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OZET

SICAN KALP NAKLI MODELINDE KARDIYOPLEJI SIVILARININ VERICi
KALBI UZERINE ETKILERI

YUKSEK LiSANS TEZi

Giilsiim KARDUZ

istanbul Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiisii

Biyoloji Anabilim Dah

Damisman : Do¢. Dr. Ugur AKSU

Calismamizda sican kalp nakli modelinde farkli kardiyopleji sivilarinin uzamis iskemi
doneminde verici kalbine etkileri arastirilmistir. Bu amagla, Wistar albino erkek sicanlara
anestezi altinda Custodiol, St. Thomas ve del Nido kardiyopleji sivilar1 kalp arrest olana kadar
uygulanmustir. Izole edilen kalpler 4 saat soguk iskemide (4°C) bekletilmis ve daha sonra sag
ventrikul duvarindan elde edilen seritlerden organ banyosunda izoproteronol-noradrenalin
bagl kasilmalar degerlendirilmistir. Ayrica, sag ventrikiil dokusundan ATP, TNF-a, troponin-
I ve sialik asit diizeyleri ile MMP-9 aktivitesi Ol¢iilmiistiir. Custodiol uygulamasi diger
stvilara gore miyokart kasilmasini (p<0,05, iki grupla da karsilastirildiginda) ve ATP diizeyini
(p<0,001, iki grupla da karsilastirildiginda) azaltmig, TNF-a diizeyini (p<0,05, iki grupla da
karsilastirildiginda) ve MMP-9 aktivitesini (p<0,05, St. Thomas ile ; p<0,01, del Nido ile
karsilastirildiginda) artirmistir. EK olarak, 4. saatin sonunda inkiibasyon sivisinda troponin-I
diizeyleri Custodiol grubunda artmistir (p<0,05, iki grupla da karsilastirildiginda). Bununla
birlikte, Custodiol uygulamasinda TNF-a diizeyi, MMP-9 aktivitesi ile pozitif (r=0,93,
P=0,007), ATP ile negatif (r=-0,91, P=0,01) iliski gostermistir. Ayrica MMP-9 aktivitesi ile
ATP diizeyi de negatif (r=-0,9, P=0,01) iliski gostermistir. Sonug¢ olarak; Custodiol
kardiyoplejisi kalp dokusunda fonksiyonel ve hiicresel hasar1 engelleyememektedir. Bu
acidan hiicre dis1 hedefli kardiyopleji sivilart hiicresel ve fonksiyonel agidan daha avantajh

Xii



olabilir. Kardiyopleji sivilarinin doku koruyucu etkisini degerlendirmek i¢in daha ileri
caligmalara ihtiyag vardir.

Aralik 2018, 62 sayfa.

Anahtar kelimeler: verici kalbi, kardiyopleji, iskemi, oksidatif stres, miyokart kasilmasi
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SUMMARY

EFFECTS OF CARDIOPLEGIC SOLUTIONS ON DONOR HEART IN
RAT HEART TRANSPLANTATION MODEL

M.Sc. THESIS

Giilsiim KARDUZ

Istanbul University
Institute of Graduate Studies in Science and Engineering

Department of Biology

Supervisor : Assoc. Prof. Dr. Ugur AKSU

In our study, the effects of different cardioplegia fluids on the donor heart during the extended
ischemia period were investigated in rat heart transplantation model. For this purpose, under
anesthesia, cardioplegia fluids of Custodiol, St. Thomas and del Nido were administered to
male Wistar albino rats until cardiac arrest. Isolated hearts were incubated in cold ischemia
(+4 °C) throughout 4 hours and then organ bath experiments were performed isoproteronol-
noradrenaline-induced contractions in strips from the right ventricular free wall of the heart
tissue. Also, ATP, TNF-a, troponin-l1 and sialic acid levels and MMP-9 activity were
measured in right ventricular tissue. Custodiol application reduced myocardial contraction
(p<0,05, compared with both groups) and decreased ATP levels (p<0,001, compared with
both groups) compared to other fluids, increased TNF-a levels (p<0,05, compared with both
groups) and MMP-9 activity (p<0,05, with compared to St. Thomas; p<0,01, with compared
to del Nido). Additionally, troponin-I levels (p<0,05, compared with both groups) were
significantly increased in the Custodiol group at time T1 of the incubation fluid compared to
the other groups. However, TNF-a levels were positive (r=0,93, P=0,007) with MMP-9
activity and negatively (r=-0,91, P=0,01) correlated with ATP levels. Also MMP-9 activity
were negatively (r=-0,9, P=0,01 correlated with ATP levels. Consequently, Custodiol

Xiv



cardioplegia can not prevent functional and cellular damage in heart tissue. In this respect,
extracellularly cardioplegia fluids may be more advantageous as cellular and functional.
Further studies are needed to evaluate the tissue-protective effect of cardioplegia fluids.

December 2018, 62 pages.

Keywords: donor heart, cardioplegia, oxidative stress, myocardial contraction
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1. GIRIS

Kalp nakli, ileri diizey kalp hastaliklar1 igin kullanilan bir tedavi yontemidir. Kalp
cerrahisinde ve kalp naklinde, miyokart hasarmma bagli kalbin kasilmasindaki fonksiyon
bozuklugu sag kalimi etkileyen Onemli bir etkendir. Etkili bir miyokart korumasi
saglanmadig durumlarda, iskemi sirasinda, miyositlerin ve vaskiiler endotel hiicrelerinin
hasara ugramasi1 sonucu kalpte fonksiyon kayb1 gelisir. Bu istenmeyen etki, iskemi siiresinin
artmasiyla daha belirgin hale gelmektedir (Renner ve dig., 2004). Kalp nakli karmasik bir
cerrahi slire¢ gerektirir. Nakil slirecinde verici olan organin korunmasi ve nakline kadar gecen
stirenin en diisiik seviyede tutulmasi 6nemlidir. Hipotermi bu siirecin en az zararla gegirilmesi
icin gerekli olan etkili bir siirectir. Kardiyoplejik sivilar doku i¢in uygun ortam saglayarak

uzun siireli iskemi/reperfiizyon hasarina karsi orgam1 dayanikli hale getirmektedir (Caus ve

dig., 2001).

Giliniimiizde, iskemik hasarin en aza indirilmesi amaglanarak gelistirilen kardiyopleji sivilar
ile hasar kismen giderilmis olsa da, kalp nakli gibi iskemik siirenin uzadig1 durumlarda verici
kalbi i¢in miyokart hasari korunmaya ragmen kismen olusmaktadir (Sahin ve dig., 2011)
Kardiyopleji sivilar1 kalp kasinda diyastolik arrest olusturur. Bu durum reperfiizyon sonrasi
hasara kars1 giivenli bir koruma saglar. Ayrica bu sivilar kalbin miyokartin enerji talebini de
karsilar; boylece anabolik metabolizma yavaslar ve kalp iskemik donemde korunmus olur.
Ancak hipotermi organ hasarin1 engellemek veya en aza indirmek ig¢in yeterli degildir
(Kamoda ve dig., 2007). Kardiyoplejik sivilari1 organi soguk iskemi doneminde korumak i¢in
gelistirilen sivilardir. Cesitli tiplerde ftretilen bu sivilar transmembran iyon dengesini
saglayarak membran depolarizasyonunu korumak ve hasari en diisiik seviyede tutmak ig¢in
uygulanirlar. Kimyasallarin reaksiyon hizinin degisen sicaklikla iligkili olmasi, hipoterminin
kalp ve diger organlar i¢in koruyucu olmasini saglar. Enzim aktiviteleri yavaslayacagi i¢in
besin elde etme siireci uzayacaktir. Organlarin metabolik ihtiyaglar1 azalacak ve perfiizyonun
diisiik oldugu durumlarda organ hasarida azalacaktir (Jahania ve dig., 1999). Hipotermi hiicre
koruyucu olmasina ragmen iskemiyle birlikte bazi hiicresel hasar siirecleri kagmilmazdir.
Hipotermiden dolay1 oksidatif fosforilasyon zayifladigi i¢in hiicre i¢i enerji diizeyleri azalir.
Azalan ATP diizeyi organi hasara ugratir. Bu durum hiicrede antioksidan enzim seviyelerinin

azalmasina neden olur. Ayrica endotel hasar1 ve kalsiyum konsantrasyonunda degismeler



olusturur (Minasian ve dig., 2015). Iskemi ile birlikte artan oksidatif stres lipid
peroksidasyonuna ve inflamatuar ajanlarin aktivasyonuna neden olur. Ozellikle radikal aracili
hasarin inflamasyonu baglattigt ve bag doku unsurlarin1 uyararak dokuda yapisal
degisikliklere neden oldugu bilinmektedir (Kumar ve dig., 2016). Hiicresel hasar
mekanizmalarinin aktif olmasiyla hiicre disi matrikste bulunan enzimlerden matriks
metalloprotezlar matriks bilesenlerini parcalayabilirler (Bae ve dig., 2016). Nakil edilecek
doku icin bu siiregleri degerlendirmek Onemlidir. Ayrica, kardiyoplejik sivilar
hiperpotasemiye bagli olarak membran potansiyelini depolarize ederek de etki gosterirler.
Hasar siireclerinden en az seviyede etkilenmesi i¢in miyokarti, hiperkalemik kardiyopleji
stvist ile olusturulan elektromekanik arrest ve hipotermi ile saglanan bazal metabolik hizin

azaltilmasiyla korumak amaclanir (Marten ve dig., 1999).

Kullanilan kardiyoplejik sivilarin uygulama yollar1 ve igerikleri hakkinda degisik goriisler
vardir. Gelistirilen kardiyoplejik sivilar doku hasarina karsi organi korumay1 amaglamaktadir.
Buna ragmen kardiyoplejik sivilarin yetersizligi, hiicre i¢i ve hiicre dis1 bolgede gosterilmistir
(Guibert ve dig., 2011). Kardiyoplejilerin ¢ok c¢esitli olmasi ve etki mekanizmalar1 tam
bilinmediginden dolay1 sivilarin hiicre hasar siireglerine etkisi karsilastirilmamistir. Custodiol,
St. Thomas ve del Nido kardiyoplejileri farkli iyon igeriklerine sahip ve klinikte ¢ok sik
kullanilan sivilardir. Ancak bu sivilarin etkileri tam olarak bilinmediginden verici organin

korunmasi icin yeterli olduklar1 kesin olarak degerlendirilmemistir.

Custodiol, St. Thomas ve del Nido kardiyoplejileri sivilarinin verici kalbi igin
karsilagtirmasini yapacagimiz calismamizda, en etkili ve kullanimi en uygun olan siviy
belirlemek ve hiicre diizeyinde koruyucu etkilerini karsilastirmayr amacgladik. Sivilarin
inflamasyon, oksidatif stres, miyokardiyal yeniden modellenmesi {izerine etkilerini
degerlendirmeyi hedefledik. Ayrica miyokart fonsiyonlarina etkilerini de belirledigimiz
calismamiz, kullanilan sivilar arasinda bu siireclerin degerlendirildigi ilk ¢aligma olmaktadir.

Calismamizda tiim bu siire¢leri nasil belirledigimiz ve nasil degerlendirdigimiz anlatilacaktir.



2. GENEL KISIMLAR

2.1. KALP KASININ FiZYOLOJIiK OZELLIiKLERIi

Kalp, kanin hareketi i¢in itici kuvvet olusturan bir pompadir. Bdylece canliligin
stirdiirtilebilmesi igin kanin tasima gorevine destek saglamis olur. Kalpte normal ritmik
uyarilar1 ortaya c¢ikaran sistem sinlis diglimi veya sinoatriyal (SA) diiglim olarak
isimlendirilir. SA diigiim lifleri dogrudan atriyum liflerine baglanarak aksiyon potansiyelinin
hemen atriyum kasina yayilmasina neden olur. Aksiyon potansiyelleri ise atriyumun kas
kiitlesinin tiimiine ve sonrasinda atriyoventrikiiler (AV) diigiime yayilirlar. AV diigiimden
ptirkinje liflerine ulasan uyar1 hizli bir sekilde ventrikiillerin piirkinje sistemine gelir. Buradan
da ventrikiil kas lifleri boyunca iletilir (Shah ve dig., 2009). Bu iletimin gergeklesmesi, hiicre
ici kalsiyum konsantrasyonundaki artistan etkilenir ve bunun sonucunda hiicre depolarize
olur. Her hiicre komsu hiicresine temas ettigi bolgelerde diigiik direngli oldugu igin
depolarizasyon dalgasi tiim kalp boyunca yayilir ve kasilma dalgasina yol agar. Bu olaylar

sirastyla su sekilde gerceklesir;

1. Depolarizasyon ve kalp kasilmasi, sag atriyumdaki sino-atriyal diigiimde bulunan
pace-maker hiicrelerini uyarir.

2. Bu hiicreler ritmik bir depolarizasyon olustururlar ve daha sonra atriyo-ventrikiiler
diiglimden atriyuma yayilirlar.

3. Atriyum kasilir ve kan ventrikiillere pompalanir.

4. FElektrik iletimi, ventrikiil tabaninda bulunan his demetlerine gecer.

5. Bu durum, ventrikiillerin kasilarak kani yukar1 dogru pulmoner artere (sagda) ve
aortaya (solda) pompalanir.

6. Atriyum daha sonra miyokartin gevsemesiyle yeniden dolar.

Kalbin yapisini olusturan miyokart (kalp kasi), elektriksel uyarilardan etkilenen 6zel hiicreler
toplulugundan olugmus bir kas tipidir (Katz, 2001). Miyokartta; atriyum kasi, ventrikiil kas1
ve Ozellesmis uyarici ve iletici kas lifleri olmak {iizere 3 tip kas grubu vardir. Kas

miyofibrilleri aktin ve miyozin filamentleri igerirler. Filamentler i¢ ice ge¢mistir ve kasilma



sirasinda birbirleri lizerinde hareket ederler. Tek tip lif igeren kalpte yavas kasilan lifler

bulunur (Sekil 2.1).
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Sekil 2.1: Kalp kasindaki filamentler ve kasilma ( Katz, 2001).

Ayrica kalp, dokusunda bulunan pace-maker sistemi sayesinde kendi kendisine impuls
olusturur ve bu impuls tiim kalp hiicrelerine yayilir. Bu nedenle sinirsel bir baglant1 olmasa

bile kalp uyarilara yanit olarak otonom kasilabilir.

Miyokarta gelen uyar1 sonucu kalp kasilir ve aksiyon potansiyeli meydana gelir. Kalpteki
aksiyon potansiyelinin olugsmasinda kalsiyum (Ca™ ) iyonu etkili rol oynar. Bu islem kalpte
dort fazda gerceklesir (Bers, 2002)

Faz 0: (Depolarizasyon fazi): Miyokartta depolarizasyon basladiginda hiicre zarinda sodyum

(Na™) iyon gegirgenligi ani olarak yiikselir. Hiicre i¢i potansiyel +20 milivolta kadar ulagir.

Faz 1: (Erken repolarizasyon fazi): Na* kanallar1 inaktive olur ve potasyum (K*) gegirgenligi

gegici olarak artar. Bunun sonucunda K* iyonlar1 hiicre disina yavasca ¢ikar.

Faz 2: (Plato faz1): Iyon degisiminden dolayr Ca*™ kanallar1 agilir. Béylece Ca*™ hiicre igine
girer. Aksiyon potansiyelinin en uzun siiren fazi olan plato fazinda Ca*™ hiicre i¢ine yavas

yavas girer. K" hiicre disina akis1 devam eder.



Faz 3: (Geg repolarizasyon): Dinlenim potansiyeline doniis fazidir. Potasyum kanallarinin

agilmasiyla K™ hiicreden akis1 hizlanir ve hiicre i¢i alanda Na* birikir.

Faz 4: (Dinlenim fazi-diyastolik depolarizasyon): Dinlenim durumuna gegen kalpte aksiyon
potansiyeli kaybolur (Sekil 2.2). Aksiyon potansiyeli kalp kast boyunca ilerler ve T
tibiillerindeki aksiyon potansiyelleri Ca™ iyonlarinin sarkoplazmik retikulumdan hiicre
sitoplazmasina gegisini saglar. Katalizor gibi miyofibrillerin i¢ine difiize olan Ca™ aktin ve
miyozin kompleksine etki ederek kas kasilmasina neden olur. Bu sirada T tiibiillerinden de
sarkoplazmaya kalsiyum diflizyonu artar. Artan kalsiyum difiizyonu sayesinde kalp kasinin
giiclii kasilmas1 gerceklesmektedir. Aksiyon potansiyelindeki platonun sonunda kalsiyumun
kas lifi igine akist durur ve kalsiyum iyonlar1 hizla ryanodin reseptorii araciligiyla
sarkoplazmik retikuluma ve T tiibiillerine geri pompalanir. Boylece yeni bir uyariya kadar

kasilma durur (Sekil 2.3).
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Sekil 2.2: Ventrikiil aksiyon potansiyeli (Shah ve dig., 2009).
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Sekil 2.3: Miyokartta aksiyon potansiyelinin olusumunda Ca** etkisi ( Dudley S.).

Miyokart dokusu birden fazla reseptor sistemi tarafindan uyarilir. Bununla birlikte, saglikli
kalpte miyokart fonksiyonunu etkilemek igin esas olarak sempatik sinir sistemi tarafindan
kullanilan reseptor; beta-1 (B-1) adrenerjik reseptor, vaskiiler ve diger bolgelerdeki diiz
kaslarda ise beta-2 (B-2) adrenerjik reseptordiir (Xiao, 1999). Miyokart -1 adrenerjik reseptor

aktivasyon mekanizmasi sirasinda (Sekil 2.4);

1. Agonist miyokarttaki B-1 adrenerjik reseptore baglanir. Bu reseptor, tipik bir G-
proteinine bagli reseptordiir.

2. Uyarilmamis halde G-proteini, guanozindifosfat (GDP) ile kompleks haline getirilir.

3. G proteini / guanozintrifosfat (GTP) kompleksi, adenilat siklaz1 aktive eder.

4. Bu aktivasyon hiicre i¢i siklik adenozinmonofosfat (cAMP) ve cAMP bagimli protein
kinaz1 (PKA) aktive eder.

5. PKA, Ca** akisini tesvik eden Ca* ™ kanalim fosforile eder.

6. Hiicre i¢i Ca'™, kasilma proteinlerini aktive eder.

7. Hiicre i¢i Ca*™ artisina neden olan sarkoplazmik retikulum, PKA fosforilasyonuna
neden olur.

8. PKA, kalsiyum etkisiyle troponini fosforile eder. Béylece miyokart kastlir.
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Sekil 2.4: Adanilat siklaz sinyal yolu (PHA 622).

B-1 adrenerjik reseptoriin aktivasyonu, kasilma kuvvetinde ve kalp hizinda artislara yol agar.
Artmig miyokart kasilmasi, oOzellikle ventrikiil ile iliskili B adrenerjik reseptdrlerinin
aktivasyonunun bir sonucudur (Madamanchi, 2007). Kasilma oranindaki artiglar ise SA ve
AV diigiimler ile iligkili reseptorlerin aktivasyonuna baghdir. SA ve AV diiglimlerde oncelikli
etki gosteren iyon kanallar1 kalsiyum kanallaridir. His demetlerinde ve ventrikiiler miyokarta
ise elektrik akimi sodyum kanallar1 ile taginir. B reseptoriiniin aktivasyonu, her iki kanal
tiirtinde de iyon hareketlerini arttirarak, kalp hizinda artisa neden olur. Reseptor aktivasyonu
ile olusan elektrofizyolojik faktorler kalbin etkin kasilma aktivitesini saglayan diizenli ve

ritmik elektriksel aktiviteye katkida bulunur (Bers, 2002).

Miyokartta B-adrenerjik reseptorlerin katekolaminerjik aktivasyonu sonucu, vurus hacmi ve
kalp hizi yiikselir. Bu durum kalp debisinde bir artisla sonuglanir. B-adrenerjik reseptorler
araciligiyla etki eden katekolaminler, insan kalbinde hem pozitif inotropik hem de
kronotropik etkiler iretir. Sempatik sinir aktivitesi, noradrenalin salinimi yoluyla kalp
kasilmasini arttirir. Bu durum adrenoseptorleri uyarir ve sonug olarak uyarict G protein /

adenil siklaz yolundan cAMP iiretimi artar (Galindo-Tovar ve dig., 2018) (Sekil 2.4).



izoproterenol giiclii sentetik B-adrenerjik bir agonisttir. Giiclii sistemik vaskiiler dengede
kronotropik ve inotropik Ozelliklere sahiptir. B-adrenerjik reseptorler lizerinden hem kalp
hacmini hem de kalp atis hizin1 artirarak normal kalbin kasilma fonksiyonunu arttirabilir.
Izoproterenoliin miyokart kasilmasini arttirdi§i ve kalbin hem sistol sonu hem de diyastol

sonu hacimlerini azalttig1 bilinmektedir (Dorn,2002).

Kalpteki adrenerjik sinyal sempatik postganglionik adrenerjik sinirlerden lokal olarak
salgilanan endojenik noradrenalin tarafindan da diizenlenir. Adrenerjik reseptorleri aktive
eder ve adenil siklaz / PKA sinyal yollarimim uyarilmasina neden olur. Giiglii bir -adrenerjik
reseptOr agonisti olan noradrenalin dogrudan inotropik 6zelliklere sahip damar kastirict bir
ajandir. Noradrenalin esas olarak sistolik, diyastolik, nabiz basincimi arttirir ve kalp debisi
iizerinde zayif bir etkiye sahiptir. Ayrica bu ajanin, kalp atis hizinin uyarilmasinin istenmedigi
durumlarda zayif kronotropik etkileri de vardir. Uzun siireli noradrenalin uygulamasi, PKA
aktivasyonu ve artan sitozolik Ca*" akisi yoluyla apoptozu indiikleyerek kalp kasi hiicreleri

tizerinde dogrudan toksik etki gosterebilir (Overgaard ve Dzavik, 2008).

2.2. KALP NAKLIi VE KARDiYOPLEJIK SIVILAR

Kalp dokusundaki hasar ve beraberinde gelisen kalp yetmezligi mortalite ve morbiditesi
yiiksek olan patolojik bir durumdur. Kalp nakli, kalp yetmezliginde sag kalimi olumlu
etkileyen ve tedavi siireciyle birlikte yasam kalitesini arttiran 6nemli bir tedavi yontemidir.
Kalp naklinde verici kalbini en iyi sekilde korumak hastaligin patolojisini etkili bir sekilde
azaltmaktadir. Etkili koruma yontemleri akut sag kalimi arttirmaktadir (Beyersdorf, 2004).
Nakil siirecinde verici organin hazirlanma siiresi uzun ve karmasiktir. Doku tiplemesi
yapmak, alic1 i¢in hazirlik yapmak ve vericinin en uygun sekilde nakil siirecine hazirlanmasi
ortalama en az 8 saat gerektirir. Bu sebeple verici kalbin saklanma siiresinin en hasarsiz
sekilde uzatilabilmesi nakil merkezi i¢in tedarik alanin1 da genisletecektir (Yagd:r ve dig.,

2004).

Kalp nakli i¢in verici organ steril tasima kabina koyulur ve soguk kalmasi i¢in +4°C izotonik
igerisine yerlestirilir. Hipoterminin kalp ve diger organlar i¢in koruyucu olmasi kimyasallarin
reaksiyon hizinin 1siyla orantili olmasmna dayanir. Hipotermi kardiyoplejik sivilarin

sogutulmasi ile saglanmaktadir. Soguk iskemi sirasinda miyokart hiicrelerinde Snemli



degisimler meydana gelir. Ornegin; yiiksek enerjili fosfat sentezindeki azalmaya bagl olarak
oksidatif fosforilasyon azalir. Bu durum hiicrede antioksidan enzim seviyelerinin azalmasina
neden olur (Minasian ve dig., 2014). Kalp naklinde total kardiyak iskemik siire ¢ok
uzatilmamalidir (mak. 4 saat). Iskemik siirenin uzamasi durumunda enerji depolarinda
azalma, hiicre i¢i pH’da degisme, katabolik faaliyetlerin artmasindan dolay1 {iriin birikimi ile

sonuglanan siireglerde hiicre zar1 hasarlari goriiliir (Caus ve dig., 2001).

Gelistirilen nakil teknikleri arasinda olan verici kalbinin perfiizyon makinesine baglanmasiyla
miyokarti korumayr hedefleyen yontemler bulunmaktadir. Verici organit korumada klasik
soguk depolama (Sekil 2.5) ile karsilastirildiginda bu yontemin klinikte daha iyi sonuglar
verdigi yoniinde ¢aligmalar bulunmaktadir (Rosenbaum ve dig., 2008). Perflizyonun devamli
olmasi, enerji depolarmin korunmasim ve ihtiyag duyulan besin destegini saglar. Iskemik
donemde olusabilecek olan hasar siireglerini engelledigi ve nakil siirecini uzatabildigi i¢in
etkili bir koruma saglamaktadir. Makine perfiizyonu, iskemiden dolayr miyokartin artan enerji
ihtiyaci nedeniyle verici kalp korunmasinda daha biiyiik faydalar saglayabilir (Cobert ve dig.,
2014; Tolboom ve dig., 2015). Cobert ve dig. (2010) tarafindan elde edilen deneysel veriler,
kiigik ve biylik hayvan modellerinde, standart hipotermik statik depolamayla
karsilastirildiginda, makine perfiizyonu ile korunan kalplerde miyokart korunmasinin daha
istlin oldugunu gostermektedir. Ancak klinikte yiiksek maliyet nedeniyle nakil siirecinde
perflizyon makinesi sik tercih edilen teknikler arasinda degildir. Sonug¢ olarak, giliniimiizde
yaygin olarak kullanilmaya devam eden soguk kardiyoplejik arrest ile standart saklama

teknigi daha giivenli, basit ve kolay uygulanabilir niteliktedir (Sekil 2.6).

Sekil 2.5: Nakil i¢in standart soguk kalp depolamasi.



10

Sekil 2.6: Nakilde verici organin korunmasi i¢in kullanilan perfiizyon sistemi (Ardehali ve
dig., 2015).

Kalp naklinde vericinin beyin 6liimii sonrasinda sinir hasarlari, katekolamin salinimi ve asit-
baz dengesizligi gibi sorunlar yasanir. Bu nedenle kardiyak ag¢idan normal olan verici kalp
dokusunda bile bir siire sonra miyokart fonksiyon bozuklugu goriilebilir. Koruma yontemleri
ve ila¢ tedavisi uygulanarak vericinin kalp dokusu en az zararla kullanilabilir hale
getirilmelidir. Etkili bir miyokart korumasi saglamak i¢in;

e Hizli bir arrest saglanmali ve doku enerji diizeyi korunmali.

e Metabolik faaliyetleri yavaglatmak i¢in hipotermi saglanmali (+4°C).

e Hiicre ve dokulari, iskemi ve hipotermiden korumak, canliligin1 devam ettirebilmesi

icin uygun ortam olusturulmali.

e Nakil sonrasi reperfiizyon déonemindeki hasarin etkisini azaltmak i¢in koruyucu ajanlar

kullanilmalidir (Eren ve dig., 2004).

Verici kalbinin fonksiyonlarinin korunmast i¢in miyokart koruma teknikleri gelistirilmistir.
Kalp nakli i¢in mevcut uzun vadeli koruma yontemleri hipotermik ve hiperkalemik
kardiyopleji sivilarin kullanimini igerir. Kardiyopleji uygulamasi, hiicre dig1 alandaki iyon
icerigini korumak ve zararl atiklarin etkisini azaltmak i¢in de iyi bir yontemdir (Kotani ve
dig., 2013). Kullanilan kardiyoplejik sivilarin uygulama yollar1 ve igerikleri hakkinda degisik

goriisler vardir. Kardiyoplejik sivilar hareketsiz bir ameliyat alani saglamak igin kalp
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cerrahisinde kullanilmak {izere gelistirilmistir. Kristaloid kardiyoplejik sivilar iyon
konsantrasyonlarina ve igerdikleri katki maddelerine bagl hiicre i¢i ve hiicre dis1 olarak ikiye

ayrilir (Hoenicke ve dig., 2000).

“Hiicre i¢i kardiyoplejiler” igerdikleri diisiik sodyum (<70 mEq/L) ve yliksek potasyum (>100
mEq/L) nedeniyle hiicrenin normal hiicre i¢i ortamina benzerler. Hiicre zarindaki elektriksel
yiik dengesini azaltarak hiicreye su ve sodyum girigini diizenlerler. Boylece hiicre 6demi de
azaltilmis olur. Buna ragmen, hiicreye kalsiyum girisine ve kisa siirelide olsa
vazokonstriiksiyona neden olabilirler. Bununla birlikte igcerdikleri yiiksek potasyum nedeniyle
endotel hasar1 olusturabilirler. En sik kullanilan hiicre i¢i kardiyoplejilerden biride Custodiol
(histidin-triptofan-ketogluterat) kardiyoplejisidir.

“Hiicre dis1 kardiyoplejiler” ise yiliksek sodyum (>70 mEq/L) ve diisiik potasyum (<20
mEQ/L) konsantrasyonuna sahiptirler. Hiicre dist  hiperkalemi, hiicre zarinin
depolarizasyonunu saglar. St. Thomas ve del Nido kardiyopleji sivilar1 klinikte kullanilan
hiicre dis1 kardiyoplejilerdir. Igerdikleri mannitol gibi yiiksek molekiil agirlikli bilesikler
hiicre 6demini azaltici etki yapmaktadir. Diigiik potasyum sayesinde vaskiiler rezistansi arttirir

ve endotel hasar1 olusturacak etkileri azaltirlar (Hoenicke ve dig., 2000).
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Tablo 2.1: Kardiyopleji sivilariin igerikleri.

Icerik(mmol/L) Custodiol St. Thomas del Nido (Isolyt S
hazirlandi)

Sodyum 15 110 141
Potasyum 9 16 25
Kalsiyum 0,015 1,2 -
Magnezyum 4 16 17,4

Klor - 160 98
Sodyum birkarbonat - 10 13
Mannitol - - 18,6
Lidokain - - 0,5
Histidin/ Histidin HCI 180/18 - -

Triptofan 2 - -
a-Ketogluterat 1 - -

pH 74 7.8 74
Osmolarite (mosmol/kg) 310 300 300

Giliniimiizde kullanilan kardiyoplejiler arasindaki en belirgin farklar iyon konsantrasyonlari
(Na™ ve K" gibi) ve hiicre i¢i veya hiicra dis1 ortama olan benzerlikleridir. Kardiyoplejiler
hiperkalemik arrest ile kalp asistolii olusturmak icin gelistirilmistir. Yiiksek potasyum ve
hipotermi verici organin saklanmasi ve naklinde en sik kullanilan yontemlerdir. Kalbin hizli

diyastolik arresti i¢in en ¢ok kullanilan molekiil potasyumdur. Klinikte 15-70 mEg/L po-
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tasyum iceren kardiyoplejiler kullanilmaktadir. Kardiyoplejik sivida potasyum diizeyinin
yetersiz olmas1 diyastolik arrestin bununla birlikte kardiyak korumanin da yetersiz olmasina
neden olur (Peker ve dig., 2014). Hiicre dis1 hiperkalemi, hiicre zarinin depolarizasyonunu
saglar. Sodyum kanallar1 acilir ve hiicre inaktif hale gecer. Sodyum hiicre i¢ine alinmasi ile
sarkoplazmik retikulumdan kalsiyum ¢ikisi saglanir ve kalsiyum hiicre i¢i ytikii artar. Boylece
sodyum-kalsiyum yiik degisimi olusur. Bu siirecler sodyum-kalsiyum pompasini
aktiflestirerek, iskemide hiicre i¢i enerji diizeyinin azalmasma neden olur. Hiperkalemik
kristaloid kardiyopleji sivilarin  hiicre membran depolarizasyonu saglayarak aksiyon
potansiyeli olusumunu engelledigi, diyastolik kardiyak arreste yol agtigi gosterilmistir

(Hoenicke ve dig., 2000).

Kardiyoplejik sivilar miyokartin substrat metabolizmasi {izerinde yaygin degisliklikler
meydana getirir. Kardiyoplejilere eklenen histidin tampon gorevi goriirken, triptofan ve
magnezyum siilfat kalsiyamun hiicre i¢ine girisini engellemek membran stabilizasyonunda
saglamak ic¢in kullanilir. Ketoglutarat ise subsrat diizeyini koruyarak reperflizyon sirasinda
yiiksek enerji iiretimine destek olur. Icerdikleri diisiik kalsiyum konsantrasyonu sayesinde ise
membran potansiyelinin, dinlenim membran potansiyeli seviyesine yakin durmasini saglarlar.
Bu sekilde olusturulan polarize arrestin, hiperkalemik siviun zararli etkilerinden

koruyabilecegi diistiniilmektedir ( Pietersen ve dig., 1999).

Kardiyoplejilerde kullanilan mannitol, histidin, lidokain gibi hiicre membranindan gegemeyen
maddeler hiicre i¢i ozmotik basinca karsi etki gostererek hipotermiye bagli hiicresel 6demi
azaltirlar. Substrattan zengin sivilarin kullanilmasinin amaci miyokartta yiiksek enerjili
fosfatlarin iskemi doneminde korunmasini ve reperflizyonda dokunun hizli iyilesmesini
saglamaktir (Careaga ve dig., 2001). iskemide asidoz, glikojen ve ATP diizeyleri hizla azalur.
Hiicresel metabolizma yavaslarken aerobik ve anaerobik enerji iiretiminin devami igin
kardiyoplejilere oksijen, glukoz, glutamat, aspartat gibi substratlarin eklenmesinin daha iyi
miyokart korumasi saglayacagi goriisleri vardir. Boylece gelistirilen kardiyoplejiler, hiicre
zarin1 depolarize tutmak icin farkli seviyelerde potasyuma, serbest radikaller olusumunu
engelleyici ajanlara, ozmotik basinci korumak i¢in emilim maddelerine ve 6demi, enerji
substratlarini ve asidozu onlemek i¢in tamponlar kullanilarak hazirlanir ( McLaren ve Friend,

2003; Jahania ve dig., 1999).
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2.3. OKSIDATIF STRES VE iNFLAMASYON

Kardiyoplejik sivilar doku hasarma karst organi korumak igin tretilmistir. Bu sivilar doku
icin uygun ortam saglayarak uzun siireli iskemi/reperfiizyon (I/R) hasarina karsi organi
dayanikli hale getirmektedir (Caus ve dig., 2001; Renner ve dig., 2004). Buna ragmen
kardiyoplejik sivilarin I/R hasara kars1 yetersizlikleri, hem hiicre i¢ci hem de hiicre dist
bolgede gosterilmistir. Kardiyoplejilerin ¢ok c¢esitli olmasi ve etki mekanizmalar1 tam
bilinmediginden dolayr sivilarin hiicre hasar siireclerine etkisi karsilastirilmamistir (Guibert

ve dig., 2011).

Fizyolojik sartlarda hiicre i¢i veya hiicre disindan kaynaklanan etkenlerle bazal diizeyde
reaktif oksijen tirleri (ROS) iiretilir. ROS olusumu ile antioksidan mekanizmanin
koruyuculugu arasinda homeostatik bir denge vardir. Kalpte bazal olarak firetilen ROS,
stiperoksit dismutaz (SOD), glutatyon peroksidaz (GSH-Px) ve katalaz (CAT) gibi endojen
enzimatik serbest radikal hasari engelleyici (antioksidan) maddeler tarafindan etkili bir
sekilde yok edilir. Iskemi siirecinde hiicresel savunma mekanizmasinin iistesinden
gelemeyecegi diizeyde ROS meydana gelebilir ve bu durum oksidatif stres olarak kabul edilir.
Bununla beraber reperfiizyon siireci endotel hiicresinde fonksiyonel degisikliklere yol agarak
zaten var olan hasarda artisa neden olur. Reperflizyon kaynakli bu hasarin artmasinda hiicre
i¢i ve hiicre dis1 kokenli oksijen radikallerinin birikimi sorumludur (Sekil 2.7) (Lefer ve dig. ,

2000; Granger ve Kvietys, 2015).
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Sekil 2.7: I/R hasarinda olusan oksidatif stres ve hasara karst antioksidanlarin kalbi koruyucu etkisi
(Valko ve dig., 2007).
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Kalp dokusundaki oksidan aracilar I/R hasar1, miyokart enfarktiisii ve kardiyomiyopati gibi
cesitli patofizyolojik kosullar altinda farkli kaynaklar tarafindan iretilir. ROS {iretimi igin
potansiyel kaynaklar, bozulmus mitokondriyal elektron tasima zinciri, arasidonik asit
metabolizmasi, noétrofil infiltrasyonunu ve aktivasyonu, ksantin-ksantin oksidaz ve
katekolaminler olabilir. Uretilen ROS membran lipidlerinde peroksidasyona, proteinler ve
DNA’da ise oksidasyona dogrudan yol agabilir ve serbest radikal aracili reaksiyonlari
baglatabilir. Sonug¢ olarak ROS’un neden oldugu oksidatif stres I/R hasarinin gelismesine ve
kalp-damar hastaliklarinin olusmasina neden olabilir (Dedeoglu ve dig., 2008; Han ve dig.,

2014).

Serbest radikaller farkl tiirevleri ile oldukc¢a reaktiftir. Molekiiler oksijen, hiicre i¢i ve hiicre
dis1 ortamlarda 6nemli bir serbest radikal olusumu kaynagidir. ROS siiperoksit anyonu (O2),
hidrojen peroksit (H202), peroksinitrit (ONOO") ve hidroksil radikali (OH") gibi serbest
radikalleri igerir. ROS, aerobik metabolizmanin toksik yan irlinleri olarak, c¢evredeki
makromolekiiller ile olumsuz reaksiyona girerek ciddi hiicre ve doku hasari olusturur. Hiicre
ici ROS genellikle normal aerobik metabolitlerden veya hiicredeki reaksiyonlardan
kaynaklanan bir hasar siireci olusturur. Hiicre disit ROS bozulmus endoteliyal hiicrelerden ve

katekolaminlerden kaynaklanabilir (Kumar ve Juddutt, 2003).

Iskemik hasarda olusan ROS artis1 hiicre ici sinyal iletimi etkiler. Hiicre zar1 fosfolipidi olan
fosfatidil inozitol 4,5 bifosfat1 (PIP2) oksidatif stres sonucu hidroliz eden aktif fosfolipaz-c
(PLC), inositol-3-fosfat (IP3) ve diagilgliserol (DAG) olugmasini saglar. IP3 sarkoplazmik
retikulumun kalsiyum kanal reseptorlerine baglanarak sitoplazmaya Ca++ akisini saglar.
Nitrik oksitin deaktivasyonu ile ROS olusumu sonucunda miyokartta DAG / protein kinaz C
(PKC) sinyal transdiiksiyon yolu doku kan akisinda azalmaya, damar gecirgenliginin

artmasina ve hiicre dig1 matrikste birikmeye yol agar (Sekil 2.8) (Valko ve dig., 2007).

Artan ROS dogrudan etkilerinin disinda kalp dokusundaki Bcl-2 aile proteinlerini,
mitokondriyal yolu, kaspazlari ve mitojenle etkinlesen protein kinazlart (MAPK) aktive
edebilir ve hiicresel hipertrofiye, apoptoza ve nekroza neden olur. Bu durum kalp fonksiyon

bozukluguna yol agan ¢esitli hiicre i¢i proteinleri etkiler (Guibert ve dig., 2011).
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Kalp dokusundaki iskemi mitokondriyal substrat bagimli oksidatif metabolizmay1 yavaslatir.
Ayrica, hipotermiden dolayr da oksidatif fosforilasyon zayifladigi i¢in hiicre i¢i H* iyonlar
artarak hiicre asidozu olugsmaktadir. Bu durum endotel hasar1 ve kalsiyum konsantrasyonunda
degismelere neden olur (Sekil 2.8). Iskemi ile birlikte artan oksidatif stres, lipid
peroksidasyonuna, elastaz ve kollejenaz gibi proteazlarin ve pro inflamatuvar sitokinler gibi
inflamatuar ajanlarm aktivasyonuna neden olur. Ozellikle radikal aracili hasarin inflamasyonu
baslattigi ve bag doku unsurlarim1 uyararak dokuda yapisal degisikliklere neden oldugu
bilinmektedir (Kumar ve Juddutt, 2003).
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Sekil 2.8: Miyokart kalsiyum salinimi ve reaktif oksijen tiirleri olusumu (Demir, boliim 9).

Inflamatuar siire¢ doku makrofajlarindan sitokin salgilanmasi ile uyarilir. Hiicresel
inflamasyon yaniti ile endotel hiicrelerinden salgilanan sitokinler hasarli bolgeye etki edecek
adezyon molekiillerini uyarir. Salgilanan sitokinler pro, anti ve dogal sitokin antogistleri
olarak tretilir. Pro inflamatuar sitokinler interlokin 1, 6, 15, 17 (IL-1, IL-6, IL-15, IL-17) ve
timor nekrosiz alfa (TNF-a) olarak salgilanir. Anti inflamatuar sitokinler ise interlokin 4, 10,
11 ve 13 olarak salgilanirlar. Normal fizyolojik kosullarda pro-inflamatuar sitokinler ile anti
inflamatuar sitokinler arasinda bir denge bulunur. Patolojik durumlarda bu denge bozulur ve
doku inflamasyonu baslar. Inflamasyonun baslamasinda ve ilerlemesinde etkili olan pro
inflamatuar sitokinler hasar belirleyici olarak kullanilir (Schumacher ve Prasad, 2018;
Kuralay ve Cavdar, 2006).
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Inflamasyon, iskemik bir olaydan sonra miyokarttaki doku hasarma aracilik eden énemli bir
stirectir. Ayrica, miyokart fonksiyon bozuklugu sonucu kardiyomiyosit 6liimiine inflamatuar
sitokinlerin rol oynayabilecegi gosterilmistir. Miyokart inflamasyonu, miyokartin metabolik
ihtiyac1 ile koroner oksijen ve besin kaynag arasindaki dengesizlikten kaynaklanan miyokart
nekrozunun bir kosulu olarak tanimlanabilir (Abbas,2016). TNF-o gibi pro-inflamatuar
sitokinlerin inflamasyonda artmis liretimi ve oksidatif stresin aktivasyonu kalbin kasilma
performansinin bozulmasina neden olur. Bu nedenle, TNF-a olusumunu ve oksidatif stresi

baskilamak miyokart fonksiyonunun korunmasini saglayabilir (Bradham ve dig., 2002).

2.4, MiYOKART DOKUSUNUN YENIDEN MODELLENMESI

Kardiyovaskiiler sistem, yapisal ve fonksiyonel yeniden yapilanma siireci ile belirli fizyolojik
ve patolojik uyarilara cevap verir. Yeniden modelleme kardiyomiyositler, ventrikiiler
miyokart, interstisyel matriks, vaskiiler diiz kas ve endotelyum gibi bir¢ok kardiyovaskiiler
dokuda meydana gelebilir. iskemik hasar; miyositleri, vaskiiler endoteli ve 6zellesmis iletim
hiicrelerini etkilemesinin yaninda geri doniisiimsiiz hiicre nekrozu gibi patolojik durumlara
neden olan karmasik bir siiregtir (Bradham ve dig., 2002). Kalpte iskemik siire¢ ventrikiiler
boyut, sekil ve fonksiyonda zararli degisikliklere neden olur. Miyokarttaki iskemiden hemen
sonra kalp hiicrelerinde ve hiicre dis1 matrikste bozunma ile baslayan inflamatuar bir siire¢
vardir. Nihayetinde duvar kalinligimin incelmesi, ventrikiil dilatasyonu ve kalp fonksiyon
bozuklugu gibi biiyiik yapisal degisiklikler, apoptoz, beta-adrenerjik sinyal yolunda bozulma,
kontraksiyon-eksitasyon uyumsuzlugu, fibroblast ve ekstraseliler matriks (ESM)
bilesenlerinde hasar ve mitokondriyal oksidatif metabolizma gibi bir¢ok hiicresel
diizensizlikten kaynaklanir. Dolayisiyla iskemik miyokart dokusundaki yeniden modelleme
birgok faktdre baglidir (Sekaran ve dig., 2017).

Yeniden modellemenin oldugu ESM alan1 dokuyu olusturan hiicrelerin arasini dolduran ve bir
arada tutulmasina destek olan fonksiyonel bir yapidir. Bulundugu dokuya gore farkli yapisal
molekiillerden olusur. Bag dokuda bu yapisal molekiilleri salgilayan hiicreler fibroblastlardir.
Hiicre hareketini, gelisimini, farklilagsmasini ve hiicreler arasi iletisimi saglamada 6énemli bir
yapisal unsur olan ESM, kendilerini iireten hiicrelerin yiizeyleri ile yakin iliski halindedir

(Sekil 2.9). ESM yapisint olusturan hiicre digi proteinler, proteoglikanlar ve fibroz
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proteinlerdir. Proteoglikanlar kovalent baglar ile glikozaminoglikanlara baglanmig

karbonhidrat ve peptid yapili zincirlerdir (Bosman ve Stamenkovic, 2003).

Hyaliironik asit, kondroitin siilfat, keratan siilfat, heparin, heparan siilfat ve dermatan siilfat
olarak yedi ¢esit glikozaminoglikan vardir. Proteoglikanlar, ESM’de bu molekiillere
baglanirlar ve matriksin yapisinda hiicreler arasi besin, metabolik iiriinler ve hormonlarin
tasinmasinda bliylik Oneme sahiptirler. Proteoglikanlar salgilanan glikozaminoglikanlara
baglanarak onlarin fonksiyonlarini yerine getirmelerini saglar. Salgilanan proteini bulundugu
bolgede sabit kalmasini saglar ve bdylece protein etkili olacag: hiicrede kalir. Proteinleri
proteolitik hasardan koruyarak etki siirelerini uzatirlar. Hiicre yiizey reseptorleri tarafindan

proteinlerin taninmalari i¢in yapisal degisiklikler olustururlar.

Fibroz proteinler fonksiyonel olarak yapisal proteinler ve yapistirict proteinler olarak
siniflandirilabilir. Matriks yapisinda en yogun bulunan kollajen ve elastin yapisal proteinleri
olustururlar. Yapistirict proteinler olan fibronektin, laminin, tenaskin, vitronektin ve
integrinler ise dokularin olusumu, bakimi ve yeniden sekillenmesi, hiicre biliylimesi, hiicre
hareketlerinde degisiklikler, hiicre gogii, hiicre adezyonu gibi kompleks fizyolojik siireclerde
gorev alirlar. Fibroz proteinler yap1 ve biiyiikliik olarak oldukea farklilik gosterirler (Frantz ve

dig., 2010).
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Sekil 2.9: Ekstraseliiler matriks bilesenleri.
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Hiicre i¢i matriksinin 6nemli bir yapisal unsuru olan glikoproteinlerin fonksiyonu hiicre
yapisinin  korunmasinda Onemlidir. Sialik asit, hiicre yiizeyinde ve salgilanmis
glikoproteinlere bagli glikan zincirlerinin en dis birimi olarak bulunan asidik dokuz karbonlu
bir sekerdir. Oligosakkarit dallarindaki terminal sialik asit negatif yiike sahip olmasi
nedeniyle, pozitif yiikli molekiillerin tasinmasinda ve baglanmasinda, tanima alanlarinin
kapatilmasinda, hiicrelerin ve molekiillerin taginmasinda 6dnemli bir rol alir (Cheng ve dig.,
2016; Yang ve dig., 2015). Hiicre yilizeyindeki sialik asitler, c¢esitli fizyolojik ve patolojik
streclere aracilik etmektedirler. Matriks yapisin1  olusturan glikoproteinlerin  ¢ogu,
glikokaliksin yapisina katkida bulunan sialik asit ile kaplhidir. Endotelyal glikokalikste hasar
stireclerinde olusan sialik asit kalintilar1 endotel hasari olusturarak permeabiliteyi etkiler.
Endotel hasarinda gergeklesen siireclerin ¢ogu endoteliyal glikokaliksin yapisal biitiinliigiintin
korunmasina baghdir (Salmon ve Satchell, 2012). Punithavathi ve dig. (2009) ¢alismasinda
miyokart infarktiisii ve iskemi sonucu hasara bagli, bir matriks glikoproteini olan sialik asit

diizeylerinin hasar parametresi olarak arttigini1 gostermistir.

ESM’nin yeniden modellemesi, uyariciya gore degisen bir¢ok islemin sonucudur. Bu nedenle,
iskemi kaynakli bir inflamasyon tepkisi sirasinda ortaya c¢ikan kalp ESM'deki yapisal ve
fonksiyonel degisiklikler yapida farklilagmalara neden olur. ESM'nin proteolitik
bozulmasinda ¢ok sayida proteaz gorev alir. Bunlar arasinda en belirgin olanlar matriks
metalloproteinaz (MMP) ailesinin iiyeleridir. Hiicre disi matrikste bulunan enzimlerden
matriks metalloprotezlar matriks bilesenlerini pargalayabilirler (Kuzminski ve dig., 2012).
MMP’lerin biiyiik bir kismi1 bag doku hiicreleri tarafindan ve inflamasyonda gorevli fagositler
tarafindan salgilanirlar. Doku yeniden modellemesine yaptiklar: etkinin yani sira yara
lyilesmesi, metaztas, timor gelisimi gibi bir¢ok fizyolojik ve patolojik siirecte gorev alirlar.
MMP enzim ailesi yapilarina ve etkiledikleri reaksiyonlara gore 4 farkli siifta toplanirlar.
Kollajenazlar (MMP-1, MMP-8, MMP-13), jelatinazlar (MMP-2, MMP-9), stromelizinler
(MMP-3, MMP-7, MMP-10, MMP-11, MMP-12) ve membrana bagli MMP’ler (MT1-MMP,
MT2-MMP, MT3-MMP, MT4-MMP) olarak siniflandirilirlar. Katalitik bolgelerinin aktif
alaninda ¢inko igerirler ve proenzim olarak sentezlenip inaktif yapida salgilanirlar.
Proenziminler hiicre dis1 alanda aktif hale dontigiirler. ESM’de enzimin katalik bdlgesi taninir
ve enzim aktivitesi hiicre dis1 alandaki metalloproteinaz inhibitorleri tarafindan baskilanir

(Bosman ve Stamenkovic, 2003). Hipotermi ve iskeminin etkisiyle oksidatif stres altindaki
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dokularda MMP’ler aktive olmaktadirlar. MMP’lerin jelatinazlar grubunda olan MMP-9'un
oksidatif stres altindaki dokularda aktive oldugu bilinmektedir. Bu nedenle, akut miyokartitte
kalp kasilma fonksiyonun azalmas1 MMP aktivasyonu ile iliskilendirilmektedir. Iskemi
stirecinde artan MMP-9 aktivitesi miyokart doku fibrozunu arttirmaktadir (Huang ve dig.,
2012).
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3. MALZEME VE YONTEM

3.1. DENEY HAYVANLARININ GENEL OZELLIKLERI

.U. Deney Hayvanlari Yerel Etik Kurulu izni (442761) ile yapilan ¢alismamiz i¢in hayvanlar
.U. Aziz Sancar Deneysel Tip Arastirma Enstitiisii'nden temin edildi. Calismamizda 397.2 +
7,4 g agirliginda toplam 18 adet Wistar albino erkek sigan kullanildi. Hayvanlar deney giiniine
kadar nem oran1 %50 olan ve 24 °C sicakliktaki odalarda bakildi. 12 saat aydinlik 12 saat
karanlik olan 151k periyodunda, standart pellet yemle beslendi ve musluk suyu igirilerek

barindirildi.

3.2. CERRAHI PROTOKOL

Hayvanlar, ketamin HCI (70 mg/kg i.p.) ve ksilazin HCI (10 mg/kg i.p.) kullanilarak anestezi
indiiksiyonu saglandiktan sonra servikal dislokasyon ile sakrifiye edildi. Hayvanlarin karin
bolgesi alkole silindikten sonra orta hat boyunca agildi. Inferior vena cava izole edildi. Sol
taraftan gogiis kafesi acilarak aort izole edildi. Inferior vena kava kesildi. Ardindan ¢ikan aort
icine kalp arrest olana kadar (yaklasik 5 mL) heparinli (5 Ul/g viicut agirligi) soguk
kardiyopleji sivilar1 uygulandi. Arrestten sonra kalp ¢ikarildi ve 4 saat hacminin yaklasik 2-3

kat1 miktardaki (10 mL) ilgili grubun soguk kardiyoplejisinde (+4°C) bekletildi (Sekil 3.10).

3.2.1. Gruplar

e Custodiol kardiyopleji (CD) grubu (n=6): Kalp arresti i¢in aort i¢ine Custodiol
kardiyopleji sivisi enjekte edilen ve aynmi kardiyopleji sivisinda Kalplerinin 4 saat
inkiibe edildigi hayvanlardan olusmaktadir.

e St. Thomas kardiyopleji (ST) grubu (n=6): Kalp arresti i¢in aort i¢ine St. Thomas
kardiyopleji sivisi enjekte edilen ve ayni kardiyopleji sivisinda kalplerinin 4 saat
inkiibe edildigi hayvanlardan olugsmaktadir.

e del Nido kardiyopleji (DN) grubu (n=6): Kalp arresti i¢in aort igine del Nido
kardiyopleji sivisi enjekte edilen ve aymi kardiyopleji sivisinda kalplerinin 4 saat

inkiibe edildigi hayvanlardan olugsmaktadir.
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Bekleme siiresinden sonra miyokard kontraktilitesinin degerlendirilmesi i¢in sag ventrikiil
duvarindan kas seritleri ¢ikarildi. Kontraktilite 6l¢iimiinde kullanilmayan ventrikiil kisimlari

ve kalan doku biyokimyasal parametrelerin 6l¢iim giinline kadar -80 derecede saklandi.

Aort Aorticine
izolasyonu kardiyopleji
ve klemp enj eklsiyonu I
10dk 2dk I 1dk I 2dk I 4 saat
Aneztezi Ve Arre.st ve Inkiibasyon bitis
izolasyonu kalbin

cikarlmas:

Sekil 3.1 : Cerrahi protokol siireci

3.3. MIYOKART KONTRAKTILITESI OLCUMLERI

Dort saat soguk kardiyoplejide inkiibe edilen kalp dokulari, ilgili olduklar1 gruba ait
kardiyopleji sivilart igerisinde kisimlarma ayrildi (sag-sol ventrikiil ve sag-sol atrium).
Ardindan sag ventrikiil miyokard kontraktilitesi i¢in kullanildi. Organ banyosunda kullanmak
tizere Krebs-Henseleit tampon igerigi (mmol/L) : 120 NaCl, 4,80 KCI, 1,25 CaCly, 1,20
M@gSOs, 1,20 KH2PO4, 25 NaHCO3 ve 11 glukoz olarak hazirlandi. Sag ventrikiil duvar
stripleri ile organ banyosu sisteminde kasilma ve gevseme cevabi degerlendirildi. Sag
ventrikiil duvarindan kas seritleri 1.5 mm x 10 mm x 1 mm odlgiilerde ¢ikarildi ve organ
banyosu i¢ine yerlestirildi. Dokunun diger serbest ucu banyo i¢inde kuvvet transdiisoriine
baglandi (MLTFO050/ST, PowerLab 26T, ADInsruments) Organ banyosu 20 mL Krebs-
Henseleit cozeltisi (pH 7.4) ile dolduruldu ve % 95 O2- % 5 CO2 gaz karisimi ile 37 °C
sicaklik ayarlandi. Bir gram gerilme kuvveti ayarlanarak ventrikiil seritleri asildi. Doku 30
dakika sabit gerilimde tutuldu. Tim hayvanlarin sag ventrikiil duvarindan alinan kas
seritlerinde ventrikiil kasilma kontrolii isoproterenol (10 - 3x10® M) ve noradrenalin (107 -

3x10° M) ile konsantrasyona bagl kasilma kuvveti olarak 6l¢iildii.
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Sekil 3.3: Kuvvet transdiisoriine baglanan doku
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3.4. HOMOJENIiZASYON

Kalp dokulart; 1:10 (w/v) oraninda fosfat tamponu soliisyonu (PBS pH 7.4) igerisinde teflon
baslikli homojenizator yardimiyla homojenize edildi ve elde edilen homojenatlar 3000 g’de

10 dk santrifiij yapildi. Stipernatantlar biyokimyasal dl¢timler i¢in kullanild.

3.5. BIYOKIMYASAL OLCUMLER

3.5.1. Manuel Yontem ile Yapilan Ol¢iimler
3.5.1.1.Sialik Asit Tayini

Doku sialik asit diizeylerinin belirlenmesi spektrofotometrik yontem kullanilarak yapildi.

(Sydow 1985).

Kullanilan kimyasallar;
%35 perklorik asit; %60’lik stok perklorik asit ¢ozeltisinden alinan 8,3 mL distile su ile 100

mL’ye tamamlandi.
Ehrlich; ticari olarak satilan soliisyon kullanima hazir olarak satin alindi.

Ol¢iim:

0,2 mL ornek 1,5 mL %35 perklorik asitle karistirildi. 5 dakika 100°C’de inkiibe edilen
ornekler, sogutulduktan sonra 2500 g’de 4 dakika santrifiij edildi. Siipernatantlar toplanarak
iizerlerine 0,2 mL Ehrlich ¢ozeltisi eklendi ve 15 dakika daha 100° C’de inkiibe edildi.
Inkiibasyon sonunda 1 mL distile su eklenip 525 nm’de spektrofotometrik okuma ile 6l¢iim
yapildi. Elde edilen absorbans degerleri standart egri iizerinden hesaplanarak sialik asit

konsantrasyonlar1 belirlendi.
3.5.1.2.Protein Tayini

Doku protein tayini, boya baglama yontemi olarak kabul edilen Bradford protein tayini
yontemi kullanilarak yapildi. Bu yontem, Coomassie parlak mavisi G-250 boyasinin farkli
konsantrasyonlardaki protein c¢ozeltilerinde olusturdugu mavi rengin yogunluguna bagh
olarak olusan renk degisiminin spektrofotometrik olarak dlgiilmesi esasina dayanir (Bradfor
M., 1976).
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3.5.2. ELISA Yéntemi ile Yapilan Ol¢iimler

Timor nekrosiz  faktér-o (TNF-a) (Elabscience), matriks metalloproteaz-9 (MMP-9)
(Elabscience), adenozintrifosfat (ATP) (Elabscience) ve troponin-l1 (Elabscience) seviyeleri
sag ventrikiil dokularinda ELISA yontemiyle 6l¢iildii. Ayrica, farkli zamanlardaki inkiibasyon
stvilarinda da TNF-a ve troponin-l1 ELISA yontemiyle dl¢iildii.

3.6. ISTATISTIKSEL ANALIZ

Elde edilen veri setlerinin normal dagilima uygunlugu belirlendi ve degerler ortalama =+
standart hata olarak sunuldu. Istatistiksel olarak anlamlilik tek yonlii varyans analizi (one-way
ANOVA) takiben Tukey coklu karsilastirma testi ile belirlendi. Gruplar arasindaki
kargilastirma normal dagilima uymayan durumlarda Mann-Whitney testi ile yapildi.
Istatistiksel analiz programi olarak GraphPad Prism (V.5.0.ABD) kullanildi. p<0,05 degeri

anlamli olarak kabul edildi.
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4. BULGULAR

4.1. ORGAN BANYOSU DENEY BULGULARI

Sag ventrikiil serbest duvarindan alinan kas seritlerine izoproterenol (ISO, 3 uM) uygulamasi
ile yapilan doku banyosu deneyinde ventrikiiler atim del Nido kardiyopleji grubunda,
Custodiol kardiyopleji grubu ile karsilastirildiginda anlamli olarak artmistir (p<<0,05) (Sekil
4.2.A ve Tablo 4.1). Ayrica miyokard kasilma kuvveti tiim gruplar karsilastirildiginda
istatistiksel olarak anlamli fark bulunmamuistir (p>0,05) (Sekil 4.2.B ve Tablo 4.2).

20 dk 3 pMiso

: -

Sekil 4.1: Doku banyosu deneylerinde 3 uM izoproterenol uygulamasi ile olusan miyokart kasilma
sinyaline 6rnek.
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Sekil 4.2: Izoproterenoliin (ISO; 3 uM) neden oldugu spontan ventrikiiler hizindaki artis (A) ve
kasilma kuvveti lizerine etkileri (B) ("p<0,05; CD grubuna gore).
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Tablo 4.1: Izoproterenol ( 3 uM ) uygulamasi ile yapilan organ banyosu deneyi ile ilgili ventrikiiler
atim diizeyleri ('p<0,05; CD grubuna gére ).

Kardiyopleji Ventrikiiler atim N

(vurum.dk?)

Custodiol 11,5+4,1 6
St. Thomas 70,8 £21,7 6
Del Nido 116,8 429" 6

Tablo 4.2: 1zoproterenol ( 3 uM ) uygulamasi ile yapilan organ banyosu deneyi ile ilgili kasilma
kuvvetin diizeyleri (p>0,05; tiim gruplar karsilagtirildiginda ).

Kardiyopleji Kasilma kuvveti N
(gram)

Custodiol 0,92 +0,18 6

St. Thomas 1,5+ 0,30 6

Del Nido 1,2+0,39 6

Sag ventrikiil serbest duvarindan alinan kas striplerine noradrenalin (NA, 30 uM ) uygulamasi
ile yapilan organ banyosu deneyinde ventrikiiler atim del Nido ve St. Thomas kardiyopleji
gruplarinda, Custodiol kardiyopleji grubu ile karsilastirildiklarinda anlamli olarak daha
yiksek bulunmustur (p<0,05) (Sekil 4.4.A ve Tablo 4.3). Ayrica miyokard kasilma kuvveti
Custodiol kardiyopleji grubuna gore, del Nido kardiyopleji grubunda anlamli olarak daha
yiikksek bulunmustur (p<0,05). St. Thomas kardiyopleji grubu ile karsilastirildiginda ise
anlaml1 fark bulunmamistir (p>0,05) (Sekil 4.4.B, Tablo 4.4).
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20 dk

Sekil 4.3: Doku banyosu deneylerinde 30 uM noradrenalin uygulamasi ile olusan miyokart kasilma
sinyaline 0rnek.
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Sekil 4.4: Noradrenalinin (NA; 30 uM) neden oldugu spontan ventrikiiler hizdaki artis ve kasilma
kuvveti iizerine etkileri ("p<0,05; CD grubuna gore).

Tablo 4.3: Noradrenalin (30 pM) uygulamasi ile yapilan organ banyosu deneyi ile ilgili ventrikiiler
atim diizeyleri ("p<0,05; CD grubuna gére ).

Kardiyopleji Ventrikiiler atim N

(vurum.dk)

Custodiol 62,22 +23.7 6
St. Thomas 141,3+£9,0" 6

del Nido 1482+ 132" 6
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Tablo 4.4: Noradrenalin ( 30 pM ) uygulamasi ile yapilan organ banyosu deneyi ile ilgili kasilma
kuvvet diizeyleri (p<0,05; CD grubuna gore ).

Kardiyopleji Kasilma kuvveti N
(gram)

Custodiol 0,82 +0,17 6

St. Thomas 2,05 +£0.45 6

Del Nido 20+0,35" 6

4.2. BIYOKIMYA DENEY BULGULARI

Sag ventrikiil dokusundaki MMP-9 aktivitesi degerlendirildiginde ST (10,2 + 2,4 ng/mL) ve
DN gruplart (19,2+2,2 ng/mL) ile CD grubu arasinda (33,7+5,3 ng/mL); ~p<0,01, “p<0,05,
sirastyla) anlamli olarak fark bulundu (Sekil 4.5.A). Sag ventrikiil dokusundaki TNF-a
diizeyleri ise ST (269,8+81,4pg/mL) ve DN gruplar1 (306,7+ 37,7 pg/mL) ile CD grubu
arasinda (984,9 + 208,6 pg/mL; “p<0,01, “p<0,05, sirasiyla) istatistiksel olarak anlamli bir
fark gosterdi (Sekil 4.5.B).
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Sekil 4.5: Sag ventrikiil dokusunda MMP-9 (A) ve TNF-a diizeyleri (“p<0,01 ve “p<0,05; CD
grubuna gore).
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Sag ventrikiil dokusundaki ATP diizeyleri karsilagtirildiginda ST (5,3 + 0,2 mmol/L) ve DN
gruplar (5,3+ 0,1 mmol/L) ile CD grubu arasinda (4,3+0,1mmol/L; “~“p<0,001) istatistiksel
olarak anlamli fark bulundu (Sekil 4.6).

10+

sk ok

ATP (mmol/L)
N

&

Fkk

Sekil 4.6: Sag ventrikiil dokusunda ATP diizeyleri (" p<0,001; CD grubuna gore).

Dort saatlik inkiibasyon sonrasi (T1) kalp dokularinin inkiibe edildigi sivi 6rneklerindeki
TNF-a diizeyleri kardiyopleji gruplarinda karsilastirildiginda ST (9,7+0,6 pg/mg ptotein) ve
DN gruplart (7,3 £0,6 pg/mg protein), CD (14,2+1,4 pg/mg ptotein; = p<0,001, “p<0,05,
sirastyla) grubuna gore anlamli fark gostermistir (Sekil 4.7.A). Dort saatlik inkiibasyon
sonrast (T1) kalp dokularmin inkiibe edildigi sivi Orneklerindeki troponin-I degerleri
kardiyopleji gruplarinda karsilastirildiginda ST (6,6+1,8 pg/mL) ve DN gruplar1 (5,7+1,0
pg/mL), CD (13,6+1,1 pg/mL; p<0,05) grubuna gére anlamli fark gdstermistir (Sekil 4.7.B).
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Sekil 4.7: Dort saatlik inkiibasyon sonrasi (T1) kalp dokularinin inkiibe edildigi sivi drneklerindeki
TNF-o (A) ve Troponin-I (B) diizeyleri ("p<0,001 ve "p<0,05; T1-CD grubuna gore).

Sag ventrikiil dokusundaki sialik asit diizeyleri karsilagtirildiginda gruplar arasinda anlamli

fark gozlenmedi (p>0,05; tiim gruplar arasinda) (Sekil 4.8).
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Sekil 4.8: Sag ventrikiil dokusunda sialik asit (SA) diizeyleri (p > 0,05; tiim gruplar arasinda).

Sag vetrikiil dokusundaki Custodiol kardiyopleji grubunda MMP-9 aktiviteleri ile ATP
seviyeleri anlamli diizeyde negatif iliski gosterdi [r=-0,90, P=0,01 (Sekil 4.9.A)]. Sag vetrikiil
dokusundaki Custodiol kardiyopleji grubunda TNF-a seviyeleri ile ATP seviyeleri de anlamli
diizeyde negatif iliski gosterirdi [r=-0,91, P=0,01 (Sekil 4.9.B)].
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Sekil 4.9: Custodiol kardiyoplejisinde inkiibe edilen kalplerin sag ventrikiil dokusundaki TNF-a ve
MMP-9 degerleri ile ATP arasindaki iliski.

Ayrica sag vetrikiil dokusundaki Custodiol [r=0,93, P=0,007 (Sekil 4.10)] kardiyopleji
grubunda MMP-9 aktiviteleri ile TNF-o seviyeleri arasinda anlamli diizeyde pozitif iliski

bulundu.
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Sekil 4.10: Custodiol kardiyoplejisinde inkiibe edilen kalplerin sag ventrikiil dokusundaki TNF-a ve
MMP-9 degerleri arasindaki iligki.
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5. TARTISMA VE SONUC

Calismamizda sigan kalp nakli modelinde kullanilan Custodiol, St. Thomas ve del Nido
kardiyopleji sivilarinin verici kalbine olan etkileri fizyolojik ve biyokimyasal a¢idan ortaya
konmaya calisilmistir. Bu amagla; sivilarin ventrikiil fonksiyonu {izerindeki etkileri i¢in organ
banyosunda kasilma giicii-atim hizlar 6l¢iilmiis ve hiicre diizeyindeki etkilerini karsilagtirmak
icin ise oksidatif stres, inflamasyon ve doku yeniden modellemesi siiregleri
degerlendirilmistir. Klinikte siklikla kullanilan bu 3 c¢esit kardiyoplejinin karsilastirildig
calismamiz bu anlamda bir ilktir. Calismamizin ana bulgusu; St. Thomas ve del Nido
kardiyopleji sivilart hiicre diizeyinde benzer bir etkiye sahip olup, Custodiol kardiyopleji

stvist bu sivilara gore daha zayif koruma gostermektedir.

Kalp nakli ¢evresel, genetik ve fizyolojik birgok etkenle gelisen kalp dokusundaki hasarin son
donem tedavisi i¢in kullanilan bir yontemdir. Verici organin belirlenmesi siireci sirasinda kan
uyumu, doku uygunlugu, yas ve gegirilen saglik sorunlar1 gibi bir¢ok faktoér degerlendirilir.
Bu karmasik siliregte en temel sorun nakil edilecek olan organin yeterli korunamamasidir.
Kalp cerrahisindeki gelismelerle birlikte 1950’lerde iskemiye karsi ilk koruyucu teknikler
gelistirilmeye baglanmistir. Bretschneider tarafindan gelistirilen kardiyopleji sivist (Custodiol)
farmakolojik arrest kavramini ortaya atmistir (Bretschneider, 1964). 1970’lerde cerrahideki
ilerlemelerle birlikte kullanilan kardiyopleji sivilart yenilenmis ve hiicre dis1 iyon dengesinin
korunmasi1 amaglanarak St. Thomas kardiyopleji sivis1 gelistirilmistir. Bu sivinin iyon igerigi
plazmayla dengeli olarak uygun konsantrasyonda potasyum, kalsiyum ve magnezyum ile
hazirlanmistir. ik olarak 1975°de cerrahide kullanilan St. Thomas kardiyopleji sivisi daha
sonralart gelistirilerek giinlimiizde klinikte sik kullanilan bir icerige sahip sivi olmustur
(Braimbridge ve dig., 1977). Klinikte genellikle kan kardiyoplejisi olarak kullanilan del Nido
kardiyopleji sivi 1980’lerde ¢ocuk kalp cerrahisinde tek doz olarak etkili bir kardiyopleji
gelistirmek amaciyla icerigi olusturulmustur. Yetiskin cerrahisinde yeni doénemde
kullanilmaya baglanan del Nido kardiyoplejisinin bu alandaki hiicresel siireglere etkisi

deneysel olarak heniiz tam belirlenememistir (del Nido, 1985; Kim ve dig.,2014).

Nakil siirecinde dokunun iyi korunmasi ve saklanmasi, hiicre hasarini en diisiik seviyede

tutmak basarili bir sag kalim siireci olusturur. Verici organin korunmasi nakil basarisini
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belirleyen ana faktordiir. Kardiyoplejik sivilarin gerekliligi nakil siirecinden sonra ortaya
¢ikan patolojilerde kendini gostermistir. Nakil edilecek kalp i¢in en iyi koruma
yontemlerinden birisi soguk kardiyopleji uygulama yontemidir. Hipoterminin kalp ve diger
organlar i¢in koruyucu olmasi kimyasallarin reaksiyon hizinin 1siyla orantili olmasina
dayanir. Enzim aktiviteleri yavaslayacagi icin besin elde etme siireci uzayacaktir. Organlarin
metabolik ihtiyaglar1 azalacak ve perflizyonun diisiik oldugu durumlarda organ hasarida
azalacaktir. Kardiyopleji uygulamasi, hiicre dis1 alandaki iyon igerigi korumak ve zararh
atiklarin etkisini azaltmak i¢in de iyi bir yontemdir (Jahania, 1999; Minasian, 2015).
Hipotermi hiicre koruyucu olmasina ragmen uzun déonemde iskemiyle birlikte hiicresel hasar
stirecleri baslatir. Hipotermiden dolay1 oksidatif fosforilasyon zayifladigi i¢in enerji depolari
tikkenir. Bu durum iskemiye bagli hiicresel hasar siireclerini baglatir. Miyokart fonsiyonlariin
bozulmasina ve islevini kaybetmesine neden olur. Bu nedenle, uygulanan miyokart
korumasinin amaci, hiperkalemik kardiyopleji sivisi ile olusturulan elektromekanik arrest ve
hipotermi ile saglanan bazal metabolik hizin azaltilmasidir. Iskemi ile birlikte artan oksidatif
stres lipid peroksidasyonuna ve inflamatuar ajanlarin aktivasyonuna neden olur. Hiicre disi
matrikste bulunan enzimler oksidatif stres altindaki dokularda aktive olarak hiicre hasar
stireclerine katilir. Nakil edilecek doku i¢in bu siiregleri degerlendirmek onemlidir (Lefer,

2000; Agnic, 2015).

Sigan kalp kasi doku banyosu birgok aragtirmada cesitli siireglerin  etkilerinin
degerlendirilmesi icin kullanilan iyi bir modeldir. Yapilan c¢aligmalarda noradrenalin ve
izoproterenol ile sag ventrikiilin kasilma performansi degerlendirilmistir (Hernandez-
Cascales, 2017). Calismamizda da benzer bir yaklagimla kardiyopleji sivilarinin kalp kasi
tizerindeki dogrudan etkileri noradrenalin ve izoproterenol uygulamasiyla anlasilmaya
caligmis ve Custodiol uygulanan grupta diger sivilara gore ventrikiil kasilma Kuvveti ve
ventrikiil atim hizi anlaml olarak diisiik bulunmustur. Ayrica diisiik kasilma giicii diisiik ATP
diizeylerini takip etmistir. Custodiol’in farkli sivilar ile karsilastirildigi calismalar
bulunmaktadir. Tek basina Custodiol ve kanla seyreltilerek kullanilan del Nido’nun
karsilastirildigr Pereira do Carmo ve dig. (2017) calismalarinda {i¢ saat iskemiden sonra
dP/dtmax ve koroner direng diizeyleri Custodiol uygulamasinda diigiik bulunmustur.
Calismamizda kan kullanilmadan da del Nido uygulamasinin miyokart kasilma giicii
acisindan daha etkili oldugu ortaya konulmustur. Dolayisiyla del Nido sivisinin Custodiole

gore fonksiyonel koruyuculugunun kandan gelmedigini diistindiirmektedir.
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Custodiol stvisini iyilestirme adina calismalar bulunmaktadir. Loganathan ve dig. (2015)
yaptigi ¢alismada Custodiol’iin miyokart fonksiyonu iizerindeki etkisi sol ventrikiil sistolik
bacinci ve dP/dtmax ile degerlendirilmis ve sivinin koruyucu etkisinin ancak igerisine katilan
maddeler ile saglanabilecegi gosterilmistir. Aymi sekilde Custodiol etkisi olexomin
eklemesiyle sol ventrikiil basinci, dP/dtmax ve koroner akim hizi iyilestirilmis ve bu iyilesme

doku ATP diizeylerini takip etmistir (Salameh ve dig., 2017).

Ayrica Yan ve dig. (2010) ¢aligmalarinda 8 saatlik uzun iskemiden sonra Custodiol ve bu
siviya eklenmis mitokondri ve sarkoplazmik retikulumdaki ATP duyarli potasyum kanal
blokerlarinin etkilerini karsilastirmislardir. Kanal blokerlarinin siviya eklenmesi tek basina
Custodiol’e gore daha yiiksek koroner akim, iyilesmis mitokondriyal solunum fonksiyonlari
ve daha az troponin-I salinimina neden olmustur. Miyokarttaki iskemik hasarina bagl olarak
artan doku ve serum troponin-I seviyeleri hasar belirleyicisidir. Izoproterenol veya farkli
ajanlar ile olusturulan iskemi modellerinde serum ve dokuda troponin diizeyleri ve protein
eksprasyonu yiiksek bulunmustur (Bae ve dig., 2016). Calismamizda da Custodiol
uygulamasinin kasilma giiclinde yarattigi zayiflik ortaya konbaemus ve aerobik solunumum
bir belirteci olan ATP diizeylerinin diisiik bulunmasi ve yiiksek troponin-I salinmasi ile de
desteklenmistir. Dolayisiyla bulgularimiz tiim bu g¢alismalar ile birlikte degerlendirildiginde
Custodiol sivisinin dokuda mitokondri hasar1 yapmis olabilecegini diisiindiirmektedir. Bu
sonucu desteklemek icin mitokondri enzim sistemlerinin de degerlendirilmesi gerekliligi

aciktir.

Custodiol sivisinin sentetik kardiyoplejiler disinda kan kardioplejisi ile de karsilastirilan
yayinlar bulunmaktadir. Hoyer ve dig. (2017) yaptiklar1 g¢alismada izole aort kapak
replasmant (AVR) ameliyatlarinda kalp arresti icin kullanilan Custodiol ve kan
kardiyoplejilerin  etkilerini  karsilastirmislardir.  Gruplar diyabet, cinsiyet operasyon
mortalitesi, operasyon sonrasi renal fonksiyonlar ve sol ventrikiil ejeksiyon fraksiyonu
degerlendirildiginde benzer sonu¢ vermistir. Ancak kan kardiyoplejisinin azalmis sol

ventrikiil ejeksiyon fraksiyonu olan hastalar i¢in faydali oldugu goriinmektedir.

Custodiol sivisinin diger kardiyoplejilere gore daha iyi koruyucu olduguna dair c¢aligmalar
bulunmaktadir. Lee ve dig. (2011) nin yaptig1 calismada yash ve geng verici kalpleri Celsior
ve histidin-triptofan-ketagluterat ~ (HTK-Custodiol)  kardiyopleji ~ sivilarina  gore
karsilastirilmistir. Yash grupta Custodiol kardiyopleji uygulanan vericilerde yiliksek doku
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ATP seviyeleri bulunmustur. Dolayisiyla Custodiol kardiyoplejisi yaslt bireylerde uygun
olabilir.

Kardiyoplejik sivilar tek basina uygulandigi gibi kan ile de birlikte kullanilabilir. Del Nido
kan ile birlikte kullanilan sivilardan birisidir. Govindapillai ve dig. (2013) ¢alismalarinda kalp
cerrahisinde yaglh sican kalplerinin iskemi sonrast kalp fonskiyonlar iizerine standart kan
kardiyoplejisi ile del Nido kardiyoplejisini karsilastirmiglar ve del Nido grubunun kalp debisi
ve kasilma gilicinlin daha yiiksek oldugunu, arrest sonrasi spontan kasilmayi azaltarak
troponin salinimini azalttigin1 belirlemislerdir. Calismamizda del Nido sivisinin dogrudan
etkisini ortaya koyabilmek i¢in kan ile karigtirllmamistir. Del nido uygulanan grupta
Custodiol’e gore daha iyi kasilma performansi goriilmiis, yliiksek ATP diizeyleri bulunmustur.

Dolayisiyla del Nido s1vist kan olmaksizin da daha 1yi bir koruma gostermektedir.

Yetigkin cerrahisinde del Nido ve St. Thomas No.2 kardiyoplejilerinin karsilagtirildigi
calismada, del Nido kullanimi daha kisa kross-klemp ve kardiyopulmoner by-pass siiresi
sagladigi, ek doz kardiyopleji uygulamasina gerek kalmadigi belirtilmistir. Ayrica, sol
ventrikiil ejeksiyon fraksiyonunu korudugu ve cerrahi sonrasi mortalite oraninda
St.Thomas’la karsilagtirlldiginda daha 1iyi bir miyokart korumasina sahip oldugu
degerlendirilmistir (Mishra ve dig., 2016). Deneysel ¢alismamizda del Nido ve St. Thomas
stvilart arasinda ATP, troponin-I ve kasilma giicii agisindan hiicresel ve fonksiyonel diizeyde

anlaml bir fark goriilmemistir.

Kardiyoplejinin neden oldugu arrest sirasinda aerobik metabolizma zayiflar. Hem zayiflayan
aerobik metabolizma hem de hiicre i¢inde hidrojen iyonu birikmesinden dolay1 anaerobik
glikoliz ve ATP fretimi baskilanir. Bu nedenle, anaerobik glikoliz desteklenmelidir.
St.Thomas ve del Nido kardiyopleji sivilar1 hidrojen iyonlarinin asir1 birikimini engellemek
ve hiicre i¢ci pH'1 korumaya yardimci olmak icin bir tampon ¢ozeltisi olarak sodyum
bikarbonat icerir (Matte, 2012). Custodiol’e karst St Thomas ve del Nido sivilarinin zayif
koruyucu etkide bulunmasi nedeni Custodiol sivisinin i¢indeki bikarbonat iyon eksikliginden

kaynaklanabilir.

Calismamizda kullandigimiz kardiyopleji sivilarinin 4 saatlik iskemi sonrasi hiicresel
inflamasyon, oksidatif stres ve miyokart dokusunun yeniden modellenmesi siireclerine olan

etkileri de degerlendirilmistir. Custodiol’iin miyokart fonsiyonlarina olan olumsuz etkisi
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hiicresel siirecte de goriilmiis ve doku TNF-a ve inkiibasyon sivisindaki troponin-I yiliksek
diizeyde bulunmustur. Ayrica, MMP-9 aktivitesi de yliksek bulunan grupta, TNF-a diizeyi ile
MMP-9 aktivitesi pozitif iliski géstermistir. Doku ATP diizeyleri diisiik bulunan grupta, ATP
ile TNF-o diizeyi ve MMP-9 aktivitesi negatif iliski gostermistir. Dolayisiyla Custodiol
dokuda ATP diizeyini diigiirdiikge inflamasyon da o oranda artmis ve iliskili olarak doku

yeniden modellemesi de devam etmistir.

Sican kalp nakli modelinde Custodiol kardiyoplejisi ile uygulanan arrest ile 8 saatlik uzun
iskemi stiresi ve farkl siirelerde uygulanan reperfiizyon sonrast ROS ve antioksidan enzim
aktivitelerinin belirlendigi ¢aligmada ciddi glutatyon kaybi ve lipit hidroperoksit (LOOH)
olusumu, sigan kalplerinde nakil kaynakli oksidatif stresi gostermistir (Renner ve dig.,2004).
Ayrica Lange ve dig. (2008) calismalarinda Custodiol ile 8 saat iskemi olusturduklari
gruplarda oksidatif stres ve inflamasyon degerledirmeleri yapilmis ve hiicre i¢i adezyon
molekiili-1 (ICAM-1) gen eksprasyonunda artma gosterilmistir. Manju ve Nair (2006)
calismalarinda ise sol ventrikiil papillar kasinda H20; gibi ROS olusumunun kasilma
kuvvetini zayiflattig1 gdsterilmis ve bu artig ATP {iretiminin azalmasi ile iliskilendirilmistir.
Dolayisiyla ¢alismamizda buldugumuz Custodiol’un kasilmadaki zayiflatici etkisinin, salinan
ROS’un aracilik ettigini ve bu siire¢ sonunda oksidatif stress iliskili ATP {iretimindeki

baskilanma olarak agiklamaktayiz.

Miyokartta meydana gelen hasar siirecleri inflamatuar yamtlarin olusmasim saglar. iskemik
hasar ROS olusumuna bagli endotel hiicrelerinde sitokin sentezine neden olmaktadir. Bu
durum miyokart inflamasyonuna neden olur ve doku fonksiyonlarini kaybederek hiicre 6limii
siireci baslatilir. Onemli bir pro-inflamatuar sitokin olan TNF-a kalp cerrahisinde ve nakil
sonras1 siirecte hasar parametresi olarak degerlendirilmektedir. Ayrica, TNF-o artisini
fonksiyon ile iliskilendiren c¢alismalar bulunmaktadir (Han ve dig., 2014). Calismamizda da
Custodiol uygulamasi yapilan grubumuzda iskemi sonrast TNF-a artis1 goriildii. Bu nedenle
Custodiol’un inflamasyon yaniti baslatarak matriksin yeniden modellenmesine sebep oldugu

ve bu stirecin miyokart fonksiyonlarimi da etkileyebilecegi diisiincesindeyiz.

TNF-a, kalbin yeniden modellenmesine katkida bulunan kronik kalp yetmezliginin hasarinda
da araci rol oynar. Sigan kalp embriyonik hiicrelerinde degerlendirilen bu yol artan TNF-a
diizeyinin, MMP-9 mRNA ve pro-MMP-9’un protein ekspirasyonunu arttirdigi gosterilmistir.
Bu siire¢ farkli ¢alismalarda da degerlendirilmisti (Bradham ve dig., 2002). Zheng ve dig.
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(2016) kalpte iskemi sonrasinda aktivasyonu artan MMP-9’un ESM bilesenlerini bozarak
inflamasyona ve doku yeniden modellenmesine neden oldugunu ortaya koymuslardir.
Calismamizda da TNF-a ve MMP-9 aktivitesi arasindaki pozitif iliski bu siireci ortaya
koymustur. Dolayisiyla Custodiol’un neden oldugu inflamatuar yanit MMP-9 aktivitesinde

artisa neden olarak matriksi degistirmektedir.

Koruyucu bir tampon gibi goriilen Custodiol kardiyopleji igeriginde bulunan histidinin hasara
yol actig1 gosterilmistir (Rauen ve dig., 2007). Boylece Custodiol kardiyoplejinin igeriginde
yeni diizenlemeler yapma gerekliligi olusturmustur. Yeni nesil Custodiol sivilari
gelistirilmeye baslanmistir. Wu ve dig. (2011) calismalarinda fare kalplerinde Custodiol ve
yeni gelistirilen icerisine demir selatlar eklenmis N-Custodiol kardiyoplejisi ile arrest
olusturmus ve miyokart koruyucu etkileri degerlendirmistir. N-Custodiol grubunda nakil
sonrasi kreatin kinaz ve laktatdehidrojenaz salinimi azalmis, kalp vurumu daha kisa siirede
baslamistir. Farkli bir ¢alisma da sigan kalp nakli modelinde Custodiol ve N-Custodiol
stvilariin iskemik hasara ve organ korumasina etkilerini karsilastirmak i¢cin Loganathan ve
dig. (2010) yaptig1 ¢alismadir. Koroner kan akimi ve sol ventrikiil basinct N-Custodiol
grubunda iskemi sonrasi 60 dk reperfiizyon doneminde anlamli olarak artmistir. Ayrica doku
ATP igerigide yiiksek bulunmustur. Ek olarak, Trescher ve dig. (2013) ¢alismasinda da yeni
model N-Custodiol kardiyoplejisinin sican kalp iskemisine karsi koruyucu etkisini
degerlendirmistir. Iskemi sonrasi reperfiizyon déneminde kalp fonksiyonlari incelendiginde,
vurus hacmi ve vurus giici N-Custodiol grubunda anlamli olarak diizelmistir ve doku ATP
diizeyleri Custodiol grubuyla karsilastirildiginda N-Custodiol grubunda yiiksek bulunmustur.
Bu durum klasik Custodiol sivisina gore yeni gelistirilen sivinin daha koruyucu oldugunu
gostermistir. Tim bu bilgiler degerlendirildiginde ¢alismamizda kullandigimiz Custodiol
kardiyoplejinin hiicresel hasar siireglerinde kotii etkisi oldugu ve yeni gelistirilen N-Custodiol
kardiyoplejisin bu etkileri iyilestirebilecegi goriisii yeni gelistirilecek olan kardiyoplejilere de

fikir olmustur (Kahn ve Schemmer, 2017).

Kalp cerrahisinde ve kalp naklinde ¢ok sik kulanilan kardiyoplejik sivilarin sadece etkili bir
cerrahi saglamasi yoniiyle degil hiicresel hasar siireclerine ve iskemiye karsi etkili bir koruma
saglamast yoniiyle de degerlendirilmesi gerekir. Calismamizin sonucunda kristaloid
kardiyoplejik sivisi olarak kullanilan Custodiol’iin en zayif korumaya sahip oldugunu, St.

Thomas ve del Nido kardiyoplejisi ile karsilagtirildiginda inflamasyon, oksidatif stres ve
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miyokart kasilma giiciinde diisiik koruma gostedirdigini belirledik. St.Thomas ve del Nido
kardiyopleji sivilarinin hiicresel ve fonksiyonel degisimlere karsi zararli bir etkisinin
bulunmadigi sonucunu bulgularimizdan elde ettik. Kardiyoplejik arrest sirasinda etkili bir
organ korumasi destegi i¢in kullanilan Kardiyoplejik sivilarin iyon ve tampon igeriklerinin
degerlendirilmesi gerektigi diisiincesindeyiz. ilerli diizey ¢alismalar ile hasar siireglerinin
belirlenmesi ve gerekli durumlarda sivi igeriklerinin iyi bir koruma igin degistirilmesi

gerekmektedir.
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