur, hasarlanan bolgeye
degraniilasyonla salinir. Diisiik dozda anjiyogenik, yiliksek dozda antianjiyogenik ozellikler
gosterir. Monositleri uyararak FGF, PDGF, TNF-a, IL-1 gibi biiyiime faktorlerinin salinimini
saglar. Makrofajlar icin kemotaktiktir; fibroblast kemotaksisi ve proliferasyonunu uyarir.
Kollajen sentezini uyarirken, diger taraftan kollajenazi aktive eden faktdrlerin etkisini azaltir.
Fibroblastlarda fibronektin ve proteoglikan sentezini uyararak yara kontraksiyonunda rol
oynar. Matriks remodeling olayinda gorev yapar. Ayrica epitelyal hiicre proliferasyonunu

41
uyartr.

Tiimér Nekrozis Faktor -Alfa (Tumor necrosis factor;, TNF-a. ):
Kanser kaseksisi ve endotoksik sokta yer alir. Ates yiikseltici 6zelligi bulunur. Diistik
dozda endotelyal hiicre ¢ogalmasini ve tiibiil olusumunu saglarken, yiiksek dozda zit etki

gosterir. Proenflamatuar zellikleri ile in vivo olarak yeni damar olusumuna yol agar.*
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WNT SINYAL iLETiM YOLAKLARI VE KARDIiYOVASKULER HASTALIKLAR

Salgilanabilen ve sistein’ce zengin glikoproteinlerden olusan wnt protein ailesi iiyeleri,
reseptor aracilikli sinyal yolaklarmin aktivasyonunda kullanilan ligandlar olarak gorev
yaparlar. Wnt’lerin baglattig1 sinyal yolaklarinin, omurgali ve omurgasizlarin embriyolojik
gelisimi sirasinda hiicre proliferasyonu ve gocii, hiicre kaderinin belirlenmesi ve hiicrenin
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farklilagmasi gibi ¢esitli olaylarda 6nemli role sahip olduklar1 bilinmektedir. Bu yolaklarin

ozellikle memelilerde merkezi sinir sistemi, iskelet sistemi ve ekstremitelerin gelisimindeki

6nemi de gosterilmistir.”*

Bunlara ek olarak son yillarda omurgali embriyolarinda erken
fetal donemde anteriyor mezodermden “kardiyak crescent” olarak bilinen bir grup hiicrenin
hemen yanlarindaki endodermden salgilanan wnt ve benzeri bir takim proteinlerin uyarimi ile
farklilagarak kalp olusumunu baslattiklar1 ve kardiyovaskiiler morfogenez ve yapilanmada da
rol aldiklar1 bildirilmistir. ** *>*’

Yine kardiyovaskiiler patolojilerin ortaya ¢ikis nedenleri ile ilgili yapilan molekiiler
caligmalarda fetal doneme ait bu gen ekspresyonlarinin siklikla gdriilmesi bilim ¢evrelerinde
heyecan yaratmis ve bu konuda yeni bir alanin varligini ortaya koymustur, %!

Kanatsiz sirke sineginde yapilan embriyolojik gelisimle ilgili arastirmalar sirasinda bu
stirecte rol oynadig1 belirlenen ve ismini buradan alan (wingless) wnt proteinleri {izerine ilk
aragtirmalar c¢esitli neoplastik hastaliklarla ilgili sitobiyolojik incelemeler sirasinda
yapilmistir.

Yakin bir geg¢miste kardiyovaskiiler patolojilerde fetal doneme ait gen
ekspresyonlarinin siklikla goriilen bir durum oldugunun belirlenmesi bu konuda wnt-frizzled
yolaginin Onemini arttirmis ve bircok calismanin baglatilmasmna neden olmustur. Bu
caligmalarda B-katenin’in kardiyak ve endotel hiicrelerinde ¢esitli nedenlerle gelisen (MI,
travma gibi) yaralanmalar sonrasi gen transkripsiyonu ve hiicre ¢ogalma siirecinde yer aldig1
gosterilmistir.

Wnt-frizzled yolagmmin yeniden damarlanma ve anjiyogenez siirecinde oynadigi rol
konusunda yapilan c¢aligmalar 6zellikle anjiyogenez sirasinda 6nemli bir belirleyici olan
VEGF nin, endotel hiicrelerinde baglattig1 B-katenine ait tirozinin fosforilizasyonu iizerinde
durmaktadir. VEGF bu siire¢ sonunda adheran baglarda B-katenin/kadherin dagiliminda
degisikliklere neden olmaktadir. GSK-3 P’nin etkisizlestirilmesi kardiyomiyositlerde

hipertrofiye neden olurken, etkinlestirilmesi ise deney hayvanlarinda endothelin-1 ve
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phenylephrin’e verilmesine yanit olarak gelisen hipertrofiyi engellemektedir. Arter
yaralanmasi sonrasi iki ile yedi giin icimde Rfzb-1 ekspresyonu artmaktadir.

Sonug olarak daha agiklanmasi gereken bir¢ok konu bulunsa da son yillarda yapilan
bir ¢ok caligma wnt-frizzled yolagmin kardiyovaskiiler patolojilerin gelisimi sirasindaki
onemini ortaya koymustur.

Wht Sinyal iletim Yolaklar

Whnt proteinleri fonksiyonlar1 bakimimdan diisiiniildiiglinde iki sinifa ayrilabilir. Bunlar
wntl ve wnt5a’dir.’ Wnt 1 siifi proteinler Xenopus’m erken embriyolojik gelisimi sirasinda
viicut aksmin kopyalanmasini saglarken wnt5a sinifi proteinler ise morfogenik hareketleri
etkiler ve wntl sinifi proteinleri antagonize eder. Bu iki sinif wnt proteinlerinin farkl etkileri
olasilikla onlarla ilintili iki sinyal ileti yolag1 olmasindan dolayidir. Kanonikal yolak olarak
bilinen wntl sinifi proteinlerin gorev aldigir yolak genellikle B-katenin {izerinden sinyal
iletirken, wnt5a sinifi proteinlerin i¢inde bulunduklar1 kanonikal olmayan yolak ya da baska
bir deyisle Wnt / Ca** yolagi hiicre i¢i kalsiyum salmimuni arttirarak sinyal iletir,

B-katenin Bagimh Wnt Sinyal Yolag::

Hiicrede B-katenin plazma membranindaki cadherinler’le ya da baslica Axin, APC,
Casein Kinaz (CK1) ve Glikojen Sentaz Kinaz (GSK3b) iceren ve “destruction complex”
(yikic1 kompleks) ad1 verilen bir yapi1 ile baglh olarak bulunur.
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Sekil 3a-3b: Wnt/B3 katenin sinyal yolagi
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Sekil 3a’da gorildigli gibi, Wnt ligandi olmadiginda yikict kompleks icerisinde
bulunan B-katenin GSK3b tarafindan fosforile edilerek serbest hale geger ve ubiquitin
sistemince tanmarak yikima ugrar.”> Hiicrenin “off-state” dedigi ya da baska bir deyisle
yolagin kapali oldugu bu durumda B-katenin sitoplazma ve g¢ekirdekte yok denecek kadar
azdrr ve bu yolagin sorumlu oldugu proliferasyon ve farklilagma ile ilgili hedef genler
yardimct represor proteini Groucho ile bagli olan TCF ve LEF transkripsiyon faktorleri
tarafindan baskilanmaktadirlar. Yine bu durumda yolagin aktivasyonunu onlemek {izere,
salgilanabilen Frizzled Proteini (sFRP) ve Dickkopf (DKK) sirasiyla hiicre disindaki Wnt
ligandlarina ve yardimci reseptor gorevi yapan LRP5/6’ya baglanirlar. Wnt’in Frizzled (Frz)
reseptoriine baglanmasi, sitoplazmada Dishevelled (DSH ya da DVL) adi verilen bir
fosfoproteinin aktivasyonuna ve axin ile bagli oldugu yikict kompleksin plazma membranina
iterek axin’in yikimmna neden olur (Sekil 3b).”* Yine DSH’nin aktivasyonu GSK3b’nin
inhibisyonunu, dolayist ile B-katenin’nin fosforillenememesini ve sitoplazmada birikmesini
saglar. Sitoplazmada biriken B-katenin ¢ekirdege giderek Groucho ile baglanir. Bu da
TCF/LEF’in serbest kalmasin1 ve hedef genlerin transkripsiyonunu baglatmasimi saglar. Sonug
olarak, hiicrenin “on-state” ya da yolagin a¢ik oldugu bu durumda wnt bagiml axin yikimi ve
GSK3b inhibisyonu ile ¢ekirdekte B-katenin birikerek bu yolagmn sorumlu oldugu genlerin
transkripsiyonunu baglatmis olur.

Wnt/ Kalsiyum Sinyali:

Sirke sinegi D. Melanogaster’in Planar-Cell-Polarity yolagi ile ¢ok benzerlik gdsteren
Wnt/Ca yolagi, mekanizmasini ¢ok iyi bilinmemekle birlikte, 6zellikle omurgali erken fetal
donemde hiicre gocii ile ilgili genlerin ekspresyonundan sorumludur. Sekil 4.’deki olasi
modelde de goriildiigii gibi Wnt’in Frz’a baglanmasi ile aktiflesen DSH, kalsiyum salinimina
ve buna bagli kalsiyum-duyarli PKC enzimi ile Kalsiyum/Kalmodulin-bagimli protein kinaz
II'nin ekspresyonunu saglar.”> Yine bu yolla, B-katenin yolagindan farkli baska sitoplazmik
proteinlerin de aktivasyonunu saglar. Ozellikle Wnt5’in ve Frz2’nin bu yolaktaki rolii

bilinmektedir.
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Sekil 4: Wnt/ kalsiyum sinyal yolag:

Son yillarda yapilan g¢aliymalarda her iki Wnt yolagininda kardiogenez ve kalp

hastaliklarda 6nemli role sahip olduklar gosterilmistir. *>°

Whnt Sinyal iletim Yolaklar
1) Kardiyak Yaralanma ve Lyilesme Siireci

Kardiyovaskiiler hastaliklarda 0Ozellikle miyokard enfarktiisii (MI) sonrasi yara
iyilesmesinde hiicre ¢ogalmasi ve gocli 6nemli bir rol oynamaktadir. Bu yara iyilesme siireci
enfarkt alaninda fibroblast benzeri hiicrelerin ¢ogalmasini ve gociinii iceren karigik bir takim

>335 Bu fibroblast benzeri hiicreler enfarkt alaninda olusan

olaylar1 kapsamaktadir.
graniilasyon dokusunda bulunan hiicre dig1 matriksin depolanmasindan sorumludur. Fakat
normal fibroblastlarin aksine bu hiicreler kontraktil yapidadir ve bdylece ileride
miyofibroblastlara doniisebilecek o6zelliklere sahiptirler. Graniilasyon ve yara dokusu
olgunlagtiginda epikard ve endokard boyunca organize diziler halinde miyofibroblastlar

bulunabilmektedir.
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Miyofibroblastlarin kontraktil yapis1 ve ciddi bi¢cimde organize dizilim halinde
bulunmalar1 enfarktiis alanmin dilate olmasini engelleyerek kardiyak fonksiyonlarin
korunmasma katkida bulunduklarimi disiindiirmektedir.’®>” Bazi ¢alismalarda farelerde MI
sonrasi fibroblastlarm ¢ogalmasi ve gogii srasinda frizzled 2, enfarkt alaninda bulunanlarin
ise dvll eksprese ettikleri gosterilmistir. Frizzled 2 ekspresyonunun yanlizca
miyofibroblastlarin gogii sirasinda olmasi uzama islemi ile ilgisini diisiindiirmektedir.” Benzer
olarak bir bagka ¢aligmada, Dvll geni yokedilmis farelerde MI sonrasi ilk hafta i¢inde enfarkt
alninda riiptiir oram1 %75 iken kontrol grubunda bu oran %10 olarak bulunmustur.”® Yine bu
konuyla ilgili olarak MI sonrasi riiptiir goriilen farelerin enfarkt alnindan alman canli
miyokard hiicrelerinin intercalated diskleri immunohistokimya yontemi ile boyanmis ve (-
katenin birikimi kontrol grubuna oranla c¢ok diisiik diizeyde bulunmustur.” Bu durum
kardiyomyositler arasindaki sik1 baglarda -katenin eksikliginin kalbin yapisal biitlinligiiniin
bozulmasma neden oldugunu gostermektedir. Yine, MI gecirtilmis farelerde tiim genom
degisikliklerine bakmak icin yapilan bir array ¢alismasinda da enfarkt alaninda wnt inducible
signalling pathway protein’de (WISP) artis varken P-katenin seviyesinde ciddi derecede
azalma belirlenmistir.”!

Bunlara ek olarak, fare modelinde bir wnt inhibitdrii olan sFRP1(FrzA)’in artmis
ekspresyonu enfarkt alaninin azalmasmi ve kardiyak fonksiyonlarm gelisimini sagladigi

bildirilmistir.*’

1) Kardiyak Hipertrofi ve Kalp Yetmezligi

Insanlarda kalbin ard yiikii herhangi bir nedenle arttiginda kardiyomiyositlerde buna
cevap olarak hipertrofi gelismektedir. Deneysel ¢alismalarda da tavsan veya sigcanlarda
aortanin kismi olarak kapatilmasi sonucu olusan benzer bir durum sdzkonusudur. Hipertrofi
gelisimi swrasinda c-fos, c-myc ve c-jun gibi bu siireci diizenledigi diisiiniilen proto-
onkogenlerin sunumuda artmaktadir. Siganlarda hipertrofi gelisimi sirasinda frizzled 2
sunumunun arttig1 gosterilmistir.®’ Frizzled 2’nin hiicre i¢inde bulunan B-katenin miktarini
hipertrofi gelisimi sirasinda nasil arttirdig1 netlesmemisse de Wnt-frizzled yolaginin kardiyak
hipertrofi gelisimi sirasinda aktive oldugu gosterilmistir.®> Kardiyak hipertrofi sirasinda fetal
gen ekspresyon bigiminin tekrarladigi gosterilmistir Bu nedenle kardiyak gelisim sirasindaki
gen ekspresyonu iizerine yapilan caligsmalar hipertrofi olusum mekanizmalarinin daha iyi
anlasilmasmi saglayacaktir. Yakin zamanda xenopus ve civcivlerde yapilan g¢alismalar

anterolateral mezodermde olusan kardiyogenezin néral tiipten gelen sinyallerle inhibe
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edildigini ve bu tipte sinyallerin wnt-1 ve wnt-3a tarafindan taklit edilebildigini gdstermistir.
Dickkopf-1 ve crescent gibi wnt yolagmin antagonistleri bu alanda kalp olugumunun
indiiksiyonu i¢in gereklidirler. Normal kalp gelisimi sirasinda konikal wnt yolagi {izerinden
GSK-3B’ninde rol oynadig1 gosterilmistir. Ayrica civcivlerde yapilan bazi caligmalar wnt
sinyal yolagmin baskilanmasmin anterolateral mezodermde kalp olusumunu tesvik ettigini
aktif haldeki wnt sinyal yolaginin ise posterolateral mezodermde kan olusumunu arttirdigini
gdstermistir. >

Kardiyomiyosit hiicre kiiltiiriinde yapilan ¢aligmada GSK-3f’nin fonksiyonlarinin
baskilanmasmin hipertrofi gelisimindeki 6nemli rolii gosterilmistir.®* Ayn1 ¢alismada GSK-
3f’nin sunumunda artmanin endothelin-1 ve phenylephrinle olusturulan hipertrofik yaniti
engelledigi de belirlenmistir. Insan calismalarinda ise dzellikle kalp yetmezligi olan hastalarda
GSK-3p inhibisyonu belirgindir.

Schumann ve arkadaslar1 yaptiklar1 calismada kalp yetmezligi olan olgularda Frizzled
iliskili proteinlerin (FRP) ekspresyonunu gostermislerdir.®® FRP’ler CDR igeren fakat
transmembran baglar1 bulunmayan, Frizzled proteinlerine benzeyen salgilanabilir bir grup
proteinden olugmaktadir. Bu grup interstisiyumda dolasan proteinlerin ekspresyonunun
artmas1 bunlara baglanan wnt proteinlerinin hiicre membranint gecememesine ve dolayli
olarak inhibisyonuna neden olmaktadir. Sonug¢ olarak kalp yetmezligi olan olgularda wnt

proteinlerinin dolayli olarak inhibisyonu gozlenmektedir.

111) Anjiyogenez, Neovaskiilarizasyon ve Arter Yaralanmasi

Iskemik kalp hastaliklarinda 6zellikle miyokard enfarktiisii sonrasinda enfarkt alaninda
kan dolagimmin yeniden saglanabilmesi i¢in anjiyogenez onemli bir siirectir. Primer endotel
hiicre kiiltiirlerinde wnt-1"in asir1 ekspresyonu serbest B-katenin ve TCF/LEF kontrollii gen
transkripsiyonunu arttirmis ve hiicrelerin ¢ogalmasma neden olmustur.” Farelerde fzd5
geninin yoklugu anjiyogenez kusuruna, bu da 11. giin civarinda embriyonun kaybina neden
olmaktadir. Niiklear B-katenin hiicre dongii kontrolii lizerine etki ederek ¢ogalmay1 saglarken
plasma membraninda bulunan B-katenin yapisma iizerine etki etmektedir. Bu veriler wnt-
frizzled yolagmin damar olusumu ve gelisimindeki olasi rollerini agikca ortaya koymaktadir.
Vaskiiler endotel biiyiime faktorii (VEGF) anjiyogenezin asil diizenleyicisidir ve MI sonras1
yeni damar gelisiminde oynadig1 dnemli rol bilinmektedir. invitro deneyler VEGFnin endotel

hiicrelerinde B-katenin’in kompleksten ayrilmasina ve serbest kalmasina neden oldugunu
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gostermistir. Hiicre yapigsma birlesiklerinin dagilimi endotel hiicrelerinin yeni olusan damara
gocll icin gereklidir. Bu da MI sonrast VEGF’nin yeniden damar olusumunu tetikleyici
etkisinin bir sekilde B-katenin’e bagimli oldugunun gostergesidir.®® Bazi invivo ¢alismalarda
MI sonrasi yeni damarlanma sirasinda B-katenin’in endotel hiicrelerinde plazma zarmndan
sitoplazmaya dogru yer degistirdigi gosterilmistir. Bu hiicrelerde dvll ekspresyonu ile ayni
anda sitoplazmik B-katenin goriilmesi de wnt-frizzled yolagmnin yeniden damarlanma
srasindaki roliinii gosteren bir baska kanittir.®’

Endotel hasar1 sonrasi bu alana nétrofil ve makrofajlarin gocerek kopiik hiicrelerine
doniismesini, diiz kas hiicrelerinin go¢ii ve ¢ogalmasini izleyen siire¢ sonunda arterlerde
siklikla yiiksek akim ve tiirbiilansin arttig1 yan dallarin ¢ikisina yakin yerlerde ateroskleroz
geligir. Endotel hiicrelerinde hasarlanma sonrasi adheran baglarin tamirini de igeren ciddi
sekil degisiklikleri olusur. Yapilan bir calismada endotel hasari sonrasi saatler i¢inde a-
katenin ve P-kateninin kavsak pozisyonunda gevseme ve degisme oldugu ve endotel
bariyerinin gegirgenliginin degisim siirecine wnt-frizzled yolagmnin karistig1 belirlemistir.***
Bir bagka calisma ise aktive edilen notrofillerin sigir koroner endotel hiicre kiiltiirlerinde
gecirgenligi arttirdigmni gostermistir.”’ Bu gegirgenlik artist nedeniyle adheran baglarda olusan
degisim sirasinda membran boyunca [-katenin ve cadherin tek sira dizilimden karigik
dizilim sekline gecmektedir. Ratlarda aortanin balonla yaralanmas: siiretiyle yapilan deneysel
arter yaralanmast modelinde Rfzb-1 ekspresyonunun 2-7 giin igerisinde artt1g1, frizzled-1 ve
2’nin yaralanma sonrast ilk saat i¢inde diistiigii fakat 2 giin icerisinde yaralanmadan 6nceki
seviyesine geri dondiigii gosterilmistir.”' Duplaa ve arkadaslar1 sigir endotel hiicre kiiltiiriinde
FrzA analogu sFrp-1 ekspresyonunun polarize g¢ogalmayan vaskiiler endotel hiicrelerinde
arttigini, polarize olmayan ve gogalan endotel hiicrelerinde ise azaldigmni gostermistir.””

Son yillarda 6zellikle kalp krizi sonras1 hasarlanmig bolgenin tedavisinde yetiskin kalp
kok ya da progenitdr hiicrelerin kullanilmasi ve bu hiicrelerin erken fetal donemdeki
farklilagmay1 taklit ederek hasara ugramis bdlgede yeni hiicreleri olusturmasmim saglanmasi

cok 6nemli bir gelismedir.””

Bu noktada Wnt, Sonic Heghehog gibi sinyal yolaklarindaki
mekanizmalarin aydmlatilmas: kardiyovaskiiler hastaliklarin tedavisinin gelistirilmesine

katkida bulunacaktir.
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5. GEREC-YONTEM:

Deney Hayvanlari:

Calismamizda, agirliklar1 250-300 gr arasinda degisen standart laboratuar kosullarinda
beslenen toplam 16 adet erkek Wistar-Albino tipi sican denek olarak kullanildi.

Deney hayvani olarak sigan se¢ilmesinin nedeni; femoral arter kateterizasyon islemine
uygunlugu, Dokuz Eyliil Universitesi Multidisipliner Laboratuarinda yetistiriliyor olmas1 ve
miyokard iskemi modellerinde miyokardiyal kollateral dolasimmin daha az olmasidir.”

Sicanlar standart pellet yemler ile beslendi, su ve yeme islemleri serbest birakild.
Cerrahi islemden 12 saat 6nce yeme iglemi kesilerek su serbest birakildi.

Preoperatif ve peroperatif donemde hemodinamik instabilitesi olan (iskemiye bagli
ortalama arteriyel basincindaki diisiisiin 60 mmHg olmasi) ve deney siiresince 6len denekler

calisma dis1 birakild.

Anestezi-Moniterizasyon:

Deneklerin anestezisine eterle baslanip, ketamin ve ksantin (35 mg/kg ve 15 mg/kg,
im.) ile idame saglandi. Ardindan denekler trakeotomi agilarak entiibe edildi ve solunum
saysist 60/dk, %100 oksijen desteginde 10-15 ml/kg tidal voliimde mekanik hayvan
respiratoriine (HUGO SACS, rodent ventilator, Germany) baglandi.

Tidal volim ve solunum sayis1 entiibasyondan 15 dakika sonra aliman kan gazi
parametrelerinin  degerlendirilmesi ile pH’nin 7.3-7.5 araliginda, PaO;’nin hipoksi
gelismeyecek degerlerde ve PaCO;’nin 35-45 mmHg araliginda olmasi saglandi. Kan gazi 30
dakika sonra bir kez daha bakilip kan gazi degerleri (PaO;’nin >90 mmHg, PaCO;’nin 35-45
mmHg arahginda olmasi) kontrol edildi.”

Fizyolojik Parametrelerin Monitorizasyonu:

Kalp atim hizi, ritim, ortalama arteriyel basing monitdrden siirekli takip edilerek
iskeminin 0.-15.-30. dakikalarinda kaydedildi. Ayrica rektal viicut sicakligt iskeminin 0.-15.-
30. dakikalarinda 6lciildii. Parsiyel arteriyel karbondioksit basinci (PaCO,), parsiyel arteriyel
oksijen basmnci (PaO), pH, Hematokrit, laktat, glukoz icin arteriyel kan gazi alinarak

entiibasyon sonrast 15-30. dakikada bakilip kan gazi normal degerlerinin korunmasi saglandi.
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Hayvan Calisma Gruplar:
Denekler randomize olarak iki gruba ayrildi.

1. Sham grubu (n=38); Deneklere uygulanan tiim cerrahi girisim ve cerrahi iglemler yapildi.
Fakat kalbe ulasildiginda LAD (Left anterior descending) koroner arter okliizyonu
yaratilmadi. Daha once belirlenen bdlgelerden doku ornekleri 30 dakika sonra almarak

deneklerin kalpleri histopatolojik inceleme i¢in patolojiye gonderildi.

2. Calisma grubu (n=8); LAD (Left anterior descending) ilk diagonal yan dalini verdikten
sonra 6-0-10 mm’lik prolen siitiir ile baglanarak okliizyon yaratildi. 30 dakika iskemi sonras1
doku 6rnekleri belirlenen bdlgelerden alinarak deneklerin kalpleri histopatolojik inceleme i¢in

patolojiye gonderildi.

Cerrahi Islem:

Denekler yeterli anestezi derinligi saglandiktan sonra supin pozisyonda yatirildi.
Denekler trakeotomi acilip entiibe edilerek hayvan respiratoriine baglandilar. Solunum saysis1
60/dk, tidal volim 10-15 ml/kg olacak sekilde ayarlandi. EKG’nin goriintiilenmesi igin
eksremite distallerine DI-DII-DIII derivasyonlarinin elektrotlar1 yerlestirildi. Kasik ve gogiis
on duvari tirag edilip batikonla silindi. Sag karotis arteri devamli basing monitdrizasyonu igin

24G braniil ile, sol femoral ven de hidrasyon i¢in 24G braniil ile kateterize edildi.

Kalbe ulagsmak i¢in 4. interkostal araliktan sol anterolateral torokotomi yapildi ve
perikardiyotomi sonrasi ekartor konularak ekspojur saglandi. Koroner arterlere tromboz
olusumunu 6nlemek amaciyla kg basina 600 U heparin intravendz yolla verildi. 6-0-10
mm’lik atravmatik igneli siitiir materyali ile; sol ana koroner arterin kalbin 6n yiiziindeki
interventrikiiler septum trasesi boyunca ilerleyen left anterior descending (LAD) dali ilk
diagonal yan dalin1 verdikten sonra mid LAD bélgesinden intramiyokardiyal gegirilip ¢aligma
grubunda baglanarak okliide edildi . Kontrol grubunda ise c¢aligma grubunda tanimlanan
alandan 6-0-10 mm’lik atravmatik igneli siitiir materyali gegirildi, fakat koroner okliide
edilmedi. Bu islem sirasinda deneklerden herhangi birinde buna bagli ortalama arteriyel
basimgtaki diisiis 60 mmHg olmast durumunda ¢aligmadan ¢ikartildi. Miyokardiyal iskemi

olusturulan alanda meydana gelen regiyonal hipokinezi ve EKG’de goézlenen aritmiler her
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denek i¢in kaydedildi. Sivi uygulamasi, islemler sirasinda tahmini kaybedilen kanin ii¢ kat1

olacak bigimde Ringer Laktat ile IV olarak yapildi.

Deneklerde 30 dakika iskemi doneminden sonra belirlenen (S$ekil 5) iskemik ve non-
iskemik  bolgelerden alman yaklasik 10 mm’lik doku ornekleri derhal fosfat tuz
solusyonunda yikanip, sivist kurutma kagidina emdirildikten sonra, RNA biitiinliigiinii
saglamak amaciyla, RNAlater® solusyonu igerisine konularak, molekiiler biyoloji
laboratuarina gotiriiliip, -80 °C’de saklandi. Doku 6rnekleri alindiktan sonra denekler yiiksek
doz (90 mg/kg) IV pentotal anestezisi uygulanarak sakrifiye edilerek kalp ¢ikartildi. Cikarilan
kalp dokusu histopatolojik ¢alisma icin %10 tamponlu formalin i¢ine alinip inceleme i¢in
patoloji laboratuarna gotiirtildii.

Cerrahi iglem swrasinda yapilan uygulamalar sematik olarak asagida gosterilmistir

(Sekil 5-10).

Doku drneklerinin 4

ahnmE} », Doku orneklerinin alinma
yerleri 7 yerleri

Non-iskemik

Alan

Kollateral Dolagim MI Bolgesi-iskemik alan

Sekil 5: Cerrahi islemin sematik goriiniimii.
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Sekil 6: Deneklerin trakeotomi acilip sag karotis arterden arteriyel kaniil yerlestirilmis ve sol

anterolateral torakotomi yapilarak cerrahi igleme hazirlanmais sekli.

Sekil 7: Denek kalplerinin cerrahi iglem icin eksplore edilmis sekli.
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Sekil 8: Calisma grubunda LAD’nin baglanip iskeminin yaratilmis hali.

A

Sekil 9: Denek kalbinin ¢ikarilmis hali.
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Sekil 10: Doku kesitleri alinan denek kalbi.

Histopatolojik Degerlendirme:

%10 tamponlu formalin i¢ine alinip inceleme i¢in patoloji laboratuarina gotiiriilen
denek kalplerinden alinan paralel 6rnekler ayri ayri %10 formol-saline ile fikse edildi,
kademeli alkol serileri yoluyla dehidrate edilerek xylene i¢cinde temizlendi ve parafin (erime
noktasi 56 °C) i¢ine gomiildii. Bes um kalinliginda seri pargalar kesildi, hemotoksilen ve
eosin (HE) ile boyandi ve histopatolojik degisikliklerin degerlendirilmesi i¢in kullanildi.
Kesilen bu parcalar ayrica kollajen boyanmasi i¢cin Masson’s Trichrome (MT)’a kondu.
Parcalar 151k ve elektron mikroskobu altinda incelendi. Enfarktli zonun histolojik analizi
doku igeriginde anormal rejyonel vakualizasyon, miyofiber organizasyon bozuklugu,
interstisiyel hemorajik odaklarin varligi, yaygin disorganize interstisiyel doku ve kontraksiyon
bant nekrozu iceren sarkomerik organizasyonun global bozulmasi olarak degerlendirildi.
(Kontraksiyon  band nekrozu; oOliime giden hiicrede, miyofibrillerde gelisen
hiperkontraksiyondur. Miyofibrillerde bant seklinde koyu eozinofilik boyanma seklinde

izlenir.)
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Arastirma sonuclarinin degerlendirilmesi icin kullanilacak istatistiksel yontem:

Istatistiksel analiz; SPSS i¢in Windows istatistik programmm 10.0 versiyonu
kullanilarak yapildi. Cerrahi islem sirasindaki kaydedilmis monitdrizasyon verileri ortalama +
standart sapma bi¢iminde verildi. Gruplar aras1 ve grup i¢i karsilastirmalarda non-parametrik

analiz yapildi. Mann-Whitney U ve Fredman testleri kullanildi.

Gen Ekspresyonu Analizleri:

Dokulardan RNA izolasyonunun yapilmasi:

RNAlater® iginde -80 °C’de saklanan kalp dokulari, erimelerine izin verilmeden
aliminyum folyo arasinda, sivi nitrojen i¢inde havanda vurularak ezildi. Ezilen dokulardan,
Qiagen RNeasy Fibroz dokudan RNA izolasyonu kitinde (Oiagen katalog no 74704) 6nerilen
sekilde total RNA eldesi yapildi. Bunun i¢in, ezilen dokular 300 pl lizis tamponu igerisinde
20 gauge igne uglu enjektdrden en az bes kere gecirilerek homojenize edildi. Homojenat
Proteinaz K ile inkiibe edildi ve RNeasy Mini Spin kolonundan ge¢irildi. RNeasy Mini Spin
kolonu i¢indeki silika jel membrana tutunan genomik DNA’y1 uzaklagtirmak i¢in DNase I ile
inkiibasyon yapildi. Silika jel membrana tutunan RNA, 30 pl RNase-free distile su i¢inde

¢Oziildii. RNA 6rnekleri s1vi nitrogende aniden dondurularak, -80 °C’de saklandi.

RNA Miktar Tayini:

-80 °C’den ¢ikarilan RNA’lar buz igerisinde eritilerek, 10 mM pH:8.0 Tris solusyonu
icerisinde 1:1000 oraninda seyreltildi. Ornekler ve kor igin, UV gegirgen quartz kiivetler
icinde spektrofotometrik olarak 260 ve 280 nm’de optikal dansite (Absorbance (A)) dlgiimleri
yapildi (Pharmacia Biotech, Ultraspec 2000). Asagidaki formiil kullanilarak, RNA miktar
tayinleri ve Ajq0/Azg0 degerleri kullanilarak ise RNA kalitesinin degerlendirilmesi yapildi.

Ase0x 44 x (dillisyon faktorii) = ... ug/ mL

Tek iplikli cDNA Eldesi:
4pg total RNA’dan, MBI Fermentas RevertAid® First Strand cDNA Sentezi kiti

(K1622)’n de onerilen sekilde, “random hexamer” ve MMLV tersten transkriptaz enzimi

kullanilarak tek iplikli cDNA elde edildi.
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Primer dizilerinin hazirlanmasi:

Gen ekspresyonu analizi i¢in kullanilacak primer dizileri, olas1 bir genomik DNA
kontaminasyonunu gorebilmek amaciyla, her gen i¢in arasinda en az bir intron igerecek
sekilde, farkli ekzonik DNA dizilerinden Primer3 programinda hazirlandi ve VBC genomics

firmasina sentezlettirildi.

Yari- kantitatif RT-PCR (Tersten transkriptaz polimeraz zincir reaksiyonu):

Hedef genlerde transkript diizeyinde ekspresyon degisimi olup olmadigini
degerlendirmek amaciyla RT-PCR yontemi kullanildi. Bunun i¢in kullanilan genler ve primer
ciftleri Tablo 4’de goriilmektedir. Amplifikasyon dongiisii, 94 °C’de bes dakikalik bir
denatiirasyon asamasini izleyen, 94 °C’de 30 sn. her gen igin Tablo 4’de belirtildigi 1s1da 30
sn. ve 72 °C’de 30 sn.’den olusan her gen i¢in ayn1 tabloda belirtilen sayida birbirinin tekrar1
sikluslar ve sonrasmdaki 72 °C’de 10 dk.’lik son uzatma evresini igerir. Tim PCR
reaksiyonlart ii¢ kez tekrarlandi.

PCR iiriinleri, agaroz jel elektroforezi ile ayrimlandiktan sonra Stratagene Eagle Eye®
Gorlintlileme Sistemi kullanilarak jel goriintiileri elde edildi. PCR iirlinlerine ait bantlar Bio-
Rad Multi-Analyst® 1.1 analiz programi kullanilarak densitometrik olarak o6l¢iildii ve yari-
kantifiye edildi.

Tablo 4: PCR’da kullanilan primer dizileri, optimize edilmis yapisma 1silar1 (Ta), reaksiyonda

kullanilan Mg Cl, konsantrasyonlar1 ve siklus sayilari.

Gen Diiz Primer (5°-...... -3’) Ters Primer (5°-...... -3%) Ta MgCl, | Siklus
(°C) | (mM) | sayisi
Wnt5a CTAATGGCTTTGGCCACATT GCGGTAGCCATAGTCGATGTTGTC | 55 1.5 34
Wnt9a TGTGGGGACAACCTCAAGTA GGGAGAGTCGTCCAGGTGTA 55 1.5 33
Fzd2 ACATCGCCTACAACCAGACC CTCGCCCAGAAACTTGTAGC 55 1.5 32
sFrzl TCTTCCTCTGCTCGCTCTTC GTGGGACACTCGTGGTTTTT 55 1.5 33
Dactl CTTCCGGGTCCCTTTCTAAC GCGTGAAGTGGACTGGGATAC 52 1.5 33
Axin AGAACCCTGAGAGCATCCTGGA CCTCAATGATCCACTGCATGAT 58 1.5 31
TCF4 CACAGCTGTTTGGTCTCGAA GGTCAGGTCCTCATCATCGT 55 1.5 30
GAPDH | GGCTGAGAACGGGAAGCTTGTCAT | CAGCCTTCTCCATGGTGGTGAAGA | 56 3.0 25
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Tablo 5 : PCR reaksiyon igerigi

I¢erik Firma Stok Son
Konsantrasyonu Konsantrasyonu

10X PCR buffer MBI Fermentas 10X 1X

MgCI2 MBI Fermentas 25 mM 1.5/3.0 mM

dNTP MBI Fermentas 10 mM 200 uM

Diiz Primer VBC Genomics 5 pmol/pl 5 pmol

Ters Primer VBC Genomics 5 pmol/pl 5 pmol

DNA Taq MBI Fermentas 5U0/ul 1.25U

polymeraz enzimi

GAPDH (Gliseraldehid-3-fosfat dehidrogenaz) normalizasyonu ve gen diizeylerinin
karsilastirilmasi:

Gen diizeyleri karsilastirilacak orneklerde cDNA havuzunun ayni olup olmadigini
anlamak i¢in, her hiicrede ayni miktarda oldugu bilinen geni i¢in tabloda belirtilen primer
dizileri ve 1s1 kullanilarak PCR yapildi. Sonrasinda incelenecek 6zgiil genler icin GAPDH
PCR’mnda kullanilan ile ayni cDNA ornekleri kullanilarak Tablo 5°de belirtilen sekilde
PCR’ler yapild1 ve PCR fiiriinlerinin agaroz jelindeki band kalinliklar1 densitometrik olarak
karsilastirildi.
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6. BULGULAR:

1. Vital bulgular:

Miyokardiyal iskemi olusturulan ¢alisma grubunda hemodinamiyi etkilemeyen VF
(Ventrikiiler fibrilasyon), VT (Ventrikiiler tasikardi), bradikardi ve SVT (Supraventrikiiler
tasikardi) seklinde aritmiler izlendi. VT % 75 (6/8), VF % 87.5 (7/8), bradikardi % 100 (8/8)
ve SVT % 87.5 (7/8) oraninda kaydedildi. Kontrol grubunda ise aritmi izlenmedi.

Tiim deneklerin (n=16) ortalama + standart sapma olarak hesaplanan arteriyel kan gaz1

degerleri tablo 6°da sunulmustur. Bu degerler istatistiksel olarak incelendiginde pH, Htc, K,

Laktat degerleri agisindan anlamli fark tespit edildi. (Swrastyla p=0.006, p=0.018, p=0.01,
p=0.004, p< 0.05).

Tablo 6: Calisma ve kontrol grubunun 0.-15.30. dk ortalama kan gazi degerleri ortalamasi.

Kontrol grubu (n=8)

Calisma grubu (n=8)

Toplam (n=16)

0.dk 15.dk |30.dk | 0.dk |[15.dk |30.dk |0.dk 15.dk |30.dk
pH 7.53 7.47 7.46 7.44 7.42 7.40 7.48 7.45 7.43
PO, 242.81 | 209.16 | 189.51 | 169.76 | 104.04 | 110.93 | 206.29 | 156.60 | 150.22
PCO; 35.65 |33.45 |[33.83 |37.61 [36.54 |35.50 |36.63 |34.99 |34.66
Htc 35.63 |35.25 |[33.63 |3525 |[33.25 |[32.00 |35.44 (3425 |32.81
Na’ 146.38 | 142.88 | 143.38 | 143.88 | 143.00 | 144.00 | 145.13 | 142.94 | 143.69
K" 3.73 4.00 3.97 3.96 4.33 4.35 3.84 4.16 4.16
Ca’ 0.75 0.84 0.84 0.94 0.89 0.92 0.84 0.87 0.88
Glukoz 195.88 | 217.50 | 197.63 | 201.75 | 212.50 | 220.63 | 198.81 | 215.00 | 209.13
Laktat 1.41 1.85 2.21 4.26 4.88 4.92 2.83 3.36 3.56
% Os 99.45 199.53 [99.05 9937 [98.66 |98.70 ]99.41 |99.10 |98.87

Deneklerin 0.-15.-30. dakikalarda kaydedilen TA ve HR degerleri tablo 7 ve 8’de

ortalama + standart sapma seklinde sunuldu. Tiim deneklerin (n=16) TA ve HR 0.-15.-30. dk
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degerlerinin istatistiksel analizi yapildiginda istatistiksel olarak anlamli bir fark tespit

edilmedi (p>0.05).

Tablo 7: Caligma ve kontrol grubunun 0.-15.-30. dk ortalama TA ve HR degerleri

Kontrol grubu (Calisma grubu Toplam (n=16)

0.dk 15.dk |30.dk | 0.dk | 15.dk |30.dk | 0.dk 15.dk |30.dk

TA(mmHg) | 85.93 | 84.10 | 73.39 |62.38 [66.12 |61.66 |74.16 |75.11 |67.53

HR( /dk) 253.13 [ 275.00 [ 221.25 | 199.38 | 183.13 | 170.00 | 226.25 | 229.06 | 195.63

Tablo 8: Tiim deneklerin TA ve HR 0.-15.-30. dk degerlerinin ortalama, standart sapma,

minimum ve maksimum degerlerinin analizi

N Mean Std. Deviation Minimum Maximum
TA-O. dk 16| 74,163 18,2048 47,0 117,0
TA-15. dk 16| 75,113 20,2398 42,3 104,0
TA-30. dk 16 67,53 12,602 41 83
HR-0. dk 16| 226,25 57,749 90 300
HR-15. dk 16| 229,06 63,462 140 360
HR-30. dk 16| 195,63 52,658 120 330

Calisma ve kontrol grubu kendi i¢inde arteriyel kan gazi degerleri agisindan analiz
edildiginde: ¢alisma grubunda (n=8); 0.-15.-30. dk glukoz degerleri arasinda istatistiksel olarak
anlamli bir fark tespit edilirken ( p=0.03, p<0.05 ), kontrol grubunda (n=8); pH, Na', lac
degerleri arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark tespit edildi (Siwrasiyla; p=0.034, p=
0.030, p=0.012, p<0.05 ).

Vital bulgular ve arteriyel kan gazi degerleri igin yapilan istatistiksel analizler
sonucunda iki grup arasinda 0. dk TA ( 62.38 £11.31; 85.93 £16.28, p<0.05, caligma; kontrol ),
15.dk HR (183.13 + 24.63; 275.00 £ 56.56, p<0.05, ¢alisma; kontrol ), 30. dk HR ( 170.00 +
32.40; 221.25 £ 58.23, p<0.05, ¢alisma; kontrol ), 0. dk pH ( 7.44 £ 0.07; 7.53 £+ 0.03, p<0.05,
calisma; kontrol ), 15. dk PO, (104.04 £17.66; 209.16 + 91.22, p<0.05, ¢alisma; kontrol ), 0.
dk lac ( 4.26 + 2.84; 1.41 £ 0.67, p<0.05, ¢alisma; kontrol ), 15.dk lac ( 4.88 = 1.33; 1.85 +
0.93, p<0.05, calisma; kontrol), 30. dk lac ( 4.92 +1.34; 2.21 + 0.93, p<0.05, ¢alisma; kontrol )

45



ve 15. dk % O; sat. ( 98.66 £ 0.74; 99.53 + 0.26, p<0.05, calisma; kontrol ) degerleri agisindan
istatistiksel olarak anlaml fark tespit edildi. K' ve laktat yiiksekligi ile PO, ve O, saturasyon

diistikliigii calisma grubunda olusturulan iskeminin etkisine baglandi.

2. Histopatolojik bulgular:

Kontrol ve ¢aligma grubundan alinan kesitler Hematoksilen Eosin ve Masson trikrom
boyalar1 ile X 400 biiyiitmede ayr1 ayr1 boyanarak degerlendirildi.

Enfarktli zonun histopatolojik analizi doku igeriginde anormal rejyonel vakualizasyon,
miyofiber organizasyon bozuklugu, interstisiyel hemorajik odaklarin varli§i, yaygin
disorganize interstisiyel doku ve kontraksiyon bant nekrozu i¢eren sarkomerik organizasyonun
global bozulmasi olarak degerlendirildi. Yapilan bu degerlendirmenin sonucunda c¢aligma
grubundaki tiim deneklerde (%100) kontraksiyon bandi ve konjesyon izlenirken, sadece bir
denekte (%12.5) hemorajik odak izlendi. Bu veriler 1s18inda ¢aligma grubundan alinan
kesitlerde deneklerde iskemi yaratildig1 histopatolojik olarak tespit edilmistir. Deneklerin

yapilan histopatolojik incelemeleri Tablo 9°da 6zetlenmistir.
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Tablo 9: Kontrol ve ¢aligma grubunun histopatolojik incelenmesi.

Denek | Myokard Damar odem kanama Hiicre Koagiilasyon

no fibrillerinde | degisiklikleri infiltrasyonu | nekrozu
degisiklik

Kontrol | goriilmedi goriilmedi goriilmedi | goriilmedi | goriilmedi goriilmedi

1

Kontrol | goriilmedi goriilmedi goriilmedi | goriilmedi | goriilmedi goriilmedi

2

Kontrol | goriilmedi goriilmedi goriilmedi | goriilmedi | goriilmedi goriilmedi

3

Kontrol | goriilmedi goriilmedi goriilmedi | goriilmedi | goriilmedi goriilmedi

4

Kontrol | goriilmedi goriilmedi goriilmedi | goriilmedi | goriilmedi goriilmedi

5

Kontrol | goriilmedi goriilmedi goriilmedi | goriilmedi | goriilmedi goriilmedi

6

Kontrol | goriilmedi goriilmedi goriilmedi | goriilmedi | goriilmedi goriilmedi

7

Kontrol | goriilmedi goriilmedi goriilmedi | goriilmedi | goriilmedi goriilmedi

8

Calisma | Kontraksiyon | konjesyon goriilmedi | goriilmedi | goriilmedi goriilmedi

1 band1

Calisma | Kontraksiyon | konjesyon goriilmedi | goriilmedi | goriilmedi goriilmedi

2 band1

Calisma | Kontraksiyon | konjesyon goriilmedi | kanama goriilmedi goriilmedi

3 band1

Calisma | Kontraksiyon | konjesyon goriilmedi | goriilmedi | goriilmedi goriilmedi

4 band1

Calisma | Kontraksiyon | konjesyon goriilmedi | goriilmedi | goriilmedi goriilmedi

5 band1

Calisma | Kontraksiyon | konjesyon goriilmedi | goriilmedi | goriilmedi goriilmedi

6 band1

Calisma | Kontraksiyon | Konjesyon- | goriilmedi | goriilmedi | goriilmedi goriilmedi

7 bandi-hafif hafif

Calisma | Kontraksiyon | konjesyon goriilmedi | goriilmedi | goriilmedi goriilmedi

8 bandi-hafif
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Asagida kontrol ve calisma gruplarina ait H&E ve Masson trikrom ile boyanarak

yapilan histopatolojik kesitler verilmistir ( Sekil 11-18 ).

Sekil 11: (Kontrol 1) Kalp kast normal 6zellikte. H&E x400

Sekil 12: (Kontrol 1) Kalp kast normal 6zellikte. Masson trikrom x400

Sekil 13: (Caligma 1) Konjesyon. H&Ex400
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Sekil 15: (Caligma 1) Miyofibrillerde kontraksiyon bandi. Masson trikrom x400

Sekil 16: (Caligma 2) Konjesyon. H&Ex400
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Sekil 17: (Calisma 3) Kanama. H&Ex400

Sekil 18: (Caligma 3) Kontraksiyon bandi, konjesyon. H&Ex400

3. Gen Analiz Sonuclar:

Gen analizlerinde Wnt/Frizzled sinyal ileti yolagini aktive eden Wnt proteinleri i¢cinden
Wnt9a’nin, membranda yerlesik reseptor proteinlerden Frizzled-2’nin, Wnt yada frizzled
proteinlerine baglanarak antagonistik etki yapabilen sFRPI1’in, sinyal iletiminin aktive
olmasiyla ekspresyonu diizenlenen Axin proteininin ve sinyal yolagmin son asamasinda

uyarilan TCF4 transkripsiyon faktoriiniin ekspresyon diizeyleri degerlendirmeye alinmaigtir.

GAPDH normalizasyonu:

LAD’si bagli olan ve olmayan sicanlardaki iskemik ve non-iskemik bolgelerden alman
her bir dokudan elde edilen cDNA havuzlarinin esit olup olmadigina bakmak i¢in, bir
housekeeping gen olan GAPDH’den 0zgiil primerler ile PCR sonucu Sekil 19’da
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goriilmektedir. Densitometrik analiz sonucunda drneklerdeki GAPDH gen iirlinlerinin hemen
hemen ayni oldugu hesaplandi (Sekil 20). Buna gore, deney ve kontrol gruplarinda bu yontem
ile bakilacak herhangi bir gen ekspresyon seviyesindeki degisimin sadece deney etkisi ile

oldugu sdylenebilecektir.

Iskemik Kontrol-Iskemik

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12

Sl A e B S B BN S s e e s GAPDH

Sekil 19: Deney ve Kontrol gruplarinda GAPDH gen {irlinleri

Duizeltiimis GAPDH

Ornek Adi  Degeri
1

0,9698
0,9113
1,0352
1,0932
1,2408
1,1902
1,0909
1,0144
1,0783
1,0383
1,0810

© 0O N O O b~ W N =
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Sekil 20: Deney ve Kontrol gruplarinda GAPDH gen iiriinlerinin densitometrik analizleri
Axin:

Axin geni mRNA’sma 6zgiil primerler ile cDNA iizerinden hedef bdlgenin kopya

sayisi, PCR {iriinlerine ait bantlarin densitometrik olarak Olciilmesi ile degerlendirildi. PCR
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iirlinlerinin agaroz jelindeki goriintiileri (Sekil 21) ve densitometrik 6l¢iim sonuglar1 (Sekil 22

asagida gosterilmektedir.

Iskemik Kontrol-Iskemik

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12

Sekil 21: Deney ve kontrol gruplarinda Axin gen {iriinleri.

iskemik ve Non-iskemik Kalp Dokularindaki
Axin Geni mRNA Degerleri

115,6 114.,8 ,
100 98,4 102,2°

Axin mRNA/GAPD mRNA
(0}
o

Sekil 22: Deney ve kontrol gruplarinda iskemik ve kontrol iskemik dokularda Axin geni

mRNA degerleri.
Iskemik dokulardaki Axin geni mRNA degerleri ortalamasi 106, kontrol-iskemik

dokularin ortalamasi ise 100°dur.Axin geni mRNA diizeyi iskemik kalp dokusu ve kontrol -

iskemik kalp dokusunda birbirine yakin diizeyde bulunmaktadir. Buna goére Axin gen
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ekspresyonunda sicanlarda deneysel olarak olusturulan miyokardiyal enfarktiis sonucunda bu

kosullarda degisime rastlanmamuistir.

Sekrete Edilen Frizzled I:

Sekrete edilen Frizzled 1 geni mRNA’sma 6zgiil primerler ile cDNA {izerinden hedef
bolgenin kopya sayisi, PCR iiriinlerine ait bantlarin densitometrik olarak oOl¢iilmesi ile
degerlendirildi. PCR iiriinlerinin agaroz jelindeki goriintiileri (Sekil 23) ve densitometrik

Olciim sonuglar1 (Sekil 24) asagida gdsterilmektedir.

Iskemik Kontrol-Iskemik

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12

sFrz1 589 bp

Sekil 23: Deney ve kontrol gruplarinda sFRZ1 gen {irtinleri

iskemik ve Non-iskemik Kalp Dokularindaki
sFrz1 Geni mRNA Degerleri

160 14101399434 4

Axin mRNA/ GAPD mRNA
©
o

Sekil 24: Deney ve kontrol gruplarinda sFRZ1 gen iirlinlerinin densitometrik analizi
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Iskemik dokulardaki sFrzl geni mRNA degerleri ortalamasi 104, kontrol-iskemik
dokularin ortalamast ise 130’dur. Buna gore, sSFRZ1 gen ekspresyonunda sicanlarda deneysel

olarak olusturulan miyokardiyal enfarktiise bagl olarak azalma olmustur.

TCF4 :

TCF4 geni mRNA’smna 6zgiil primerler ile cDNA iizerinden hedef bdlgenin kopya
sayisi, PCR {iriinlerine ait bantlarin densitometrik olarak Olciilmesi ile degerlendirildi. PCR
iirlinlerinin agaroz jelindeki goriintiileri (Sekil25) ve dansitometrik 6l¢iim sonuglar1 (Sekil 26)

asagida gosterilmektedir.

Iskemik Kontrol-Iskemik

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12

S sk Gk GED Gen SEn Ses Ses ees @mn ess 1CF4589bp

Sekil 25: Deney ve kontrol gruplarinda TCF4 gen tirlinleri.

iskemik ve Non-iskemik Kalp Dokularindaki
TCF4 Geni mRNA Degerleri

)
©

250 2228

200 178 180.1 183,3 u
’ 67,2 " _ 160,5 o 1526
150 ] — L

100 |10 85,3 a

|
»
| >
W
EN
—
o

Axin mRNA/ GAPD mRNA

Sekil 26: Deney ve kontrol gruplarinda TCF4 gen iiriinlerinin densitometrik analizi
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Iskemik dokulardaki TCF4 geni mRNA degerleri ortalamasi 170, kontrol-iskemik
dokularin ortalamasi ise 182’dir. Buna gére TCF4 gen ekspresyonunda sicanlarda deneysel

olarak olusturulan miyokardiyal enfarktiis sonucunda bu kosullarda degisime rastlanmamustir.

Fzd?2:

Fzd2 geni mRNA’sma 6zgiil primerler ile cDNA iizerinden hedef bdlgenin kopya
sayisi, PCR firiinlerine ait bantlarin densitometrik olarak Olciilmesi ile degerlendirildi. PCR
iirlinlerinin agaroz jelindeki goriintiileri (Sekil 27) ve densitometrik dl¢iim sonuglar1 (Sekil

28) asagida gosterilmektedir.

Iskemik Kontrol-Iskemik

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12

L . R SR o e S e Fzd2 509 bp

Sekil 27: Deney ve kontrol gruplarinda Fzd2 gen {irlinlerinin densitometrik analizi

iskemik ve Non-iskemik Kalp Dokularindaki
Fzd2 Geni mRNA Degerleri

250

195,1
200 SE 19i’5

o | 19597010 16637024 445415451454 02

100
100 u

50 u

Axin mRNA/ GAPD mRNA

Sekil 28: Deney ve kontrol gruplarinda Fzd2 gen {irlinlerinin densitometrik analizi
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Iskemik dokulardaki Fzd2 geni mRNA degerleri ortalamasi 147, kontrol-iskemik

dokularm ortalamasi ise 171°dir. Deneysel bir hatadan dolayr 4. 6rnekte amplifikasyona

rastlanmamis ve degerlendirmeden c¢ikarilmigtir. Buna gore, Fzd2 gen ekspresyonunda

sicanlarda deneysel olarak olusturulan miyokardiyal enfarktiise bagli olarak azalma olmustur.

Wnt9a:

Wnt9a geni mRNA’sma 6zgiil primerler ile cDNA iizerinden hedef bdlgenin kopya

sayisi, PCR {iriinlerine ait bantlarin densitometrik olarak olciilmesi ile degerlendirildi. PCR

iiriinlerinin agaroz jelindeki goriintiileri (Sekil 29) ve densitometrik 6l¢iim sonuglar1 (Sekil

30) asagida gosterilmektedir.

Iskemik Kontrol-Iskemik
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
B Sk AuE Sab BB R s @

Sekil 29: Deney ve kontrol gruplarinda Wnt9a gen tiriinleri.

S = Wnt9a 387 bp

Axin mRNA/ GAPD mRNA

iskemik ve Non-iskemik Kalp Dokularindaki
Wnt9a Geni mRNA Degerleri

200
163,4 161,2
142,61%0 — 15_3’71407144,0 iane [ 1445
150 — ————129,9129,4 1305 —
100 1 [
100 =
50 | u
0 T T T
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12

Sekil 30: Deney ve kontrol gruplarinda Wnt9a gen iiriinlerinin densitometrik analizi.
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Iskemik dokulardaki Wnt9a geni mRNA degerleri ortalamasi 143, kontrol-iskemik
dokularin ortalamasi ise 140’dur. Buna gore Wnt9a gen ekspresyonunda siganlarda deneysel

olarak olusturulan myokardial enfarktiis sonucunda bu kosullarda degisime rastlanmamastir.

7. TARTISMA:

Koroner arterlerde aterosklerozun neden oldugu stenoz miyokardin yeterli oksijen
destegini alamamasma, bu nedenle akut miyokard enfarktiisi (MI) gelisimine yol agar.
Tikaniklik devam ettigi siirece miyokardiyal hasar alanindaki hiicrelerde geri doniisimsiiz
hasar ve bunu takiben doku nekrozu gelisir. Hiicre diizeyinde algilanan hipoksiye yanit olarak
miyokardiyal hiicrelerin korunmalarmi ve canli kalmaya devam edebilmelerini saglayacak
protein yap1 ve gen ekspresyonu degisiklikleri meydana gelmektedir. Hipoksinin algilanmasini
takiben, tikanan damarm besledigi miyokard sahasina kan akimmin idamesini
gergeklestirebilecek yeni mekanizmalarm aktive oldugu da bilinmektedir.*”

Son yillarda 6zellikle kalp krizi sonras1 hasarlanmis bdlgenin tedavisinde yetiskin kalp
kok hiicre nakli ve gen tedavisi, kalp hastaliklarinda umut vaadeden yeni bir tedavi bigimidir.
Kok hiicre tedavisinde kullanilan progenitor hiicreler erken fetal donemdeki farklilasmayi taklit
ederek hasara ugramis bolgede yeni hiicrelerin olusturulmasini saglayan 6nemli bir tedavi
stratejisi olmustur.

Iskemik kalp hastaliklarinda 6zellikle miyokard enfarktiisii sonrasinda enfarkt alaninda
kan dolasiminm yeniden saglanabilmesi i¢in anjiyogenez dnemli bir siiregtir. Gen tedavisi gibi
yeni gelistirilen tedavi yontemleri ile anjiyogenezin indiiklenip iskemik alanin sinirlanmasi
amaclanmaktadir. Tiim bu ve benzeri yeni tedavilerin gelistirilmesi i¢in miyokardial enfarktiis
sonrast hiicre sagkalimi, proliferasyonu, gocii, hiicre dis1 matriks degisimleri ve anjiogenez ile
ilgili sinyal yolaklarindaki molekiiler degisimlerin aydinlatilmasi cok dnemlidir.

La Framboise ve arkadaglari, 2005 yilinda yaptiklar1 ¢aligmada ratlarda deneysel olarak
olusturulan MI sonrasi kisa ve uzun vadede (1 ve 28 giin), infarkt ve remote zondaki gelisen
tiim genom degisikliklerine mikroarray yontemi ile bakmislar. Buna gore en erken yanit olarak
test edilen birinci glinde infarkt alaninda inflamasyon genlerinden, interlokinler (IL-1a, IL-18,
IL-6, IL-12a, IL-18) ve TNF-a disinda ¢ok ciddi degisimlerin goriilmedigini; 28. giinde infarkt

alanindaki degisimlerin, birinci giinde remote zonda gozlenen degisimler ile ayni oldugunu
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saptamiglar. Bunlar, matriksin yeniden modellenmesi ve histogenez programiim baslatilmasi
icin gereken hiicre proliferasyonu ile ilgili baz1 genlerdeki (MMP 9, 12, 23, MYC, EGR2,
ATF3, HOXAI) degisimlerdir. Bu ¢alisma MI sonrasinda olusan hasarin uzun siirede nasil
kompanse edildigini anlamak adina Onemlidir. Fakat yine bu g¢aligmadan anlagilan, MI
sirasinda ya da hemen sonrasinda gelisen kisa yanitta, iskemi geciren infarkt alan
hiicrelerindeki degisimden ¢ok remote zone ve/veya non-iskemik alandaki degisimler akut MI
yanitlarinda daha 6nemlidir. Buna gore biz ¢calismamizda ratlarda LAD’yi baglamak suretiyle
olusturdugumuz miyokard iskemi modelinde, MI sonrasindaki ilk 30 dakikada yani hiicreler
nekroza girmeden, sadece iskemik ve non-iskemik alanlardaki hizli hiicresel yanitlara bakmay1
amacgladik. Bu konuda hiicrenin yeniden yapilanmasi ve anjiyogenez siirecinde etkili oldugu
yeni tanimlanan ve {izerinde ¢aligmalara yeni baslanmis olan Wnt-frizzled sinyal ileti yolagini
sectik.

Bu tez caligmasinin devaminda s6zii gegen modelde mikroarray yontemi ile tiim gen
degisimlerine transkript (RNA) diizeyinde bakilmasi planlanmaktadir. Burada sadece hiicre
cogalmasi, farklilagmasi, anjiyogenez gibi bir¢ok mekanizmada 6nemli rolii oldugu bilinen
Wnt- frizzled sinyal yolagindaki bazi genlerin yine transkript diizeyindeki degisimlerine RT-
PCR yontemi ile bakildi.

Wnt-frizzled yolaginin yeniden yapilanma ve anjiyogenez siirecinde oynadigi rol
konusunda yapilan ¢aligmalar biiylik oranda embriyonel donemdeki farklilagsma siireclerine
etkisi lizerine yogunlagmaktadir. Oysa biz ¢aligmamizda miyokard iskemi modeli yaratip
iskemik ve non-iskemik alanda bu yolagin nasil etkilendigini arastirdik ve kendimize bu yolak
tizerinde hedef genler belirleyerek, bu genlerde transkripsiyon diizeyinde gerceklesen
degisimleri gdzlemlemeyi ve gelecekte MI sonras1 gelistirilebilecek olas1 tedavi stratejileri i¢in

aday molekiilleri tanimlamay1 amagladik.

RT-PCR yontemi ile Wnt/ B-katenin sinyal yolagini aktive eden Wnt proteinleri
arasindan Wnt9a’nin, membranda yerlesik reseptdr proteinlerden Frizzled-2’nin, Wnt yada
frizzled proteinlerine baglanarak antagonistik etki yapabilen sFRP1’in, sinyal iletiminin aktive
olmasiyla ekspresyonu diizenlenen Axin proteininin ve sinyal yolagmin son asamasinda
uyarilan TCF4 transkripsiyon faktoriiniin ekspresyon diizeylerini degerlendirdik.

Barandon ve arkadaslar1 miyokardiyal iskemi sonrasinda, sinyal olusturucu protein olan
wnt’e baglanarak reseptoriin aktive olmasini engelleyen FrzA/sFRP1 proteinini iskemik alanda

degerlendirdikleri c¢alismada, bu protein ekspresyonunun iskemik alanda arttigini
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saptamiglardir. FrzA proteini ekspresyonu artiginin iskemik alanda klasik Wnt/p-katenin yolag1
aktivasyonunu engelleyip GSK-3p sinyal ileti yolagmni aktive ettigini tespit etmisler.>’” Oysa
biz caliymamizda elde ettigimiz sonuglara gore, FrzA proteininin non-iskemik dokuda daha
yiiksek diizeyde eksprese edildigini saptadik. Biz de FrzA proteini ekspresyon artiginin, non-
iskemik alanda klasik Wnt/B-katenin yolag1 aktivasyonunu engelledigini ve olasilikla diger
sinyal ileti molekiilleri araciligiyla hiicre canliligini ve kardiyomiyosit fonksiyonlarini
diizenledigini diisiinmekteyiz.

Iskemik miyokardiyal hasar olusumu sonrasinda iskemik ve non-iskemik alanlar
arasinda gen ekspresyonu degisimlerini inceleyen bir ¢aligmada da iskemik alanda wnt yolag1
tarafindan regiile edilen B-katenin proteini ekspresyonunun belirgin miktarda azaldig:
gosterilmistir. B-katenin ile birlikte rol alan TCF4 transkripsiyon faktorii diizeyinde ise hem
iskemik hem non-iskemik alanda azalma saptanmustir.”® Bizim calismamiz sonucunda da
benzer sekilde TCF4 gen ekspresyonunda iskemik ve non-iskemik alanlar arasinda fark
saptanmamistir. Ancak eldeki veriler TCF4’lin aktivasyon diizeyi degisimi ile ilgili bilgi

vermemektedir.

Vektor araciligryla FrzA proteini ekspresyonu arttirilmis farelerde Barandon ve
arkadaslarinin yaptiklar1 diger bir ¢alismada ise; iskemik alanin kiiciildiiglinti, 6li hiicre
oraninin azaldigini ve kalp fonksiyonlarinin kontrollere gore belirgin miktarda korundugunu
gbzlemlemislerdir.”” Bu farelerde La Framboise ve arkadaslarimin yaptiklari ¢alismadaki
bulgulara benzer olarak matriks yikimina neden olan MMP-9 protein miktarinda da azalma
saptanislar.’' Bu azalmanin esas olarak graniilosit infiltrasyonunda azalma ile iliskili oldugu ve
beraberinde kardiyak riiptiirde’”” ve enfarkth duvarda incelmeyi azalttigi diisiiniilmektedir.*

Biz ¢alismamizda MMP-9’u degerlendirmedik.

Erigkinlerde kardiyak hipertrofi ve iskemik hasar yanit1 konusunda yapilan ¢aligmalar
giderek artmaktadir. Kardiyak hipertrofi gelisiminde Wnt-frizzled yolagi proteinlerinin
ekspresyon diizeylerinde degisimler saptanmistir. Boheler ve arkadaslar1 siganlarda yaptiklari
caligmalarda, hipertrofik kalp dokusunda hiicre membraninda yerlesik frizzled-2 reseptor
proteini ekspresyonunun arttigini gostermislerdir. Bu artisin sinyal yolagmi aktive ettigi ve

hiicre i¢i B-katenin miktarim arttirdigi belirlenmistir.®"*

Wnt-frizzled yolagi reseptdrii olan
frizzled-2 ekspresyonu iskemik kosullarda da degisim gostermektedir. Miyokardiyal iskemi
sonrasinda frizzled-2 reseptdr protein miktarmmin arttigi saptanmustir.”’ Frizzled-2 artismnm,

miyofibroblastlarin enfarkt alanmma migrasyonunu arttirdigi one siiriilmektedir. Yaptigimiz
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ekspresyon analizi c¢aligmalar1 sonucunda, biz Frizzled-2’nin non-iskemik dokuda arttigini
belirledik.

Ozetle yaptigimiz calismada, FrzA analogu sFRP-1 ve Frizzled-2 proteinlerinin non-
iskemik alandan alinan miyokard orneklerinde iskemik alandan aliman miyokard 6rneklerine
kiyasla daha yiiksek oranda bulundugu saptanmistir. Wnt-frizzled yolagini uyaran wnt9a
proteini ekspresyonu agisindan iki grup arasinda degisim gozlenmemistir. Benzer sekilde Wnt-
frizzled sinyal yolag: tarafindan ekspresyonu diizenlenen Axin geni ekspresyonu diizeyi de
farklilik gostermemistir. Kiyaslamali olarak Axin ve Wnt proteinlerine ait literatiirde yeterli
bilgiye rastlamadik. Bu veriler non-iskemik dokuda Wnt-frizzled yolag: proteinlerinin, klasik
Wnt/B-katenin sinyalinin baskilanmasi yoniinde degisime ugradigini gostermektedir. Wnt-
frizzled sinyallerinin hangi genler iizerinden hiicre canliligmi ve endotel migrasyonunu

diizenledigi gelecekteki ¢alismalar agisindan 6nemli arastirma konular1 olacaktir.

Wnt-frizzled sistemi hasarli miyokardin biitliinliigiiniin korunmasmi ve yeniden
yapilanma sonrasinda fonksiyonel olmasini saglamaktadir. Wnt ve frizzled genlerinin iskemik
ve non-iskemik miyokard dokularinda nasil regiile edildigi, hipoksik stres altindaki
miyokardiyal sagkalim ve iskemik miyokarda kan akiminin yeniden saglanmasi siireclerinde
nasil bir rol oynadigi tam olarak belirlenememistir. Biz iskemik miyokard hiicrelerinin sag
tutulmasinda ve iskemik miyokardiyuma kan akimmnin idamesinde Wnt-frizzled sistemi
etkilerinin belirlenmesinin, MI ge¢irmekte olan hastalara tedavi yaklasimini daha duyarh ve

secici hale getirecegini diigiinmekteyiz.
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