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OZET

Ucar Z., Acik Kalp Ameliyati Yapilan Konjenital Kalp Hastaligi Olan Cocuk
Hastalarda Miyokardiyal Mitokondri Fonksiyonlarinin Histopatolojik ve
Enzimatik Degisikliklerle Olan iligkisi, Hacettepe Universitesi Tip
Fakiiltesi Kalp ve Damar Cerrahisi Uzmanlik Tezi, Ankara 2019. Siyanotik
ve asiyanotik olarak iki gruba ayrilan konjenital kalp hastaliklarinda
mitokondriyal transplantasyon gibi inovatif yaklasimlar cocuk kalp hastalari igin
yeni cerrahi alternatifler yaratmaktadir. Prospektif calismamizdaki amac
mitokondri transplantasyonunun belirli bir grup konjenital kalp hastaligi igin
cerrahi tedavi sirasinda rutin uygulanabilecek bir yaklagim olup olamayacagini
arastirmaktir. Calismamiza 5 siyanotik-5 asiyanotik konjenital kalp hastaligi olan
cocuk hasta dahil edilmistir. Siyanotik ve Asiyanotik olarak iki grupta
degerlendirilen hastalarda mitokondri fonksiyon bozuklugu, fibrozis, nikleer
atipi ve kardiyak enzim degerleri ana parametre olarak kabul edilmis ve
hepsinin ayri ayri siyanotik grup ve mitokondriyal disfonksiyon ile iligkisinin
olup olmadigina bakilmistir. Ayrica, kardiyopulmoner baypas ile aort klemp
streleri, yogunbakim takip sulreleri, hospitalizasyon streleri ve inotropik ajan
kullanim ihtiyaglarn kaydedilmistir ve siyanotik grup ile mitokondri fonksiyon
bozukluguyla olan iliskisine bakilmistir. Arastirmanin sonucunda siyanotik
hasta grubundaki tim hastalarda mitokondriyal disfonksiyon tespit edilmistir.
Asiyanotik grupta ise hi¢ bir hastada mitokondri fonksiyon bozuklugu
gorulmemistir. Mitokondriyal disfonksiyon olan siyanotik grupta
kardiyopulmoner baypas ile aort klemp slresi, yogunbakim takip ve
hospitalizasyon sureleri ve inotropik ajan kullanim ihtiyacinin asiyanotik gruba

gore fazla oldugu gorilmustir. Hem siyanotik hem asiyanotik grupta tim



Vil

biyopsi 6rneklerinin normal doku ve normal nikleer yapidan ciddi fibrozis ve
skor 4 nikleer atipiye kadar degiskenlik gosterdigi saptanmistir. Son olarak,
postoperatif kardiyak enzim artis miktarinin mitokondri disfonksiyonu olan
siyanotik grupta istatistiksel olarak anlaml oldugu saptanmistir. Arastirmamiz
Hacettepe Universitesi Tip Fakiiltesi biinyesinde cocuk kalbinde mitokondriyal
fonksiyonlarin ve enzimatik sonuglarinin incelendigi ilk ve tek calismadir.
Sonucg olarak siyanotik konjenital kalp hastaliklarinda mitokondri fonksiyon
bozuklugunun oldugu go6rilmis, bu disfonksiyonun intraoperatif ve
postoperatif sonuclarla iliskisi degerlendirildiginde mitokondri
transplantasyonunun siyanotik konjenital kalp hastaligi olan cocuk hastalar icin
rutin uygulanabilecek ve cerrahi basari oranini arttirabilecek bir yaklagim

oldugu saptanmistir.

Anahtar kelimeler: Konjenital, kalp, cerrahi, mitokondri, kardiyak enzim

Destekleyen Kurulus: T.C. Hacettepe Universitesi Bilimsel Arastirma
Koordinasyon Birimi, Hizli Destek Projesi, Proje No: THD-2018-16687
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ABSTRACT
Ucar Z.,Mitochondrial Functions of Myocardium in Children with
Congenital Heart Disease, and Their Correlation with Histopathological
and Enzymatic Changes, Hacettepe University Faculty of Medicine,
Department of Cardiovascular Surgery Graduate Thesis, Ankara 2019 The
most current innovative approaches such as mitochondria transplantation are
promising options for children with congenital heart disease (CHD). In this
study, we aimed to determine whether there is a potential pediatric patient
group for this surgical option. This prospective study was conducted with 2
groups: children with cyanotic and acyanotic CHD, with 5 patients in each
group. Mitochondrial dysfunction, fibrosis, nuclear atypia, and cardiac enzyme
levels were evaluated as major parameters of the study. Additionally, the
cardiopulmonary bypass duration, aortic clamp duration, intensive care unit
follow-up, inotropic agent usage, and hospitalization duration of all patients
were recorded. We evaluated the relationship of each parameter with cyanosis
and mitochondrial dysfunction. The results showed that mitochondrial
dysfunction was positive in all patients in the cyanotic group. However, there
was no sign of mitochondrial dysfunction in acyanotic patient group; this
finding may be assumed as a strong evidence for the relationship between
cyanotic CHD and mitochondrial dysfunction. The cyanotic group with
mitochondrial dysfunction had significantly longer cardiopulmonary bypass
and aortic clamp duration, and their intensive care unit follow-up and
hospitalization time were much longer than those of the acyanotic patient
group. The cyanotic patient group with mitochondrial dysfunction also had
higher usage of inotropic agent. We classified the fibrosis and nuclear atypia

on a scale of 1 to 4, with 1 as normal tissue structure and 4 as severely



damaged tissue. All grades of tissue damage in terms of fibrosis and nuclear
atypia were noted for both groups. Lastly, the postoperative cardiac enzyme
levels and mitochondrial dysfunction relationship was determined to be
statistically significant. Our present research is the first and the only scientific
study at Hacettepe University Faculty of Medicine for the investigation of
mitochondrial dysfunction and cardiac enzyme level in children with cyanotic
CHD. As the pediatric patient group with cyanotic CHD showed mitochondrial
dysfunction, mitochondrial transplantation may be considered as a routine
approach during surgery for surgical success in patients with cyanotic CHD

with mitochondrial dysfunction.

Keywords: Congenital, heart, surgery, mitochondria, cardiac enzyme
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1. GiRiS

Siyanotik ve asiyanotik konjenital kalp hastaliklari gelisim mekanizmasi
ve tedavi yaklasimi agisindan gerek cerrahi gerekse temel bilimler bakis
acisiyla bir cok calisma ve arastirma alani iceren genis bir hastalik grubudur.

Kalbin tarihgesi ¢ok eski yillara dayanmaktadir. Aristotle’in inancina gore
“can” kan olarak vicutta dolagsmaktadir ve kalp kan tretmektedir. Dolayisiyla
can ve ruh kalpte bulunmaktadir (1). Plato kalbi dolasimin kaynagi olarak
tanimlamisken Hipokrat ise vicutta dolasan kanin kalpten gecerek akcigerlere
ulastigini séylemistir (1, 2). Yunan hekim Galen ise vendz ve arteriyel kani, koyu
kirmizi ve parlak kirmizi olarak ayri ayri tanimlamis kalbin ise vicuttaki en
yuksek isiya sahip organ oldugunu soylemistir (1, 2). Konjenital kalp
hastaliklariyla ilgili tarihte bilinen ilk cizimler ise eskizleri ile Leonardo da
Vinci'ye aittir (3, 4) (Sekil 1.1.).

Kalp cerrahisinin tarihinde ilk perikardiyostomi ameliyati perikardiyal
eflzyon icin 19. ylzyillda Francisco Romero tarafindan gerceklestirilmistir (5).
Konjenital kalp cerrahisinde ise ilk basarili ekstrakardiyak dizeltme ameliyati
olan PDA kapatiimasi 1938'de Gross ve Hubbard tarafindan Boston Cocuk
Hastanesi'nde gerceklestirilmistir (6). GinimUzde ise dlinyada bircok
merkezde kompleks konjenital kalp hastaliklarinin cerrahi tamiri basari ile
gerceklestirilmektedir.

Konjenital kalp hastaliklarinin tedavisinde en 6nemli basamaklardan biri
kalp kasmin yapisini ve fizyolojisini bilmektir. Kalp kasi strekli olarak calisan
dolayisiyla yuksek miktarda enerji ihtiyaci olan 6zellesmis bir kas grubudur. Bu
sebeple, hucrelerin ve dokularin enerji UGretim merkezi olan mitokondri

organeli miyositlerde buytk 6neme sahiptir.



GuUnumuzde siyanotik ve asiyanotik konjenital kalp hastaliklar icin
bircok medikal ve cerrahi tedavi secenekleri bulunmaktadir. Diger yandan
dinyada dnemli merkezlerde otolog mitokondri transplantasyonu gibi inovatif
caligmalar yuritilmektedir (7, 8). Bu calismalar geleneksel kalp cerrahisi
yaklasimlarina katkida bulunarak konjenital kalp hastaliklarinin gelecegini
sekillendirecek olan arastirmalardir.

Cocuk hasta grubunda yurattigimiz bu prospektif calismamizda
siyanotik ve asiyanotik konjenital kalp hastaligi olan kalpte miyosite ait yapisal
farklar ile  mitokondriyal fonksiyonlari ve bunlarin enzimatik ve histopatolojik
yansimalari arastirilmis ve tim parametrelerin birbirleri ile iliskisi olup olmadigi
degerlendirilmistir.

Yaptigimiz bu arastirma ile konjenital kalp hastaligi sebebiyle ameliyat
endikasyonu olan ¢ocuk hastalara yeni bir perspektif yaratarak var olan cerrahi
tedavi seceneklerinin sonuclarini glclendirecek yaklasimlar yaratmayi ve
isimlerini dahi bilmedigimiz kalp hastasi olan diinyadaki tim ¢ocuklarin hayat
kalitelerini artiracak alternatifler gelistirerek cerrahi bilime ve c¢ocuk kalp

cerrahisine katkida bulunmayi hedefledik.



Sekil 1.1. Leonardo da Vinci Kalp Eskizleri?

"The Heart of Leonardo by Francis C. Wells; ISBN 978-1-4471-4530-1 ISBN 978-1-4471-4531-8
(eBook), DOI 10.1007/978-1-4471-4531-8, Springer London Heidelberg New York Dordrecht



2. GENEL BILGILER

2.1.INSAN VUCUDUNUN ORGANIZASYONU

Tek hcreli bakterilerden kompleks organizmalara kadar tim canlilar
hicrelerden meydana gelmektedir. Taksonomik olarak Homo Sapiens olarak
tanimlanan insanin fizyolojisini ve sistemlerinin birbirleri ile olan etkilesimini
hicreden baslayarak timuyle anlamak, bilimin ve tibbin omurgasidir. Evrimsel
olarak morfolojik, fizyolojik, gelisimsel ve davranigsal adaptasyonlar gecirerek
buglnki halini alan insan bedeni, yaklasik olarak 100 trilyon hicreden
olusmaktadir (9, 10). insan viicudunu olusturan hiicreler ortalama 10-100
mikrometre genisligindedir. En blylk hicrelerden biri ovum iken en kiclk
insan hiicresi ise spermdir. insan evrimi boyunca tim hiicreler spesifik
fonksiyonlar icin 6zelleserek adaptasyon gdstermislerdir. Ozellikle tim organ
ve sistemlerin en temel fonksiyonu, homeostaz terminolojisi ile ifade edilen ve
hayati 6neme sahip olan stabiliteyi saglamaktir (10). Ancak homeostaz
saglandigi slirece hicreler canliligini korur ve hiicre, doku, organ ve sistem

bitinliglinde insan fonksiyonel bir sekilde hayatini devam ettirir.

2.2. OKARYOTIK HUCRE ORGANIZASYONU

Etimolojik kékeni Latince cella olan hiicre kelimesi ‘kiclik oda’ anlamina
gelmektedir. Nobel 6dullt bilim insani Francois Jacob’un dedigi gibi hiicrenin
kesfedilmesiyle biyoloji ile ugrasanlar kendi atomlarini bulmuslardir. Her
hicrenin hayali iki hiicre olabilmektir diyerek aslinda hayatin anlamini da

Ozetlemistir.



Hicreler okaryotik ve prokaryotik olmak Uzere ikiye ayrilmaktadir.
Nukleus, organel ve sitoplazma iceren, membrani olan hicreler okaryotik
hicre olarak tanimlanmaktadir. Nikleus ve organelleri icerecek sekilde
tanimlanan sitoplazmaya ise protoplazma denilmektedir.

Protoplazma ilk olarak 1839 yilinda kalpteki Purkinje hucrelerini de
kesfeden Cek fizyolog Jan Evangelista Purkinje tarafindan tim hayati olaylarin
gerceklestigi temel madde olarak tanimlanmigtir (11, 12).

Standart bir hicrenin icerigine bakildiginda 70-85% oraninda su;
10-20% oraninda c¢ogunlugu enzim olan yapisal ve fonksiyonel protein;
1% oraninda Ozellikle hicrede temel enerji kaynagi olarak rol alan
karbonhidrat; 2% oraninda fosfolipid, kolesterol, trigliserid ve nétral yaglar alt
gruplaryla yag; sodyum, potasyum, magnezyum, fosfat, sulfat, bikarbonat, klor
ve kalsiyum gibi hicresel reaksiyonlarda 6nemli olan elektrolitlerin oldugu
gorulmektedir (10).

Yapisal acidan degerlendirildiginde ise hem sitoplazma hem de
nikleusun 6zellesmis membranlar ile cevrili oldugu gorilmektedir. Bu
membranlar, suyun ve suda ¢o6zlinen inorganik maddelerin hicre
kompartmanlari arasinda kontrolsiiz gecisini onlemek icin bariyer gorevi
gormektedir (10).

Ancak bir buatin olarak hicre fonksiyonunun temel felsefesini
anlayabilmek icin hicre kompartmanlari ve onlarin spesifik ozellikleri

incelenmelidir.



2.3. OKARYOTIK HUCRE ORGANELLERI

Okaryotik hiicrelerde sitoplazma internal membranlar ile cesitli
kompartmanlara ayrilmisti. Bu kompartmanlarin her biri organel olarak
tanimlanmaktadir. Organeller fonksiyonel olarak birbirlerinden bagimsiz,
kendi mikro alanlari olan, spesifik protein ve enzimleri bulunan yapilardir. Bu
yapilanma, programlanmis kompleks organizasyonu olusturmaktadir. Lokal
kimyasal alanlarla beraber programlanmis kompleks reaksiyonlarin devamliligi
homeostazi saglamaktadir. Bu sebeple, homeostaz icin her bir organel ayri

oneme sahiptir (Sekil 2.1.).

Sekil 2.1. Okaryotik Hiicre illistrasyonu?
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2.3.1. Plazma Membrani

Plazma membrani tim hicrelerde bulunan, organizasyon derecesi son
derece ylksek biyokimyasal reaksiyonlarin gerceklestigi hicre ici ile dis cevre
arasindaki fiziksel bariyerdir. Dinamik yapisini fosfolipidler ve integral
proteinler ile glikolipid, glikoprotein yapisinda karbonhidratlar
olusturmaktadir. Cift tabakali olan fosfolipid yapisi membranin akiskan ve
esnek olma ozelligini saglamaktadir. Bu 6zellige ‘akiskan mozaik model” adi
verilmektedir (13). Tim hicreleri sararak dig bariyer olusturan plazma
membrani, ayni zamanda hicre ici ve hiicre disi cevre arasindaki gecisin
kontrolli sekilde gerceklesmesini saglamaktadir. Membranda bu gegisi
saglayan fizyolojik kapilar bulunmaktadir. Plazma membranini penetre ederek

bu kapilari olusturan proteinlere ise integral proteinler adi verilmektedir (10).

2.3.2. Niikleus

Okaryotik hiicreler kendi deoksiriboniikleik asitini (DNA) iceren ve
nikleus adi verilen membranla cevrili intraselller bir yapiya sahiptir. Ntkleus,
bir hicrenin sahip olabilecegi en o&zellesmis organeldir ve evrimin temel
sonucudur.

Nukleus, stoplazmadan nikleer membran ile ayrilmaktadir. Bu cift
tabakali membran Uzerinde nikleer por adi verilen gecisler bulunmaktadir.
Porlar makromolekillerin gegisi icin birer fizyolojik kapidir. Nukleusun en
onemli 6zelligi ise hiicrenin genomununu icermesi ve DNA ve ribonUkleik asit

(RNA) molekdllerinin sentezlendigi yer olmasidir (10).



2.3.3. Sitoplazma

Sitoplazma nukleus disindaki hiicre igi tim yapilari saran ve hicre ici
zemini olusturan temel maddedir. Yogunlugu ylksek ve akiskan bir yapiya
sahiptir. Enzimlerin ve molekdllerin hiicre ici difizyonu sitoplazma araciligiyla
saglanmaktadir. Sitoplazma, standart bir hiicre hacminin yaklasik olarak yarisini
olusturmaktadir (10). Renksiz olan sitoplazmanin yaklasik 80%'ini su
olusturmaktadir (14). Ek olarak, protein sentezi ve degredasyonu, glikoliz gibi

kompleks biyokimyasal reaksiyonlar da sitoplazma da gerceklesmektedir (10).

2.3.4. Hiicre iskeleti

Sitoskeleton olarak da bilinen hiicre iskeleti aktin ve mikrotibul gibi
protein filamentlerinden meydana gelmektedir. Hicre ici baglantilari saglayan
ana catiyl olusturmaktadir. Sitoplazma boyunca nulkleustan plazma

membranina kadar uzanan ag kompleksidir (15).

2.3.5. Endoplazmik Retikulum

Endoplazmik retikulum, birbiri ile baglantili membran keselerinden
olusan genis bir agdir. Endoplazmik retikulum ‘granilld endoplazmik
retikulum’ ve ‘diiz endoplazmik retikulum’ olarak ikiye ayrilmaktadir (10, 16).

Granilli endoplazmik retikulumun sitoplazma tarafindaki yizinde
ribozomlar bulunmaktadir. Bu sebeple ‘grantlli’ olarak siniflandirimaktadir.
Bu ribozomlar sekrete edilerek serbestlestirilecek olan membran

proteinlerinin sentezinden sorumludur (10, 16, 17).



Proteinler, endoplazmik retikuluma bagli ribozomlarda sentezlendikten
sonra yine endoplazmik retikulumun ya limeninde ya da membraninda
birikmektedirler. Ardindan Golgi organeline transfer olurlar (10, 16, 17). Golgi,
proteinleri hedef hilcreye ydnlendirmek icin gereken biyokimyasal
reaksiyonlari gerceklestirmektedir (10, 16, 17).

Diz endoplazmik retikulum ise hicre icinde kullanilacak olan lipid ve

steroidlerin sentezinden ve metabolizmasindan sorumludur (10, 16, 17).

2.3.6. Golgi Cisimcigi

Golgi organeli hiicre icindeki en dinamik organellerden biridir. Memeli
canlilarin hucrelerinde nikleusa yakin yerde lokalize olmustur. Endoplazmik
retikulumdan koken alan vezikillerden olusan ve sisterna adi verilen
yapilardan olugsmustur (10, 16). Temel olarak, hiicre ylzeyinde eksprese
edilecek kompleks yapili karbonhidratlarin sentezinden ve sekrete edilecek

olan proteinlerin paketlenmesinden sorumludur (10).

2.3.7.Lizozom

Lizozom, boyutu 1 mikrometreden kiiclik olan lizozomal enzimlere
sahip organeldir. Hidrolitik enzimleri bulunan sferik yapilardir. Hicre ici
protein, karbonhidrat ve yaglar lizozomal enzimler tarafindan yikilmaktadir
(10). Lizozomlar hidroliz icin optimal asidoza sahiptir ve lizozomal pH
4.5-5.0'dir (10, 18). 60 farkli cesitte enzim icermektedir ve boyutlari degiskenlik
gostermektedir (19, 20). Hicre icin gerekli olmayan Urlnleri endositoz ile
organel igine alan lizozom, otofaji ile yikim saglayarak hicresel sindirimi

gerceklestirmis olur (16, 20).
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2.3.8. Mitokondri

Calismamizda fonksiyonlarini 6ncelikli olarak inceledigimiz mitokondri
organeli hlicrenin reaksiyonlar ylritmek icin ihtiyaci olan kimyasal enerjiyi
saglamada kritik rol oynamaktadir. insan viicudunda vyizlerce hiicre
bulunmaktadir ve hepsinin fonksiyonlarina spesifik 6zellesmis yapilari vardir
(10, 16). Ozellikle, kalp kasi hiicresi icin belli bir diizeyde eneriji siirekli olarak
hazir bulunmalidir (10). Organizmanin canliliga ait fonksiyonlarini stabil
kosullar ile yuritmesinde mitokondri kilit organel olarak gérev yapmaktadir
(16, 21). Bu sebeple, hayatin dengesini daha iyi anlayabilmek igin

mitokondrinin detayli bir sekilde incelenmesi gerekmektedir.
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2.4. MiTOKONDRI

2.4.1. Mitokondrinin Evrimi

Mitokondri terimi literatirde ilk defa 1898 yilinda kullanilmigtir
(22). Mitokondriyal evrimin tarihcesi milyarlarca yil dncesine dayanmaktadir. ilk
belirtileri 3.5 milyar yil 6ncesine dayanan primitif hicrelerin bazilari,
atmosferde serbest oksijen olmamasi sebebiyle ihtiyaclar olan enerjiyi direkt
olarak abiyotik molekillerden elde ederken, bazilari ise glines 15131 ve su
molekullerini enerji kaynadi olarak kullanmakta ve fotosentez yapmaktaydi
(23, 24). Ancak, bu reaksiyonun sonucu olarak ortaya ¢ikan oksijen atmosferin
kimyasal yapisinda degisime yol acmis ve bircok prokaryot hiicrenin canhlk
kapasitesini etkileyerek evrim sireci icinde yok olmasina sebep olmustur ve
dogada ilk defa dkaryotik hicreler kendini gostermeye baslamistir (23) .

Diger yandan oksijenden zengin ortamda yasayabilen ve oksijeni enerji
kaynagi olarak kullanan kiclk boyutlu yeni bir hiicre grubu ihtiyaci dogmustur
(23). Fakat bu hicreler kendileri icin gerekli olan kimyasal besin maddelerini
saglayamamaktaydilar. Evrimsel slre¢ icinde daha buylk boyutlu hiicre grubu
ve oksijen kullanan bu kiictk hiicre grubu endositoz ile birlesmislerdir. Blyik
tasiyic hicre, kicik boyutlu hicrenin canliligr icin gerekli olan besin
maddelerini saglarken Urettigi enerjiyi de kendi ihtiyaci icin kullanmistir ve
ortak fayda saglanan bir canllik iligkisi ortaya ¢ikmistir (23, 25).

Yazyillar stiren bu ortak yasamda bu iki hicrelerden ev sahipligi yapan
blylUk hicre ve diger hiicreye endositozla yerlesen kiiglik hiicre canliliklarini
surdirebilmek icin birbirlerine bagimli hale gelmislerdir (23, 25). Bu evrimsel

stUrece ‘endosimbiosis’ denilmektedir.
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Endosimbiosis bizim 6karyot olarak bildigimiz, organeli ve nikleusu
olan ozellesmis hiicre grubunu meydana getiren temel olaydir. Endositozla
iceri alinan ve oksijen kullanarak enerji treten klclik hicreler zaman icinde
adaptasyon gelistirmisler ve hicrenin enerji Uretim merkezi olan mitokondri
haline gelmislerdir (23, 25).

GUnUmUz organizasyonunda bir vicutta mitokondri yaklasik 30 milyon
voltmetre elektrik Uretmektedir. Bu potansiyel enerji miktari gokytzini
aydinlatabilecek diizeydedir.

Ozetle, bugiin hepimizin yasamini siirdiirmesine sebep olan olay
milyarlarca yil 6nce meydana gelen ve sirekli olarak degisip yenilenen

evrimsel olasiliklar bitliinU sayesinde olugsmustur.

2.4.2. Okaryotik Hiicrede Mitokondri

Okaryotik hiicrede bulunan ve adenozin trifosfat (ATP) iretmesi
sebebiyle hayati 5neme sahip olan mitokondri, fosfolipid ve protein yapida ig
ve dis membrana sahiptir ve boyutlari 0.75-3 mikrometre arasinda
degismektedir (26, 27) (Sekil 2.2.). Bir de matriks adi verilen ve ic membran
tarafindan cevrili, mitokondriyal reaksiyonlarin gerceklestirildigi bir i¢c alana
sahiptir (26). Total mitokondriyal proteinin 2/3'G matrikse aittir (26). Bu organel,
kendi DNA'sina sahiptir ve nikleustan bagimsiz olarak replikasyon yapabilme
ozelligi vardir (10, 16). Mitokondriyal DNA (mtDNA), ribozom, transfer
ribonukleik asit (tRNA) ve ylzlerce enzim ile birlikte matrikste bulunmaktadir
(26). Enerji uretimin yanisira hicre siklusu ve buylimesinin kontrol(,
farklilagsmasi ve 6liminde de goérevi bulunmaktadir (28). ATP'nin canhlik igin
evrensel tiketim birimi oldugu dusindldiginde, mitokondriyi hicrenin

jeneratori olarak isimlendirmek ise yanlis olmaz.
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Sekil 2.2. Mitokondri illiistrasyonus3

Mitokondri hiicre icinde ATP ihtiyacinin ¢ok oldugu yerlere yerlesmistir.
Mitokondri sayisi ise bulundugu dokuya goére degiskenlik gdstermektedir.
Ornegin, tek bir karaciger hiicresinde ortalama 1000-2000 adet mitokondri
bulunmaktadir ve hiicre hacminin yaklasik olarak 20%'sini olusturmaktadir
(26). Ayni sekilde mitokondriyal protein Uretimi de dokudan dokuya
degiskenlik goéstermektedir. Ornegin, kalp hiicresinde 615 farkh cesit
mitokondriyal protein Uretilmektedir (29). Dinamik bir yapisinin olmasi
sebebiyle mikrotibul gibi hicresel iskelet yapilar UGzerinde hareket
edebilmekte ve hicre ici baska bir lokasyona ulasabilmektedir (30, 31). Kendi
DNA'sini Uretmek ozelliginin yaninda baska mitokondri ile flzyon
gerceklestirip bolinebilmektedir. Ayrica, membran gecirgenliginde meydana

gelen degisimler programli hiicre 6liminin erken safhalariyla iligkilidir.

3 Older Moms More Likely to Pass Along Mitochondrial DNA with Mutations, Study Finds by
Igra Mumal, June 29, 2018; https://mitochondrialdiseasenews.com/category/news-posts/
page/2/
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Mitokondri hareketi henliz tam olarak bilimsel anlamda aciklanmis
degildir ancak mitokondrilerin sitoplazmada statik bir sekilde durmadig
bilinmektedir. Bu dinamik yapilanma acil ATP ihtiyaci olmasi durumunda
mitokondrinin ilgili yere transferini saglamaktadir. Hiicre ici hareketi ise motor
proteinler araciligiyla gergeklestirmektedir.

Hicre ici isleyisini tam olarak anlayabilmek icin mitokondrinin matriks
olarak isimlendirilen en i¢c bolimindeki kimyasal reaksiyonlarin bilinmesi

onemlidir.

2.4.3. Mitokondriyal Enerji Uretimi

Temel fonksiyonunun yutksek enerji potansiyeline sahip adenozin
trifosfat (ATP) molekila UGretimi olmasi sebebiyle mitokondriler hicrelerin
elektrik santrali olarak godrev yapmaktadir (10, 28). Gin icinde tikettigimiz
besinlerdeki potansiyel enerjiyi ATP'e cevirmektedir. Uretilen ATP canhligin
saglanmasi icin gereken is gicini saglamaktadir (10, 32). ATP canliligin
devaminda kritik role sahip oldugu igin bir hicrenin ytuksek miktarda ATP
uretebilme kapasitesine sahip olmasi ve bu siirecin kontrolli regllasyonu ¢ok

énemlidir (10, 32).

ATP Ug cesit hiicre fonksiyonunda gorev almaktadir (10, 32):

1. Canhhgin yuritilmesinde fonksiyonu olan kimyasal bilesenlerin
hiicre ici Uretimi

2. Sodyum-potasyum pompasi 6rneginde oldugu gibi membran
transportu

3. Kas kontraksiyonu gibi mekanik is Gretimi
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Adenozin trifosfat; hicrede sitozolde gerceklesen glikoliz ile
mitokondride gerceklesen sitrik asit dongusu ve oksidatif fosforilasyon sonucu
uretilmektedir. Tamamina hdicresel solunum denilmektedir ve her 1 birim
glukozdan yaklasik olarak 30 birim ATP Uretilmektedir (32, 33).

Kimyasal reaksiyonlarin bir butlinlik halinde devam ettirilmesi, tiketilen
enerjinin saglanmasina baglidir. Bu enerji, oksijen kullanilarak bir dizi dizenli
reaksiyon ile U¢ kaynaktan elde edilmektedir: karbonhidrattan elde edilen
glukoz, yagdan elde edilen yag asitleri, ve proteinlerden elde edilen
aminoasitler. ik kullanim tercihi ise glukozdur (32, 33).

Gun icinde tiketilen besinler sindirilerek basit seker olan glukoza
cevrilmektedir. Yiksek miktardaki glukoz, dolagim sistemi ile her bir hiicreye
dagitilmaktadir. Hicre igi enerji Uretimi glukozun hicreye girmesi ile
baslamaktadir. Sitoplazmada meydana gelen ve 10 basamaktan olusan bu ilk
reaksiyonlar bitliintine glikoliz adi verilmektedir (10, 32). Glikoliz sonucunda
bir birim glukozdan iki birim purivat ve iki birim ATP Uretilmektedir
(10, 32). Glikolizin esas amaci sitrik asit dongusiinde kullanilacak olan purivatin
Uretimidir. Sitoplazmada glikoliz ile Uretilmis olan purivat daha fazla ATP
Uretimi icin mitokondri matriksine transfer edilmektedir (10, 32).

Mitokondriyal matrikste meydana gelen sitrik asit donglsu icin Uretilmis
olan purivat Koenzim A ile reaksiyona girerek Asetil KoA olusturmaktadir. Sitrik
asit donguslinde Asetil KoA hidrojen iyonuna ve karbondioksite ayrismaktadir
(10, 26, 32, 33) . Yiksek dizeyde reaktif olan hidrojen iyonlari en son
basamakta difizyon ile mitokondriye gelmis olan oksijen ile reaksiyona
girmektedir (10, 26, 32, 33). Oksidatif fosforilasyonun bir parcasi olan ve
mitokondri membraninda gerceklesen Elektron Transport Zinciri'nde Kompleks

I-lI-1lI-1V olarak adlandirilan dort farkli yapi bulunmaktadir (10, 26, 32, 33).
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Bu kompleksler ATP Uretiminde elektron tasiyicisi olarak gorev yapmaktadirlar
(10, 26, 32, 33). Kompleks I-lll-IV hem elektron tasiyicisi hem de proton
pompasi olarak gorev yaparken Kompleks Il yalnizca elektron aktarimindan
sorumludur (10, 26, 32, 33).

Kompleks | ve Il glikoliz ve sitrik asit donguslinde uretilen nikotinamid
adenin dinltkleotid (NADH) ve flavin adenin dinltkleotid (FADH?2)
molekullerinden elektron alip bunlar Kompleks lll'e Koenzim Q adi verilen ara
tasiyici ile transfer etmektedirler (10, 26, 32, 33). Kompleks Ill ise elektronlarini
Kompleks IV'e Sitokrom C adi verilen ara tasiyici ile transfer etmektedir (10, 26,
32, 33). Kompleks 1V, elektron transfer zincirindeki son elektron alicisidir ve son
basamakta oksijen reduksiyonu ile su molekilid meydana gelir (10, 26, 32, 33).
Aerobik gerceklesen bu zincirin sonunda ylksek miktarda enerji aciga cikar ve
bu sayede adenozin difosfat (ADP) molekili ATP’e dontsir (10, 26, 32, 33).
Elde edilen en son Uriin ise su molekili ile karbondioksittir (10, 26, 32, 33).

Elektronlarin bu hareketi her zaman belirli bir siralamayla ve dizenle
olusmak zorundadir. Elektron transport zincirindeki her bir transfer ile
elektronlar enerji kaybetmekte ve duslk enerji seviyesine gelmektedir
(10, 26, 32, 33). Bu surecte aciga cikan serbest enerji, mitokondriyal matriks ile
mitokondriyal intermembran6z alan arasinda proton gradientini saglamaktadir
(34). Gradient sayesinde protonlar F1FO ATP Sentaz enzimini harekete gegirip
ATP sentezini gerceklesirtirmektedir (10, 26, 32, 33). Bu dongliniin kusursuz
sekilde gerceklesmesi icin bir yandan ATP Uretimi devam ederken, diger
yandan Uretilen ATP de hicre fonksiyonunda kullaniimak Uzere transfer
edilmektedir. Elektrokimyasal gradient ile saglanan tim bu olaylar bitinine

ATP Uretiminin kemozmotik mekanizmasi adi verilmektedir (34).
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Ozetleyecek olursak, tiiketilen besinlerden enerji tretimi glikoliz, sitrik
asit dongusli ve oksidatif fosforilasyon denilen metabolik reaksiyonlar ile
sitoplazma ve mitokondriyal matrikste gerceklesmektedir (10, 26, 32, 33).
Glikoliz, hiicre sitoplazmasinda gerceklesen, bir molekil glikozun iki molekdl
plrivata cevrildigi ve iki molekil elektron dondéri olan yan Griin NADH'in
uretildigi kimyasal zincirdir (10, 26, 32, 33). Purivat, sitrik asit déngusinin
basglamasi icin esastir. Sitrik asit dongustinde ise yuksek miktarda yine elektron
dondri olarak gorev yapan NADH ve FADH2 Uretilmektedir (10, 26, 32, 33).
Her iki molekil de elektron dondri olarak elektron transport zincirine enerji
transportu yapmaktadir (10, 26, 32, 33). Aerobik prensiple gergeklesen
oksidatif fosforilasyon oksijen yoklugunda durmaktadir.

Mitokondride ve sitoplazmada gerceklesen bu kimyasal reaksiyonlar
bitinl hdicresel solunum olarak isimlendirilir (10, 26, 32, 33). Oksijen
yoklugunda elektron transport zinciri durur ve ATP uretilemez (10, 26, 32, 33).
Bu sebeple oksijen, canliligin devaminda rol alan en temel molekuldir ve

yoklugunda hayat var olamaz.
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2.4.4. Mitokondriyal Hastaliklar

Mitokondri organeli hakkinda bugliine kadar bildiklerimiz aslinda
oldukga siirlidir. Endosimbiotik bir iliski ile evrimsel stire¢ gecirdigini, kendi
DNA'si oldugunu ve bu sekilde niikleus bagmmliligi olmadan cogalabildigini,
hicredeki sayisinin doku ihtiyacina gore degiskenlik gosterdigini, ve hicre
canliliginin devaminda temel enerji kaynag:r olan ATP Uretimini
gerceklestirdigini bilmekteyiz (10, 26, 32, 33).

Diger yandan modern bilim, mitokondrinin maternal kalitimini
gostermistir (35, 36). Dolayisiyla mitokondri maternal gecis ile sahibi
oldugumuz bir DNA'ya sahiptir (36). Bu sebeple, olasi mutasyonlar
dislnulirken maternal ve paternal gecis gosteren niikleer genomun yani sira
anne kaynakli gecis goOsteren mitokondriyal mutasyonlar da hesaba
katilmahdr.

Mitokondriyal hastaliklarin yaklasik 15%'inin mitokondriyal DNA
mutasyonlarina bagh oldugu godsterilmistir (36) . Mitokondriyal DNA
mutasyonlari, mitokondriyal protein sentez mutasyonlari ve hicresel solunum
doénglsinde gorevli olan proteinlerin mutasyonlari olarak iki temel gruba
ayrilmaktadir (36). Bu mutasyonun, elektron transport zincirinde gorevli
protein Uretiminin defektine bagli olmasi halinde ATP Uretimi ciddi miktarda
dismektedir. Enerji Uretimindeki bu defekt, enerji metabolizmasindaki her
basamakta hasara ya da gecikmeye sebep olmaktadir. Sonug olarak bu durum
tim hayati fonksiyonlari etkilemektedir.

Tipik bir insan hicresinde mitokondri 22 tRNA, 2 ribosomal ribonukleik
asit (rRNA) ve 13 adet yapisal protein sentezinden sorumlu gen olmak Uzere
toplam 37 gen icermektedir (36). Hicrelerde cok sayida mitokondri
bulunmaktadir ve bunlarin sahip oldugu DNA birbirinden farklidir (36).
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Dolayisiyla bir mutasyon, tim mitokondrileri etkilememektedir. Mitokondriyal
hastaligin fenotipi ve siddeti ise etkilenen mitokondri oranina baglidir.

ATP Uretimininin c¢esitli basamaklarda etkilenmis olmasi sebebiyle
mitokondriyal hastaliklarin ciddi metabolik etkileri vardir (36). Ozellikle kas
hicresi gibi ATP bagimli calisan dokularda kas gli¢siizligu gibi hayat kalitesini
etkileyen semptomlar ortaya ¢cikmaktadir. Bunun yanisira beyin dokusunun ve
noronlarin ciddi miktarda ATP tuketiyor olmasi sebebiyle mitokondriyal
hastaliklarda zihinsel defektler, beyin dejenerasyonu gibi klinik tablolar ortaya
cikabilir. Ancak mitokondriyal hastaliklarin tanisinin klinik bulgularla konulmasi
oldukga zordur (36).

Mitokondriyal hastaliklarin prevelansi oldukca yuiksektir ve en cok
gorilen genetik hastaliklardan biridir. GUnimuz bilgilerine gore Amerika
Birlesik Devletleri'nde yaklagik her 5000 dogumun 1'inde gorilmektedir (37).
Isvec ve Avusturalya’da cocuklarda es zamanli yapilan popiilasyon
arastirmalarinda ise yaklagik 20.000 cocukta 1 oraninda mitokondriyal hastalik
oldugu, bunlarin 15%’inin mitokondriyal DNA mutasyonu kaynakli oldugu ve
oksidatif fosforilasyon zincirinde goérev alan proteinlerde defekt oldugu
saptanmistir (37). Ulkemizde ise kalbi etkileyen mitokondriyal hastaliklarla ilgili
net bir rakam kaydi yoktur.

Mitokondriyal hastaligi olan bir bebegin hayat beklentisi yaklagik 2 yildir
fakat bu beklenti hastaligin siddetine gore artip azalmaktadir. Semptomlar ise
cok genis bir klinik cesitlilige sahiptir. Kalp hastaliginin yaninda blyime
gelisme geriligi, kas zayifigi, duyma ve goérme problemleri, mental
retardasyon, karaciger ve Uriner sistem bozukluklari, norolojik problemler

mitokondriyal hastaliklara bagh gorulebilecek semptomlardan bazilaridir (38).
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The New England Journal of Medicine dergisinde yayinlanan bir
makalede ise insllin rezistansi olan Tip 2 diyabetin, oksidatif fosforilasyon
zincirini etkileyen bir mutasyondan kaynaklanabilecegini destekleyen bulgular
gosterilmistir (39). Cocuklarda mitokondriyal hastaliklarin kardiyak bulgular
arasinda ise hipertrofik kardiyomiyopati, ventrikiler hipertrofi ve sistolik
disfonksiyon, ileti sistemi anormallikleri ve aritmi bulunmaktadir (40).

Mitokondriyal kalitima bagli ortaya ¢ikan bu hastaliklarin bir sonraki
jenerasyona gecisinin 6nlenebilirligi glinimizde son derece tartigmalidir. Bu
gecisi Onleyebilecek bir yontem “three-way IVF" olarak da bilinen
mitokondriyal replasman terapisidir.

Geleneksel in vitro fertilizasyon ydnteminde bircok ovum ve sperm
hicreleri in vitro ortamda fertilize edilmekte, ardindan embriyolar anne
uterusuna implante edilmektedir.

Mitokondriyal replasman terapisi ise geleneksel in vitro feritilizasyon
yonteminden biraz daha farklidir. Yine ayni sekilde mitokondriyal defekti olan
anneden ovum hiicresi, babadan da sperm hicresi alinip bu hicreler in vitro
sekilde fertilize edilmektedir. Ancak yumurta hicresinden, mitokondri defekti
oldugu bilindigi icin nikleus cikarilmaktadir. Mitokondriyal hastaligi olmayan
bir baska donor anneden de saglikli ovum hicresi alinmakta ve saglkli
nukleus cikarilmaktadir. Alinan bu nikleus, alici annenin nikleusu cikarilmis
olan yumurta hicresine transplante edilmektedir (41). Sonugta saglkli
dondrden alinmis olan nikleusun transplante edildigi yumurta ile babadan
alinan sperm fertilize edilmis olur (41). Bu sekilde embriyo tamamen saglikli

bir nikleusa sahip olmaktadir .
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Her ne kadar mitokondriyal hastaliklar acisindan alternatif bir yaklagim
olsa da bu ydntem beraberinde bircok etik problemi de yaratmaktadir.
Giinlimiizde ingiltere’de kullanilan bu yéntem, dodan cocuklarin “tasarlanmis
bebek” olmasi, Bebegin l¢ ebeveyni mi olur? ya da Optimize edilmis bebek
etik midir?, Nerede durulmali? gibi bircok soruyu akla getirmektedir.
Tartisiimakta olan bircok etik konu basligi olmasi sebebiyle mitokondriyal
replasman terapisi bilimsel anlamda bir alternatif yaratmis olsa dahi hentiz tim

dinyada gecerliligi kabul edilmis bir yontem degildir (42).
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2.5. KALPTE MITOKONDRI

Kalp kasi icin ylksek enerjili molekil olan ATP, kalbin hi¢ durmayan
sistol-diyastol dongusl ile calismasi ve kasilmasi sebebiyle hayati 6neme
sahiptir. Insan kalbi giinliik ortalama 30 kg ATP sentezlemektedir (43, 44).
Gunltk hayat icinde kardiyomiyositlerde ATP kusursuz bir yol olan oksidatif
fosforilasyon ile mitokondri tarafindan sentezlenmektedir (10, 26, 32, 33).

Kalp kasinda mitokondri izolasyonu kolay bir islem degildir.
Gunumuzde hem kalp kasi materyalinin optimum kosullarda elde edilmesinin
kolay olmamasi hem de kardiyomiyositer mitokondrinin izole edilmesindeki
zorluk sebebiyle diger bilimsel alanlara goére c¢ok fazla calisma
bulunmamaktadir. Yapilan fizyolojik ve patofizyolojik calismalarda ise miyosit
ornekleri bizim c¢alismamizda da oldugu gibi ya atriumdan kanilasyon
yerinden alinmakta ya da transplantasyon sirasinda alinan biyopsi materyalleri
kullanilmaktadir. Ayrica literatirde postmortem yapilmis olan caligmalar da
bulunmaktadir (45).

insan kalbinde kardiyomiyositer mitokondriler subsarkollemada,
perintkleer ve intrafibriler bolgelerde lokalizelerdir (46). ATP Uretimi icin
yiksek mekanizmali reaksiyonlar olan fizyon, flzyon ve otofaji mitokondri
dinamikleri olarak sayilabilir (46-52).

Kalp, insan vicut agirhginin 0.5%'ini olusturur ancak toplam giinltik ATP
Uretiminin yaklagik olarak 8%'ini tiketmektedir (46). Bir ginde insan bedeni
ortalama kendi viicut agirhd kadar ATP Uretip tiiketmektedir (46, 53). Ozellikle
erigskinlerde kullanilan dominant substrat ise kardiyak ATP Uretiminin
60-80%'inden sorumlu olan yag asitidir (46). Yag asidi yoklugunda ya da
yetersizliginde kullanilan diger substratlar ise sirasiyla glukoz, laktat ve keton

cisimcigidir (46, 54).
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Kalp kasini diger kaslardan ayiran en 6nemli 6zelliklerinden biri ise kalbin
substrat kullanim oranini fizyolojik ihtiyaclara gére degistirebilmesidir (46).

Kalp kasinda mitokondriyal morfoloji ve fonksiyon kaybinin hangi
mekanizma ile gerceklestigini ve patolojik etkilerini anlayabilmek icin ozellike
oksijen tiketimi ve elektron transport zincirinin incelendigi entegre calismalara
ihtiyac vardir (46). Ornegin elektron transport zincirinde gérevli olan
Kompleks-l ya da Kompleks-IV aktivitesinde azalma ya da dejenerasyon
gorulebilir. Bu gibi mekanik problemlerin hayvan modellerinde (46) ve insan
kalbinde yetmezlige yol actigi bazi caligmalarda gosterilmistir (46, 55).
Elektron transport zinciri proteinlerinin fonksiyonel stperkomplekslerde
aggrege olmasi (46, 56-58) ve mitokondriyal stperkomplekslerin kaybinin
serbest radikal Uretiminde &nemli role sahip olmasi sebebiyle kalp
yetmezligine sebep olabilecedi de gosterilmistir (46, 59).

Kalp kasl, sistol-diyastol dongusinin surekliligini saglayabilmek icin
glnltk toplam ATP Uretiminin 6nemli bir ylzdesini kullanan &zellesmis bir
yapidir ve ATP Uretimini etkileyen tim basamaklar kalbin isleyisini 6nemli

Olclide bozan klinik tablolara yol agmaktadir.
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2.6. INSAN KALBI

insan kalbi evrim siirecinden gecmis tiim canl organizmalar arasinda en
ozellesmis ve kompleks yapilardan biridir. Kalp ve dolasim sistemi ile ilgili
herhangi bir calismanin yiratilebilmesi ve cerrahinin gercgeklestirilebilmesi
icin Ozellikle siyanotik ve asiyanotik konjenital kalp hastaliklarinda kalbin

yapisal 6zelliklerinin cok iyi bilinmesi gerekmektedir.

2.6.1. Kalp Kasi ve iskelet Kasi Arasindaki Belirleyici Farklar

iskelet ve kalp kasi, cizgili kas yapisi ve aktin-miyozin filamentlerinin
kontraksiyonu gibi benzerliklikler goésterirken belirleyici farkliliklari da
bulunmaktadir (10).

Miyositler arasinda bulunan interkalar diskler, kalp kasinin sahip oldugu
en 6nemli farkliliklardan biridir (10, 60) . Elektriksel rezistansi cok dusik olan
interkalar diskler, aksiyon potansiyelinin miyositler arasinda c¢ok hizli bir
sekilde ilerlemesine yol agmaktadir (10, 60).

Kalp kasi hicresinde cok sayida mitokondri bulunmaktadir ve hicre
disaridan membran ile cevrilidir (60). Buna ek olarak, kalp kasi membrani
birbirleri arasinda flizyon yolu ile 6zellesmis bosluklar olusturmakta ve bircok
miyositin birleserek olusturdugu sinsityumu meydana getirerek kalp kasi
fibrillerinin grup olarak kasilmasini saglamaktadir (10, 60). Bu sinsityum
seklindeki yapilanma da aksiyon potansiyelinin hicreler arasindaki gecisini
hizlandirmaktadir (10, 60).

Kalp kasinin sahip oldugu bir diger 6zellik ise sinoatriyal noddan ¢ikan
elektriksel uyarinin ventrikillere atriyoventrikiler nod araciligiyla yavaslatilarak

iletimidir. Bu 6zellik, 6zellesmis ileti yolu sayesinde olmaktadir.
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Normal bir kalpte atrial ve ventrikiler sinsityum birbirlerinden fibrotik
doku araciligiyla yaltilmistir (10, 60, 61). Miyositin membran potansiyeli
yaklasik olarak -85 ile -95 milivolt arasinda degismektedir (10). Aksiyon
potansiyeli ise 105 milivolttur (10). Membran, atriumda 0.2 saniye, ventrikiilde
ise 0.3 saniye depolarize kalmaktadir (10, 60). Kalp kasi hicresi dinlenme
potansiyeli -90 mV'tur. Depolarizasyon 2 ms, plato ve repolarizasyon yaklasik
olarak 200 ms sirmektedir (60).

Kalp kasinin iskelet kasindan farkli olarak sahip oldugu son o&zellik ise
6zel yapilanmasi olan yavas kalsiyum kanallaridir (10, 60, 62). Bu kanallardan
hiicre icine giren kalsiyum ve yine hiicre icine yavas giren sodyum yalnizca
kalp kasinda gorilen aksiyon potansiyeli plato slrecinin temel sebebidir
(10, 60). Potasyum gecirgenliginin miyositlerde azalmis olmasi da bu plato
gorintisune katkida bulunmaktadir (10, 60, 62). En son asamada gerceklesen
kalsiyum diflizyonu miyofibrillerde kontraksiyonu olusturmaktadir (10, 60).

Tum bu ozellikler kalp kasinin iskelet kasi ile arasinda bulunan ve kalp

kasinin UstinlGgund aciklayan molekiler dizeydeki farkliliklardir.

2.6.2. Kaslarin Kontraksiyon Mekanizmasi

insan viicudunun toplam kitlesinin 40%'in1 iskelet kasi; 10%'unu ise diiz
kas ve kalp kasi olusturmaktadir (10). Her U¢ tip kas icin temel kasiima
mekanizmasi aynidir ancak kalp kasi hayat boyu sirekli olarak kasilmasi
sebebiyle o6zellesmis bir yapiya sahiptir ve diger kaslardan bu 6zelligiyle

ayrilmaktadir.
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Kas kontraksiyonunun genel mekanizmasi asagidaki gibidir (10):
1. Kontraksiyonu baslatacak olan aksiyon potansiyeli ilgili motor néron
boyunca ilerledikten sonra kas fiberine ulagsmakta ve Asetilkolin

sekresyonu gerceklesmektedir (10, 60).

2. Asetilkolinin kas membranindaki difizyonu ile diger Asetilkolin
kapilarinin acilmasi tetiklenmektedir. Acilan katyon kapilarindan
elektrokimyasal gradient dogrultusunda sodyum, potasyum ve
kalsiyum hicre icerisine girmektedir. Hicre icinde lokal bir
depolarizasyon olugsmaktadir. Olusan bu end-plate potansiyele
jenerator potansiyel adi verilmektedir. Bu lokal depolarizasyon ayni
Asetilkolinin etkisi gibi kas membraninda bulunan voltaj bagiml
sodyum kanallarinin acilmasini saglamaktadir ve bu sayede aksiyon

potansiyeli olusmaktadir (10, 60).

3. Kas fibrilinin membrani boyunca ilerleyen aksiyon potansiyeli
sarkoplazmik retikulumdan sarkoplazma igine kalsiyum salinimina

sebep olmaktadir (10).

4. Kalsiyum, miyofibrildeki aktin ve miyozin filamentleri arasindaki

hareketi tetiklemekte ve kontraksiyon baslamaktadir (10, 60).

5. Ayni anda sarkoplazmadaki kalsiyum sarkoplazmik retikuluma bir
sonraki kontraksiyonda tekrar salinmak UGzere geri pompalanmakta
ve depolanmaktadir. Diger yandan, kalsiyumun sarkoplazmada

azalmasi kontraksiyonun sonlanmasina sebep olmaktadir (10, 60).
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2.6.3. Kardiyak Enzim

Kardiyak enzimler, kalpteki hasari degerlendirmede kullanilan
biyobelirteclerdir. Miyokard hasari varliginda kandaki seviyelerindeki yikselis
kardiyak fonksiyon hakkinda fikir vermektedir. Troponin-l, Miyoglobin ve
Kreatin Kinaz-MB (CK-MB) glinimizde en ¢ok kullanilan biyobelirteclerdendir.

Troponin-l miyokarda spesifiktir ve miyokardiyal hasar sonrasinda
miyosit sitozolinden serbestleserek kanda artis gostermektedir. 2-4 saat
icinde ylkselmeye baslayan kan Troponin-lI degeri yaklasik 12 saat icinde en
ylksek degerine ulagsmakta ve ortalama 7 giin ylksek degerde seyretmektedir.
Miyokard hasari tanisinda kullanilan enzimler icinde en sensitif ve spesifik olan
belirte¢ Troponin-I'dir.

Miyoglobin, cizgili kas ve kalp kasi dokusunun oksijen tastyici, 17.8 kDa
boyutundaki monomerik pigmentidir (63). Diger belirteclere kiyasla
sensitivitesi daha dusuktir. Ancak miyokard hasarinda kandaki seviyesinin
daha hizli yukseliyor olmasi miyoglobini diger belirteclere Ustin kalan
ozelliktir. Ayrica literatirde intraselller katalist olan miyoglobinin
mitokondriyal fonksiyonlardaki regilasyonu Uzerine yapilan bircok calisma
bulunmaktadir (64).

Son degerelendirdigimiz enzim ise CK-MB'dir. CK-MB keratin kinazin
miyokarda spesifik izoformudur. Ozellikle cizgili kas hasarinin olmadig
durumlarda miyokard hasari icin yiksek spesifisiteye sahiptir. Sitozolde
bulunan CK-MB mitokondride ylksek enerjili fosfatin transferinde goérev
almaktadir. Miyokard hasari sirasinda 12-24 saatte kandaki en ytksek degerine

ulagsan CK-MB yaklasik 2-3 glin icinde normal degerlerine donmektedir
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2.6.4 Kardiyak Fibrozis

Kardiyak fibrozis, ekstraselliler matriksin normalden fazla Uretilip
kardiyak interstisyumda depolanmasidir ve hem sistolik hem de diastolik
fonksiyon bozuklugu sebebidir (65, 66). Fibrozis, remodelling denilen yeniden
yapilanma sirecinin bir parcasidir ve kalpte sayica en c¢ok bulunan
hicrelerden biri olan kardiyak mezenkimal hicreler, yani fibroblastlar
tarafindan yonetilmektedir (66, 67). Normal saglkli bir kalpte fibroblastlar
aslinda bag doku yapiminda gérevli olan temel hiicrelerdir (65-67).

Fibroblastlarin kardiyak yapidaki etkilerini su sekilde 6zetleyebiliriz (66):

1. Yeniden yapilanma sirecindeki adaptasyon mekanizmasinin bir
parcasi olan fibrozis, artmis doku rijiditesi ve bunlara bagh
histoanatominin degismesiyle ortaya cikan kalp yetmezligi tablosu
(66)

2. Ekstaselliler matrikste kollajen depolanmasinin artmasiyla olusan
skar dokusu ve biyofiziksel sinyal mekanizmasinda degisiklikler
olusmasi ile ortaya cikan ileti sistemi hasari (66)

3. Biyokimyasal degisikliklere bagl artmis inflamasyon, adaptasyon
icin gelisen hipertrofi ve es zamanli gerceklesen apopitozis ile kas
kaybi (66)

4. Fibroblast-miyosit farklilasmasi (66)

Saglikli bir kalbin 30%'unu kardiyomiyositler, kalan 70%'i ise
non-miyositer hlcreler olusturmaktadir ve bunlarin ¢cogunlugu kardiyak
fibroblastlardir (67). Kendilerinin elektriksel iletkenlikleri yoktur ancak
miyositlerle aralarinda bulunan gap junction ve koneksinler araciligiyla miyosit

kontraksiyonunun senkronizasyonunda rol aldigi bilinmektedir (67, 68).



29

Kollajen sentezleyerek kalbin yapisal destegini saglayan fibrositlerin
normalden fazla aktive olmasi kalp kasinin esnekligini kaybettirmektedir
(67, 68). Diger yandan fibrozis sonucu olarak ortaya cikan fokal skar ya da var
olan hasarin genisligi sebebiyle olusan difliz fibrozis kardiyak artimiye sebeb
olabilmektedir (66, 69). Bunun temel sebebi, kollajenden zengin dokularin ileti
sistemine yalitkan bir yapilarinin olmasidir (66).

Kardiyak fibroblastlarla ilgili 6zellikle konjenital kalp hastaliklari
agisindan bilinmesi gereken bir diger konu da hipoksiye olan yanitlaridir. Her
ne kadar miyositlere kiyasla duyarhliklari az olsa da hipoksi varliginda hicre
proliferasyonu azalmakta, kollajen sentezi artmaktadir (67, 70, 71). Bununla
birlikte hipoksi kardiyak fibrositlerin tumor necrosis faktor alfa (TNFa) ve
vaskiler endotel blyime faktéri (VEGF) de dahil olmak Uzere sitokin ve
biyime faktori sekresyonunu tetiklemektedir (67, 72, 73). Dolayisiyla,
6zellikle siyanotik konjenital kalp hastaliklarindaki etkilerinin asiyanotiklerilere
kiyasla daha fazla olmasi beklenmektedir. Ozetle kardiyak fibroblastlar kalbin
hem fizyolojik hem de patofizyolojik stireclerinde rol oynayan énemli bir hiicre

grubudur.
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2.7. KONJENITAL KALP HASTALIKLARINDA MiTOKONDRININ YERI

Mitokondriyal DNA mutasyonuna bagli ortaya c¢ikan mitokondriyal
hastaliklar daha cok erigkin hasta grubunda gorilirken, nikleer DNA
mutasyonuna bagli olusan mitokondriyal hastalik prevalansi infant ve cocuk
hasta grubunda daha yuksektir (74, 75). Sendroma ait klasik bulgular
cogunlukla olmadigi icin ¢cocuklarda nikleer DNA mutasyonuna bagl olusan
mitokondriyal hastaliklarin teshisini koymak gérece zordur (74).

Mitokondriyal hastaliklar multi sistemik olup c¢oklu organ hasari
yaratabilmektedir. Prevalansinin ortalama her 5000 dogumda 1 oldugu
bilinmektedir (75). isvec (76) ve Avusturya’da (77) es zamanl cocuklar icin
yapilan bir epidemiyolojik arastirmada sonuclarin sasirtici derecede benzer
olduklari gorilmuistir ve mitokondriyal hastalik prevalansinin toplamda
100.000'de 5 oldugu ve bunlarin 15%'inin mitokondriyal DNA iliskili oldugu
tespit edilmistir (36).

Mitokondriyal hastaliklar erken evrelerde kardiyovaskiler sistemde
semptomatik degildir. ileri evrelerde, mitokondriyal gen defektine bagli
kardiyak yapi bozuklugu olusmakta ve bu sebeple izole kardiyomiyopati
dedigimiz klinik tablo gelismektedir (75).

Mitokondriyal hastaliklarin kardiyak klinik tablosu hipertrofik ve dilate
kardiyomiyopati, aritmi, ve kalp yetmezligidir (75). Kalp kasinin kontraksiyonu
icin sahip oldugu yuksek aerobik metabolik ihtiya¢c kalp kasinda oksidatif
fosforilasyonun merkezi olan mitokondrinin dnemini arttirmaktadir. Ozetlemek
gerekirse mitokondrinin dort dnemli hiicresel goérevi vardir: ATP Uretimi,
reaktif oksijen Urlnlerinin regulasyonu, kalsiyum iyonlarinin sistol sirasinda

tamponlanmasi ve apopitozun mitokondriyal por gecirgenligi ile regilasyonu
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(75, 78). Bu dort major ozellige ek olarak reaktif oksijen triinlerinin hiicresel
metabolizmaya olan yan etkilerini 6nlemek de mitokondrinin gorevleri
arasinda bulunmaktadir (75, 79).

Elektron transport zincirindeki defekt ile karakterize mitokondriyal
hastaliklarda ATP Uretiminde azalma olusmaktadir. ATP Uretim bozuklugu
metabolik, neoplastik, dejeneratif klinik tablolar ortaya cikarmaktadir. Bu,
mitokondriyal hastaliklarin 6zellikle kas, endokrin sistem, kalp ve beyin gibi
yUksek enerji ihtiyaci olan dokulari etkilemesine sebep olmaktadir (75).

Mitokondriyal DNA'da herhangi bir mutasyon meydana geldiginde
cesitli mutant DNA popdtlasyonlari olusmaktadir. Bu hiicre grubu heteroplazmi
adi verilen biyolojik duruma sahiptir (75, 80). Heteroplazmik bir hicre
bolindiginde olusan hicreler mutant mitokondriyal DNA'ya sahiptir. Ancak
bu programli olmayan bir paterndir ve heteroplasmik hicrelerin icerdigi
mutant mitokondriyal DNA ylzdeleri birbirlerinden farkhidir (75, 81-83).
Yapilan arastirmalarda, mitokondriyal hastaligin klinik siddetinin
heteroplazminin ylzdesi ile belirlendigi gosterilmistir. Eger mutant
mitokondriyal DNA ylzde olarak fazla ise klinik semptomlar da daha
siddetlidir (75). Mutant mitokondriyal DNA icin klinik esik 50-100% olarak
gosterilmistir (75). Diger yandan klinik istisnalar da bazi calismalarda
gosterilmistir (75, 84, 85). Metabolik aktivitesi yiksek olan dokular
mitokondriyal DNA mutasyonunda daha fazla etkilenmektedirler
(75, 82, 83, 85). Mitokondriyal DNA mutasyonunun en belirgin klinik
tablolarindan biri ise mitokondriyal kardiyomiyopatidir (75).

Mitokondriyal hastaliklar genetik, fonksiyonel ve biyokimyasal grup
olarak siniflandirilmaktadirlar (75). Mitokondriyal DNA'daki mutasyonun

lokasyonu ile genetik siniflama yapilmaktadir. Elektron transport zincirinde
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gorev alan proteinleri etkileyen gen mutasyonlari fonksiyonel mitokondriyal
hastalik olarak siniflandinimaktadir. Biyokimyasal grupta en sik Kompleks-I ve
Kompleks-IV eksikligi gorilmektedir (75, 86).

Mitokondriyal kardiyomiyopati hipertrofi, dilate ve nonkompaksyion sol
ventriktl klinigi ile gorilmektedir. Tum kardiyomiyopatilere kalp yetmezIligi,
malign aritmi ve ani kardiyak 6lim eslik edebilir (74, 75, 87, 88). Mevcut klinik
yUksek ates ya da cerrahi gibi fizyolojik stres faktorleri ile kotilesmektedir. Bu
kotilesmeye “mitokondriyal kriz" denilmektedir (75). Mitokondriyal kriz akut ya
da subakut coklu organ yetmezligi ile seyreden, metabolik asidozun major
belirte¢ oldugu bir tablodur. Kardiyojenik sok, atrial ve ventrikiler aritmi ve ani
kardiyak 6lim mitokondri krizi sirasinda gorulebilen kardiyak
komplikasyonlardir (75).

Mitokondriyal kardiyomiyopatiye néromuskiler semptomlar da eslik
edebilmektedir (Tablo 2.1.). Kardiyak komponenti olan cesitli sendromlar
Tablo 2.2/'de listelenmistir. Mitokondriyal hastalik tani kriterleri ise
Tablo 2.3.de 6zetlenmistir.

Kas biyopsisi tani icin altin standarttir. Ancak kardiyak biyopsi almak her
zaman mumkin degildir. Yapilan bir calismada, mitokondriyal
kardiyomiyopatisi olan infant ve cocuk hasta grubundan alinan kardiyak
biyopsi spesimenlerinde asimetrik septal hipertrofi ve endokardiyal
fibroelastozis ile seyreden hipertrofik bir morfoloji oldugu gorilmdusttr (45).
Mitokondriyal kardiyomiyopati mikroskopik bulgulari ise miyositlerde fusiform
blylime, perintkleer alanda sitoplazmik silinme ve cizgili yapmin yerini

graniler yapiya birakmasidir (75).



Tablo 2.1. Mitokondriyal Disfonksiyon Klinik Semptomlari4

Sistem

Klinik Semptomlar
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Kardiyovaskdler

Pulmoner

Norolojik

Renal

Hematolojik

Endokrinolojik

Kalp yetmezligi
Aritmi

Ani kardiyak 8lim
Apikal balonlagsma
sendromu

Dispne
Ortopne
Respiratuvar asidoz

Respiratuvar yetmezlik

Ensefalopati

Ataksi

Hareket bozukluklari
Mental retardasyon

Renal yetmezlik
Benign renal kist
FSGS

Proksimal tibulopati
Nefritik sendrom

Anemi
Lokopeni
Trombositopeni
Eozinofili

Diabetes mellitus
Diabetes insipidus
Hipotroidi
Hipoparatiroidi
ACTH eksikligi
Hipogonadizm
Amenore
Jinekomasti

Kas ve iskelet

Cilt ve

Yumusak Doku

Gastrointestinal

Oftalmik

Isitsel

Kas glcsizIlugu
(normal kreatin kinaz
ve EMG)

Kisa boy, kisa boyun
Mikrosefali

Duslk kulak

Egzema
Hipertrikozis
Vitiligo
Retikuler
pigmentasyon

Karin agrisi

Bulanti/ kusma
Diyare/ Konstipasyon
Malabsorbsiyon
Pancreatit

Bozulmug KCFT

Eksternal
oftalmoparezis
Retinitis pigmentosa

Sensorinoéral isitme
kaybi

475.  Meyers DE, Basha HI, Koenig MK. Mitochondrial cardiomyopathy: pathophysiology,

diagnosis, and management. Texas Heart Institute journal. 2013;40(4):385-94.



Tablo 2.2. Kardiyovaskiler Semptomlari Olan Mitokondriyal Sendromlar®

Sendrom

Kardiyovaskuler Semptomlar
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Barth sendromu
(letal infantil kardiyomiyopati)

Kronik progresif eksternal
oftalmopleji

Leigh sendromu
(subakut nekrotizan
ensefalomiyopati)

Kearns-Sayre sendromu

Mitokondriyal ensefalopati, laktik
asidoz

MERRF
Myoclonic Epilepsy with

Ragged Red Fibers

Maternal gecis gdsteren diyabet
ve sagirhk

Ndérojenik kas gugsuzligu, ataksi
ve
Retinitis pigmentosa

Maternal gecis gdsteren Leigh
sendromu

575. ibid.

Dilate kardiyomiyopati ve LV

hipertrebekllasyon

Aritmi

Kardiyomiyopati ve aritmi

Aritmi

Dilate kardiyomiyopati ve LV
hipertrebekllasyon

Kardiyomiyopati ve aritmi

LV hipertrebekullasyon ve aritmi

Kardiyomiyopati

Kardiyomiyopati
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Tablo 2.3. Mitokondriyal Hastaliklar Tani Kriterlerié

Major Diagnostik Kriterler

Minor Diagnostik Kriterler

Klinik

Histolojik

Enzimatik

Fonksiyonel

Molekuler

Metabolik

Mitokondriyal sendrom ya da
noérolojik, muskiuler, kardiyak,
renal, endokrin, hematolojik,
otolojik, oftalmolojik,
dermatolojik sistemlerin 3’Gnde
tutulum, mtDNA mutasyonu aile
Oykislnin olmasi ya da diger
tanilarin ekarte edilmesi

>2%iskelet kasindan Ragged
Red Fibers (RRF) bulunmasi

50 yasin altinda >2% COX-
negatif fiber bulunmasi,

50 yasin Ustinde >5% COX-
negatif fiber bulunmasi, herhangi
bir dokunun respiratuvar zincir
aktivitesinin 20%’in altinda
olmasi, herhangi bir hlcre
grubunda respiratuvar zincir
aktivitesinin 30%’in altinda
olmasi ya da iki veya daha fazla
dokuda ayni respiratuvar zincir
kompleks aktivitesinin 30%’in
altinda olmasi

Fibroblast ATP sentez oraninin
mean degerin 3 ve ya daha fazla
SD altinda olmasi

Patojenite gdsteren niikleer DNA
(nNDNA) ya da mitokondriyal DNA
(mtDNA) mutasyonunun tespiti

675.

ibid.

Respiratuvar zincir defektiyle korele
semptomlarin varhgi

30-50 yas arasinda 1%-2% RRF
varligi, 30 yasin altinda RRF varligi,
16 yasin altinda 2%’den fazla
subsarkolemmal mitokondri
akimullasyonu ya da herhangi bir
dokuda yaygin elekton mikroskobu
ile tespit edilen anomali varhgi

Respiratuvar zincir kompleksi
defektinin antikor bazl gdésterilmesi,
herhangi bir dokuda respiratuvar
zincir aktivitesinin 20-30% olmasi,
herhangi bir hicre grubunda
respiratuvar zincir aktivitesinin
30-40% olmasi ya da iki ve ya daha
¢cok dokuda ayni respiratuvar zincir
kompleksi aktivitesinin 30-40%
olmasi

Fibroblast ATP sentez oraninin mean
degerden 2-3 SD altinda olmasi ya
da media tabakasinda bulunan
fibroblastin glukoz galakatoz ile yer
degistirildiginde bliyime
gbsterememesi

Olasi patojeniteye sahip nDNA ya da
mtDNA’nin tespiti

Respiratuvar zincir defektini gésteren
bir ya da daha fazla metabolik
indikator
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4

Mitokondriyal mutasyonlar “Sol Ventrikil Hipertrabekilasyonu” olarak
da bilinen LV noncompaction icin spesifik etiyolojilerden biridir. Etiyolojisi
belirlenemeyen ve multi sistemik semptomlari olan akut kalp yetmezliginde
mutlaka stphelenilip arastinimalidir. Sol ventrikil hipertrabekilasyonu sol
ventriklil kavitesinden subendokardiyal seviyeye kadar uzanim goGsteren
belirgin sol ventrikil trabekilasyonu ile karakteristiktir (89-91). Bu klinik tablo
izole olabilir ya da néromuskiler semptomlarla birlikte gortlebilmektedir.

Konjenital kalp hastaligi ile takip edilen pediyatrik hasta grubunda
pediyatrik kardiyologlar biiyiik dneme sahiptir. Ozellikle etiyolojisi
belirlenemeyen akut kalp yetmezliginde tim hastalarda mitokondriyal
kardiyomiyopati duslinilmeli, hipertrofi, ileti sistemi anomalileri, ve dilate
kardiyomiyopati mutlaka degerlendiriimelidir. Mitokondriyal hastaliklara
noromuskiler semptomlar da eslik edebilecedi icin pediyatrik nérologlarla
iletisim halinde olmak &nemlidir. Ornegin, Kearns-Sayre sendromu senkop ile
seyreden atrioventrikller ileti sistemi defekti ile karakterizedir. MELAS'ta
(Mitochondrial encephalomyopathy, lactic acidosis, and stroke-like episodes)
ise hastalar 3 yasina kadar normal blyime ve gelisme gostermektedir.
3 yasindan sonra kardiyak hipertrofi, patolojik kisa boyun eslik ettigi dilate
kardiyomiyopati, hemiparezi, hemianopsi, ve korlik ortaya cikmaktadir (92).

Ozellikle pediyatrik hasta grubunda bir hasta mitokondriyal hastalik
tanisi aldiysa birinci derece yakinlari da mutlaka mitokondriyal defekt

acisindan degerlendirilmelidir.
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3. GEREC VE YONTEM
3.1. ETIK KURUL ONAMI

“Agik Kalp Ameliyati Yapilan Konjenital Kalp Hastaligi Olan Cocuk
Hastalarda Miyokardiyal Mitokondri Fonksiyonlarinin Histopatolojik ve
Enzimatik Degisikliklerle Olan iliskisi” bashkli prospektif arastirma projesi ve
Uzmanlk Tezi, T.C. Hacettepe Universitesi Girisimsel Olmayan Klinik
Arastirmalar Etik Kurulu tarafindan degerlendirilmis ve 27 Eylil 2017 tarih ve
GO 17/651 karar numarasi ile etik agidan uygun bulunarak arastirma igin onay

almistir.

3.2. HASTA SECiMi

T.C. Hacettepe Universitesi Etik Kurul onayi alindiktan sonra, 10.11.2017
tarihinden itibaren Hacettepe Universitesi Tip Fakiiltesi Kalp ve Damar
Cerrahisi Anabilim Dali tarafindan acik kalp ameliyati karari ile Ihsan
Dogramaci Cocuk Hastanesi, Cocuk Kalp Cerrahisi Servisi'ne yatirilan yaslari
1 gln ile 18 yil arasinda degisen, siyanotik konjenital kalp hastaligi olan 5,
asiyanotik konjenital kalp hastaligi olan 5 hasta calisma kriterlerine uygun
bulunarak arastirmaya dahil edilmistir. Etik Kurul standartlari dogrultusunda
Aile Bireyleri ve Cocuk Onam Formlar hazirlanarak caligmaya dahil olmayi
kabul eden hastalardan yazili izinler alinmistir. Cocuk Kalp Cerrahisi-Kardiyoloji
Konsey'inde operabilite agisindan inoperable kabul edilen, Down sendromu
olan ve Ekstrakorporeal Membran Oksijenatorid (ECMO) ya da Sol Ventrikil

Asist Device (LVAD) takilmis olan hastalar calisma disinda birakilmistir.
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3.3. HASTA GRUPLARI

Ameliyat planiyla yatirnlmis konjenital kalp hastaligi olan toplam
10 hasta Siyanotik ve Asiyanotik hasta grubu olarak iki ayri grupta
incelenmistir (Sekil 3.1.).

Siyanotik hasta grubunda 5 hasta calismaya dahil edilmistir. 1 hasta
Fallot Tetralojisi (TOF), 1 hasta TOF+ atrial septal defekt (ASD), 1 hasta cift
ctkimli sag ventrikil (DORV)+ dilate kardiyomiyopati (DCMP), 1 hasta DORV+
atriyoventrikller septal defekt (AVCD), 1 hasta blylk arter transpozisyonu
(TGA) tanisi ile ameliyata alinmistir (Sekil 3.2.). Hastalarin hepsine cerrahi tim
dizeltme uygulanmistir.

Asiyanotik hasta grubunda incelenmis olan1 hasta atrial septal defekt
+ventrikller septal defekt (VSD), 2 hasta ventrikiler septal defekt, 1 hasta
atriyoventrikller septal defekt, 1 hasta ise mitral darlik (MS) ve mitral yetmezlik
(MR) tanisi ile ameliyat edilmistir (Sekil 3.2.). Hastalarin dérdine cerrahi tim
dizeltme, bir hastaya ise kapak tamiri yapilmistir.

Siyanotik ve Asiyanotik gruptaki tim hastalardan alinan kardiyak biyopsi
materyalleri Hacettepe Universitesi Tip Fakiiltesi Tibbi Biyoloji Anabilim Dali
tarafindan mitokondriyal fonksiyon acisindan; Tibbi Patoloji Anabilim Dali
tarafindan ise miyosit hasari ve histopatolojik agidan incelenmistir.

Hastalarin hepsinden preoperatif hazirliklari sirasinda ve postoperatif
ilk 1 saat icinde kardiyak enzim gorilmustir. Kardiyak enzim olarak Troponin-I,
Miyoglobin ve CK-MB seviyelerine bakilmistir.

Hastalarin preoperatif ve postoperatif donem klinik takipleri ve kardiyak
enzim takipleri Hacettepe Universitesi Tip Fakiiltesi Kalp ve Damar Cerrahisi

Anabilim Dali tarafindan gergeklestirilmistir.
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Asiyanotik Grup (5)

L12YILSAY  5VIL

Hasta Yasi 6YIL6 AY

Cinsiyet

Siyanotik Grup (5)

Hasta Yas!

Cinsiyet

Sekil 3.1. Arastirmaya Dahil Edilen Hasta Gruplari.

Siyanotik Grup Asiyanotik Grup

20%

@ TOF @ TOF+ASD @ DORV+DCMP VSD @ AVSD
@® TGA @ DORV+AVCD ® ASD+VSD @ MS+MR

Sekil 3.2. Aragtirmaya Dahil Edilen Hastalarin Tanilari.
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3.4. CERRAHi PROSEDUR VE BiYOPSi MATERYALLERININ ALINMASI

Preoperatif hazirliklari tamamlanan hastalar genel anestezi altinda
ameliyat edilmislerdir.

Tdm hastalar median sternotomi ile acilmistir. Kardiyopulmoner
baypasa gecilecegi icin 3 mg/kg sistemik heparin uygulanmis ve ameliyat
suresince ACT (activated coagulation time) duizeyi 450 ve Uzeri tutulmustur.
Cerrahi prosedire uygun olacak sekilde standart aortokaval kantlasyonun
ardindan kardiyopulmoner baypasa gecilmistir. Hastalar optimum derecede
sogutulmus ve aort kross klemp konmustur. Kardiyopleji verilerek diyastolik
arrest saglanmistir. Cerrahi tamir gerceklestirildikten sonra hastalar isitiimis,
ventilasyon sonrasinda intrakardiyak hava cikisi saglanmis ve aort klempi
kaldirilmistir. Ardindan kardiyopulmoner baypastan ¢ikilmistir. Hemodinaminin
stabil oldugundan emin olunduktan sonra pacemaker teli ve drenaj tipleri
yerlestirilmis ve hastalar uygun sekilde kapatilarak Cocuk Kalp Cerrahisi
Yogunbakim Servisi'ne transfer edilmistir.

Kardiyak biyopsi materyalleri kardiyopulmoner baypas 6ncesinde
venoz kanullin yerlestirildigi atrial kanilasyon yerinden 2-3mm boyutlarinda
rezeke edilerek alinmistir. Kardiyopulmoner baypastan cikildiktan sonra alinan
yaklasik 2-3mm boyutlarindaki biyopsi materyalleri de sag atrium
appendiksinden alinmistir.

Alinan biyopsi ornekleri hem eriskin hem cocuk olmak lzere acik kalp
ameliyatlarinin timinde rutin olarak vendz kantlasyon icin rezeke ettigimiz
dokulardan elde edilmistir. Dolayisiyla ¢alismamiz icin 6zel olarak ayri bir kalp

doku 6rnegi hastalardan alinmamistir.
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Siyanotik ve asiyanotik hasta grubunun hepsinden alinan doku 6rnekleri
miyosit hasari ve histopatolojik agidan incelenmistir. Arastirmamizda siyanotik
gruptan 5 asiyanotik gruptan 5 olmak Uzere arastirma kriterlerine uygun
toplam 10 hasta calismaya dahil edilmistir. Toplam 10 hasta ile arastirma
6rneklemini yeterli gérmemizin sebebi arastirmanin “var-yok”
degerlendirilmesi seklinde yapilmasi, incelenen dokunun nadir calisilan doku
kapsaminda olmasi, Hacettepe Universitesi Tip Fakiiltesi'nde mitokondriyal
fonksiyon acisindan kardiyak dokunun ilk defa incelenmis olmasidir. Ayrica her
iki gruptan 5'er hastanin hepsinde “var-yok” degerlendirmesi ile anlamli sonug
bulmus olmamiz ve bu sebeple arastirmanin gecerliligini korumus olmasi da
g6z onlne alinmis ve miyokardiyal mitokondri fonksiyonu ve histopatolojik
degisiklik arastirmasinin 11 Aralik 2018 tarihli GO 17/651-01 karar numarali
Etik Kurul onayi alinarak toplam 10 hasta ile tamamlanmasina karar verilmistir.

Kardiyopulmoner baypas baglamadan alinan kardiyak biyopsi érnekleri
longitudinal iki ayri parca haline getirilerek histopatolojik inceleme igin
parcanin biri 10%'luk formaldehit icinde patoloji laboratuarina gonderilmistir.
Mitokondriyal fonksiyonlar acgisindan incelenecek olan diger parca ise
aluminyum kutulara sivi nitrojenin buhar fazinda dondurulacak sekilde
yerlestirilmis ve Tibbi Biyoloji Anabilim Dali'na gonderilmistir. Cerrahi
dizeltme tamamlanip kardiyopulmoner baypastan ciktiktan sonra alinan
miyokard biyopsi 6rnegi ise baska bir 10%'luk formaldehit sollsyonu iginde
Tibbi Patoloji Anabilim Dali'na gonderilmistir.

Kardiyak biyopsi aldigimiz yerlerde kanama olmadigi ve morfolojik
olarak atrial fonksiyonun bozulmadigi kontrol edildikten sonra standart cerrahi

prosedir devam etmis ve ameliyat uygun sekilde tamamlanmistir.
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3.5. POSTOPERATIF iZLEM

Ameliyati tamamlanan hastalar postoperatif donemde Cocuk Kalp
Cerrahisi Yogunbakim Servisinde takip edilmistir. Calismamizda ameliyat
sonrasl ilk bir saatte rutin alinan tam kan sayimi, arteriyel kan gazi, karaciger ve
renal fonksiyon testlerine ek olarak kardiyak enzim gorilmustir. Kardiyak
enzim olarak Troponin-I, Miyoglobin ve CK-MB seviyeleri olarak belirlenmistir.
Kardiyak enzim icin alinan kan drnekleri Hacettepe Universitesi Tip Fakiiltesi
Hastanesi Tibbi Biyokimya Merkez Laboratuvari tarafindan, kantitatif
analizlerde i¢ kalite kontrol sonuclari Wesgart kurallarina uygun olacak sekilde
degerlendirilmistir. Troponin-I seviyesi hs Troponin-l testi ve ona uygun
referans araligi ve birimi kullanilarak sonuclandiriimistir (Tablo 3.1). Kardiyak
enzim degerleninin mitokondriyal fonksiyon bozuklugu ve histopatolojik
degisiklik ile istatistiksel olarak iliskili olup olmadigi arastinimistir. Hastalarin
inotropik ajan ihtiyacinin olup olmadigi, baslanan inotropik destegin siresi
kaydedilip ve her iki grup karsilastirilarak incelenmistir. Ek olarak,
gerceklestirilen ameliyatin kardiyopulmoner baypas stresi, aort klemp suresi,
hastalarin yogunbakimda kalis slreleri ve toplam hospitalizasyon sureleri

kaydedilmistir.

Tablo 3.1. Kardiyak Panel Referans Araligi ve Birimi

Kardiyak Panel Birim Referans Degerler

Troponin-I nanogram/Litre 14-42,9
mikrogram/Litre 0,6-6,3

Myoglobin mikrogram/Litre 17,4-105,7
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3.6. HISTOPATOLOJiIK INCELEME

Formaldehit ile fikse, parafine géomult dokulardan 4 pm kalinhginda
kesitler hazirlanmistir. Rutin 1sik mikroskopik inceleme icin bir kesit, fibrozisi
degerlendirmeye yonelik Masson trikrom ve Gomori trikrom boyalar icin de
birer kesit hazirlanmistir. HE kesitlerde miyositlerdeki hasar ya da hasara karsi
adaptif (reaktif) yanit miyosit nikleuslarinda irilesme, hiperkromazi ve nikleer
kontur duzensizligi ile karakterize sitolojik atipi ile degerlendirilmistir. Daha
geg inflamatuar yanit ve miyosit kayiplari ise fibrozisin varligi ve yayginhgi ile
irdelenmistir. Fibrozisin varligi ve yayginligi Masson ve Gomori trikrom
boyalari ile degerlendirilmistir.

Sitolojik atipi nikleer buyuklik, nikleer kontur dizensizligi ve kromatin
rengi parametreleri ile su sekilde skorlanmistir: 1, belirgin atipi yok; 2, hafif

atipi; 3, orta siddette atipi; 4, siddetli atipi.

Benzer sekilde, fibrozis de yayginligi ve siddetine goére su sekilde
skorlanmistir: 1, belirgin fibrozis yok; 2, hafif fibrozis; 3, orta siddette fibrozis;
4, siddetli fibrozis. Fibrotik degisikliklerin ve nikleer atipinin ayni zamanda
mitokondriyal fonksiyon bozuklugu ve kardiyak enzim artis miktariyla bir

iliskisinin olup olmadigina bakilmistir.

3.7. DOKU KESITLERINDE iMMUNFLORESAN BOYAMA

Hacettepe Universitesi Tip Fakiiltesi, Kalp ve Damar Cerrahisi Anabilim
Dali'nda siyanotik ve asiyanotik konjenital kalp hastaligi olan bireylerden
cerrahi tamir sirasinda almis oldugumuz kalp kasi biyopsi dokularindan lam

Uzerine alinan 8 um’lik kesitler kullanilmistir.
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iImmiinfloresan boyama sonrasi preparatlar, Zeiss Axioplan 2 floresan
mikroskobunda goérintilenmis olup boyama sonuclari siyanotik ve asiyanotik
hastalara ait doku kesitlerinde karsilastirmali olarak analiz edilmistir.
. Kesitler 30 dk oda sicakliginda kurutulduktan sonra, dokularin etrafi
Pappen ile isaretlenmistir.
J Dokular 10 dk %4'lik PFA ¢ozeltisinde bekletilerek fiksasyon yapilmistir.
. Fiksasyon sonrasi dokular 2 kez 10 dk 1x PBS (Phosphate buffered
saline) ile yikanarak PFA'nin uzaklastirilmasi saglanmistir.
. Dokular 15 dk oda sicakhginda, 1xPBS icerisinde hazirlanmis %0,2
Triton X-100 permeabilizasyon ¢ozeltisinde bekletilmistir.
J 3 kez 5 dk 1xPBS ile yikama yapilarak permeabilizasyon ¢ozeltisi
uzaklastiriimistir.
J Preparatlar %0,1 Tween20 icinde hazirlanmis %10 BSA (Bovine serum
albumin) (0,1 g/ml) ve %10 keci serumundan olusan bloklama ¢ozeltisi ile 1
saat oda sicakliginda inkibe edilmistir.
J Primer antikor sulandinm c¢ozeltisi (%0,1 Tween20 icinde hazirlanmis
%10 keci serumu) icerisinde uygun oranda sulandirilmistir ve gece boyunca
+4°C'de preparatlar Gzerinde bekletilmistir.
J 3 kez 10 dk 1x PBS ile yikama yapilmistir.
. Sekonder antikor, sulandirim ¢ozeltisi (%0,1 Tween20 igcinde hazirlanmis
%10 keci serumu) icerisinde uygun oranda sulandirilip 1 saat stre ile oda
sicakhginda kesitler Gzerinde bekletilmistir.
J 3 kez 10 dk 1xPBS ile yikama yapilmistir.
J Kesitlerin tzerine DAPI (4,6-Diamidino-2-Phenylindole) iceren Prolong
Gold Antifade c¢ozeltisi damlatilarak lamel kapatiimistir ve 1sik gérmeyecek

sekilde bir gece oda sicakhiginda kurutulmustur.
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. Preparatlar floresan atagcmanl Zeiss Axioplan 2 mikroskobunda uygun

filtreler kullanilarak ayni floresan yogunlukta gorintilenmistir.

3.8. DOKU KESITLERINDE COX/SDH iKiLi BOYAMA

J Kalp kasi biyopsi dokularindan lam Gzerine alinan 8 pm’lik kesitler oda
sicakhginda 1 saat inkiibe edilerek kurutulmustur.

J Lam Uzerinde etrafi Pappen ile isaretlenen doku kesitleri, Gzerini
kapatacak miktarda COX boyasi ile 1 saat oda sicakliginda inkiibe edilmistir.

J 3 kez 10 dk 1xPBS ile yikama yapilmistir.

. Hazirlanan SDH boyasi 1 saat slre ile oda sicakhiginda kesitler Gizerinde
bekletilmistir.

J 3 kez 10 dk 1xPBS ile yikama yapilmistir.

J Kesitlerin Uzerine gliserin damlatilarak lamel kapatilmistir ve aydinlik

alan mikroskobunda (Zeiss Axioplan 2) goruntilenmistir

3.9. DOKU ORNEKLERINDEKi ATP MIKTARININ ANALIZi

Konjenital kalp hastaligi olan bireylerden cerrahi tamir sirasinda alinmig
olan kalp kasi biyopsi dokularinda ATP miktar analizi yapilarak, elde edilen
sonuglar siyanotik ve asiyanotik hastalar arasinda karsilastirmali olarak
incelenmistir.
¢ -80°C'de saklanan doku ornekleri sivi azot yardimiyla porselen havanda
ezilerek toz haline getirilmistir.
® Toz halindeki dokular 500 pl soguk hucre lizis tamponu iceren eppendorf
tliplne aktarilmistir. Hazirlanan 6rnegin 400 pl'lik kismi protein izolasyonu ve
miktar tayini icin -20°C’'de saklanmistir. Geriye kalan 100 pl'lik 6rneklerin

Uzerine esit miktarda soguk %1,5’luk TCA eklenmistir.
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e Vortekslenerek homojenize edilmis olan 6rnekler, +4°C'de ve 10.000g'de 10
dk santrifij edilmistir.

e Santriflij sonrasinda stipernatan yeni bir tipe aktarilip Gzerine 1:100
oraninda Tris-Asetat Tamponu eklenmistir.

® Hazirlanan 6rnekler, 96 kuyucuklu beyaz mikrokuyucuklu plakalara 10 pl
eklenmistir (her ornekten .10 tekrar olacak sekilde) ve tzerlerine 90 pl
sulandirilmis lusiferin-lusiferaz ¢ozeltisi ilave edilmistir.

® Hazirlanan 6rneklerdeki ATP miktari bekletilmeden luminometrik olarak

SpectraMax-i3x mikroplaka okuyucu (Molecular Devices) yardimi ile
okunmustur. Orneklerdeki ATP miktari kit icerisinde bulunan ve ATP miktari
bilinen standartlar yardimiyla GraphPad Prism 5 yazilimi (https://
www.graphpad.com/scientific-software/software/prism) yardimiyla cizilen
standart egri ile karsilastirmali olarak belirlenmistir.

e Orneklerdeki ATP miktari doku icerisinde bulunan total protein miktarina

gore normalize edilmistir.

3.10. DOKU ORNEKLERINDE PROTEIN MIKTAR TAYINI

20°C’'de lizis tamponu icerisinde saklanan ornekler buz Gzerine alinip
sonikator cihazi ile %50 amplitltte, 20 sn'lik sinyaller 9 defa verilerek
parcalanmistir. Oda sicakliginda 14.000 rpom’de 10 dk santrifiij edilmistir ve
stpernatanda bulunan total protein konsantrasyonlari BCA Protein Assay Kit
(Pierce) kullanilarak olgtlmustar.

® %1 SDS kullanilarak kor ¢ozelti hazirlanmistir.

* 2 mg/ml derisimindeki alblmin standartlari %1 SDS ile seyreltilerek farkli

konsantrasyonlarda standart ¢ozeltiler hazirlanmistir.
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BCA protein assay icin standart drneklerin sulandirim oranlart:

Kor 0,1 mg/ml | 0,2 mg/ml | 0,4 mg/ml | 0,8 mg/ml 1,2 mg/ml
Cozelti
BSA - 2,5 5 mikrolitre 10 mikrolitre 20 mikrolitre 30 mikrolitre
(2 mg/ mikrolitre
mil)
1% SDS | 50 47,5 45 mikrolitre 40 mikrolitre 30 mikrolitre 20 mikrolitre

mikrolitre mikrolitre

¢ izole edilen protein &rnekleri %1 SDS ile 10 kat seyreltilmistir.

¢ 1:50 oraninda B ve A ¢ozeltileri kullanilarak calisma ¢ozeltisi hazirlanmistir.

e Standart ¢cozeltiler ve seyreltilen protein drnekleri Gzerine 1'er ml calisma
cozeltisi eklenmistir.

e 37°C'de 30 dk inkiibe edilmistir.

e Standart ¢ozeltilerin NanoDrop ND-1000 cihazinda 562nm dalga boyunda
verdikleri absorbans degerleri ile standart egri cizilmistir.

e Protein 6rneklerinin absorbanslari Gger kez .|.Glerek standart egri yardimi ile
miktarlari tayin edilmistir.

e Elde edilen degerler sulandirma faktéri olan 10 ile carpilarak proteinlerin

asil konsantrasyon degerleri hesaplanmistir.
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3.11. VERILERIN DEGERLENDIRILMESi

Elde edilen verilerin istatistiksel degerlendirmesi IBM SPSS for Windows
Version 21 programi ile yapilmistir. Parametrik bagimsiz gruplarda t-testi,
nonparametrik gruplar icin ise Mann-Whitney U testi kullaniimistir. Sayisal
degiskenler t-testi icin ortalama=standart sapma, Mann-Whitney U testi icin
median (min-max) ile ifade edilmistir. Normallik varsayimi ise Shapiro-Wilk testi
ile kontrol edilmistir. Varsayilanlarin homojenlik kontroli icin Levene testi
kullanilmistir. Kategorik degiskenlerde oranlar ise Fisher kesin testi ile
karsilastirilmistir. Analiz sonucu p degerinin 0.05'in altinda oldugu degerler
istatistiksel olarak anlamli kabul edilmistir. Mitokondriyal arastirma icin ise
Immiinfloresan boyama sonrasi preparatlar, Zeiss Axioplan 2 floresan
mikroskobunda goérintilenmistir ve boyama sonuclari siyanotik ve asiyanotik
hastalara ait doku kesitlerinde karsilastirmali olarak ayni pozlama siresinde
analiz edilmistir. Her iki farkli hasta grubundaki ATP miktarlar, dokulardan

izole edilen total protein miktarina gére normalize edilmistir.
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4. BULGULAR
4.1. HASTA GRUPLARI

Hasta gruplari Siyanotik ve Asiyanotik olarak iki temel baslik altinda
degerlendirilmistir. Siyanotik grupta 5, Asiyanotik grupta 5 olmak Uzere
kriterlere uygun toplam 10 hasta ¢alismaya dahil edilmistir .

Tim hastalarin kardiyopulmoner baypas ve klemp sireleri
kaydedilmistir. Ayni zamanda inotropik ajan ihtiyaclarinin olup olmadigina
bakilmis ve yogunbakimda kalis sureleri ile hospitalizasyon sureleri
kaydedilmistir.

Siyanotik ve Asiyanotik grupta bulunan tim hastalardan preoperatif ve
postoperatif kardiyak enzim gorilmis miyosit hasarina bakilarak histopatolojik
inceleme yapilmistir. Her iki grup miyokardiyal mitokondri fonksiyonu
agisindan degerlendirilmis ve sonuclarin histopatolojik ve enzimatik iligkisinin
olup olmadigi arastiriimistir.

4.2. HASTALARIN INTRAOPERATIF DEGERLERI VE POSTOPERATIF TAKIBI

Calismaya dahil edilen siyanotik hasta grubunun ameliyatlarinda
kardiyopulmoner baypas (CPB) slreleri 75 dakika ile 401 dakika arasinda
degisirken mean degeri 174.6 dakika, median degeri ise 114 dakikadir.
Asiyanotik grupta kardiyopulmoner baypas slreleri 45 dakika ile 111 dakika
araligindadir ve mean deger 73 dakika, median degeri ise 57 dakika olarak
kaydedilmistir (Sekil 4.1. ve Sekil 4.2.). Siyanotik grup aort klemp stresi en kisa
61 dakika en uzun 178 dakika stirmustir. Mean deger 107.40 dakika iken
median degeri 85 olarak hesaplanmistir. Asiyanotik grupta en kisa klemp
sUresi 22 dakika, en uzun klemp suresi ise 88 dakikadir. Asiyanotik hasta grubu
klemp suresi mean degeri 46.2 dakika iken median deger 35 dakikadir
(Sekil 4.1 ve Sekil 4.2.).
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Sekil 4.2. Siyanotik ve Asiyanotik Grup Aort Klemp ve

Kardiyopulmoner Baypas Surelerinin Mean ve Median Degerleri.



52

Elde edilen sonuclara gore siyanotik hasta grubunda kardiyopulmoner
baypas slresi ve klemp slresi asiyanotik gruba gore fazla bulunmustur. Bu
durumu siyanotik konjenital kalp hastaliklari dizeltme ameliyatlarinin
asiyanotik gruba gore genel olarak daha kompleks olmasi, dolayisiyla daha
uzun sUrmesiyle aciklamaktayiz. Ancak bunun icin tam olarak istatistiksel
anlamli demek mimkin degildir. Bulunan degerlerin sinirda ¢ikmasi ise hasta

sayisinin azligina baglanmistir (p= 0.056) (Tablo 4.1).

Tablo 4.1. Siyanotik ve Asiyanotik Grup Aort Klemp ve CPB Sirelerinin
Mann-Whitney U Testi ile Analizi

Siyanotik Grup Asiyanotik Grup
(Median (min-max)) (Median (min-max) )

'CPB (dk) 114.00 (75.0- 401.0) 57 (45.0- 111.0) 0.056

X-Klemp (dk) 85(61.0- 178.0) 35.00(22.0- 88.0) 0.056
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inotropik ajan ihtiyacina bakildiginda ise siyanotik hastalarin 4'iinde
postoperatif inotropik ajan destegi bulunmaktadir. Tercih edilen inotropik
ajanin Dopamin oldugu goértlmustir. Siyanotik grup Dopamin destegi slresi
ise 48 saat ile 9 glin arasinda degiskenlik gostermektedir. Asiyanotik grupta
ise Dopamin’in yalnizca 1 hastada 48 saat slreyle kullaniimig oldugu
gorilmustir. Genel olarak bakildiginda siyanotik hasta grubunun inotropik
ajan ihtiyacinin asiyanotik gruba gore daha fazla oldugu tespit edilmistir.
Fisher Exact Test ile yapilan analizde ise inotropik ajan kullanimiin Siyanotik
grupta daha c¢ok hastada kullaniliyor olmasi istatistiksel olarak anlamli

bulunmamistir (Tablo 4.2.).

Tablo 4.2. Siyanotik ve Asiyanotik Grup Inotropik Ajan Kullaniminin

Fisher's Exact Testi ile Analizi

inotropik ajan inotropik ajan Fisher’s Exact
kullanilan hasta kullaniimayan hasta | Test
sayisl sayisl

Siyanotik Grup (n=5)

Asiyanotik Grup (n=5)
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Ayni sekilde postoperatif yogunbakim ve hospitalizasyon sureleri her iki
grup icin ayr ayri degerlendirilmistir. Siyanotik grup yogunbakim suresi 3 giin
ile 64 glin arasinda degismektedir. Hospitalizasyon ise en kisa 13 giin en uzun
73 gundur. Asiyanotik gruptaki 5 hastaya bakildiginda ise yogunbakim kalig
streleri hepsinin 2 glndir. Hospitalizasyon streleri ise 9 gin ile 19 gin
arasinda degismektedir (Sekil 4.3.).

Siyanotik grup yogunbakim kalis suresi mean degeri 17 glin, median ise
5 gln olarak hesaplanmistir. Hospitalizasyon mean degeri ise 36.6 gln,
median ise 37 glindir. Asiyanotik grup yogunbakim kalis suresi mean degeri 2
glin, median degeri ise yine 2 glindir. Hospitalizasyon mean degerinin 13.4
glin, median degerinin 12 oldugu kaydedilmistir (Sekil 4.4.). Yogunbakim takip
sureleri siyanotik grupta diger gruba kiyasla daha uzun siire olmasi istatistiksel

olarak anlamli bulunmustur (Tablo 4.3.).

Tablo 4.3. Siyanotik ve Asiyanotik Grup Yogunbakim Takip ve Hospitalizasyon

Surelerinin Mann-Whitney U Testi ile Analizi

Siyanotik Grup Asiyanotik Grup (-)
(Median (min-max)) (Median (min-max) )

Yogunbakim 5(3- 64) 2(2-2) 0.008
Takip (giin)

Hospitalizasyon 37(13-73) 12(9-19) 0.056
(gtin)




100

75

50

25

Siyanotik Grup
B Siyanotik Grup Yogunbakim Suresi (giin)
M Siyanotik Grup Hospitalizasyon Siiresi (giin)

100

75

50

25

#1

Asiyanotik Grup
I Asiyanotik Grup Yogunbakim Suresi (gun)
B Asiyanotik Grup Hospitalizasyon Stiresi (gtin)

Sekil 4.3. Siyanotik ve Asiyanotik Grup Yogunbakim Takip ve

Hospitalizasyon Streleri.

55



56

40 50
0 10 20 30
I
Yogunbakim Mean |
‘\
Hospitalizasyon Mean \
Siyanotik Grup
Yogunbakim Median 1
|

|

- . ‘ [

Hospitalizasyon Median ‘ ‘

\

| ‘ “ ‘

‘ ‘ \

Yogunbakim Mean |

‘\

Hospitalizasyon Mean ‘

Asiyanotik Grup
Yogunbakim Median ‘

I

. . | | |

Hospitalizasyon Median ‘ ‘

L

Il Yogunbakim Mean [ Hospitalizasyon Mean 1 Yogunbakim Median Il Hospitalizasyon Median

Sekil 4.4. Siyanotik ve Asiyanotik Grup Yogunbakim Takip ve

Hospitalizasyon Sireleri Mean ve Median Degerleri



57

4.3. HISTOPATOLOJIK DEGERLENDIRME

Intraoperatif kardiyopulmoner baypas 6ncesi ve kardiyopulmoner
baypas sonrasi alinan kardiyak biyopsi 6rnekleri histopatolojik degerlendirme
icin nukleer atipi ve fibrozis acisindan incelenmistir. Nikleer atipi ve fibrozisin
degerlendirmesi ve hasarin derecelendirmesi her iki parametre icin
skor 1 (normal), skor 2 (hafif), skor 3 (orta) ve skor 4 (siddetli) olarak ayri ayri
skorlanmigtir. Tim derecedeki hasar gorintuleri standardize sekilde alinmigtir
(Sekil 4.5a ve Sekil 4.5b). Fibrotik degisikliklerin ve nikleer atipinin ayni
zamanda mitokondriyal fonksiyon bozuklugu ve kardiyak enzim artis miktariyla
bir iligkisinin olup olmadigina bakilmistir.

HE kesitlerde miyositlerdeki hasar ya da hasara kargi adaptif (reaktif)
yanit miyosit nukleuslarinda irilesme, hiperkromazi ve nukleer kontur
dizensizligi ile karakterize sitolojik atipi ile degerlendirilmistir. Daha geg
inflamatuar yanit ve miyosit kayiplari ise fibrozisin varligi ve yaygiligi ile
irdelenmistir.

Siyanotik hasta grubunda preoperatif nikleer atipi bir hastada
skor 4, iki hastada skor 3, iki hastada ise skor 1 olarak derecelendirilmistir.
Postoperatif nlkleer atipi derecesi ise yalnizca bir hastada degiskenlik
gOstermis ve preoperatif skor 1 olan hasarin postoperatif skor 2 oldugu tespit
edilmistir (Sekil 4.6).

Asiyanotik grupta ise preoperatif nikleer atipi bir hastada skor 4, iki
hastada skor 3 ve iki hastada skor 2'dir. Postoperatif nlkleer atipi
derecelendirmesi ise asiyanotik hasta grubu icin tim hastalarda preoperatif

degerle ayni bulunmustur (Sekil 4.6).
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Sekil 4.5a. Miyosit Atipisinin Histolojik Degerlendirmesi ve Skorlamasi: Kiglk,
koyu, yuvarlak-oval niikleusa sahip normal miyositeler (A). Nikleer irilesme ve
perintkleer halo sergileyen az sayida miyosit (B). Miyositlerde daha belirgin ve
yaygin perintkleer halo, nukleer irilesme ve kontur duzensizligi (C).
Miyositlerde yaygin niikleus kaybi ve sitoplazmik iskelet varligi. Bazi miyositler

tamamen ortadan kalkmis ve miyosit dizisi kesintiye ugruyor (D).
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Sekil 4.5b. Miyokardiyal Fibrozisin Histolojik Degerlendirmesi ve Skorlamasi:

Normal bir miyokardda miyosit dizileri arasinda cok ince fibroz fibriller (1A-C).
Interstisyel fibroz lifler ve hafif ve orta dereceli daha kalin ve belirgin (2A-2C ve
3A-3C). Miyosit hasari sonrasi ortadan kalkan dejenere miyositlerin ve yerini

alan belirgin fibrozis (4A-C).



60

Fibrozise bakildiginda ise siyanotik grupta iki hastada preoperatif
skor 3 fibrozis, lU¢ hastada ise skor 2 fibrosis gortlmustir. Ayni grupta
postoperatif fibrozis derecelerinin degiskenlik gostermedigi tespit edilmistir
(Sekil 4.7). Asiyanotik grup preoperatif fibrozis incelemesinde bir hastada skor
4, iki hastada skor 3, bir hastada skor 2, bir hastada ise skor 1 fibrozis tespit
edilmisken postoperatif incelemede, bes hastanin yalnizca birinde fibrozis
derecesinin degistigi gorilmustir (Sekil 4.7).

Hem siyanotik hem asiyanotik grupta tim biyopsi drneklerinin normal
doku ve normal nukleer skor 4 (siddetli) ve skor 4 nikleer atipiye kadar
degiskenlik gosterdigi gorilmustir. Buna ek olarak kardiyopulmoner baypas
sonrasi alinan o6rneklerin degerlendirme skorlarinin, 6ncesinde alinan
orneklere gore degismedigi tespit edilmistir. Bu durum kardiyopulmoner
baypas suresinin fibrotik degisiklik yaratmaya ya da varsa bile en azindan 1sik
mikroskop dlzeyinde gozlemlemeye yetmeyecek kadar kisa strmesi ile
agitklanmaktadir. Istatistiksel analiz CPB sonrasi skorlar dikkate alinarak
yapilmistir. Kohort'un ve her bir skordaki olgu sayisinin nispeten az olmasi
nedeniyle nukleer atipi ve fibrozis dereceleri skor 3 ve skor 4 olgular icin
“pozitif (var)’, skor1 ve skor 2 olgular icin “negatif (yok)” seklinde tekrar
skorlanmis ve istatistiksel olarak degerlendirildiginde siyanotik ve asiyanotik
grup arasinda Fisher Exact Test'te yine anlamh farklilk bulunamamistir.

(Tablo 4.4).



Siyanotik Hasta

Asiyanotik Hasta

#1

#3

#4

#5

Skor
B Siyanotik Grup CPB Oncesi Nikleer Atipi
B Siyanotik Grup CPB Sonrasi Niikleer Atipi

Skor

B Asiyanotik Grup CPB Oncesi Niikleer Atipi
Il Asiyanotik Grup CPB Sonrasi Nikleer Atipi

Sekil 4.6. Siyanotik ve Asiyanotik Grup Nukleer Atipi Degerlendirmesi.
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Sekil 4.7. Siyanotik ve Asiyanotik Grup Fibrozis Degerlendirmesi.
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Tablo 4.4. Siyanotik ve Asiyanotik Gruplarin Nukleer Atipi ve Fibrozis ile

iliskisinin Fisher Exact Testi ile Analizi.

Nukleer Atipi (+) | Nuclear Atipi (-) Fisher’s Exact Test
Hasta Sayisi Hasta Sayisi

Siyanotik Grup
Asiyanotik Grup

Fibrozis (+) Fibrozis (-) Fisher’s Exact Test
Hasta Sayisi Hasta Sayisi

Siyanotik Grup
Asiyanotik Grup
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4.4. MITOKONDRIYAL FONKSIYONLARIN DEGERLENDIRILMESi

Siyanotik ve asiyanotik konjenital kalp hastaligi olan bireylerden
intraoperatif kardiyopulmoner baypas 6ncesinde alinmig olan kalp kasi biyopsi
dokularinda; mitokondri morfolojisi ve ag yapisindaki olasi hasar incelenmistir.
Bu amacla alinan doku kesitlerinde, mitokondri belirteci olan ve organel dis
membraninda yerlesik Tom20 translokazini taniyan antikorla immunfloresan
boyama yapilmistir. Asiyanotik grupta incelenen bes doku 6rneginde ait
incelenen kesitlerde; mitokondri ag yapisinin (uzun, tibduler yapi) ve hicre igi
yogunlugunun korundugu saptanmistir. Ayni pozlama siresinde incelenen
siyanotik gruptaki tim doku orneklerinde ise, mitokondri aginda bozulmalar
oldugu ve asiyanotik gruba kiyasla o6zellikle hicrelerdeki mitokondri
yogunlugunun ciddi oranda azaldigi gozlenmistir (Sekil 4.8).

Bir sonraki asamada; siyanotik ve asiyanotik gruba ait doku kesitlerinde
COX/SDH ikili boyamasi gerceklestirilmistir. Bu boyama, doku kesitlerinde
dolayli olarak mitokondriyal islev analizi yapmaya yarayan bir histokimyasal
boyama teknigidir. Mitokondriyal kompleks IV olarak bilinen COX'un belirli
katalitik alt Gniteleri mitokondriyal genom (mtDNA) tarafindan kodlanmakla
beraber, kompleks Il olarak bilinen Siksinat dehidrogenaz (SDH) tim alt
Uniteleri nikleer genom (nDNA) tarafindan kodlanmaktadir. Dolayisiyla SDH
boyamasi mtDNA'dan bagimsiz olarak gerceklesirken, Sitokrom C Oksidaz
(COX) boyamasi eksikligi cogunlukla mtDNA butinligindeki bozulmanin
gOstergesi olarak ifade edilmektedir. Hicresel solunum islevi/COX aktivitesi
bozuk olan hucreler ikili boyama sonucunda mavi renkte gozikirken (SDH
aktivitesine bagl olarak NBT'nin indirgenmesi sonucu olusan formazan son
urin), normal mitokondri/COX islevine sahip hicreler kahverengi (mitokondri

kristasina ve hiicreye yerlesen DAB Urini) olarak gozikmektedir (93-95).
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Yaptigimiz histokimyasal boyamalar sonucunda; COX/SDH'nin her iki
gruba ait 6rneklerde de benzer sekilde koyu kahverengi boyama verdigi
sonucuna ulasiimistir (Sekil 4.9). Bu sonuc bize; gerek siyanotik gerekse
asiyanotik gruptaki orneklerde COX aktivitesinin korundugunu
gostermektedir. Bu boyama metodu mitokondri islevinde yonelik bir 6n bulgu
ortaya ¢itkarmasinin yanisira, boymanin ¢itkmamasi mitokondri islevinin bozuk
oldugunu tam olarak géstermemektedir.

Klinik olarak etkilenmis dokulardaki mitokondri hasarini anlayabilmek
icin glinimuizde standart bir teknik olarak COX/SDH ikili histokimyasal
boyamasi ile sirasiyla kompleks IV ve Il aktivitelerine bakilmaktadir (95). Bu
boyama teknigi, cok farkli mitokondriyal hastalik gruplarinda organel hasarini
kolaylikla tespit edebilse de oksidatif fosforilasyon yolaginin her asamasindaki
hatalar tespit edememektedir. Mitokondri hasarinin baslangic asamasindaki
ya da farkli bir solunum kompleksinin hasarli oldugu dokularda pozitif boyama
verebilmektedir (96-98). Bu nedenle, tez calismasindaki hastalik gruplarinda
morfolojik olarak gosterilen mitokondri hasarini islevsel olarak analiz etmeye
yonelik daha detayli ve kantitatif teknolojilere ihtiyac vardir.

Mitokondri islevini kantitatif olarak analiz etmek amaciyla, siyanotik ve
asiyanotik gruba ait doku o&rneklerindeki ATP miktari kit yardimiyla
Olctlmustir. Bu analiz, ATP'nin lUsiferin-lUsiferaz enzimi ile reaksiyona girmesi
sonucu aciga cikan biyoliminesansin liminometre ile o6lcilmesi esasina

dayanir.
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Calismamiz kapsamindaki iki farkli gruba ait 6rneklerdeki ATP miktari kit
icerisinde bulunan ve ATP miktari bilinen standartlar yardimiyla cizilen standart
egri ile karsilastirmali olarak belirlendi ve total protein miktarina goére
normalize edilmistir (Sekil 4.10). GraphPad Prism 5 yazilimi ile yapilan
analizlerde, siyanotik gruba ait hasta drneklerindeki ATP miktarinin, asiyanotik
gruba ait orneklere kiyasla anlamli sekilde azalmis oldugu goézlenmistir (Sekil
4.11.). Iimmiinfloresan boyamalarla benzer verilere ulasilmis ve siyanotik gruba
ait hasta orneklerinde asiyanotik gruba kiyasla, mitokondri hasarinin artmis

oldugu sonucuna ulasiimistir.



Sekil 4.8. Siyanotik [(B), (D), (F)] ve Asiyanotik [(A), (C), (E) ] konjenital kalp
hastaligi olan bireylere ait kalp kasi biyopsi 6rneklerinden alinan boyuna (A-D)
ve enine (E ve F) kesitlerde mitokondri morfolojisinin floresan mikroskobu
goruntileri (A ve D) Yesil/FITC: Tom20/mitokondri; Mavi: DAPI (Olgek: 10pm,
Mikroskop: Zeiss Axioplan 2, fotograflar tim &rneklerde ayni pozlama

stresinde ¢ekilmistir).
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Sekil 4.9. Siyanotik [(sag)] ve Asiyanotik [(sol) ] konjenital kalp hastaligi olan
bireylere ait kalp kasi biyopsi orneklerinden enine kesitlerde COX/SDH ikili
boyama gériintiileri (Olcek: 100um, Mikroskop: Zeiss Axioplan 2).
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Sekil 4.10. Siyanotik ve Asiyanotik Konjenital Kalp Hastaligi Olan Bireylere Ait
Kalp Kasi Biyopsi Orneklerinde ATP Miktarinin Analizi; (a) ATP miktari bilinen

standartlar yardimiyla cizilen standart egri, (b) Regresyon analiz sonuclari
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Absorbans degeri ATP miktari (mol) Protein Protein miktarina
Konsantrasyonu gore normalize
(mg/ml) edilmis ATP miktar
(mol)
34698,330 1064,443 4,041 265,69661
Asiyanotik
39189,670 1202,846 3,978 304,946958
3918,000 115,926 1,596 74,149812
4975,333 148,5084 3,012 50,1858898
1034,667 27,0741 1,392 20,7272989
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7390,333 222,9283 3,81 59,3477165
7414,333 223,6699 3,848 58,1257536
16955,670 517,6905 4,222 123,874112

Sekil 4.11. Siyanotik ve Asiyanotik Konjenital Kalp Hastaligi Olan Bireylere Ait

Kalp Kasi Biyopsi Orneklerinde ATP Miktarlarinin Karsilastirilmasi ve

Hastalardaki Total Protein Miktarlarina Gore Normalize Edilmis ATP Miktarlari.
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4.5. MITOKONDRIYAL DiSFONKSiYONUN FiBROZIS ILE iLiSKisi

Arastirmamizda mitokondriyal fonksiyon bozuklugunun miyositer
fibrotik degisiklige yol acip agmadigina bakilmistir. Mitokondriyal disfonksiyon
ile fibrozis iliskisi Fisher's Exact Test ile incelendiginde istatistiksel olarak
anlaml bir iliski bulunamamistir. Mitokondriyal disfonksiyon gorilen 5
hastanin ikisinde skor 3 fibrozis, Gclinde ise skor 2 fibrozis saptanmistir.
Mitokondriyal fonksiyon bozuklugu olmayan hastalarda ise 2 hastada siddetli
derece, bir hastada orta, bir hastada da hafif fibrozis saptanmistir. Yine
kardiyopulmoner baypastan c¢iktiktan sonra aldigimiz doku 6&rneklerinde
fibrozis skorlarinda herhangi bir artis gorilmemistir. Tum hastalarda
kardiyopulmoner baypas sonrasi fibrozis derecesinin kardiyopulmoner baypas
oncesi degerlerle ayni oldugu gorilmastdr.

CPB oOncesi ve sonrasi fibrozis hasar derecesinin ayni olmasi sebebiyle
istatistiksel analiz CPB sonrasi degerler ile yapilmistir. Skor 3 ve skor 4 fibrozis
fibrozis "pozitif (var)”; skor 1 ve skor 2 fibrozis ise fibrozis “negatif (yok”) olarak
kabul edilerek tekrar skorlanmistir.

Mitokondriyal fonksiyon bozuklugu olan hastalardan alinan biyopside
hem hafif hem orta fibrozis gortilmuis olmasi iki parametre arasinda istatistiksel

olarak anlamli bir iligki olmadigini gostermektedir (Tablo 4.5).
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Bu durum kardiyopulmoner baypas slresinin fibrotik degisiklik
yaratmaya ya da varsa bile en azindan isik mikroskop dizeyinde
gozlemlemeye yetmeyecek kadar kisa slrmesi ile aciklanmaktadir. Ayrica
mitokondriyal fonksiyon bozuklugu olmayan diger 5 asiyanotik hastada da
orta ve ileri fibrozis goérilmis olmasi bu distincemizi desteklemektedir.
Mitokondriyal fonksiyon bozuklugunun ise 6zellikle oksidatif fosforilasyondaki
etkisi distnildiginde belirgin sonuclarinin daha c¢ok akut sureclerde

olmasini beklemekteyiz.

Tablo 4.5. Mitokondriyal Fonksiyonlarin Fibrozis ile iliskisinin

Fisher Exact Testi ile Analizi.

Fibrozis (+) Fibrozis (-) Fisher’s Exact Test
Hasta Sayisi Hasta Sayisi

Mitokondriyal
Disfonksiyon (+)

Mitokondriyal
Disfonksiyon (-)
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4.6. MITOKONDRIYAL DiSFONKSiYONUN NUKLEER ATiPi iLE iLiSKiSi

Her iki gruptaki toplam 10 hastanin hepsinde kardiyopulmoner baypas
Oncesi ve sonrasi alinan dokuda nikleer atipi degerlendirildiginde hem
siyanotik hem de asiyanotik grupta normal nikleer yapilanmasi olan hastalar
oldugu gibi siddetli nikleer atipi gosteren hastalarin da oldugu goértlmustir
(Tablo 4.4.). Asiyanotik hasta grubunda da ileri derece nukleer atipi
olabilecegi saptanmis olmasi bu durumun mitokondriyal fonksiyondan
bagimsiz bir bulgu oldugunu goéstermektedir. Dolayisiyla mitokondriyal
fonksiyon bozuklugu ile nikleer atipi arasinda yapilan Fisher's Exact Test
degerlendirmesinde istatistiksel olarak anlamli bir iliski bulunamamistir
(Tablo 4.6). Arastirmamizda mitokondriyal fonksiyon bozuklugunun nukleer
atipiye yol acip agmadigina bakilmistir. Ancak bunu genel bir prensip olarak

soyleyebilmek icin daha fazla sayida hasta incelenmelidir.

Tablo 4.6. Mitokondriyal Fonksiyonlarin Niikleer Atipi ile iliskisinin

Fisher Exact Testi ile Analizi.
Nukleer Atipi (+) Nuclear Atipi (-) Fisher’s Exact Test
Hasta Sayisi Hasta Sayisi

Mitokondriyal
Disfonksiyon (+)

Mitokondriyal
Disfonksiyon (-)
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4.7. MITOKONDRIYAL DiSFONKSIYONUN POSTOPERATIF KARDIYAK
ENZIiM DEGERLERININ ARTISI iLE iLiSKisi

Acik kalp ameliyati sonrasi postoperatif donemde tim hastalarda
kardiyak enzim degerlerinde artis beklenmektedir. Kardiyak enzim
seviyelerinde postoperatif donemde goérilen bu yikselis uzun CPB siresi ile
iliskilendirilebilir. Ancak ameliyat sirasinda miyokardi korumak icin kardiyopleji
verilmektedir. Bu sebeple siyanotik ve asiyanotik hasta grubunda postoperatif
kardiyak enzim seviyelerindeki anlamli farkliligin bir baska parametreye bagl
olup olamayacagina bakilmistir ve calismamizda bu artis miktarinin siyanotik
hasta grubunda gorilen miyokardiyal mitokondri fonksiyon bozuklugu ile
iliskisi olup olmadigi arastirlmistir. Mitokondriyal fonksiyon bozuklugu olan ve
olmayan tim hastalarda preoperatif ve postoperatif 1. saat icinde gorilen
Troponin-l, Miyoglobin ve CKMB degerleri kaydedilmistir (Sekil 4.12).
Istatistiksel analizde ise acik kalp ameliyati sonrasi Troponin-I, Miyoglobin,
CKMB degerleri ile preoperatif degerlerin farki hesaplanmistir. Postoperatif
kardiyak enzim artisi ile mitokondriyal fonksiyon bozuklugu arasinda yapilan
Mann-Whitney U testinde istatistiksel anlamli iliski bulunmustur (Tablo 4.7.). Bu
artis miktarinin, siyanotik hasta grubunda miyokardin ameliyat siresince
kardiyopleji verilerek korunmasi sebebiyle uzun klemp ve CPB siresinin
yaninda mitokondriyal fonksiyon bozuklugu ile daha cok iliskili olabilecegini
disinmekteyiz. Miyokardiyal mitokondri fonksiyonunun bozuk olmasi,
dolayisiyla Uretilen ATP miktarinin az olmasi ve miyokardin oksidatif strese
yanitinin bozulmus olmasi da postoperatif kardiyak enzim seviyesinin

ylUksekligini destekleyen sebeplerdir.
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Sekil 4.12. Mitokondri Fonksiyon Bozuklugu Olan ve Olmayan Hastalarda

Preoperatif ve Postoperatif Kardiyak Enzim Degerleri.
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Tablo 4.7. Mitokondriyal Fonksiyon Bozuklugunun Postoperatif Dénemde
Kardiyak Enzim Degerlerindeki Artisi ile iliskisinin Mann-Whitney U Testi ile

Analizi.

Postoperatif Mitokondriyal Mitokondriyal
ve Disfonksiyon (+) Disfonksiyon (-)
Preoperatif (Median (min-max)) (Median (min-max))

Kardiyak Enzim
Degerleri Farki

Troponin-I 26549.80(23983.20- 26552.50) 12520.10(3304.0- 25148.60) 0.016

Miyoglobin 695.50 ( 515.30- 1759.80) 148.40 (24.40- 455.60) 0.008

CKMB 293.80(161.20- 298.50) 68.00 (49.00- 192.80) 0.016
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5. TARTISMA

Yaptigimiz bu arastirmada konjenital kalp hastaligi olan cocuk hasta
arastirma gruplarimiz siyanotik ve asiyanotik hastalar olmak uzere iki grup
olacak sekilde belirlenmistir. Hacettepe Universitesi Tip Fakiiltesi Kalp ve
Damar Cerrahisi Anabilim Dali, lhsan Dogramaci Cocuk Hastanesi Bélim 33'te
operasyon planiyla yatirilip takip edilen ve acik kalp ameliyati karari olan
siyanotik konjenital kalp hastaligi tanili 5; asiyanotik konjenital kalp hastalig
tanili 5 pediyatrik hasta arastirma kriterlerine uygun bulunarak calismaya dahil
edilmistir.

Yaptigimiz c¢alismamizda c¢ikis noktamiz Emani ve arkadaslarinin
uyguladigi mitokondri transplantasyonunun (8), konjenital kalp hastaligi olan
cocuk hastalarda spesifik bir grup i¢in rutin olarak uygulanip
uygulanmayacagini arastirmaktir ve ¢ocuk miyokardina translasyonel bakig
acisi saglamaktir. (https://nyti.ms/2NE56QD).

Tdm hastalardan histopatolojik degerlendirme ve mitokondriyal
morfoloji ve fonksiyon kaybinin arastirilmasi icin ameliyat sirasinda atrial
kantlasyon yerinden yaklasik 2-3 mm boyutlarinda kardiyopulmoner baypasa
girmeden biyopsi alinmistir. Doku analizi i¢in erigkin ve ¢ocuk tim acik kalp
ameliyatlarinda vendz kanilasyon icin rutin rezeke ettigimiz atrial doku
kullanilmistir. Yaptigimiz calisma icin ¢ocuk hastalarimizin kalplerinden
calismaya oOzel ayrn bir doku alinmamistir. Kardiyopulmoner baypastan
bagimsiz olarak mitokondriyal fonksiyon bozuklugunun kardiyak dokuda
histopatolojik degisiklige yol acip agmadigini gérmek igin kardiyopulmoner
baypastan ¢iktiktan sonra sag atriumdan yine yaklasik 2-3mm boyutlarinda
kardiyak biyopsi alinmistir. Ayrica tim hastalarda preoperatif hazirliklari

sirasinda ve postoperatif 1. saat icinde kardiyak enzim gorilmastdr.


https://nyti.ms/2NE56QD
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Kardiyopulmoner baypas sonrasinda mitokondri fonksiyonuna
bakilmamistir. Clinkd c¢alismamizdaki esas amacg altta yatan, var olan
miyokardiyal mitokondri morfoloji ve fonksiyon bozuklugunun olup olmadigini
gormektir. Kardiyopulmoner baypas sonrasi alinan dokuda mitokondri
fonksiyonu incelemesi ise CPB’in mitokondriyal fonksiyon bozuklugu yaratip
yaratmadigi sorusunun cevabidir ve arastirmamizdan tamamen bagimsiz bir
konudur. Ancak daha sonra yapilacak olan bilimsel arastirmalarda CPB'in
mitokondri fonksiyonu Uzerine etkisi arastirmak, calismayi zenginlestirecek bir
alternatiftir.

Kardiyak biyopsi érnekleri histopatolojik ve mitokondriyal morfoloji ve
fonksiyon acisindan ayri ayr incelenmistir. Kardiyak enzimlerin preoperatif
deger ile postoperatif degerler arasindaki artis miktari ise mitokondriyal
fonksiyon bozuklugu ile iliskisi acgisindan karsilastinimistir. del Nido ve
arkadaslarinin yaptigi bir calismada mitokondrinin reperflizyon hasarina
yanittaki rolinin onemi arastinlmistir. Bizim calismamizda da mitokondri
fonksiyon bozuklugu olan miyositte reperfiizyon hasarindan bagimsiz olarak
miyositer hasarin tetiklenip tetiklenmedigine bakilmis ve bunun kardiyak
enzimlerle iliskilendirilip iliskilendirilemeyecegi arastirilmistir. Literatlrde
cocuk kalbinde mitokondriyal fonksiyon ile kardiyak enzim iligkisini inceleyen
baska bir calisma bulunamamistir.

Mitokondriyal morfoloji ve fonksiyon bozuklugu, nikleer atipi, fibrozis
ve postoperatif kardiyak enzim artis miktari olmak tzere dort ayri parametreye
bakilmis ve ayri ayri birbirinden bagimsiz sekilde siyanotik ve asiyanotik grup
icin degerlendirilmistir. Buna ilaveten mitokondriyal morfoloji ve fonksiyon
bozuklugunun fibrozis, nikleer atipi ve enzimatik iliskisinin olup olmadigi

arastirilmistir.
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Calismamizda siyanotik gruptaki tim hastalarda mitokondriyal morfoloji
ve fonksiyon bozuklugunun oldugu goéridlmastir. Asiyanotik grupta
inceledigimiz hastalarda ise mitokondriyal fonksiyon bozuklugu hi¢ birinde
saptanmamistir. Siyanotik konjenital kalp hastaliklari ile mitokondriyal
morfoloji ve fonksiyon bozuklugu hasta sayisinin azligina ragmen tim
hastalarda tespit edilmistir. Literatirde Meyer ve arkadaslarinin yaptigi gibi
mitokondriyal kardiyomiyopati arastirmasi yapilan yayinlar bulunmaktadir.
Ancak miyokardiyal mitokondri morfoloji ve fonksiyonlarinin konjenital kalp
hastaliklarinda siyanotik ve asiyanotik grup icin ayri ayri incelendigi bir baska
caligma bulunamamistir.

Asiyanotik grupta hicbir hastada mitokondri morfoloji ve fonksiyon
bozuklugu goérilmemis olmasi da calismamizin sonucunu gi¢lendirmektedir.
Fakat konjenital kalp hastaliklarinda miyokardiyal mitokondri fonksiyon
bozuklugunu siyanotik hasta grubunda genelleyebilmek icin arastirma
ornekleminin daha genis oldugu calismalara ihtiyag vardir.

Gourdie ve arkadaslarinin yaptigi bir calismada miyokardda fibroblastin
ve fibrozisin dnemi belirtilmistir. Bizim c¢alismamizda ise buna ek olarak
miyokard homeostazini saglamada fibrozis ile mitokondriyal fonksiyonlarin
iliskisi arastirlmistir. Yine tim hastalarda sitolojik atipi nukleer buyukluk,
nikleer kontur dizensizligi ve kromatin rengi parametreleri ile su sekilde
skorlanmigtir: skor 1, belirgin atipi yok; skor 2, hafif atipi; skor 3, orta siddette
atipi; skor 4, siddetli atipi. Benzer sekilde, fibrozis de yayginligi ve siddetine
gore: skor 1, belirgin fibrozis yok; skor 2, hafif fibrozis; skor 3, orta siddette

fibrozis; skor 4, siddetli fibrozis olacak sekilde skorlanmistir.



80

Hem siyanotik hem asiyanotik grupta tim biyopsi drneklerinin normal
doku ve normal nikleer yapidan ciddi fibrozis ve skor 4 nikleer atipiye kadar
degiskenlik gosterdigi gorilmustar.

Ayrica kardiyopulmoner baypas sonrasi alinan orneklerin fibrozis
skorlarinin  6ncesinde alinan oérneklere gére degismedigi tespit edilmistir. Bu
durum kardiyopulmoner baypas siresinin fibrotik degisiklik yaratmaya ya da
varsa bile en azindan i1sik mikroskop dizeyinde gozlemlemeye yetmeyecek
kadar kisa stirmesi ile agiklanmaktadir.

Fakat calismamizda fibrozis ile mitokondri fonksiyon bozuklugu iliskisini
incelemis olmamizin sebebi mitokondri fonksiyon bozuklugunun miyositer
hasari tetikleme ihtimalini degerlendirmektir. Literatire bakildiginda ise
mitokondri fonksiyonlarinin cocuk kalbinde siyanotik ve asiyanotik grup olarak
ayri ayri incelendigi ve miyokardiyal mitokondri fonksiyonlarinin agik kalp
ameliyati sonrasi miyositer hasar yaratip yaratmadigini arastiran bir calismaya
rastlanilmamustir.

Son inceledigimiz parametre ise Troponin-l, Miyoglobin ve CK-MB artis
miktaridir. Hastalardan hem preoperatif hazirliklar sirasinda hem de
postoperatif 1. saat icinde Troponin-I, Miyoglobin ve CK-MB degeri gorilmus
ve sonuclar kaydedilmistir. Kardiyak enzimler kalpteki hasari gosteren
belirteclerdir. Acik kalp ameliyati sonrasi kardiyak enzim miktarinda artis
gorilmesi beklenmektedir. Bunun yaninda uzun klemp ve CPB suresinin
yaratacagi miyositer hasari en aza indirmek ve miyokardi korumak igin tim
acik kalp ameliyatlarinda kardiyopleji solisyonu kullaniimaktadir. Postoperatif
dénemde siyanotik grupta gorilen artis miktari asiyanotik gruba kiyasla daha
yiiksektir. Istatistiksel analizde ise postoperatif Troponin-l, Miyoglobin ve

CK-MB artis miktari ile siyanotik kalp hastaliklari arasinda anlamli iliski oldugu
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gorilmustir. Tum siyanotik hastalarda mitokondriyal disfonksiyon pozitif
olmasi sebebiyle mitokondriyal fonksiyon bozuklugu ile Troponin-l,
Miyoglobin ve CK-MB artis miktari arasindaki iliski istatistiksel olarak anlamli
bulunmustur (Tablo 4.7.). Kardiyak enzimlerden 6zellikle Miyoglobin’in oksijen
tasityan bir protein oldugu distnuldiginde 6zellikle mitokondriyal morfoloji
ve fonksiyon bozuklugu oldugunda, normal fonksiyonu olan bir kalp kasi
hicresine gore kan degerinin gorece fazla etkilenmis olmasi gerektigini
dislinmekteyiz. Ancak bunu genelleyebilmek icin daha fazla sayida hastanin
oldugu ve teknik olarak daha spesifik ayrintili incelemelerin yapilabildigi
caligmalar gerekmektedir.

Mitokondriyal morfoloji ve fonksiyon bozuklugu olan hastalardan alinan
biyopside hem hafif hem orta fibrozis gortilmis olmasi aralarinda istatistiksel
olarak anlamli bir iliski olmadigini gdstermektedir. Ayrica mitokondriyal
fonksiyon bozuklugu olmayan diger 5 hastada da orta ve siddetli fibrozis
gorilmis olmasi bu distincemizi destekleyen diger bir sonuctur. Bu durumu
ise fibrozisin kronik bir siire¢ sonucunda meydana gelmesiyle acgiklamaktayiz.
Herhangi bir fibrotik degisiklik basladi ise bu isik mikroskopunda goézlemleye
yetmeyecek dizeyde olabilmektedir. Bu sebeple daha ayrintili incelemelere
ihtiyag vardir.

Bu dort ana parametreye ek olarak her iki hasta grubunda CPB siresi ve
aort klemp suresi, inotropik ajan kullanim ihtiyaci, yogunbakim takip stresi ve
hospitalizasyon siresi kaydedilmis ve istatistiksel olarak iliski olup olmadigina
bakilmistir. Tim degerler siyanotik hasta grubunda asiyanotik hasta grubuna

gore daha uzun ¢ikmustir.
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Ancak yalnizca yogunbakim takip suresi ile siyanotik grup arasinda
istatistiksel anlamli sonug bulunmustur. Diger parametrelerin analizi ise sinirda
deger vermistir. Dolayisiyla diger CPB, aort klemp suresi, inotropik ajan ihtiyaci
ve hospitalizasyon suresinin siyanotik grup ile anlamli iligkisi olmamasinin
hasta sayisinin azligina bagli oldugunu ve ayni calismanin daha genis bir hasta

grubunda yapildigi taktirde anlamli sonug bulunacagini distinmekteyiz.
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6. SONUC VE ONERILER

Konjenital kalp hastaliklari siyanotik ve asiyanotik olarak iki gruba
ayrilmaktadir. Siyanotik grubun asiyanotik kalp hastaliklarindan farki hipoksi
varhgidir. Hem siyanotik hem asiyanotik tim konjenital kalp hastaliklar acik
kalp ameliyati sirasinda kardiyopulmoner baypas ile tamir edilmektedir. insan
kalp ve dolasiminin kapali bir devre oldugu dustnuldiginde yapilan her
cerrahi islem kalp dokusu icin bir travmadir. Bu sebeple insan viicudunda var
olan savunma mekanizmasi inflamatuar slire¢ olarak harekete ge¢cmektedir.
Acik kalp ameliyatinda kardiyopulmoner baypasin varligi da bu savunma
mekanizmasinin aktivasyonunu artirmaktadir.

Kapali devre olan dolasim sisteminin disari acilmasi ile harekete gecen
inflamatuar slrecler uzun vadede fibrozis ile sonuclanmaktadir. Ancak
kardiyopulmoner baypasin varligi ¢cocuk kalp dokusundaki fibrozis ve sitolojik
atipi derecesini artirmamaktadir. Bu durum kardiyopulmoner baypas stresinin
fibrotik degisiklik yaratmaya ya da varsa bile en azindan isik mikroskop
dizeyinde gozlemlemeye yetmeyecek kadar kisa slirmesi ile aciklanmaktadir.
Hipoksi, fibrozis icin tetikleyici bir faktordir. Ancak ¢alismamizda hipoksik olan
siyanotik hasta grubunda fibrozis derecesinin asiyanotik gruba gore
istatistiksel olarak anlamli farki bulunamamistir. Calismamizda fibrozis ile
mitokondri fonksiyon bozuklugu iliskisini incelemis olmamizin sebebi
mitokondri fonksiyon bozuklugunun miyositer hasari tetikleme ihtimalini
degerlendirmektir. Fibrotik hasarin siyanotik hasta grubunda daha ileri
derecede oldugunu soyleyebilmek icin daha ¢ok sayida hastanin calismaya

dahil edildigi, teknik agidan daha ayrintili arastirmalara ihtiyag vardir.
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Mitokondri ise hayatin devamliligi icin gereken en temel organellerden
biridir. Enerji Gretim merkezi olmasi sebebiyle ¢alisma yiki fazla olan kalp gibi
dokularda 6nemi daha da artmaktadir. Ancak calisabilmesi igin oksijene ihtiyag
vardir. Oksijenin olmadigi ortamda mitokondrinin tam anlamiyla fonksiyonel
olmasi mumkun degildir.

Calismamizda siyanotik hasta grubunun hepsinde mitokondriyal
disfonksiyonun var oldugu goérilmustir. Ayrica siyanotik hasta grubundaki
hipoksi varliginin mitokondriyal fonksiyon bozuklugunun sebebi oldugu ya da
var olan fonksiyon bozuklugunun siddetini daha da artirabilecegi
dusinulebilir. Fakat bu grupta hipoksinin, mitokondriyal disfonksiyon
siddettini arttinp artirmadigini gérmek igin daha genis hasta grubunda calisma
yaptimalidir.

Mitokondriyal morfoloji ve fonksiyon bozuklugunda genetik
mutasyonlarin yeri bulunmaktadir. Konjenital kalp hastaliklarinda
mitokondriyal morfoloji ve fonksiyon bozuklugu varliginin, var olan defekti
siyanotik kalp hastaligi olarak sonuclandirip sonuglandirmadigini gérmek icin
ise fetal kalp dokusu ile embriyolojik calismalara ihtiyag vardir.

Klinik olarak etkilenmis dokulardaki mitokondri hasarini anlayabilmek
icin glinimuizde standart bir teknik olarak COX/SDH ikili histokimyasal
boyamasi ile sirasiyla kompleks IV ve Il aktivitelerine bakilmaktadir (95). Bu
boyama teknigi, cok farkli mitokondriyal hastalik gruplarinda organel hasarini
kolaylikla tespit edebilse de, oksidatif fosforilasyon yolaginin her asamasindaki
hatalar tespit edememektedir. Mitokondri hasarinin baslangic asamasindaki
ya da farkli bir solunum kompleksinin hasarli oldugu dokularda pozitif boyama

verebilmektedir (96-98). Bu nedenle, tez calismasindaki hastalik gruplarinda
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morfolojik olarak gosterilen mitokondri hasarini islevsel olarak analiz etmeye
yonelik daha detayli ve kantitatif teknolojilere ihtiyac vardir.

Kardiyak belirtecler ise kalp fonksiyonunu degerlendirmede kullanilan
onemli bir yontemdir. Her cerrahi midahelenin bir travma oldugu
varsayildiginda postoperatif donemde kardiyak belirte¢ degerlerinde
ylikselme gorilmesi beklenmektedir. Ancak calismamizda postoperatif
Troponin-I, Miyoglobin ve CK-MB degerlerinin preoperatif degerlere gore artig
miktari mitokondriyal fonksiyon bozuklugu olan siyanotik hasta grubunda
mitokondriyal fonksiyon bozuklugu olmayan asiyanotik gruba goére daha
yliksek cikmis ve istatistiksel olarak anlamli bulunmustur. Ozellikle
miyoglobinin ¢izgili kas ve kalp kasinda oksijen molekulini tasimakla gorevli
17. kDa monomerik bir protein molekil oldugu dusinuldiginde mitokondri
fonksiyon bozuklugu olan hastalarda daha yiksek degerde ¢ikmasi anlamlidir
(63). Ancak bunu tim siyanotik hasta grubuna genelleyebilmek icin yine daha
fazla hastada calisma yapilmasi gerekmektedir. Ayrica daha dogru
degerlendirme yapabilmek icin tim kardiyak enzim referans araliklarinin
cocuk hastalara gore ayrica titrasyonu gerekmektedir.

Kaydettigimiz kardiyopulmoner baypas stiresi, aort klemp slresinin
siyanotik hasta grubunda daha uzun oldugu goériImdistir. Bu durumu ise
siyanotik konjenital kalp hastaliklarinin kompleks olmasi sebebiyle cerrahi
tamirinin daha uzun slGrmesine baglamaktayiz. Fakat uzun klemp ve CPB
sUresinin miyositer hasara sebep olmamasi icin tim agik kalp ameliyatlarinda
miyokardi korumak amaciyla kardiyopleji solisyonu kullanilmaktadir.
Calismamizda istatistiksel anlamli iliski bulamamis olmayi p degerinin sinirda

citkmis olmasi sebebiyle hasta sayisinin azligina bagli olduguna baglamaktayiz.
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Son olarak, yogunbakimda takip ve hospitalizasyon siresinin siyanotik
grupta daha fazla oldugu goérilmustir. Bu durum yine siyanotik konjenital kalp
hastaliklarinin kompleks hastaliklar olmasina baglanmaktadir. Yogunbakim
takip suresi ise siyanotik hasta grubunda istatistiksel olarak anlamli
bulunmustur. Siyanotik gruptaki tum hastalarimizda mitokondriyal morfoloji ve
fonksiyon bozuklugu tespit etmis olmamiz sebebi ile bu istatistiksel anlaml
iliskiyi mitokondri fonksiyon bozuklugu ile iligkilendirmek mimkinddr.

Ayrica, inotropik ajan kullanim ihtiyacinin siyanotik hasta grubunda hem
daha fazla hastada oldugu ve inotropik destek kullanim slresinin daha uzun
oldugu gorilmustdr.

Mitokondriyal morfoloji ve fonksyion bozuklugunun varhgi, kardiyak
fonksiyonu etkileyecegi icin inotropik ajan ihtiyacini da arttirabilmektedir. Hem
mitokondriyal disfonksiyona bagli yeterli enerjinin Uretilemiyor olmasi hem de
hipoksinin bu durumu daha da arttirmasi siyanotik hasta grubunun kardiyak
rezervinin postoperatif donemde yeterince etkin olmamasina yol agmakta ve
uzun sureli inotropik ajan ihtiyaci olmasina ve uzamis yogunbakim ve

hospitalizasyon sliresine sebep olmaktadir.
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SONUC

Projemiz icin inceledigimiz dokunun kalp dokusu olmasi, nadir calisilan
doku kapsaminda olmasi ve cocuk hasta grubuna ait olmasi sebebiyle toplam
10 hasta ile arastirmamiz sonlandirilmistir. Ancak calismamizin “var-yok”
arastirmasi olmasi ve ilk defa yapiliyor olmasi sebebiyle érneklem biytklagu

11 Aralik 2018 tarihli Etik Kurul onayi alinarak yeterli gértlmustur.

Siyanotik konjenital kalp hastaligi olan grupta buldugumuz
miyokardiyal mitokondri morfoloji ve fonksiyon bozuklugu mitokondriyal
transplantasyon gibi inovatif (7, 8) calismalarin rutin olarak kullanilabilecegi bir
hasta grubu yaratmaktadir. Transplante edilecek olan mitokondri ayni
mitokondriyal DNA'ya sahip olacagi icin bu bir dezavantajdir. Fakat her bir
mitokondrinin hasar yuzdesi birbirinden farklidir ve mitokondriyal enerji
Uretim kapasitesi degiskenlik gostermektedir. Bu sebeple, lokal mitokondri
miktarmin artirlmis olmasi akut dénemde uretilen ATP miktarini artirmakta ve
dolayli sekilde kalbin sistolik fonksiyonunu artirmaktadir. Bu, 6zellikle siyanotik
konjenital kalp hastaligi olan tim kalp hastasi ¢cocuklar igin kardiyak rezervin
artirlmasiyla mortalite ve komplikasyon ylzdesini dislrebilecek alternatif bir

cerrahi yaklasim olarak gelistirilebilir.

Mitokondriyal fonksiyonlarin postoperatif donemde degerlendirilmesi
icin ise postoperatif kardiyak enzim degerlerinin ozellikle cocuk hasta grubu
referans araligiyla titre edilip degerlendirildiginde biyomarker olarak

kullanilabilecegini distinmekteyiz.
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Hastalarda Kardiyopulmoner Bypass Sonrasinda Miyokardda Goriilen Histopatolojik ve
Enzimatik Degisiklikler ve Bu Degisikliklerin Mitokondriyal Fonksiyonlar Ile Iliskisi”
baslikli proje Onerisi arastirmanin gerekge, amag, yaklasim ve yontemleri dikkate alinarak
incelenmis olup. etik agidan uygun bulunmustur.
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1.Prof. Dr. Nurten AKARSU WW (Baskan) 10 Prof. Dr. Oya Nuran EMiROGLU\/ (Uye)
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. Prof. Dr. Sevda F. MUFTU

o

(Uye) 11 Yrd. Dog. Dr. Ozay GOKOZ 0’))7 (Uye)

iziNL )

3. Prof. Dr. M. : (Uye) 12. Dog. Dr. Gézde GIRGIN (Uye)
N iZINLI )

4. Prof. Dr. 45 (Uye) 13. Dog. Dr. Fatma Visal OKUR (Uye)

5. Prof. Dr.

Hatice Dogah BUZO (Uye) 14. Dog. Dr. Can Ebru KURT/é/\/'E((Uye)

(Uye) 15. Yrd. Dog. Dr. H. Hiisrev TURNA %(Uye)

7. Prof. Dr. Ayse Lale DOGANW (Uye) 16. Ogr. Gor. Dr. Miige DEMIR /éﬁ/’

6. Prof. Dr. R. Kéksal 0ZGUL

[ZINLI ) [ZINLI }
8. Prof. Dr. Elmas Ebru YALCIN (Uye) 17. Ogr.Gor.Dr. Meltem SENGELEN (Uye)
9. Prof. Dr. Mintaze Kerem GUNEL (Uye) 18. Av. Meltem ONURLU (Uye)
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HACETTEPE UNIVERSITESI
Girisimsel Olmayan Klinik Arastirmalar Etik Kurulu

Sayi : 16969557215
ARASTIRMA PROJ ESI DEGERLENDIRME RAPORU

Konu :

Toplant1 Tarihi : 11 ARALIK 2018 SALI

Toplant1 No :2018/29
Proje No : GO 17/651(Onay Tarihi: 27.09.2017)
Karar No : GO 17/651-01

Kurulumuzun 27.09.2017 tarihli toplantisinda GO 17/651 kayit numarast ile onaylanmis olan
Universitemiz Tip Fakiiltesi Kalp ve Damar Cerrahisi Anabilim Dali 6gretim iiyelerinden Prof. Dr.
Metin DEMIRCIN” in sorumlu arastirmact oldugu, Dog. Dr. Sevgen Celik ONDER, Dog. Dr. Burcu
HAYTA, Dog. Dr. Banu Balcit PEYNIRCIOGLU ile birlikte ¢alisacaklari ve Ars. Gor. Dr. Zeynep
UCAR’ in uzmanlik tezi olan, GO 17/651 kayit numarali, “A¢tk Kalp Ameliyati Yapilan Siyanotik
ve Asiyanotik Konjenital Kalp Hastaligi Olan Cocuk Hastalarda Kardiyopulmoner Bypass
Sonrasinda Miyokardda Goriilen Histopatolojik ve Enzimatik Degisiklikler ve Bu Degisikliklerin
Mitokondriyal Fonksiyonlar Ile Iliskisi” baslikli proje bashikli proje igin vermis oldugunuz
28.11.2018 tarihli dilek¢eniz Kurulumuzun 11.12.2018 tarihli toplantisinda goriisiilmiis, bashk
degisikligi ve histopatolojik degerlendirmeye alinacak hasta 6rneklem sayisinin azaltilmast uygun
bulunmustur. Calismanin bashg “A¢itk Kalp Ameliyati Yapilan Konjenital Kalp Hastaligi Olan
Cocuk Hastalarda Miyokardiyal Mitokondri Fonksiyonlarimin Histopatolojik ve Enzimatik
Degisikliklerle Olan Iligkisi ” olarak degistirilmis ve kayitlarimiza eklenmistir.

1.Prof. Dr. Nurten AKARSU Nw/ (Baskan) 10 Dog. Dr. Gozde GIRGIN (Uye)
2. Prof. Dr. Sevda F. MUFTUOGL (Uye) 11 Dog. Dr. Fatma Visal OKUR (Uye)
3. Prof. Dr. M. Yildirim SA (Uye) 12.Dog. Dr. Can Ebru KURT&J ¢ (Uye)
4. Prof. Dr. Nécdet SAGLAM (Uye) 13. Dog. Dr. H. Hiisrev TURNAGO (Uye)
IZINLI ) ) [ZINLI ‘
5. Prof. Dr. Hatice Dogan BUZOGLU (Uye) 14. Dr. Ogr. Uyesi Ozay GOKOZ (Uye)
IZINLI o
6. Prof. Dr. R. Koksal 0ZGUL (Uye) 15.Dr. Ogr. Uyesi Miige DEMIR Oye)
7. Prof. Dr. Ayse Lale DOGAN (Uye)
8. Prof. Dr. Mintaze Kerem GUNE N (Uye)
&

9. Prof. Dr. Oya Nuran EMIROGLU \\:\4" (Uye)
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