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OZET

KARDIYOPULMONER BYPASS SIRASINDA NUCLEAR FACTOR

ERYTHROID 2-RELATED FAKTOR 2 (NRF2), TUMOR NEKROZ

FAKTOR ALFA PROTEIN (TNF-a), HEME OXYGENASE-1 (HO-1)
DEGiSiMi

Yusuf AYIKGOZ

Kalp Damar Cerrahisi Anabilim Dali, Perfiizyon Teknolojisi, Yiiksek Lisans Tezi

Acik kalp ameliyatlarinin  yapilabilmesi igin kalp akciger makinesi
kullanilmaktadir. Kalp akciger makinesi sayesinde hastanin akcigerleri ve kalbi devre
dis1 birakilarak hareketsiz ve kansiz bir ortamda cerrahi operasyon yapabilmek miimkiin
hale geliyor. Kaniil ve setler araciligiyla hastadan alinan kan kalp akciger makinesine
alinip oksijenlendikten sonra tekrar hastanin aort damarindan dolagima donmesi
saglanmaktadir. Bizim yaptigimiz bu calismamizdaki amacimiz kardiyopulmoner
bypass (CPB) nuclear factor erythroid2-releted faktor 2 (nrf2), tiimor nekroz faktor alfa
(tnf-a), heme oxygenase-1 gen ekspresyonu lizerine etkisi.

Ocak 2018 - Haziran 2018 tarihleri arasinda elektif sartlarda agik kalp cerrahisi
uygulanan 15 hasta ¢alismaya dahil edildi. Calismaya katilan 15 hastadan preoperatif ve
operasyon esnasinda ve operasyon sonrasi 24 saat alinan kanlarda ¢alisma yapildi.

Cikan sonuglara gore TNF-a, Nrf2, HO-1 ameliyat Oncesine gore ameliyat
esnasinda gen ekspresyonu artmakta ve operasyon sonrasi bu degerler azalmaktadir.

Litaratiirdeki kan caligmalar1 ile korele olan gen ekspresyonu bir sonraki

caligmalar i¢in yon gosterici olacaktir.

Anahtar Kelimeler: Kardiyopulmoner bypass, nuclear factor erythroid 2-releted faktor

2, timor nekroz faktor alfa protein, heme oxygenase-1
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ABSTRACT

NUCLEAR FACTOR ERYTHROID 2-RELATED FACTOR 2 (NRF2), TUMOR
NECROS FACTOR ALPHA PROTEIN (TNF-a), HEME OXYGENASE-1 (HO-1)
CARDIOPULMONARY BYPASS

Yusuf AYIKGOZ

Department of Cardiovascular Surgery, Perusion Tecnology, Master’s Thesis

The heart lung machine is used to perform open heart surgeries. Thanks to the
heart lung machine, the patient's lungs and heart are disabled and surgical operation can
be performed in a still and bloodless environment. The blood taken from the patient
through the cannula and the sets is taken into the lung machine and then oxygenated
again and the patient is returned to the circulation from the aorta. The aim of this study
is to determine the effect of cardiopulmonary bypass (CPB) on nuclear expression
erythroid2-releted factor 2 (nrf2), tumor necrosis factor alpha (tnf-o)), heme oxygenase-1
gene expression.

Fifteen patients who underwent open heart surgery under elective conditions
between January 2018 and June 2018 were included in the study. Fifteen patients who
participated in the study were operated preoperatively and 24 hours after the operation
and after the operation.

According to the results, TNF-a, Nrf2, HO-1 increased gene expression during
the operation and decreased these values after the operation.

Gene expression, which correlates with the blood studies in the literature, will be
a guide for further studies.

Keywords: Cardiopulmonary bypass, nuclear factor erythroid 2-releted factor 2, tumor
necrosis factor alpha protein, heme oxygenase-1
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1. GiRiS

Kardiyopulmoner Bypass (KPB) gilinlimiizde agik kalp ameliyatinin rutininde
kalbe ait yapilacak ameliyatlarda kullanilan bir cihazdir. Cihazin ana c¢alisma
mekanizmasi kanin fizyolojik olmayan ve viicut dis1 dolasim ile saglanmasi mantigi ile
calismasidir. Endotel icermeyen hatlar, gaz ve zerrecik embolileri ve shear stresi
(kayma gerilmesi) igeren akim degisiklikleriyle tiim teknik gelismelere ve gittikce artan

tecriibelere ragmen biitiin doku ve organlara yikici etki yapmaktadir.

KPB sirasinda uygulanan rezistans degisiklikleri ve nonfizyolojik akim organ
perflizyonunu etkiler. Bu zararl etkiler basta ana sistemler olmak iizere ki bunlar santral
sinir sistemi, kalp, akciger, bobrek, gastrointestinal sistem ve endokrin sistemleridir.
Bunun disinda en 6nemli ve goriiniirde hemen tespit edilen hemogram parametreleri ve
kanama pihtilagsma profilleri iizerinedir. Bunun ana sebebi kanin non fizyolojik yabanci
materyallerde dolasmasi ve heparin uygulanmasidir. Bunlarin bir¢ogu viicut savunma
sistemlerini active etmekte ve savunma parametrelerini tiiketmektedir ve bu yapilan
caligmalarda en az 5 gilin siirdiigli izlenmistir. Simdiye kadar yapilan caligsmalarda

hemogram alt parametrelerinin bircogunun c¢alisildig1 goriilmustiir.

Bizim bu c¢alismamizda hastadan ekstra bir girisim yapilmaksizin sadece
ameliyat esnasinda ve operasyon sonrasi 7 giin bakilan kan degerinde Nuclear Factor
Erythroid 2—Related Factor 2 (Nrf2), Tiimor Nekroz Faktor Alfa Protein (Tnf-a), Heme
Oxygenase-1 (HO-1) degerlerine bakilmasi amaglanmaktadir. Oksidatif strese karsi
olugsan savunma sisteminin Nrf2 eksenli oldugu kabul edilmektedir.Nrf2’nin yapilan
deneysel calismalarla diyabet basta olmak {izere serebral iskemi, kanser,
norodejenerasyon, ateroskleroz ve ¢ok sayida diger inflamatuar durumlar i¢in koruyucu
etkilerinin oldugu bildirilmistir. Normal sartlar altinda, Nrf2 sitoiskelet-iliskili protein
olan Keapl tarafindan sitoplazmada alikonulmaktadir. Tnf-o  proteini, Nrf2
ubikitinasyonu ve proteazomol yikimini saglayarak, Nrf2 negatif diizenleyicisi olarak
gorev yapmaktadir. Nrf2 yiiksek ekspresyonunun, reaktif oksijen tiirlerine kars1 hiicresel
savunmada onemli rolleri olan NAD(P)H, kinon oksidorediiktaz (NQO1), glutatyon S-
transferaz (GST), hem oksijenaz-1 (HO-1) ve glutatyon peroksidaz (GPx) gibi ARE

bagimli antioksidan enzimlerin ekspresyonunu arttirdigin1 rapor edilmistir. Bu



calismamizdaki ana amag¢ kardiyopulmoner bypass sirasinda ve sonrasinda bu

degisiklikleri tespit edip bilim ¢evresi ile paylagsmaktir.



2. GENEL BILGILER

2.1. Kardiyopulmoner Bypass ve Tarihgesi

Kalbin islevini ve oksijen-karbondioksit degisiminin viicudun diginda belirli bir
siire ile ‘kalp-akciger makinesi’ adi verilen bir makine ile gergeklestirilmesi olayina
KPB veya EKD (Ekstrakorporeal Dolasim) denir. Agik kalp cerrahisi oksijenlenmis
kanin ve pompanin fizyolojik organ perflizyonunun ihtiyaglarin1 karsilayabilecek en
uygun sekilde diizenlenmesini gerektirir. ilk suni Kardiyopulmoner bypass makinesi
Frey ve Gruber tarafindan 1885’de yapilmistir. John Gibbon “kalp-akciger
makinesinin” (Ekstrakorporeal dolasim) ilk basarili kullanimini 1953 yilinda

gerceklestirmistir (1).

Kardiyopulmoner bypass cihazi, agik kalp cerrahisi ameliyatinin yapilmasina
ciddi bir imkan saglayan modern tibbin en 6nemli icatlarindandir. EKD’de kan ve kanin
ihtiva ettigi komponentler yabanci madde ve yiizeylerle temas etmektedir. EKD sonrasi
kardiyak, pulmoner, serebral ve renal fonksiyonlarda ciddi patolojik bozukluklar ile
belirgin koagulopatiler gozlenmistir. Bunlarla beraber, viicutta ates, kapiller
permeabilitede artis, interstisiyel sivi birikimi ve lokositozla seyreden sistemik
inflamatuar yanit saptanmistir (2). Yapilan ¢alismalarda EKD sirasinda meydana gelen
kompleman sistemi aktivasyonunun cerrahi sonrasi bir¢ok etkisinden sorumlu oldugunu

belirtmektedirler(3).

Fallot Tetralojisi(TOF), en sik gozlenen siyanotik konjenital kalp hastaligidir
(SKKH). Konjenital kalp hastaliklar1 arasinda yaklasik olarak %9,4 oraninda goriiliir
(4). ABD’de yilda yaklasik 3000 yeni vaka tanis1 koyulmaktadir (5). ilk olarak Fransiz
hekim Dr. Etienne Fallot tarafindan 1888’de tanimlanmistir (4). Ilk cerrahi girisim
Alfred Blalock’un Johns Hopkins Universitesi’nde sistemik dolasim ile pulmoner
dolagim arasma yaptig1 santtir (6). Ilk kalp i¢i cerrahi miidahale Lillehei ve Varco
tarafindan Minnesota Universitesi’nde 1954°te yapilmustir (7). Sag ventrikiil ¢ikim

darlig1 (SVCD), darlik derecesi hastanin siyanoz derecesini belirlemektedir (8).



Gegtigimiz ylizyilda fizyologlar izole organlarin perflizyonuyla ilgilenmis ve bu
amagla kanda oksijenle karbondioksitin yer degistirmesini saglayacak bir yontem
gelistirme ihtiyact duymuslardir. Von Frey ve Gruber 1885’de donen bir silindir igine
yerlestirilen ince bir film iizerinden ge¢cmesiyle gaz degisiminin elde edildigi bir pompa

tarif etmiglerdir (9).

1895°de Jacobi kani, c¢ikarilmis ve mekanik bir yontemle oksijenlendiren bir
hayvan akcigerinden gecirmistir (10). 1926’da Rusya’da SS Brunkhonenko ve S
Tchetchuline hayvan akcigeri ve iki pompa kullanarak bir cihaz gelistirmisler ve bu
makineyi ilk olarak organ dolasiminda daha sonra da denegin tiim perfiizyonunu
saglamak icin kullanmayir denemisler (11). Kardiyopulmoner bypass cihazinin
gerektirdiklerinden en Onemlisi antikoagiilasyondur. Bu amagla kullanilan ‘Heparin’
1915°te heniiz bir tip 6grencisi olan Jay McLean tarafindan bulunmustur (12). Sonuglar
1916°da bildirilmis, 1920’de yapilan deneyde denekler iizerinde heparinin etkili bir

antikoagiilan oldugu gosterilmistir (13).

John Gibbon’un Kardiyopulmoner bypass cihazinin gelistirilmesine olan
katkilar1 herkesten daha fazla olmustur. Bu yondeki ilk fikir 1931°de masif pulmoner
embolisi olan bir hastanin basinda ortaya ¢ikmistir (14). Kanin vendz sistemden alinip
bir cithazda oksijen ve karbondioksitin degisiminin saglanacagi daha sonra bir pompa
vasitastyla sistemik arteryel dolagima tekrar katilmasii saglayacak olan sistemin fikri
‘kalp-akciger cihazi’nin temeli olarak dogmustur. Gibbon’un caligmalari bunu takip
eden 20 yil boyunca Massachusetts General Hospital’da siirmiistiir. Gibbon ilk kez
1937°de hayatin devaminin yapay bir kalp ve akciger sistemi ile devam ettirilebilecegini
bildirmistir (15). Gibbon’in ¢alismalar1 II. Diinya Savasinin ¢ikmasiyla durmustur. Bu
siirede J Jongbloed Hollanda’da, Clarence Crafoord Isveg’te, Mario Dogliotti Italya’da
ve Clarence Dennis Minessota’da Kardiyopulmoner bypass cihazi {lizerine ¢aligmalar
yapmislardir (16). Clarence Dennis 1951°de KPB cihazini klinikte ilk kez kulland1 (17).
Biiylik kalbi olan ASD’li 6 yasindaki bir kiz cocugu basariyla KPB makinesine
baglandi. Ameliyat zorlukla gergeklestirilmis olsa da hasta kan kayb1 ve cerrahi nedenle
olusan trikiispid stenozu sebebiyle kaybedildi. Bu ameliyatta ‘Kardiyopulmoner bypass
makinesi’nin bagarili bir sekilde calistig1 goriildii. Agustos 1951°de Mario Digliotti,

KPB cihazi’nmi biiylik bir mediastinum tiimoriiniin ¢ikarilmasi esnasinda kulland1 (18).



Parsiyel bypass (1 L/dk) ile tiimor basariyla ¢ikarildi. Digliotti makinesini hi¢gbir zaman
insanlarda ameliyat amacli kullanmadi. Forrest Dodrill, pompasint 1952’de sol bypass
icin kullanmis ve 50 dakika boyunca sol ventrikiilii devre dis1 birakarak mitral kapak
ameliyatin1 ilk olarak basariyla yapmistir (19). Daha sonra Dodrill bu cihaz1 16
yasindaki pulmoner stenozlu bir ¢ocukta kullandi ve ilk basarili sag kalp ameliyatini

gerceklestirdi (20).

II. Diinya Savasi’nin sona ermesiyle John Gibbon arastirmalarina devam etmis
ve IBM isbirligiyle temelde ilk cihazina benzeyen bir KPB cihazi yapmistir (21).
Gibbon’in kopeklerde yaptigr deneylerde mortalite oran1 %80 iken bu oran zamanla
diismiistiir. Ilk vakasi 15 yasinda, ASD’si olan bir kiz olmus fakat ameliyatta ASD
bulunamamis ve hasta kaybedilmistir. Daha sonra yapilan otopside genis bir Patent
Duktus Arteriyosuz (PDA) bulunmustur. Sonraki hastasi yine ASD’si olan 18 yasinda
geng bir kizdir ve ASD Mayis 1953°te basarili bir operasyon ile kapatilmistir (22).
Bundan sonraki iki hastay1 kaybedince Gibbon ¢alismalarini durdurmustur. Bu siralarda
C Walton Lillehei University of Minnesota’da kontrollii ‘cross-sirkiilasyon’ ad1 verilen
yeni bir teknik tizerinde yogunlasmaktaydi. Bu teknikte amag bir kopegin perfiizyonunu
belirli siire i¢in diger bir kdpegin perflizyonu ile desteklemekti. Bu teknige, saglikli bir
insanin tehlikeye atilmasi konusunda yogun bir elestiri yagmuru gelmis fakat yine de o
zamanki KPB cihazlariyla alian kotii sonuglar bu yondeki ilerlemeyi cesaretlendirmis
ve ilk olarak Mart 1954°te VSD’si olan 1 yasindaki bir ¢ocuk ameliyat edilmistir.
Ancak ameliyattan sonraki 10. giinde akciger enfeksiyonu sebebiyle hasta
kaybedilmistir (23). Otopsi sonucunda da VSD’nin kapali oldugu bildirilmistir. 1955’te
Lillehei VSD, Fallot tetralojisi ve atrioventrikiiler kanal defektleri dahil 32 hastay1
ameliyat etmis ve yayinlamistir. Temmuz 1955°te cross-sirkiilasyon sistemine DeWall
ve Lillehei tarafindan icat edilen bir ‘bubble oksijenator’ ilave edilerek yeniden
gelistirilmistir. cross-sirkiilasyon teknigi bundan sonra kullanilmamistir (24). O
zamanda 5 Mart 1955’te JW Kirklin agik kalp ameliyatlarin1 Mayo Clinic’te baslattt
(25). Gibbon-IBM makinesi tizerine gelistirdikleri bir KPB cihazini kullanmiglardir. Bu
cthazin kullanildig1 bir¢ok ameliyat basarili olarak sonuglanmistir. Bu yillarda Kirklin
ve Lillehei diinyada KPB cihazin1 kullanarak yaptiklart ameliyatlar ile hem birer
diisman hem de iyi birer dost olmuslardir. 1956 yilinda artik bir¢cok cerrahi grup agik

kalp ameliyatlarin1 ¢ekinmeden baslatmislardi. Artik giinlimiizde kalp-akciger cihazi



kullanilarak binlerce ameliyat yapilmaktadir. Bununla

ameliyatlarda %] e yaklasacak kadar azalmistir.

2.2. Kardiyopulmoner Bypass Ekipmanlari

Kalp Akciger Makinesinin temel bilesenleri (Sekil 1) :

a)
b)
c)
d)
e)
f)

9)
h)

Venoz Rezervuar
Oksijenator
Kaniiller

Venoz Kaniiller
Arteryel Kaniiller
Isitici-Sogutucu
Tiip Set

Filtreler

Pompa Kafas1

birlikte mortalite bazi

Sekil 2.1. Kardiyopulmoner Cihaz1 Ekipmanlari (26).



KPB makinesine bir¢cok ilave sistem eklenebilir. Sistemde bazi ilaglarin
eklenebilmesi ve kan 6rnegi alimi i¢in harici hatlar mevcuttur. Ayn1 zamanda cerrahi
alandan emme kuvveti yardimi ile ¢ekilen dilue olmus kan elemanlarinin, yikanip bir
filtreden gecirilerek siiziilen kanin hastaya tekrar verilmesini saglayan sistemler (cell

saver sistemi) de KPB makinesi donanimlarindan sayilabilir (26).

2.2.1. Venoz Rezervuar

Bir veya birkac¢ kaniil aracilifiyla sag atriumdaki ya da vena kava siiperior
(VCS) ve vena kava inferiordaki (VCI) kanin toplandigi kistmdir. Drenaj hidrostatik
basing gradiyentine bagli olarak degisebilir. Bu ylizden KPB makinesinin seviyesi
ameliyat masasi seviyesinin altinda olmali ve bu sayede hidrostatik basing farkini

artirmalidir.

Rezervuar sistem kan, sivi ve ilag vermek i¢in de kullanilir. Ayrica rezervuarin belirli
bir seviyenin altina diismemesi gerekir; sayet diiserse ana pompaya hava girmesi

muhtemel oldugundan kritik olan seviyenin takibi gerekir (27) (Sekil 2).

S
b

’a,',,’ -

Sekil 2.2. Venodz Rezervuar (27).



2.2.2. Pompa

Ameliyatlarda kalp goérevi tistlenen pompa yer ¢cekimi etkisiyle gelen vendz kani
oksijenatore sonra da hastaya gonderir. Pompalar daimi akim saglayan(nonpulsatil) ya
da kesintili akimli (pulsatil) sekillerde olabilmektedirler (28). KPB siiresince oksijenator
akciger gorevi goriirken pompa da kalp gorevi goriir. Pompanin gorevi venodz sistemden
yer ¢ekimin etkisi ile vendz rezervuara gelen kani okjinenatdrde oksijenlendirip arter
hatt1 ile dolasima basing ile pompalamaktir. Ayrica ameliyat sahasindaki kani aspire,
kalbi dekomprese etmek ve kardioplejik soliisyonu vermek ig¢in de ek pompa
basliklariyla beraber kullanilmaktadir. Ideal bir pompada bulunmasi gereken 6zellikler;
kanin sekilli ve sekilsiz kompenentlerine travmatize edici etkisinin olmamasi, hayati
organlarin perflizyonunu en az minimum seviyede saglayabilmesi, hava ve partikiil
emboli riskini engelleyebilmesi, kullaniminin kolay ve kullanilabilme siiresinin uzun
olmasidir. Bununla birlikte arzu edilen biitiin bu 6zellikleri bir arada bulunduran bir
pompa mevcut degildir (29). Kalp cerrahisinde 3 tip pompa basligi1 kullanilmaktadir. Bu

pompalar: roller pompa, sentrifugal ve impeller pompasidir (Sekil 3).

Sekil 2.3. Pompalar (29).
Roller Pompa

KPB’de kullanilan roller pompalarin pompa tasariminda kiigiik degisiklikler
iceren pek ¢ok marka ve model mevcuttur ve hepsinin ¢alisma prensibi aynidir. KPB
cthazinda ana konsiil iizerinde bu tip pompa basliklardan birkac¢ tane vardir ve bir tanesi

arteryel pompa olarak; digerleri aspirator, vent ve kardiyopleji i¢in kullanilmaktadir.



Pompanin akim hizi tiiplin ¢ap1 ve devir sayisi ile bagimli olup tiipiin ¢ap1
biiyiidiikge devir sayis1 azalmaktadir. Bu tip pompalardaki pompa bagliginin devir sayisi
ile eritrosit hasar1 arasinda dogru orantili bir iliski vardir. Bunun yaninda KPB
uygulamalarinda olusan hemolizin ¢ogunlugundan, usuliine uygun kurulmus olan
arteryel pompa basliginin degil aspirator ve vent hatlarindaki hava ylizey etkilesiminin
sorumlu oldugu bildirilmektedir (30). Okliizyon ayar1 iyi yapilmamis olan pompalarda

devir sayisina bagli olarak hemoliz miktar1 artis gosterebilir (31).

Sekil 2.4. Roller pompa (32)

Roller pompalar direngten bagimsiz calisirlar, yani onlerindeki direnci dikkate
almadan pompalama faaliyetlerini devam ettirebilirler. KPB cihazinda arteryel
pompanin Oniindeki direng; arteryel hat filtresine, hatlarin uzunluguna, arter kaniiliine
ve hastanin damar direncine baglidir. Pouseuille kanuna gore; akima kars1 en biiyiik
direng, akimin en dar oldugu yerde yani arter kaniiliiniin ucunda olmaktadir. KPB
esnasinda arteryel pompanin 6niindeki bu basing daima kontrol edilmelidir. Arter hatt1
icin normal deger olarak 100-350 mmHg olarak belirlenebilir. Arteryel hatta katlanma
ya da istemsiz klempleme gibi durumlar hat basincini ani olarak yiikseltir ve bir basing
sensOrii mevcut degilse hatlar yirtilabilir. Kaniilasyon sirasinda kaniil ucu intimaya
dayanabilir ve sonucunda ya arter hattinda diren¢ olusturur ya da diseksiyona sebep

olabilir. Bu nedenle kaniilasyon sonrasi diisiik flow ile kontrol edilmelidir (32).



Santrifugal Pompa

KPB’de kullanilan bir diger pompa tipi santrifugal pompadir. Santrifugal
pompanin c¢aligma prensibi, pompa konsiiliinde bir miknatisla elektromanyetik kuvvet
olusturarak bunu pervaneye ya da pompa baslhigindaki polikarbonatla kapli koniye
iletmek ve kan akimini saglamaktir. Santrifugal pompalar basinca duyarli ¢alisirlar. Kan
akimi direng ile ters orantilidir yani kan akimi diren¢ ile uyumludur ve emniyet
olusturur. Direngteki anormal artis durumlarinda pompadan kana iletilen kuvvet hattin
yirtilmasina engel olacaktir. Kalp damar cerrahisine 1977°de giren santrifugal
pompalarin rutin KPB’de kullanimi gittikge artmaktadir. Santrifugal pompalar bilhassa
uzun siireli KPB wuygulamalarinda tercih edilirken giiniimiizde bircok neonatal
merkezlerinde akciger fonksiyon bozukluklarinin tedavisi ve kardiyak destek saglamak
maksadiyla ekstrakorporal membran oksijenasyon (ECMO) cihazlarinda da

kullanilmaktadir (33).

Sekil 2.5. Santrifugal Pompa (33).

Santrifugal pompanin roller pompaya gore iistiinliikleri:

Kan elemanlarinin daha az travmasinin olmasi,

Hatlara daha az darbe yapmasi,

Prime volumiiniin az olmasi sebebiyle hava ¢ikarmasi ve kurulmasinin kolay olmasi,
Orta derece basingla yliksek kardiyak output saglamasi,

Hava ve partikiil emboli riskibib az olmasi
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f) Pompanin ana konsiiliine gerek olmadigi i¢in tasinma kolayliginin olmasi seklinde
bildirilmektedir (34).

Impeller Pompa

Impeller pompalar siirekli dénen carklar yardimiyla calisir, bdylece carklar kani

hizl bir sekilde ¢evirir ve kan pompanin ¢ikisina dogru yollanir (35).

Sekil 2.6. Impeller pompa (35).
2.2.3. Oksijenatorler

Oksijenatorlerdeki amag¢ kani genis bir ylizeye yaymak ve oksijenle temasini
saglamaktir. Bu sekilde kanin oksijenlenmesi saglanir. Bu sirada en 6nemli islev kanin
hemolizini engellemek ve kanin sekilli elemanlarinin zarar gérmesini engellemektir.
Yani oksijenator kisaca akcigerlerin islevini yerine getirmektedir. Oksijenatorleri
Membran oksijenatorler ve Bubble oksijenatdrler olmak {lizere ikiye ayirabiliriz.

Gilinlimiizde membran oksijenatdrler kullanilmaktadir (36)
Bubble Oksijenatorler

Oksijenatorlerde, hava kabarciklar1 kan i¢indeki kiiciik bosluklardan gecer. Bu
sistemde oksijen direkt oksijensiz kanla diifiizyon alaninda karsilagirlar. Yani bubble
oksijenatorde oksijen direkt olarak vendz kanla sahada karsilasir. Dezavantajlar1 ise
Ozellikle uzun siiren KPBZ’larinda kanin sekilli kompenentlerinin zarar gérmesidir.
KPB'nin iki saatten daha az siirecegi ameliyatlarda oksijenatorler igin farklilik

bulunmamaktadir (37).
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Membran Oksijenator

Membran oksijenatorlerde gaz ve kan temasi olmaz, ince bir membran iizerinde
oksijen ve karbondioksit ge¢isi olur ve sistem karbondioksitin uzaklastirilmasini saglar.
Membran oksijenatérde oksijen-Karbondioksit degisiminin esas belirleyicileri kandaki
¢oOziiniirliikleri ve diflizyon katsayilari ile membrandaki kismi basing farklaridir. Bu
oksijenatérde kan daha az zarar goriir. Karbondioksit ve oksijenin degisimleri
birbirlerinden bagimsiz olmaktadir. Boylece gaz oran1 yiikseltilerek kanin
oksijenlenmesi etkilenmeden karbondioksit elemini arttirabiliriz. Karistiric1 yardimiyla
%100 oksijen yerine kuru hava ve oksijen karisimi kullanilabilir. Boylece oksijenin
kismi basinci daha kontrol edilebilir hale gelir. Akcigerin oksijenin degisim ylizey
alanma (100 m2) ne kadar ¢ok benzerlik saglanabilirse, membran oksijenatorlerdeki
gazin kana gecisindeki basing azalabilecek ve kan travmasi, inflamatuar yanit ve

komlikasyonlar o derecede azalacaktir (38).

Kan girisi

.‘ temiz gaz
"% su girisi anisi
|

sicakhk —— ‘
degistirici

= ™~ oksijenatér

| =[P ——

cikis1

‘ 1
su c1kist
Atik gaz cikisi

Sekil 2.7. Membran Oksijenator (38).
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2.2.4. Filtreler

Acik kalp cerrahisi sirasinda kanin damar endoteli disinda bir yiizeyle temasi sonucu
baslayan olaylar trombositlerin agregasyonuna ve piht1 olusumuna yol agarak emboli
nedeni olurlar. Ayrica sisteme mediastinal aspirasyon yoluyla giren yag partikiilleri ve

denatiire protein partikiilleri de mikroembolilere sebep olabilirler (39).

Sekil 2.8. Arteriel Filtreler (40).

Bu mikroembolilerin 6nlenebilmesi i¢in filtre sistemleri kullanilmaktadir. Filtre
sistemleri gaz mikroembolileri ile birlikte yag, fibrin gibi par¢acikli mikroembolileri
yiikksek diren¢ olusturmadan yakalamak i¢in kullanilir. Kardiyopulmoner bypass
devrelerinde kullanilan filtreler, derin ve tarama filtreleri olmak {izere iki ¢esittir. Derin
filtreler, paketlenmis fiberden ya da porlu kopiikten yapilirlar. Tarama filtreleri ise
dokuma polyesterden veya naylondan yapilan standart boyutta porlar bulunduran
filtrelerdir. Filtreler arteriyel hat, vendz rezarvuar ve gaz hatti gibi bircok yerde
bulunabilir. Tarama filtreleri, mikroembolilerin arteriyel dolasimdan gegerek hastanin
dolasimina girmesini Onler. Arteriyel hat filtresi hava embolisini yakalamada efektiftir,
dolayistyla kardiotomi emici rezervuar mikrofiltre sistemleri ile birlikte rutin olarak

kullanilmaktadirlar. Bu filtreler ile yakalanan hava sistemden ¢ikarilir.
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Bu filtrelerin uzayan KPB vakalarinda gaz filtrasyon kapasiteleri zaman iginde
diiser ve kanmn sekilli elemanlarina zarar vermeye baglarlar. Ayrica pompalama
siiresinin uzamasi durumunda bu filtrelerin tikanabilecegi diisiiniilerek tiip set lizerinde

bu filtreleri bypass edecek bir hat bulundurulmasi gerekir (40).
2.2.5. Kaniiller

Kaniiller, KPB cihaz1 ve hastanin damar sisteminin birbirine baglanmasini
saglarlar. Kaniilasyonun amaci, vendz hatla oksijensiz kani rezarvuara alip pompa
yardimiyla oksijenatorde oksijenlendirip arteriyel kaniilasyon ile hastanin sistemik
dolagimini devam ettirmektir. Kullanim yerlerine ve iglevine gore arteryel kaniil venoz

kaniil, kardiyopleji kaniilii gibi ¢esitlidirler.
Venoz Kaniil

Venoz kaniiller, hastanin oksijensiz kanini vendz sistemden ekstrakorperal
sisteme yer ¢ekimi kuvveti ile rezervuara toplar. Kaniilasyon bolgesi cerrahi teknige
gore farkliliklar gosterir. Sag atriyuma tek two-stage kaniil ile kaniilasyon, bikaval
yontemi ile siiperiyor vena kava ve inferiyor vena kavaya egri ve diiz kaniillerle
kaniilasyon ve diiz uzun kaniil ile femoral kaniilasyon yapilabilir. Konjenital vakalarda

two-stage kaniilasyon ¢ok az kullanilir.
Arteriyel Kaniil

Arteriyel kaniil ise oksijenlenmis kani sistemik dolasima gondermek icin
kullanilir. Arteriyel kaniillerin boyutu, cerrahi prosediire, kullanilacak yere gore
degistirilebilir. Genellikle asendes aortaya innominate arterinin 2-3cm altina(yetiskin)
kaniile edilir. Farkli olarak, femoral arter kaniilasyon, aksiller kaniilasyon, desenden aorta
kaniilasyonu gibi cerrahi islemlere gore de farkliliklar gosterir. Kaniil boyu hastanin

BSA’sina gore secilmektedir.
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2.2.6. Is1 Degistirici (Heat Exchanger)

Is1 degistirciler kardiyopulmoner bypass sirasinda 1s1 kontrolii yapmak igin
onemlidir. Viicut 1si1siin ve buna baglh olarak metabolizma hizinin kontrol edilmesini
saglar. Is1 degistiricilerinin i¢inde sicaklig1 1-42°Carasinda degisen su dolasir. EKD de
genellikle orta derece sicaklik (25-28°C) kullanilir. Yani hipotermi i¢in kullanilir. Kan
40,5°C’nin tizerinde 1sitilmasi durumunda kan kompenentleri hasar goriir. Hastadan
kanin girdigi ve c¢iktig1 yerlerdeki 1s1 farklarindan dolayr sogumasi 1sinmasindan daha

hizli olur (41).

Sicaklik degistiricileriyle yetiskinlerde 30-36,5°C arasinda dakikada 1-1,5°C
diisiis saglanabilir. Soguma hiz1 1s1 diistiik¢ce yavaglar. Isinma sirasinda ise 1°C 3-4
dakika siiresinde olmalidir. Arteryel hat ile vendz hat arasindaki 1s1 farki erigkinlerde
10°C’yi, ¢ocuklarda 8-9°C’yi asarsa proteinler denatiire olur, eritrositlerin sivi absorbe

etmesi ile hemoliz artar ve mikroemboliler olusabilir (41).

2.2.7. Tiip Set

KPB cihazi ile ameliyat masas1 arasinda baglantiyr saglamak i¢in hazirlanmis
sistemlerdir. Sistemler farkli ¢aplarda ve farkli duvar kalinliklarinda olabilirler. Silikon
veya PVC malzemelerden iiretilirler. Tiip set hastanin BSA’sima gore secilir. Hatlar
olabildigince kisa tutulmalidir. Béylece kan daha az yabanci yiizey ile etkilesime girmis
ve daha az zarar gormiis olur. Tiip set i¢inde, pompa bas hatti, vendz hatti, arter hatti,
aspirator hatlari, gaz hatti, hizli prime hatti, arteriyel filter ve farkli boylarda konektorler

mevcuttur.
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Sekil 2.9. Tiip Set

2.3. Kardiyopulmoner Bypass Calisma Prensibi

Kardiyopulmoner bypass cihazinin ¢alisma prensibi Sekil 2.10’da gosterildigi
gibi, vendz kan, yer ¢ekimi etkisiyle ya da vakum sistemi ile siiperior vena kava (SVC)
ve inferior vena kavaya (IVC) bikaval vendz kaniilasyonla veya sag atriyuma konulan
tek kantll ile baglanarak rezervuara drene olur. Burada kan yapay bir akciger (bubble
membran veya oksijenatdr) boyunca hareket eder ve genelde roller pompa ya da
santrifugal pompa yardimiyla asendan ¢ikan aorta yerlestirilmis bir kaniil yoluyla
arteriyel sisteme pompalanarak geri doner. Kan bu esnada bir 1s1 degistirici cihaz
yardimiyla sistemde dondiiriilerek istenilen viicut 1sis1 degerine ulagilir. Viicudun

ihtiyaci olan perfiizyon bu yolla temin edilmis olur.
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Sekil 2.10. Kardiyopulmoner Bypass Devresi

2.4. Kardiyopulmoner Bypassin Istenmeyen Etkileri

Membran oksijenator, hava ve filtre dedektorlerinin kullanimiyla gelisebilecek
komplikasyonlar minimuma indirilmesine ragmen KPB’nin nonfizyolojik olmasindan
dolay1 komplikasyon ihtimalini tamamen ortadan kaldirmak miimkiin degildir. KPB’nin
etkisi hastanin heparinizasyonundan sonra kaniilasyonu ile baslar ve kalp-akciger

pompasindan ayrilmasinin ardindan reperfiizyon déneminde devam eder (42).

2.4.1. Arteryel ve Venoz Kaniilasyona Bagh Komplikasyonlar ve Sorunlar

Arter kaniilasyonu sebebiyle gelismesi muhtemel komplikasyonlar ateroemboli,
kaniiliin uygunsuz yerlestirilmesi, arter yaralanmasi, kanama, arteryel hatta yiiksek
basing olusmasi, diseksiyon, yetersiz veya fazla serebral perfiizyondur (42).

Kardiyopulmoner bypass’da vendz kaniilasyonu esnasinda sinoatriyal diigiim hasari
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meydana gelebilir. Bu durum gegici ileti bozukluklarina sebep olabilecegi gibi
beraberinde kalici atriyum pili gerektirecek kalict ileti bozukluklarini da getirebilir. Sag
atriyal apendiksin kaniilasyonu sirasinda sikisma nedeniyle sag koroner arter hasar

gorelebilir ve safen ile bypass gerekebilir (42).

Inferiyor kaniiliin fazla ilerletilmesi hepatik ven déniisiinii bozarak islem sonrasi
hepatik fonksiyonlarda bozulma meydanaya sebep olabilir. Siiperiyor kaniiliin fazla
ilerletilmesi sonucu ise {ist viicut bolgesinin vendz doniisii bozularak serebral 6deme ve

islem sonrasi norolojik sorunlara neden olabilir (43).
2.4.2. Kalp-Akciger Pompasinin Kendisine Ait Komplikasyonlar
Bu komplikasyonlar genel olarak sunlardir;

a. Masif hava yolu embolisi,
b. Oksijenator arizasina baglt hipoksi gelisir.

c. Elektrik arizalarina bagli pompanin durmasi ile dolasim yetmezligi gelisir.

2.4.3. Viicut ve Sistemler Uzerine Olan Olumsuz Etkiler

Kalp Uzerine Olan Etkiler

Acik kalp cerrahisinde, kros klemp sirasinda olusan miyokard iskemisi,
reperfiizyon hasari, inflamatuvar ve pihtilasma sisteminin aktivasyonu KPB sonrasi
kardiyak fonksiyonlarda bozulmanin sebeplerinden sayilabilir. Reperflizyon esnasinda
notrofiller membran atak kompleks (MAC)-1 adezyon reseptorleri aracilignyla kalp kas
hiicrelerine ve endotel hiicrelerine yapisirlar bdylece kardiyak disfonksiyon ve
miyokard sivi birikimi goriiliir. Kardiyak disfonksiyonda kullanilan iki terim
‘hibernasyon’ ve ‘stunning’dir. Hibernasyon, uzun siireli azalmis kan akimina bagli sol
ventrikiiliin dinleniminde olusan fonksiyon bozuklugudur. Stunning ise iskemi olan
bolgede perfiizyonun tekrardan saglanmasi sonrasinda nekroz olmaksizin miyokard

disfonksiyonu olmasidir (44, 45).
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Stunning nedenleri arasinda

- Serbest oksilen radikallerinin salinima,

- Sarkoplazmik retikulum disfonksiyonu, -Mitokondrilerde yetersiz enerji iiretimi,

- Mpyoflamentlerin kalsiyuma azalmis duyarliligi,

- Kalsiyum artis,

- Ekstraselliiler kollajen matriks hasari.

- Miyokardiyal laktat diizeyi arrest sirasinda yetersiz miyokard korumasinin

gostergesidir (46)
Akcigerler Uzerine Olan Etkiler

Akciger KPB’de en ¢ok hasar goren organlarin basinda yer alir. Postoperatif
mikro atelektaziler goriilebilecegi gibi akut respiratuvar distress sendromu gibi ¢ok
ciddi klinik tablolar da ortaya ¢ikabilir. KPB islemi esnasinda prime soliisyonu
sebebiyle plazmanin onkotik basinci diismektedir. Bu durum akcigerlerde interstisyel

aralikta siv1 birikimine neden olur. Pompaya albumin eklenerek bu problem asilabilir.

Kardiyopulmoner bypass tip II alveol hiicrelerinin sayisini azaltir ve buna bagh
sirfaktan yapimi da azalir. Diisiik siirfaktan degerleri postoperatif atelektazilerin

gelisiminde rol oynar (47).

Ozellikle KPB siiresi 150 dakikay1 gectiginde KPB’nin akciger iizerine olan
etkisi hemorajik sok ve endotoksemi gibi olur. Bu durumdan dolay1 bu akcigerlere “sok

akcigeri” denilmektedir (48).
Bobrekler Uzerine Olan Etkiler

Kardiyopulmoner bypass, renin, katekolaminler, anjiyotensin ve antidiliretik
hormon (ADH) seviyelerinde artig goriilmesine sebep olur. Preoperatif renal
disfonksiyonu bulunanlarda postoperatif yetmezlik daha sik goriiliir ve 6zellikle serum

kreatinini 2,5 gr/dl’yi astifinda goriliir (49).
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Nérolojik Sistem Uzerine Olan Etkiler

Acik kalp cerrahisi sonrasi goriilen ndrolojik komplikasyonlar iki grup altinda
incelenebilir. Tip I hasar1 inme, gegici iskemik atak, stupor ve koma olusturur. Tip 11
norolojik hasarda ise entellektiiel fonksiyonlarda bozukluk, konfiizyon, ajitasyon,

oryantasyon bozuklugu, hafiza kaybi, nobet ve kognitif bozukluk goriilmektedir (50).
Gastrointestinal Sisteme Etkiler

Mukoza bariyerinin biitlinliigiiniin bozulmasiyla bakteriyel translokasyon, sepsis
ve multiorgan yetmezligi olusabilir. Karaciger enzimleri islem sonrasi donemde hafifce
yiikselebilir. KPB da karacigerde enzim yiikselmesiyle seyreden ve mortalitesi yliksek
olan bir diger komplikasyon da akut fulminant hepatittir. Mide veya duodenum mukoza

tilserleri de daha cok strese baglidir (51).

Endokrin Sistem Uzerine Etkiler

Kardiyopulmoner bypassda hipotermi ve kanin yabanci yiizeylerle temas:
nedeniyle kortizol, katekolaminler, prostoglandin (PG)’ler, kompleman sistem
elemanlari, insiilin ve diger birgcok hormon dolasima istenmeyen miktarda salinir. Sol
ventrikiil disfonksiyonu olan koroner arter hastalarinda, eksojen Tz’e olumlu yonde
yanitlar alinmigtir; eksojen T3 verilen hasta grubunda inotrop ihtiyaci verilmeyen gruba
gore daha az bulunmustur. KPBnin hipotermi evresinde insiilin cevabi azalirken,

1sinma sirasinda artmaya baslar, glukagon salinimi artar ve hiperglisemi meydana gelir
(52).

Katekolaminler: KPB’nin basinda kan sivi hacminin artisina bagli olarak azalir.
Hipotermi ile epinefrin ve norepinefrin diizeyleri artis gosterir. Vazokonstriktor
etkilerinden dolay1 kan basinci artisina, kardiyak debi ve bobrek fonksiyonlarinda

bozulmaya neden olurlar (53).

Kortizol: KPB sirasinda metabolik strese yanit olarak artar. Kortizol artigini

postoperatif 48. saate kadar devam ettirir (54).
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Vazopressin  (Antidiiiretik Hormon: ADH):KPB’nin 6zellikle baslangig
asamasinda salgilanmasi artar. Vazokonstriktor etkisi nedeniyle internal torasik arterde

vazospazma yol actig1 gosterilmistir (55).

Natriiiretik peptid sistem: Natriiiretik peptid sistem (NPS); kalp kokenli Atriyal
Natriiiretik Peptid (ANP) ve Beyin Natritiretik Peptid (BNP) ile endotelyal duvar orjinli
C-tip natriiiretik peptid (CNP)’den olusur. ANP atriyal distansiyona cevap olarak
salimir. BNP diizeyleri sol ventrikiil fonksiyonlar: ile yakin iligkilidir. KPB ile BNP
diizeylerinde artis meydana gelir (56).

Renin-anjiyotensin-aldosteron sistemi: Plazma renin seviyesi KPB sirasinda ve
sonrasinda artar. Reninin artmasi ile anjiyotensinojen Ang I’e, Ang I de anjiyotensin
dontistiiriicii enzim (ADE) ile Ang II’ye doniisiir. Ang II vazokonstriiktor etkisinin
yaninda adrenal bezlerden aldosteron salinimini da artirir ve sonugta bu da bobrek distal
tubiillerden sodyum (Na*) emiliminin artirir (53). KPB sirasinda pulsatil akimin, pulsatil
olmayan akima gore plazma renin diizeyini daha az artirdifin1 gosteren ¢aligmalar da

mevcuttur (57).
Hematolojik Sistem Uzerine OlanEtkiler

Kardiyopulmoner bypass’in dolasim sistemi {izerine yarattigi en dnemli sonug
hemolizdir. Hemoliz hatlardan gegerken kanin zarar gérmesi ve perikard bolgesinden
plazminojen ihtiva eden kanin aspire edilmesiyle olusur. Hatlardaki akimin fizyolojik

laminer akim halindede siirmesi hemolizi azaltir (58).

Kardiyopulmoner bypass sirasinda hemoliz yaratan diger yapilar filtreler ve
oksijenatdrlerdir. Ozellikle prime sivisina konulan kanm filtreden gegirilmesi hemolize

sebep olur (58).

Heparin kullanimina ragmen KPB sirasinda pihtilasma mekanizmas: da aktive
olur. KPB sirasinda tiiketim, kan sivi hacminin artigi, pompa devrelerinde birikim ve
denatiirasyondan dolay1 pihtilasma faktorlerinde bir miktar azalma olur. Kanin sekilli
elemanlarindan trombositler de eritrositler gibi etkilenerek 16kopeni ve fonksiyon

bozukluga yol agabilir(59).
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Hipotermi, kompleman ve serotonin gibi maddeler trombosit aktivasyonuna
sebep olabilir. Aktive trombositlerden giiglii bir vazokonstriiktér ajan ve trombosit
agonisti olan tromboxan A, (TXA;) salinir. TxA, trombosit hemostazinda ve SIRS’ta rol
oynar
(59).

Uzun siiren KPB, glikoprotein IIb/Illa inhibitorleri ve antitrombosit ilag
kullananlarda trombosit bozuklugu daha fazladir. KPB’deki trombosit sayisindaki
azalma miktar1 ise %30-50 civarindadir. KPB sonrasi kanama siirliyor ve trombosit
disfonksiyonu muhtemelse daha yiiksek trombosit igeren trombosit siispansiyonu
verilebilir. KPB sirasinda pihtilasma 6nleyici sistem de aktif hale gelir. Trombin ile
uyarilan endotel hiicrelerinde doku plazminojen aktivatorii (t-PA) ortaya c¢ikar. Cerrahi

sonrast kanamalarda bu pihtilasma 6nleyici mekanizmanin da rolii vardir (59).

Kardiyopulmoner bypass sirasinda notrofiller; miyeloperoksidaz,  hidroksil
radikalleri, hidrojen peroksit gibi pek ¢ok enzim ve sitotoksik {riin salgilar. Bu
maddeler kapiller gecirgenlikte ve interstisyel 6demde artisa sebep olur (59). Endotelyal
hiicreler trombomodulin, protein S ve heparan siilfat yaninda NO ve ET1 gibi vazoaktif
maddeler ile t-PA salgilanir. KPB ile prostasiklin konsantrasyonlari artis gosterirken

KPB’nin sonlarina dogru azalir (59).
2.5. Kardiyopulmoner Bypass Sirasinda Olusan Oksidatif Stress

Kardiyopulmoner bypass sirasinda kan endotelyal olmayan yiizeylerde temas
halinde oldugundan zarar gérmektedir. Temas ylizeyi artikga nonendotelyal yiizeye
degen kan miktarindaki hasar’da buna bagli olarak artar. En hassas yiizey ise bilyiik bir
kan miktarinin gaz degisimine verildigi oksijenlenme yiizeyidir. Nonbiyolojik
yiizeylerin kan {lizerinde dogrudan ve dolayh etkileri vardir. Oksidatif stres olusan bu
etkilerde Onemli bir yer tutar. Oksidatif stresin baslamasinda; noétrofiller,
katekolaminler, kompleman sistemi, aktive noétrofillerden salinan sitokinler, serbest
oksijen radikalleri, endotel hasari, kallikrein kaskadi, endotoksin salinmasi gibi

durumlar da rol almaktadir.
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2.5.1. Oksidatif Stress Olusturan Etmenler

Nonpulsatil akim

Kanin endotelyal olmayan yiizeylerde temas halinde olmasi
Kros klemp ile kalbin kan akiminin kesilmesi

Anestezik ilaglar

Miyokard hasari

Kompleman sistem

Repertfiizyon

Fizyolojik sartlarda viicutta olusan reaktif oksijen tiirleri (ROS) ile antioksidan
savunma mekanizmasi siirekli bir denge durumundadir. Yogun ROS iiretimi ya da
antioksidan savunmanin azalmasi, biyomolekiillerde yapisal ve fonksiyonel
degisikliklere yol agarak oksidatif strese yol acar. Oksidatif siire¢ler mitokondriyal
enerji kapasitesini azaltarak sonucunda hiicrenin 6lecegi bir dizi olay1 baslatir. Kardiyak
cerrahi esnasinda neredeyse tim hastalarda bir miktar miyokard hasari olusur. CPB
sirasinda aortik kros klemp, koroner kan akimini durdurur. Emniyetli bir kros klemp
sliresini tayin etmek zordur ve bittabi 120 dakikay:r asan CPB siireleri arzu edilmez.
Bypass sirasinda miyokardiyal iskemi, kros klemp'den 6nce ya da daha sonra gelisebilir.
Arteryel basing diismesi, koroner embolizm (trombiis, platelet, hava, yag veya Ca) ve
kalbin asir1 cerrahi maniiplasyonu (koroner damarlarin kompresyonuna veya
distansiyonuna neden olarak) bu durumun gelismesine etkili olabilir. iskemi, yiiksek
enerjili fosfat tiiketimine ve hiicrei¢i Ca birikimine yol acar. Ca, kontraktil proteinler
tizerine etki ederek enerji tiiketimini daha da arttirir. CPB sirasinda normal hiicresel
biitlinliigiin bozulmamasi, enerji ihtiyacinin azaltilmasina ve yiiksek enerjili fosfatlarin
kaybolmamasina baglidir. Koroner kan akimi kesildiginde, hiicre yag asidi oksidasyonu
yerine kreatin fosfat kullanarak anaerobik metabolizmay1 temel enerji yolu olarak
kullanir. Fakat bunlar da hizla tiikenir ve gelisen hizli asidoz da glikolizi sinirlar. Ayrica
kalpdis1 dolasim miyokard sivi birikimini artirir. Bu patolojinin  gelisiminde
inflamasyon mediyatorlerin aktive olmasinin da énemi vardir. Bu medyatorler degisik
yollarla aktive hale gelerek, trombositleri, ndtrofilleri ve damar endotelini etkileyerek
hidrojen peroksit, miyeloperoksidaz ve elastaz gibi bazi enzimleri salgilar ve miyokard

hasarina yol acarlar. Iskemi sonras1 ani reperfiizyonla yasayan hiicrelerde tekrar aerobik
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metabolizma goriilmesi ve hiicrelerin kurtulmasi gortilmistiir. Dokuda reaktif hiperemi
gelismekte ve bununla birlikte ortaya ¢ikan substratlar dolasimda % 400-600 oraninda
artis gostermektedir. Bu durum reperfiizyonun ilk 5 dakikasinda gelismekte ve daha
sonra azalmaktadir. Bu donem i¢inde serbest O2 radikalleri’ de ortaya c¢ikmaktadir.
Iskemi-reperfiizyon hasar1 olarak bilinen bu olaym iskemik dokunun yeniden
oksijenlenmesi ile iligkili oldugu belirtilmekte ve hasarin olusumunda serbest oksijen
radikallerinin (SOR) rol aldig1 diisiiniilmektedir (60,61) . In vitro ve in vivo
calismalarda iskemik miyokardda molekiiler oksijenin tekrardan goriilmesi serbest
oksijen radikallerinin olusumuna sebep oldugu goriilmiistiir (62,63). Serbest oksijen
radikallerinin nétrofillerce iretilip, iskemi-reperfiizyon sirasinda endotel hasarina sebep
olduklar1 goriilmiistiir (62,63). Serbest radikallerin etki etmesi ve hiicre zarinin tahribi

"Yaglarin Oksidasyonu" veya "Oksidatif Hasar" olarak adlandirilir.
2.5.2. Antioksidan Savunma Sistemleri

Serbest oksijen radikallerinin olusumunu ve sebep olduklar1 hasar1 engellemek
amactyla viicutta bir¢ok savunma mekanizmast gelismistir bunlar: “’antioksidan
savunma sistemleri‘’ veya kisaca ‘’antioksidanlar‘’ olarak bilinirler. Antioksidanlar,
zincir kirict etkiyle ve/veya serbest oksijen radikallerini toplayici etkisiyle lipid
peroksidasyonunu engeller. Antioksidanlar, endojen kaynakli (dogal) ve eksojen
kaynakl1 antioksidanlar olmak iizere baglica iki ana gruba goriilebilecegi gibi serbest
radikalin meydana gelmesini 6nleyenler ve mevcut olanlari etkisizlestirenler olarak da
ikiye ayrilabilirler. Ayrica enzim olan ve enzim olmayanlar olarak da ayrilabilirler.

Hiicrelerin hem s1vi komponentinde hem de membranda bulunabilirler.
Antioksidan Etki Mekanizmlari
Antioksidanlar dort farkli sekilde etki eder:

1- Toplayicr etki (scavenging etki) : Serbest oksijen radikallerini etkileyerek onlari
tutma veya c¢ok daha zayif bir molekiile c¢evirme islemine “toplayici etki” denir.

Antioksidan enzimler bu tipte etki gosterirler.
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2. Bastirial etki (quencher etki) : Serbest oksijen radikalleriyle etkilesip onlara bir
hidrojen aktararak aktivitelerini azaltan ve inaktif sekle doniistiiren olaya bastirict etki

denir. A vitamini ve flavanoidler bu tarz bir etkiye sahiptirler.

3- Onaric1 etki (repair etki): Lipit, protein ve DNA gibi yapilarda olusmakta

olanbiyolojik molekiiler hasar1 rejenere ederler.

4- Zincir kiria etki (Chain breaking etki) : Serbest oksijen radikallerini kendilerine
baglayarak zincirlerini kirip fonksiyonlarini engelleyici etkiye zincir kirici etki denir.

Hemoglobin, seruloplazmin, E vitamini ve mineraller zincir kiric1 6zellik gosterirler.

2.6. Hem Oksijenaz (HO-1)

Hem oksijenaz (HO), hem molekiiliinii safra pigmentlerinden biliverdin’e
katalize eden bir enzimdir. Reaksiyon esnasinda, hem molekiiliiniin o-methen
kopriisiindeki karbon atomu, karbon monoksit (CO) olarak, demir ise +2 formunda
salinmaktadir (64). Hem oksijenaz enzim aktivitesi i¢in bu reaksiyonda oksijen ve
NADPH’a ihtiyag duymaktadir (65). Reaksiyon sonucu olusan biliverdin, biliverdin
rediiktaz enzimi ile bilirubin’e doniisiir (Sekil 11) (66).
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Sekil 2.11. Hem oksijenaz reaksiyonu (66).

Hem oksijenazin tanimlanmis ii¢ izoformu bulunmaktadir. Bunlardan HO-2 ve
HO-3 sabit (yapisal) olarak eksprese edilen, HO-1 ise indiiklenebilen formudur. Is1 sok
proteini 32 (HSP-32) olarak ta bilinen HO-1, 32 kDa, HO-2 36 kDa ve HO-3, 33 kDa
molekiil agirliklarina sahiptirler (Mainer ve Panahian, 2001). Normal sartlarda bir¢ok
hiicrede HO-1 protein ekspresyonu diisiikk diizeyde seyrederken, HO-2 diizeyi dalak,
bobrek, karaciger ve sinir siteminin dahil oldugu bir ¢ok doku ve organda sabit miktarda
bulunur. HO-1 ve HO-162 iki farkli genin iriinleridirler. Buna ek olarak amino asit
dizileri (%43 oraninda homoloji) ve biyokimyasal nitelikleri bakimindan birbirlerinden
farklidirlar. HO-1de sistein grubu bulunmazken, HO-2’de ise sistein-prolin gruplari
bulunur (68,69). Ayni reaksiyonlar1 katalize eden HO-1 ve HO-2’in reaksiyonlarda
kullandiklar1 substrat, kofaktdor ve koenzim aynidir. Farkliliklar, Km degerleri,
termostabiliteleri ve immiinoreaktiviteleri arasindadir (70,71). HO-1, karaciger, dalak,
pankreas, bagirsak, bobrek, kalp, retina, akciger, prostat, beyin, deri ve endotelial

hiicrelerde eksprese edilir (72).
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Tenhunen ve arkadaslar1 (1969) hem oksijenazlarin, agirliklt olarak hiicrelerin
mikrozomal fraksiyonunda, ya da diiz endoplazmik retikulumda lokalize olduklarimni
bildirmiglerdir. Ancak daha sonra, HO-1 hiicrenin diger kompartmanlardaki varligi
tespit edilmistir. HO-1’in biliverdin rediiktaz enzimi ile birlikte endotelial hiicrelerin
plazma membraninda yer alan kaveolalarda bundugu tespit edilmistir. Kaveolada
kompartmanlagmig HO-1’in kaveola aracil sinyal kaskad: ile hiicresel korumada 6nemli
rol oynayabilecegi ileri siiriilmektedir (73). Yapilan baska bir calismada, HO-1
fraksiyonunun karaciger mitokondrisinde yine biliverdin rediiktaz ile birlikte
mitokondriyal hem metabolizmast ve reaktif oksijen tiirleri (ROS) iiretimini modiile
ettigi  bildirilmistir. Mitokondrideki lokalizasyonu, norodejenerafit bozukluklarda
oldugu gibi artan mitokondrial ROS’a karst HO-1 koruyucu etkisi olarak
aciklanmaktadir (74). Hipoksi ya da diger uyaranlara maruz kalmasi sonucu C-terminali
kesilmis bir bi¢cimde HO-1’in c¢ekirdekte lokalize oldugu tespit edilmistir. C-
terminalinden yoksun HO-1’in niikleer lokalizasyonu, enzim aktivitesi ve dolayisiyla
sitoprotektif etkisinin azaldigi, buna ek olarak, aktivator protein 1’in (AP-1) dahil
oldugu oksidatif stres cevabmi olusturan transkripsiyon faktorlerini aktive ettigi
bildirilmistir. Oksidatif stresin varhiginda, HO-1 proteinin niikleer lokalizasyonu,
sitoprotektif etki saglanmasi icin 6nemli bir sinyal yolagidir (75). HO-1 indiiksiyonu,
mitojen aktive eden protein kinaz (MAPK), fosfatidilinositol 3-kinaz (PI13K), tirozin
kinaz, ve protein kinaz A, C, G yi iceren farkli protein fosforilasyon kaskadlarinin
aktivasyonu ile gergeklesir. MAPK kaskadi hiicresel stres ile aktif olmaktadir (76). HO-
1 geninin en Onemli transkripsiyonel diizenleyicisi Nrf2 dir. Nrf2, antioksidan,
sitoprotektif ve antiinflamatuar genlerin pozitif diizenleyicisidir (77,78). Nrf2, HO-1 17
transkripsiyonunu artirir.  Bachl ile Nrf2 arasinda HO-1 transkripsiyonunun
baskilanmasi i¢in bir rekabet s6z konusudur (79). Normal sartlarda Nrf2 sitoplazmada
“Kelch-like ECH-associated protein 17 (Keapl) proteini ile bagli halde bulunur.
Cekirdek icine transloke oldugu zaman HO-1 diizeyi artar (80,81). Hiicreler oksidatif
strese maruz kaldiklarinda Nrf2 sitoplazmada bagli oldugu Keapl’den ayrilarak
cekirdek i¢ine transloke olur ve hedef genine baglanarak transkripsiyonu uyardigi
gosterilmistir (82). HO-1’in faydali etkileri, hem molekiiliiniin biyolojik aktivite ile
parcalanmasi sonucu olusan yan iirlinlerin araciligl ile gergeklesmektedir. HO-1’in

antioksidatif etkisi biliverdin ve bilirubin araciligi ile gerceklestigi bildirilmistir (83).
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2.7. Niikleer Faktor E2 liskili Faktor 2

Niikleer faktor E2 iliskili faktor 2 (Nrf2), elektrofiller, ksenobiyotiklerin, agir
metaller, UV radyasyon ve stres gibi birden fazla uyaranlar tarafindan aktive edilen bir
transkripsiyon faktoriidiir (84). Transkripsiyon faktorii, genlerin transkripsiyonunu kisa
DNA dizilerine baglanarak, genetik bilginin DNA’dan RNA’ ya akisini pozitif yada
negatif olarak diizenledigi bilinen, spesifik proteinlerdir (85). Okaryotlarda
transkripsiyon islemi i¢in tanima noktasi olarak gérev yapan ve kontrol ettikleri genin
basinda yer alan niikelotit dizilerine promotor boélge adi verilir. Promotor bolge,
transkripsiyonun baslangicim1 ve yéniinii tayin eden bélgedir. Okaryotlarda, DNA’nin
acilip transkripsiyona hazir hale gelmesinin ardindan promotor bdlgeye transkripsiyon
faktorleri ve RNA polimeraz Il enziminin baglanmasi sonucu transkripsiyon kompleksi
olugmaktadir (86). Olusan bu kompleksle transkripsiyonun baslamas: ve
diizenlenebilmesi igin, genin i¢inde yer alan ve ¢ok yakin olan cis-acting DNA
dizilerinin (cis-acting elements) ve transkripsiyonun uyarilmasinda gérev aldig bilinen
ve DNA ya disaridan baglanan trans-acting protein (trans-acting elements) faktorlerinin
iligki halinde olmalar1 gerekmektedir (87). Var olan trans-acting faktorler, promotor
bolge tizerindeki cis-acting diizenleyici dizelerini etkilemek suretiyle RNA polimeraz 11
enziminin baglanmasi ve transkripsiyonun baglamasini kolaylastirir. Transkripsiyonun
baslamasini kontrol etmek icin var olan proteinler birden fazla genin ekspresyonundan
sorumlu olabilmektedir. Ayrica sorumlu olduklar1 genlerin ekspresyonlarini pozitif ya
da negatif yonde etkileyebilmektedir (86). Normal yasam boyunca, siirekli olarak
serbest radikallere maruz kalan hiicreler igin karst antioksidan savunma
mekanizmalarinin 6nemi biiytiktiir. Hiicreler bu mekanizmalarda Faz I ve Faz II olarak
adlandirilan enzim sistemlerini kullanirlar. Sinir hiicreleri esas olarak Faz II ve
antioksidan enzimleri (glutatyon (GSH), siiperoksit dismutaz, katalaz, glutatyon
rediiktaz, glutatyon transferaz, glutatyon peroksidaz) kullanarak kendilerini korurlar
(88).

Niikleer faktor E2 iligkili faktor 2, cap'n'collar (CNC) benzeri 16sin fermuar
domainine sahip CNC transkripsiyon faktor ailesinin bir {iyesidir (89,90). Niikleer
faktor eritroid 2, p45 ve pl8 altbirimlerinden olusan bir heterodimerik 14 proteindir.

Cap'n'collar transkripsiyon faktor ailesinin bilinen diger iiyeleri ise Nrfl, Nrf3, p45,
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BACH1 ve BACH2 dir. DNA ya baglanma ve 16sin fermuar domainleri yiiksek
homoloji gostermelerine ragmen farkli biyolojik rollere sahiptirler. Ayrica bu faktorler,
CNC domainleri vasitastyla kiiciik Maf proteinleri ile dimerize olurlar ve DNA ya
baglanirlar. Kiigiik Maf proteinleri ile kompleks olusumu transkripsiyonun regiilasyonu
icin gereklidir. Nrf2, antioksidan ve faz II detoksifikasyon enzimlerinin ekspresyonunu
diizenler (84). Nrf2, 6zellikle detoksifikasyon reaksiyonlarmin gerceklestigi dokularda
oldukca fazla eksprese edilir. Beyin, akciger, mesane, bobrek, karaciger, ovaryum,
makrofajlar ve eritrositleri de igeren bircok dokuda Nrf2, hiicresel savunma
mekanizmasinin en 6nemli diizenleyicisidir (90). Nrf2, aktivasyonunun oksidatif strese
karsi hiicre koruma da en oOnemli koordinasyon yolaklarindan biri oldugu
bildirilmektedir (91). Nrf2 sistemi, reaktif oksijen tiirleri, egzoz gazlari, inflamasyon,
kalsiyum bozuklugu, UV ve sigara dumaninin toksik etkilerinden dokularin

korunmasinda énemli bir rol oynadig bildirilmistir (92).
2.7.1. Nrf2 ile Oksidatif Stres Iliskisi

Oksidatif stres diyabetik noropati patofizyolojisinde 6nemli bir role sahiptir.
Oksidatif strese karsi olusan savunma sisteminin Nrf2 eksenli oldugu kabul
edilmektedir (91,93). Bu durumun dayanak noktasini diyabetik noropati patofizyolojisi
ile Nrf2 yolag: arasindaki iliski olusturmaktadir. Nrf2’nin yapilan deneysel ¢aligsmalarla
diyabet basta olmak iizere serebral iskemi, kanser, ndrodejenerasyon, ateroskleroz ve
cok sayida diger inflamatuar durumlar i¢in koruyucu etkilerinin oldugu bildirilmistir
(91-96). Nrf2’ nin, beyin de olusan oksidatif stres ve inflamasyona karsi korumada
roliiniin oldugu saptanmustir. Astrositlerde Nrf2 yiiksek ekspresyon diizeyleri ile
oksidatif stres etkilerinden noronlar1 korudugu tespit edilmistir (94). Nrf2, diyabet ve
diyabetle iliskili komplikasyonlarda 6nemli bir hedef olarak ortaya konmustur.
Diyabette, Nrf2 ve HO-1 ekspresyon diizeyinin azaldigi tespit edilmistir. Retina
ganglionlarinda Nrf2 noroprotektif etkileri sahip oldugu gosterilmistir (97).
Streptozotosinin neden oldugu Pankreas B-hiicrelerindeki hasarin siilforafan tedavisi ve

Nrf2 asir1 ekspresyonu ile engellendigi bildirilmistir (98).
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2.7.2. Nrf2/HO-1 Sinyal Yolag:

Nrf2, oksidatif strese karsi hiicresel savunma mekanizmasina ait en Onemli
elemanlardan biri oldugu bildirilmistir (88-91). Normal sartlar altinda, Nrf2 sitoiskelet-
iligkili protein olan Keapl tarafindan sitoplazmada alikonulmaktadir (99). Keapl
proteini, Nrf2 ubikitinasyonu ve proteazomol yikimini saglayarak, Nrf2 negatif
diizenleyicisi olarak gorev yapmaktadir (88-100). Reaktif oksijen tiirleri Keapl’den
Nrf2 nin ayrigmasina neden olur. Nrf2, Keapl baskilayicisindan ayrilinca, ¢ekirdege
transloke olur ve kiiciik Maf (sMaf) proteini ile heterodimer olusturmaktadir. Nrf2-
sMAF dimeri daha sonra hiicre savunma mekanizmasinda gorev alan bir¢ok genin
promotor bolgesinde bulunan antioksidan yanit elementine (ARE) baglanir ve
aktivasyonunu saglar (101). Nrf2 yiiksek ekspresyonunun, reaktif oksijen tiirlerine karsi
hiicresel savunmada onemli rolleri olan NAD(P)H, kinon oksidorediiktaz (NQO1),
glutatyon S-transferaz (GST), hem oksijenaz-1 (HO-1) ve glutatyon peroksidaz (GPx)
gibi ARE bagimli antioksidan enzimlerin ekspresyonunu arttirdigini rapor edilmistir
(92-103). Hem oksijenaz 1’in  oksidatif hasara kars1 anahtar savunma
mekanizmalarindan birini olusturdugu diyabette heniiz agiklanamayan mekanizmalar
aracilif1 ile endotel disfonksiyonu, apoptozisi ve siliperoksit olusumunu azalttig
bildirilmektedir (104,105).
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Sitoplazma Bazal induksiyon

Cul3-E3 ligaz ile Protein Kinaz Cy Zne
Ubkitinasyen Keap1 Fosforlasyonu
s
BTN paane i
Proteozom yoluyla Kezpt s
Mrf2 bozulmasi E
E
Eoe
EBz

hal Mrikleusa

translokasyonu

INrf2 iligkii Mafn
ARE badlarnasi
Gen Ekspresyonu

HO1

GCL

S0D

GST

NQO-1

MNokleus

Sekil 2.12. Nrf2/HO-1 sinyal yolagi. (A. Normal sartlar altinda: Nrf2, Keapl
tarafindan sitoplazmada alikonur. B. Oksidatif stres arttiginda: Nrf2, Keapl
baskilayicisindan ayrilarak niikleusa transloke olur ve ilgili sMaf proteinleri ile
heterodimer olusturur. Olusan bu heterodimer ARE’ye baglanarak hiicresel savunmada
onemli rolleri olan NAD(P)H, kinon oksidorediiktaz (NQOI1), glutatyon S-transferaz
(GST), hem oksijenaz-1 (HO-1) ve glutatyon peroksidaz (GPx) gibi antioksidan
enzimlerin ekspresyonunu artirmaktadir. Nrf2: Niikleer faktor E2 iliskili faktor 2;
Keapl: Kelch like-ECH-associated protein 1; ARE: Antioksidan yanit elementi)
(104,105)

2.8. TNF-a

TNF-a bir¢ok fonksiyonu olan proinflamatuvar polipeptid yapida bir sitokindir.
Kasektin olarak da anilmaktadir. Beutler, 1985’te endotoksine maruz kalan hiicrelerce
iiretilen ve kaseksiye sebep olan bir molekiil tespit etmis ve buna ‘kasektin’ adim
vermistir (106). 1986’da Caput, kasektin ve TNF-o’nin aynm1 molekiill oldugunu
belirmistir (107). TNF-a’nin immiin cevaplari ve antitiimor etkileri tetiklemesi yaninda
lipid metabolizmasi, koagiilasyon, insiilin direnci, endotelyal fonksiyon ile farklilasma
ve apoptoz siire¢lerinde 6nemli rolii vardir. Makrofaj ve lenfosit basta olmak iizere

cesitli savunma hiicrelerinde ve somatik hiicrelerde sentezlenir. TNF-o prohormon
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olarak membranla biitiinlesmis haldedir. Uyaranlara yanit olarak membrana bagl
MTNF, TNF doniistiiriicii enzim (TACE) tarafindan yikilir ve olgun, ¢dziiniir form
sTNF olusur (Sekil 13).

TNF-a gen ekspresyonu ve | | PA

Sekil 2.13. TNF-a aktiflestirilmesi ve reseptor baglanmasi sonrasi sinyalizasyon

asamalar1 (108).
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Sekil 2.14. TNF-a homotrimerik yapisi (108).

TNF-a normalde kanda diisiik miktarlarda bulunmaktadir. TNF sentez ve
salinmasin1 uyaran bir¢ok faktdr vardir. Uyari sonucu yarim saat i¢inde TNF-a
salgilanmasi baslar ve 90-120 dk arasinda en iist seviyeye ulasir. Dort saat icinde de
diizeyi IL-1 ve IL-6 ile inhibe edilmesi sonucu belirgin olarak diiser. Gram pozitif
bakteriler, viriisler, parazitler, mantarlar, kompleman aktivasyon tiriinleri, sitokinler ve
TNF-o’nin kendisi salinimi uyarir (110). Sepsis, kanser ve romatolojik hastaliklarda
seviyesi belirgin sekilde yiikselir. Yiiksek dozda TNF-o enjeksiyonu da septik soka

neden olmaktadir.

TNF-o’nin fonksiyon gostermesi i¢in baglandig: reseptor aileleri vardir. Molekiil
agirliklarina gore isimlendirilmis en 6nemli 2 adet reseptorii pS5 reseptorii (TNFR1) ve
p75 reseptoriidiir (TNFR2). Her ikisi de kasta eksprese edilmektedir. Reseptor-ligand
baglanmasi ile postreseptor kompleks sinyal basamaklari aktivasyonu baglatilir (110).
Bu yolaklar hiicre tipine gore farklilik gosterirler. TNFR1 bircok biyolojik etkinin
baslamasindan ayrica kas katabolizmasi1 ve kontraktil disfonksiyonundan sorumlu ana
reseptordiir (111). TNF-o’nin reseptorii TNFR1 ile birlesmesi sonucu 6nemli proteinler
iceren (TRADD, TRAF2, RIP, FADD) proksimal reseptdr kompleksinin olusumu baslar
(Sekil 13-14). TNF-o’nin reseptorii ile baglanmasi ile tetiklenen en az 3 6nemli sinyal
yolagindan bahsedilebilir. Birinci yolak, Fas ile iligkili 6liim bolgesi (FADD) aracili
olarak kaspazlar tetikleyerek 20 apoptoza yol agmaktadir. Ikinci yolak Jun-N-terminal
kinazlar1 (JNK) ve traskripsiyon faktorii AP-1’1 aktive ederek yine apoptoza yol agar.
Ucgiincii yolak TNF-a traskripsiyonu kontroliindeki ana mediatér olan ve inflamasyona

da katkida bulunan NF-«B’y1 aktive eder (Sekil 13-15).
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Sekil 2.15. TNF-a reseptor sonrasi sinyal basamaklari (110).

TNF-a gen transkripsiyonu, transkripsiyon faktorleri, protein kinazlar, protein
fosfatazlar, kaspazlar yaninda reaktif oksijen triinleri (ROS), reaktif nitrojen tirlinleri

(RNS) ve mitokondrial proteinler ile de iligkilidir.

TNF-o’nin aktif homotrimerik yapisi hiicre zarmma fiizyon yaparken sodyum
girisine de neden olur. Bu da membran potansiyellerine katkida bulunur. Ayrica hiicre
ici kalsiyum diizeylerine de etki ederek azaltir. Trombomodiilin iiretimini azaltarak
endotel hiicresindeki antikoagiilan etkinligini engeller ve ekstrinsik yoldan pihtilagmay1
baslatir. Plazminojen aktivatorlerini de azaltarak pihtilasma oOnleyici etkiyi engeller.

Tiim bu olaylarla beraber yaygin damar i¢i pihtilagsma (DIC) olay1 meydana gelir.
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3. GEREC ve YONTEM

Harran Universitesi Arastirma ve Uygulama Hastanesinin Klinik Arastirmalar
Etik Kurulu’ndan 04.01.2018 tarih, 01 nolu oturum ve 25 nolu onay numarasi ile onay

alindiktan sonra ¢alismaya baglandi.
3.1. Calisma Gruplarinin Olusturulmasi

Calisma, prospektif olarak, Ocak 2018 - Haziran 2018 tarihleri arasinda, Harran
Universitesi Arastirma ve Uygulama Hastanesinde Kalp ve Damar Cerrahisi Anabilim
Dali’nda, izole KPB kullanilarak koroner bypass ameliyati yapilan erigkin hastalarda

planland.

3.2. Kullanilan Cihaz ve Malzemeler

Buzdolab1 (-80 0C ve -20 0C)

Santrifiij cihazi

Nanodrop cihazi (NanoDrop 2000c, Thermo Scientific, ABD)

Roche LightCycler 480 11 Real Time PCR System

Qiagen RNeasy Mini Kit (katalog no: 74104)

Qiagen RT2 First Strand Kit (katalog no: 330404)

0,5-10 ul pipet ucu

1-200 pl pipet ucu

100-1000 pl pipet ucu
. Qiagen RT2 FAST SYBR Green/ROX PCR Master mix (katalog no: 330620)
. Qiagen RT2 gPCR Primer Assay (200 rxn) (katalog no: 330001)

© ©o N o g B~ w0 D

[ S S
N B O

. 1,5 ml DNase RNase free mikrosantrifiij tiipli

[EN
w

. 0,2 ml DNase RNase free mikrosantrifiij tiipii

[N
SN

. 15 militrelik falkon tiipii
15. Cloroform
16. Qiazol
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3.3. Kan Plazmasinin Eldesi

KPB yontemi ile koroner bypass cerrahisine alinan hastalarda kardiyopulmoner
bypass Oncesinde ve sonrasinda kan alinarak antikoagiilanli (heparinli) steril tiiplere
konuldu. Kan alinan tiip hemen buz dolu kabin i¢ine aktarilarak laboratuvara ulastirildi.
Daha sonra steril tiip 5000 rpm’de 5 dk santrifiij edildi. Santrifiij asamasindan sonra
siipernatant kisim olan plazma RNase-free tiipe (ependorf tiip) alinarak ¢alisilmak iizere
-80 de saklandi. Calisma icin yeterli hastadan kan plazmasi toplandiktan sonra qRT-
PCR caligmalar1 gergeklestirildi.

3.4. NRF-2, HO-1 ve TNF-a Gen Ifade Diizeyi i¢in Plazmada Total RNA
(MRNA) Izolasyonu

Plazmada mRNA izolasyonu i¢in lretici firmanin calisma prosediirii takip
edilmis olup asagidaki siraya gore islemler gergeklestirilmistir. Bu asamada ticari adi
Qiagen (Qiagen GmbH, Hilden, Almanya) miRNeasy Serum/Plasma Kit (Cat No./ID:
217184) olan izolasyon kiti kullamilmistir. Kitin i akis semasina gore prosediir

asagidaki gibidir.

1. -80’den alinan plazma Orneklerinin erimesi beklendi ve numaralandirma yapildi.

2. Ornegimizin 5 kat1 kadar QIAzol Lysis Reagent eklendi (200 ul érnek igin 1ml
QIAzol Lysis Reagent eklenir). Elde edilen karisim vortekslendi.

3. Karigim oda sicakliginda (15°C- 25°C) 5 dakika homojenize olmast i¢in inkiibe
edildi.

4. 3.5ul miRNeasy Serum/Plazma spike kontrol (1.6x108 ‘e dillie edilerek
kullanilir) eklendi.

5. Ornegin baslangic hacmi kadar kloroform eklenip (6rn. 200 ul &rnek i¢in 200 pl
kloroform eklenir). 15 sn. iyice vortekslendi.

6. Oda sicakliginda 2-3 dk. Inkiibe edilip, 15 dk. 12,000 x g 4°C*de santrifiij edildi.

7. Santrifiij sonrasi olusan {li¢ fazdan en iistteki faz pipetle alinarak yeni bir tiipe
aktarildi.

8. Alinan iist fazin 1.5 kat1 kadar %100 etanol (600 pl st faz i¢in 900 pl %100
etanol eklenir) eklenip iyice pipetaj yapildu.
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9. 700 pl 6rnek 2 ml’lik spin kolona aktarilarak, kapag: kapali bir sekilde 8000 x
g’de 15 sn. ve oda sicakliginda santrifiij edildi. Toplama tiipteki sivi dokiilerek
bu islem 6rnek bitene kadar tekrarlandi.

10. Ornegin tamamin1 spin kolondan gegirdikten sonra alt kisim yine dokiildii. 700
ul RWT buffer spin kolona eklenerek, kapagi kapali bir sekilde 8000 x g’de 15
sn. ve oda sicakliginda santrifiij edildi.

11. 500 ul RPE buffer spin kolona eklenerek, kapagi kapal1 bir sekilde 8000 x g’de
15 sn. ve oda sicakliginda santrifiij edildi.

12. 500 pl %80 etanol spin kolona eklenerek, kapagi kapali bir sekilde 8000 x g’de
2 dk. ve oda sicakliginda santrifiij edildi.

13. Yikama islemi bittikten sonra 2ml.’lik toplama tiipti degistirilerek agzi1 acik bir
sekilde en yliksek hizda santrifiij edildi.

14. 2ml.’lik toplama tiipii atilarak filtre 1.5 ml’lik eppendorf tiiplere alind1 ve filtre
tizerine 14 pl RNase-free su eklendi. Kapagi kapali bir sekilde en yiiksek hizda
ve oda sicakliginda 1 dk. santrifiij edildi.

15. Filtre atilip, eppendorf tiiplerin kapaklar1 kapatilarak ¢alisma zamanina kadar -

80 °C’de muhafaza edildi.

3.5. NRF-2, HO-1 ve TNF-a Gen ifade Diizeyi I¢in Plazmada mRNA’dan
cDNA Eldesi

Elde edilen total RNA igindeki mRNA’y1 ¢cDNA’ya cevirmek igin RT? First
strand kit (RT?HT First Strand Kit, Qiagen, GmbH, Hilden, Almanya, Cat No./ID:
330411) kullanildi. mRNA’dan cDNA elde etmek i¢in uygulanan Revers Transkriptaz
PCR reaksiyon karisiminin igerikleri Tablo 1°de belirtilen sekilde hazirlandi.
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Tablo 3.1. mRNA’dan ¢cDNA eldesi igin Revers Transkriptaz PCR reaksiyon karigimi

Bilesenler Miktar

RNA 25 ng-5 ug

Buffer GE 2 ul

RNase-free water Total 10 ul olacak sekilde ayarlandi.

Kitin is akis semasina gore asagidaki prosediir takip edildi.

1. On kanisim dikkatlice karistirilarak 42 °C’de 5 dk inkiibe edildi. Ardindan 1 dk
soguk blok iizerinde tutularak Tablo 3.2’de belirtilen karisim hazirlanarak

cDNA sentezi gerceklestirildi.

Tablo 3.2. mRNA’dan cDNA eldesi igin reaksiyon karisimi

Bilesenler Miktar
Revers Transkriptaz 6 ul
RNase-free water 4 ul

2 Bir onceki basamakta elde edilen karigim iizerine ikinci basamak i¢in hazirlanan
karigim (her bir 6rnek i¢in 10 ul) eklenerek homojen hale getirildi.

3 42 °C’de 15 dk ve 95°C’de 5 dk olacak sekilde PCR yapilarak total cDNA elde
edildi. Sonra elde edilen cDNA -20 °C’de saklandi.

3.5.1. NRF-2, HO-1 ve TNF-a Gen ifade Diizeyi i¢in Plazmada Elde Edilen
cDNA’lardan Kalite ve Miktar Tayini

Ifade analizi deneyleri éncesi elde edilen cDNA &rneklerinin miktarlarmi ve
kalitesini belirlenmek, tiim 6rnekleri ayn1 yogunlukta reaksiyona tabi tutmak amaciyla
spektrofotometrik yontem kullanildi. Kalite ve miktar tayini Thermo Scientific
Multiskan  Spectrophotometer System (Waltham, Massachusetts, ABD) cihazi
kullanilarak yapildi. ifade analizi deneyleri oncesi Orneklerden elde edilen cDNA

miktarlart mRNA ¢cDNA’s1 i¢in 50 ng/ul’e ¢ekildi.
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3.6. Plazmada NRF-2, HO-1 ve TNF-o Gen ifade Diizeyi I¢cin PCR

Protokolii

NRF-2, HO-1 ve TNF-a gen ifade diizeyi 6l¢limii i¢in plazmada PCR protokolii
icin Asagidaki Tablo 3.4’e gore rutin PCR karigimi hazirland1 ve prosediirii uygulandi.

Tablo 3.3. NRF-2, HO-1 ve TNF-a ifade diizeyi i¢in JRT-PCR bilesenleri

Bilesenler Hacim(pl)
RT? SYBR Green Mastermix 5
F Primer (10 uM) 0.3
R Primer (10 uM) 0.3
RNaz/DNaz igermeyen su 3.9
cDNA (50 ng) 0,5
Total 10

Hazirlanan karisim 9.5 pl olacak sekilde uygun tiiplere dagitilarak, her drnege
ait cDNA, es zamanli PCR 6n karisimi iceren her tiipe eklendi ve asagida belirtilen PCR
kosullarinda ¢aligma gerceklestirildi.

Tablo 3.4. NRF-2, HO-1 ve TNFa i¢in es zamanli PCR ayarlari

Sicaklik (C) Siire (sn)

Enzim aktivasyonu 95 10 dk
Denatiirasyon 95 15sn 40 dongii
Primer baglanmasi/uzama 60 60 sn

Tablo 3.5. Kullanilan Primer Dizileri

Primer fleri dizi Geri dizi

NRF-2 TTCGGCTACGTTTCAGTCAC | TCACTGTCAACTGGTTGGGG
HO-1 ACTGCGTTCCTGCTCAACAT | GGGGGCAGAATCTTGCACTTT
TNF-a CACAGTGAAGTGCTGGCAAC | GATCAAAGCTGTAGGCCCCA
GAPDH CCTGACCTGCCGTCTAGAAA | TGGGTGTCGCTGTTGAAGTC
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4. BULGULAR ve SONUCLAR

Verilerin normal dagilima uygunluk analizi Shapiro-Wilk testi ile yapildi ve
normal dagilim gosteren gruplar i¢in (p>0,05) Student T testi kullanilirken, normal
dagilim gostermeyen (p<0,05) iki grup kiyaslandiginda Mann Whitney U testi, {i¢

grupkiyaslandiginda ise one-way Anova testi yapilarak gruplar arasi anlamlilik ¢alisildi.

4.1. TNF-a Analizi

TNF-a
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Sekil 4.1. TNF-a analiz grafigi

Ameliyat oncesi (1) ve sirasinda (2) aliman Ornek gruplarinda TNF-a
ekspresyonu kiyaslandiginda, ameliyat sirasinda TNF-o ekspresyonunda anlamli bir

artis oldugu tespit edildi (p<0,05%).
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4.2. NRF-2

NRF-2
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Sekil 4.2. NRF-2 analiz grafigi

Ameliyat 6ncesi (1)ve sirasinda (2) alinan 6rnek gruplarinda NRF-2 ekspresyonu
kiyaslandiginda, ameliyat sirasinda alinan 6rneklerde anlamli bir artig oldugu bulundu
(p<0,001***). Ameliyat swrasinda ve sonrasinda (3) alinan &rnek gruplar

kiyaslandiginda ise ameliyat sonrasinda NRF-2 ekspresyonunda anlamli bir azalig

oldugu tespit edildi (p<0,001**%*).

41



4.3. HO-1 Analizi

HO-1
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Sekil 4.3. HO-1 analiz grafigi

Ameliyat Oncesive sirasinda alinan ornek gruplarinda HO-1 ekspresyonu
kiyaslandiginda, ameliyat sirasinda alinan 6rneklerde anlamli bir artis oldugu bulundu
(p<0,01**). Ameliyat sirasinda ve sonrasinda (3) alinan 6rnek gruplari kiyaslandiginda
ise ameliyat sonrasinda HO-1 ekspresyonunda anlamli bir azalis oldugu tespit edildi

(p<0,05%).
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5. TARTISMA VE SONUC

Bu tez ¢alismamizda Tnf-o, Nrf2 ve HO-1 normal kan seviyesinin 6lgiimiinde
eliza yontemi kullanilmadi. Degerler gen ekspresyonu yapilarak kardiyopulmoner
bypass Oncesi, sirasi ve sonrasinda kontrol gruplarina goére degisiklikler
degerlendirilerek elde edilmistir. Cikan sonuglara gore Tnf-o, Nrf2, HO-1 ameliyat
Oncesine gore ameliyat esnasinda gen ekspresyonu artmakta ve operasyon sonrasi bu

degerler azalmaktadir.

Kalp cerrahisinde sistemik enflamatuar yanit plazma proteinleri (komplemanlar,
pthtilasma ve fibrinoliz) ve kan hiicrelerini (notrofiller, monositler /makrofajlar ve
lenfositler) aktive ederek oksidatif strese neden olur. Kardiyopulmoner bypass sirasinda
kanin ekstrakorporeal dolasimda olmasida birgok pro-enflamatuar molekiiliin
olusumunu arttirdig1 gosterilmistir. Sistemik enflamatuar yanit ve iskemi-reperfiizyon
periyodu serbest oksijen radikllarinin olusumunu tetiklemekte ve bu durum hiicre hasari
doku hasari ve organ fonksiyon kaybina neden olmaktadir (112).
Bu cevap abartiliysa, miyokard fonksiyon bozuklugu dahil olmak iizere solunum
yetmezligi, bobrek ve norolojik fonksiyon bozuklugu, kanama bozukluklari, degismis

karaciger fonksiyonu ile 6nemli morbidite ve mortaliteye yol agar (113).

Tnf-o’nin immiin cevaplart ve antitimor etkileri tetiklemesi yaninda lipid
metabolizmasi, koagiilasyon, insiilin direnci, endotelyal fonksiyon ile farklilagsma ve
apoptoz siireglerinde énemli rolii vardir. Makrofaj ve lenfosit basta olmak iizere cesitli
savunma hiicrelerinde ve somatik hiicrelerde iiretilir. Gram pozitif bakteriler, viriisler,
parazitler, mantarlar, kompleman aktivasyon tiriinleri, sitokinler ve TNF-o’nin kendisi
salinimi uyarir. Sepsis, kanser ve romatolojik hastaliklarda seviyesi belirgin sekilde
yikselir. Tnf-a ile ilgili yapilan c¢aligmalarda kardiyopulmoner bypass sonrasinda
diisdiigii tespit edilmistir. Song ve arkadaslarinin yapmis oldugu ¢aligmada c¢ocuk kalp
ameliyatlarindan sonra diistiigii tespit edilmistir (114). Chang ve arkadaslarinin yaptigi

calismada kardiyopulmoner bypass esnasinda Tnf-a arttigi izlenmis (115)

43



Tnf-a ile ilgili yapilan ¢alismalara korele olarak bizim ¢alismamizda Tnf-o nin
gen ckspresyonunun ameliyat sirasinda arttigi gozlenmis ve sonrasinda diistiigi

izlenmis olup ¢alismalarla benzerlik gostermesidir.

Calismamizda Nrf-2 operasyon esnasinda artmis ve sonrasinda azalmistir. Ma ve
arkadaslarinin yaptig1 deneysel rat ¢calismasinda cpb esnasinda verilen hiperoksi sivsinin
etkisi arastirilmig. Hiperoksi sivisinin koruyucu roliiniin, CPB ile indiiklenmis bir sican
modelinde, Nrf2-antioksidan cevap elemani sinyal yolu yoluyla oksidatif stresi
diizenleyebilecegini gostermistir. Buda gostermektedirki stres esnasinda Nrf-2 yolagi

aktive olmaktadir (116).

Bir diger calisma olan song ve arkadaglari deneysel olarak ratlarda yaptigi
calismada hidrojenden zengin solusyon ile olusturulan iskemide n korudugunu
bulunmus ve Hcl sonrasinda Bcl A 2, AQP - 1, AQP - 4, p - Akt, HO - ve Nrf2
diizeyleri anlamli olarak artmistir. Bax ve caspaz ase 3 ekspresyon seviyeleri CPB
sonrasinda anlamli derecede azalmistir. HRS tedavisi, miyokard hiicrelerinin
viyabilitesini 6nemli 6l¢iide arttirmis, miyokard hiicre apoptoz oranin1 ve CPB grubuna
kiyasla MDA ve LDH salinimini azaltmistir. HRS tedavisinin koruyucu etkisini tersine
ceviren bir PI3K inhibitorii (LY294002) ortaya ¢ikti. HRS'nin CPB - ile indiiklenen
miyokard hasarmi hafiflettigi, CPB tedavisinin ardindan AQP - 1 ve AQP - 4
ekspresyonunu bastirdigi ve miyokard hiicrelerini PI3K / Akt sinyal yolu yoluyla
korudugu gosterilmistir. Bu ¢alismada Nrf-2 kan diizeyinebakilmasina ragmen iskemi

esnasinda yiikseldigi gdsterilmistir (117).

Nrf-2 bizim g¢alismamizda gergek insan modelinde bakilmis. Kan diizeyleri
degilde gen ekspresyonuna bakilarak litaratiire denk ameliyat esnasinda arttigi ve
sonrasinda diistiigli gézlenmistir. Caligmay1 degerli kilan yan gen ekspresyonunun insan

modelinde bakilmasidir.

Nrf2 ile HO-1 arasindaki iliski daha Oncesinde de litaratiirde tanimlanmustir.
Nrf2 yiiksek ekspresyonunun, reaktif oksijen tiirlerine karsi hiicresel savunmada 6nemli
rolleri olan NAD(P)H, kinon oksidorediiktaz (NQO1), glutatyon S-transferaz (GST),
hem oksijenaz-1 (HO-1) ve glutatyon peroksidaz (GPx) gibi ARE bagimli antioksidan

enzimlerin ekspresyonunu arttirdigin1 rapor edilmistir (92-103). Hem oksijenaz 1’in
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oksidatif hasara karsi anahtar savunma mekanizmalarindan birini olusturdugu diyabette
heniiz agiklanamayan mekanizmalar araciligi ile endotel disfonksiyonu, apoptozisi ve

stiperoksit olusumunu azalttig1 bildirilmektedir

HO-1 kardiyopulmoner bypass esnasinda Ol¢iimii akut bobrek yetmezliginin
degerlendirilmesinde bakilmis. Magyar ve arkadaslar1 bu kolerasyonu gostermislerdir.
CBP'den 24 saat sonra ikinci HO-1 patlamasinin birlesmesi, CBP uygulanan hastalarda
AKI'nin nedensellik arasindaki ayrimin yapilmasina yardimci olabilir, bdylece hastanin

belirlenmesi ve yonetimini yardime1 olabilir sonucuna varmislardir (118).

Bir diger calismada Propofol ve izofluran'in hemodinamik ve kardiyopulmoner
baypas cerrahisinde inflamatuar yanit {izerine etkisini arastiran Sayed ve rakdaslar
(119) su sonuca varmislardir. CPB'de propofol kullanimi, izofluorandan daha az ters bir
enflamatuar profil ve HO-1'in arttirilmis bir yukari regiilasyonu ile iligkilidir. Bu,
propofoliin anti-enflamatuar aktiviteye sahip oldugu hipotezini destekler. Bu ¢alismada

ana etki olarak HO-1 bakilmis ve bunun {izerinden anti enflamatuvar etki belirlenmistir.

Shi ve arkadaslar1 bir flavone glikozid olan enteral baicalin, sicanlarda kardiyak
cerrahiye bagli akut bobrek hasarinin gostergelerini azalttigimi Nrf-2 HO-1 yolag
tizerinden gostermislerdir. Baicalin, IL-18 ve iINOS ekspresyonunu bastirdi ve Nrf2 /

HO-1 yolunu aktive ettigi bulmuslardir.

Yapilan biitiin ¢alismalarda cardiyopulmoner bypass bir stres olusturmakta ve
oksidatif mekanizma artma eylemne girmektedir. Litaratiirde buna benzer ¢aligmalar
bulunmaktadir. Degerler gen ekspresyonu yapilarak kardiyopulmoner bypass oncesi,
sirast ve sonrasinda kontrol gruplarina gore degisiklikler degerlendirilerek elde
edilmistir. Cikan sonuglara gore Tnf-a, Nrf2, HO-1 ameliyat 6ncesine gore ameliyat
esnasinda gen ekspresyonu artmakta ve operasyon sonrasi bu degerler azalmaktadir. Bu
durum antioksidan mekanizmanin calistigin1 gostermektedir. Bu c¢alismadan sonra
yapilacak c¢alismalarda antioksidan mekanizmalarin ¢alistigt asikar olup bunun
litaratiirde kan degeri olartak yeteri kadar oldugu izlenmekte ama gen ekspresyonu

acisindan diger antioksidan mekanizmalarin neler oldugu bakilabilir.
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