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Bu tezin kendi caligmam oldugunu, planlanmasindan yazimima kadar higbir
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yorumlara kaynak gosterdigimi ve bu kaynaklar1 kaynaklar listesine aldigimi, tez

calismasi ve yazimi sirasinda patent ve telif haklarini ihlal edici bir davranigimin

olmadigini beyanederim.
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1. OZET

Kardiyopulmoner baypas ile yapilan kalp cerrahisi sonrasi ciddi bir sistemik
inflammatuvar yanit ortaya ¢ikmaktadir. Sistemik inflamatuvar yanit 6zellikle organ
fonksiyonlart sinirda olan ve organ rezervleri azalmis olan hastalarda postoperatif
organ disfonksiyonu ve mortaliteyi arttirmakladir. Calismamizda trombosit
glikoprotein IIb/Illa reseptor polimorfizminin kardiyopulmomer baypas sonrasi
goriilen inflamatuvar yanitin siddeti {izerine olan etkilerinin arastirilmasi amaciyla
planlanmistir. Calismaya Koroner arter baypas operasyonu yapilan toplam 20 hasta
dahil edilmistir (n=20). Tiim hastalarda operasyon oncesi (t1), aort kros klempini
aldiktan 10 dakika sonra (t2) ve operasyon sonrasi 24.saatlerde (t3) alinan kan
orneklerinde Interlskin 6, Interlokin 10 ve Niiklear Faktor Kappa B calisilmistir.
Tim hastalarda ve saglikli goniillilerde (n=27) operasyon Oncesi alinan kan
orneklerinden Trombosit Glikoprotein IIb/Illa reseptdr polimorfizmi g¢alisilmustir.
Hastalarin ortalama yaslart 67.45+12.30 yil idi ve %70’ini erkek cinsiyet
olusturmakta idi. Kontrol grubunda ortalama yas 51,38+7,03 iken hastalarin yaklasik
%60’ m1 erkek cinsiyet olusturmakta idi. Calisma grubunda Glikoprotein I1b/llla
reseptor gen analizinde %35’1 (n=7) TT, %45’1 (n=9) TG ve %20’si (n=4) GG
polimorfizmi gostermistir. Kontrol grubunda ise %33,3 (n=9) oraninda TT, %55,5
(n=15) oraninda TG ve %11,3 (n=3) oraninda GG polimorfizmine rastlanmigtir. Her
iki grup arasinda polimorfizm agisindan istatistiksel olarak anlamli bir fark tespit
edilememistir (p>0.05). Calisma grubunda operasyon sonrasi 24.saatte alinan kan
orneklerinde (t3) GG allele sahip hastalarda diger alellere gore istatistiksel olarak
anlamli derecede yiiksek Interlokin 6 seviyesi tespit edilmistir (TT alel igin
316,14+22,10 pg/ml, TG alel i¢in 318,12+14,50pg/ml ve GG 338,14+22.20pg/ml)
(p<0.05). Sonuglarimiz trombosit Glycoprotein IIb/Illa geni GG genotipinin
kardiyopulmoner baypas sonrasi goriilen inflamatuvar yanitta dnemli bir role sahip

oldugunu gostermektedir.

Anahtar kelimeler: Trombosit, Glikoprotein 1b/111a, Polimorfizm,

Kardiyopulmoner Baypas, Inflamatuvar Yant.



2. SUMMARY

The Impact of Plalet Glycoprotein [Ilb/Illa Gene Polymoprhism on

Inflammatory Reaction and Early Outcume After Cardiac Surgery

Cardiopulmonary bypass induces a systemic inflammatory response which is
thought to be a significant cause of postoperative organ dysfunction and mortality. In
this study we aimed to investigate the effect of glycoprotein Ilb/I1la receptor gene
polymorphism on the magnitude of the inflammatory response after cardiac surgery.
Twenty patients (n=20) undergoing coronary artery bypass grafting were included.
Blood samples were taken at the three different times for analyses of Interleukin 6,
Interleukin 10 and Nuclear Factor Kappa B: before operation (t1), 10 minutes after
removal of aortic cross clamping (t2) and 24 hours after operation. Glycoprotein
IIb/I1la receptor polymorphism were studied in both the patients and 27 healthy
volunteers. The mean age of the patients was 67.45+12.30 years old and 70% of the
patients were male. In the control group, the mean age was 51, 38+7, 03 years and
approximately 60% of them were male. In the study group, 35% (n=7) revealed TT,
45% (n=9) TG and 20% (n=4) GG polymorphism of Glycoprotein Ilb/Illa. In the
control group, 33,3% (n=9) revealed TT, 55,5 % (n=15) TG and 11,3% (n=3) GG
polymorphism. There was no difference between the groups in terms of genetic
polymorphism (p>0.05). In the study group, patients with GG allele had significantly
higher interleukin 6 levels 24 hours after operation than the others (for TT allele
316,14+22, 10 pg/ml, TG allele 318, 12+14,50pg/ml and GG 338,14+22.20pg/ml)
(p<0.05). GG allele of Glycoprotein Ilb/llla gene has a significant role in the

magnitude of the inflammatory response after cardiac surgery.

Key Words: Platelet, Glycoprotein I1b/Illa, Polymorphism, Cardiopulmonary
Bypass, Inflammatory Response.



3. GIRIS VE AMAC

Kardiyopulmoner baypas (KPB) ile yapilan kalp cerrahisi sonrast ciddi bir
sistemik inflammatuvar yanit ortaya c¢ikmakta ve Ozellikle organ fonksiyonlari
smirda olan ve enerji rezervleri azalmis olan hastalarda postoperatif organ
disfonksiyonu ve mortaliteyi arttirmakladir (12,26,27). Baypas sonrasi ortaya ¢ikan

inflammatuvar yanit temel olarak iki 6nemli sistem tizerinden gergeklesmektedir:
1. Hiimoral sistem
2. Hiicresel sistem

Humoral yanit temel olarak Kompleman sistemi, Kallikrein aktivasyonu,
Koagiilasyon kaskadi, Fibrinolitik kaskad ve Arasidonik asit kaskadinin
aktivasyonunu igerirken, Hiicresel yanitta notrofiller, trombositler ve endotel
hiicrelerinin aktivasyonu s6z konusudur (12,15,56-59). Yapilan ¢esitli ¢alismalarda
kalp cerrahisi sonrasi olugan inflamatuvar yanita karsi bir genetik yatkinliktan séz
edilmekte ve dolayisiyla bu hastalarda postoperatif donemde daha siddetli bir
inflammatuvar reaksiyon ortaya ¢iktigi gosterilmistir (11, 34). Preoperatif donemde
KPB sonrasi siddetli inflammatuvar yanit agisindan riskli hasta grubunun operasyon
oncesinden tahmin edilememesi bu grup hastalarda gerek operasyon oncesi gerekse

de intraoperatif donemde bir takim 6nlemlerin alinmasini engellemektedir.

Trombositlerde yiizeyinde bulanan en onemli membran proteini Glikoprotein
I1b/111a kompleksidir (Gpllb/Illa). Trombositler aktive olduklar1 zaman GplIb/Illa
reseptori yapisal degisikliklere ugrayarak, ligand baglama ozelligi kazanir ve
trombosit-trombosit adezyonu, Gpllb/Illa ile fibrinojen ve von Willebrand Faktor
(VWF) kopriileri yolu ile miimkiin olur ve trombiis gelisimine yol agar (57).
GpllIb/lla glikoproteinini kodlayan genlerde ¢esitli polimorfizmler gosterilmistir. Bu
polimorfizmlerin bir kag1 ile koroner tromboz ve ani kardiyak 6liim riskinin artmast
ve inme sonrasi artmig mortalite arasinda anlamli korelasyonlar tespit edilmistir (20,
55). Calismamiz koroner arter baypas cerrahisi (KABC) yapilan hastalarda
Gpllb/llla genetik polimorfizmi ile KPB sonrasi olusan inflammatuvar yanit ve

erken klinik sonug arasindaki iligkinin ortaya konulmasi1 amaciyla planlanmustir.



4. GENEL BILGIiLER

1953 yilinda diinyada ilk olarak kalp akciger makinasinin Dr. Gibbon
tarafindan kullanilmasi kalp cerrahisinde yeni bir donem baslatmis ve bircok kalp
ameliyatinin yapilabilmesine olanak saglamistir (66, 67). KPB kullanilarak yapilan
kalp operasyonlari sirasinda, sistemik inflamatuvar reaksiyonun ortaya ¢ikmasi kalp
cerrahisi sonrasi goriilen bir¢ok komplikasyonun sebebi olarak gosterilmektedir. Bu
reaksiyonlarin meydana gelmesinde kanin ekstrakorporeal dolasimda suni yiizeyler
ile temasi, ameliyat travmasi, iskemi-reperfiizyon hasar1 ve endotoksemi gibi bazi
faktorlerin tetikleyici rol oynadigi bilinmektedir. KPB sonrasi ortaya c¢ikan
inflamatuvar yanit baypas sonrast gozlenen bir ¢ok organ disfonksiyonundan
sorumlu oldugu bilinmektedir. Bunlarin baslicalari; kalp kasilma kusuru ve diisiik
kalp debisi, operasyon sonrasi kanama, solunum sistemi, norolojik sistem, bobrek,
karaciger ve gastrointestinal sisteminde dnemli doku hasar1 olarak siralanabilir (45,

47, 49, 51-53,60, 67-69).

Gliniimiizde KPB’ye bagh ortaya ¢ikan inflamatuvar yaniti ve organ
bozukluklarini azaltmak i¢in arastirma bazinda degisik yontemler ve farmakolojik
maddeler denenmekte ancak bu yontemlerden higbirisi klinik kullanim alani
bulamamistir. Bir¢ok farmakolojik madde, heparinle kapli KPB hatlari, KPB
filtreleri, KPB akim hizlar1 ve KPB’daki viicut 1sisindaki degisimlerin sistemik

cevaba olan etkileri bunlara ornektir.



4.1. KPB’a Bagh inflamatuvar Yamtin Patofizyolojisi

KPB sirasinda kan yabanci yiizeylerle temas etmekte ve bu temas sonucunda
vucutta sistemik inflamatuvar yanit ortaya c¢ikmaktadir. KPB’ye bagli gelisen

inflamatuvar yanit Sekil 4.1.’de 6zetlenmistir (45, 47, 66)

. . CPB
Iskem-Reperfizyon é—"/ \ll? \ Kompleman aktivasyonu
Endotoksin gzt

Proinflamatuvar
Sitokinler

Hiicresel Aktivasyon
(PMN, Endotel hiicreler,

Trombositler,...) o
N Proteaz

Serbest Oksijen
Radikalleni Arasidonik asit

NO Endotelinler PAF Radikalleri

v

DOKU HASARI
COKLU ORGAN DISFONKSIYONU

Sekil 4.1: KPB’a baglh gelisen inflamatuvar yanit (NO: nitrik oksid, PAF: trombosit

active edici faktdr, PMN: polimorf niiveli 16kosit)



4.1.1 Akut faz reaksiyonlari

Kalp ameliyat1 sirasinda ortaya ¢ikan akut faz reaksiyonu, kanin yabanci bir
ylizey olan KPB hatlarina temasina, cerrahi travmaya, iskemi reperfiizyona ve

endotoksemi gibi bir cok faktore bagl olarak gelisebilir.

4.1.2. Kompleman sistemi aktivasyonu

Kanin damar disinda yabanci yiizeylerle temasi neticesinde intrinsik
koagiilasyon sistemi aktive olarak trombin olusumunu uyarir. Kompleman sisteminin
endotele bagl olarak aktive edilmesi anafilotoksinler denilen Cs, Ve Csy’y1 aktive
eder (1). Klasik yolun aktivasyonu C, ve C, iizerinden de olabilir. Bu iki faktor
Ozellikle heparin-protamin kompleksleri ile iligkilidir (13, 28, 61-64). Kompleman

sistemine ait reaksiyonlar Sekil 4.1.2.”de verilmistir.

mikrorganizma —
klasik yol alternatif yol
Antijen: Antikor

Kompleksi
c1
R'ar™

q{_cqr' alematifyol C3  Properdin, Faktor B, D

C3konvenaz? c3
Mr?-'r‘i:/zr\ R MrrZ)C H20
Abra . C3(H20)
klasik yol C3 B
konvertaz? 3 Cihw___ -~ 7777777
"
klasik yol C5 L4bcasb (L3bINBLP alternatif yol C5
konvertaz? S konvertaz?
C5 Ce

c8
ermminal komponenter CSbG?(QB

C5b678(9)n
hiicre zar1 hiicum kompleksi

(MBL: mannoz baglayici leltin)

Sekil 4.1.2: Kompleman sistemi ve tiriinleri.



KPB sirasinda kompleman sistem aktivasyonu temel olarak 4 farkli zamanda olur
(7, 44).

Kanin endotelize olmayan yiizeylerle temasi sirasinda,
Kanin yara ile yani direk olarak doku faktori ile temas etmesine,

Protamine uygulamasinda bagli olarak ve

M w0np e

Iskemik kalmis dokunun reperfiize olmasi ile

KPB sirasinda klasik yolagin aktive olmasini saglayan diger unsurlar ise;

endotoksin, apoptotik hiicreler ve C-reaktif proteindir.

4.1.3. interlokinler

Baglica lenfatik sistemdeki matiir lenfositler tarafindan {retilirler. Ayrica
trombosit ve endotel hiicrelerinden de iiretildikleri gosterilmistir. Proinflamatuvar
sitokinler olarak bilinen; timor nekroz faktori (TNF), interlokin(IL)-6 ve IL-8
bunlarin en bilinenleridir.Bu sitokinler kalp cerrahisi sonrasi goriilen bozulmus
iyilesme siireci ile iligkilidir (2, 46). TNF-alfa ve IL-1’in eszamanli olarak sifingozin
salinimi araciliiyla insan miyokard kasilmasinda bozulma yapabildigi gosterilmistir.
IL-6, IL-8 ve IL-10 gibi diger proinflamatuvar sitokinler KPB sirasinda ve
sonrasinda artig gosterirler ve maksimum serum konsantrasyonlarina KPB sonrasi

yaklagik olarak 12 ile 24 saatlerde ulasirlar (4).

4.1.4. Endotoksin

Temel olarak bakterilerin (6zelikle gram-negatif bakterilerin) duvarindaki
lipopolisakkaridin dolasima karigmasi ile olusur. Lipopolisakkarit endotel hiicrelerini

ve IL-6 salinimini uyarabilir (47).



4.1.5. Nitrik oksit (NO)

Endotel hiicreleri ve diiz kas hiicreleri tarafindan salgilanan bir molekiildiir.
Nitrik oksit normal sartlarda salinarak endotel i¢in koruyucu bir rol iistlenmesine
karsilk KPB sirasinda uyarilan endotelden salinarak inflamatuvar proges
aktivasyonu ve artmis endotel permeabilitesine yol agabilir. Olusan NO, KPB sonrasi

goriilen stunning yada sersemlemis miyokardin da sebebi olarak gosterilir (1, 12-16).

4.1.6. Nukleer faktor kB (NF-kB)

Bir ¢ok proinflamatuvar genin transkripsiyonunun diizenlenmesinde rol alan
bir transkriptin faktoriidiir. Bu faktor aktive olmus IL-1, TNF-alfa, lipopolisakkarid,
ultraviyole radyasyon, biiyiime faktorii, oksidatif stres, serbest oksijen radikalleri ile
artar. NF-kB’nin farkli formlar1 vardir. Inflamatuvar yanit transkriptin faktér NF-kB
tarafindan kontrol edilir (18). Son yillarda yapilan ¢alismalarda NF-kB
inhibisyonunun 6zellikle KPB sonrasi ortaya ¢ikan inflamatuvar yanitin siddetini
azaltabilecegi yoniinde bir diisiince olusmus ancak bu konuda ortak bir fikir birligi

olusturulamamustir (7, 39).

4.2. Akut Faz Reaksiyonu Neticesi Doku Hasar

Adezyon molekiilleri olan ICAM (hiicreler aras1 adezyon molekiilii), VCAM
(vaskiiler hiicre adezyon molekiilii) ve PECAM (trombosit-endotel hiicre adezyon
molekiilii) salinim1 ve bunlarin integrin ile birlesmesi trombosit, endotel hiicresi ve
lokositleri uyarir (21). Lokositlerden lizosomal igeriklerin salinimina neden olarak
hiicre disfonksiyonu, 6dem ve hiicre 6liimiine kadar giden olaylari baslatir (Sekil 4.2)

(7, 16, 18).
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Sekil 4.2: Aktive olmus nétrofillerin endotel hiicrelerine yapismalari  ve
transmigrasyonlar1 (ICAM: hiicreler aras1 adezyon molekiilii, VCAM: vaskiiler hiicre

adezyon molekiilii ve PECAM: trombosit-endotel hiicre adezyon molekiilii)

KPB ¢oziilebilir adezyon molekiillerinin serumdaki artmis seviyeleri ile
iligkilidir. Artan adezyon molekiillerinin postoperatif donemde gézlenen birden fazla
organ sistemlerinin disfonksiyonu 1ile iliskili oldugu cesitli calismalarda

vurgulanmaktadir (3, 32, 39).

Apoptozis Deoksiriboniikleik asit’in (DNA) fragmente olmasi ile karakterize
olan programli hiicre 6liimii olarak tanmimlanmaktadir. TNF-alfa gibi inflamatuvar
mediyatorler apoptozisi uyarabildikleri ve KPB sonrasi yiiksek TNF-alfa’nin
endoteliyal hiicre apoptozisine sebep oldugu cesitli arastirmacilar tarafindan

gosterilmistir (1, 16, 17).



4.3. Kardiyopulmoner Baypas’in Organlar Uzerine Etkileri
4.3.1. Kalp kas1

KPB’a bagl kardiyak hasar temel olarak proinflamatuvar mediyatorlerin
aktivasyonunu ile gerceklesir. Bu medyatorler nétrofilleri, trombositleri ve damar
endotelini etkileyerek hidrojen peroksit, miyeloperoksidaz ve elastaz gibi enzimleri

salgilar ve miyokard hasarina sebep olurlar (18, 19, 43).
4.3.2. AKkcigerler

KPB’m akcigerlerde de sistemik inflamatuvar yanit1 artirarak etki eder. KPB
sirasinda kompleman sistemi aktivasyonu ile Cs, ve Cs, gibi anafilatoksinlerin artisi
meydana gelir. Bu olay pulmoner dolasimda aktive nétrofillerin birikimiyle
sonuclanir ve bu notrofiller elastaz ve myeloperoksidaz gibi c¢esitli enzimler
salgilayarak degisen derecelerde pulmoner hasarlar gelisir. Alveolar surfaktan
yapiminda ve etkinliginde azalma geligebilir. Pulmoner interstisyel 6dem
olusumlarin1 takiben KPB sonrasinda alveolar-arteryel oksijen gradiyentlerinde
artmalar, statik akciger kompliyansinda azalma ve hava yollar1 rezistansinda

yiikselme goriiliir (21, 34, 38, 41, 59).
4.3.3. Santral sinir sistemi

KPB sonrast donemde ortaya ¢ikan serebral disfonksiyon ile ileri yas,
preoperatif ventrikiil fonksiyon bozuklugu ve KPB siiresi arasinda ciddi bir baglanti
vardir. Intraoperatif hipotansiyon yaygin noronal dejenerasyona yol agarken, fokal
serebral nekrozlar genellikle embolik etyolojiden kaynaklanir. KPB sirasinda beyin
kan akiminmi etkileyen iki ana faktoriin, nazofarengeal 1s1 ve arteryel karbondioksit
basinct oldugu bildirilmektedir (11). KPB sirasinda serebral hasar olusmasinda
serebral iskemi olusturan bir sebebe bagl olarak kan-beyin bariyerinin bozulmasi ve
KPB’nin sistemik inflamatuvar reaksiyonu aktive etmesi gibi faktorlerde

suglanmaktadir (31).
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4.3.4. Bobrekler

KPB, renal korteksin kan akimini azaltir ve bdylece idrar ozmolarite,
sodyum, kreatinin ve serbest su klirensini azaltir. Hemoliz sonucu kandaki

konsantrasyonu artan serbest hemoglobin presipitatlar1 bobrek fonksiyonlarini

bozabilir (7, 15, 21, 34)
4.3.5. Gastrointestinal sistem

Gastrointestinal organlar sistemik inflamatuvar cevabin artisina paralel olarak
vazoaktif maddelerin etkisi ve mikroembolizm sebebiyle etkilenebilir.Ancak
hastalarda klinik bulgu goriilmesi nadirdir. KPB uygulamasinin hemen sonrasinda
bazi karaciger enzimleri (alanin amino transferaz, aspartat amino transferaz, ve

alkalen fosfataz gibi) yiikselir ve %10-20 hastada hafif bir sarilik goriiliir (3).
4.4. KPB’ye Bagh Inflamatuvar Yamtin Azaltilmasinda Kullamlan Yéntemler

KPB’nin sebep oldugu inflamatuvar yanitin azaltilmasinda kullanilan

yontemler asagida siralanmustir.

1) Farmakolojik ilaglar

a) Proteaz inhibitorleri (Aprotinin)

b) Kortikosteroidler

c) Heparin

d) Fosfodiesteraz inhibitorleri (amrinon, milrinon ve emoximone)
e) Antioksidanlar (E ve C vitamini)

f) Sodyum Nitroprussid

g) Kompleman inhibisyonu ve monoklonal antikorlar

2) Kardiyopulmoner baypas yontem ve uygulamasindaki degisiklikler

11



a) Heparinle kapl1 devreler

b) KPB akimi ve pompalar

c) Filtreler

d) Viicut sicaklig

4.5. Trombosit Yapisi ve Fizyolojisi

Trombositler kemik iligindeki megakaryositlerden sentezlenen, ¢ekirdeksiz,
yaklasik 8-10 giinliik yasam siiresine sahip ve sirkiilasyonda aktif olmayan diskoid
sekilli hiicrelerdir (58). Megakaryositlerden gergeklesen trombosit sentezinin NO ile
uyarildigi son dénemde bildirilmistir (8). Megakaryositlerden trombosit olusumunu

saglayan en 6nemli medyator trombopoietin’dir (Sekil 4.5.1).

MEGAKARYOSIT

Sekil 4.5.1: Megakoaryositlerden trombositlerin sentezlenmesi

(http://www.sciencebrainwaves.com-Erigim tarihi: 20.04.2012)
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Trombositlerin plazma membrani1 agik kanalikiiler ve yogun tiibiiler sisteme
sahip internal membranlar, mikrotiibiil ve mikroflament iceren sitoskeleton,

mitokondri, glikojen graniilleri, alfa ve yogun graniiller igeren depo graniilleri,

lizozom ve peroksizoma sahiptirler (Sekil 4.5.2)

Sekil 4.5.2: Trombositlerin ganiiler yapisinin taramali elektron mikroskopisi (TEM)

ile goriintiilenmesi (http://www.uni- mainz.de-Erisim tarihi: 20.04.2012)

Trombosit membraninda yiizeyle baglantili kanalikiiler sistem trombosit
yiizey alanina katki yapmaktadir. Yine trombosit membraninda bulunan fosfolipidler,
GpllIb/llla gibi trombositlerin aktivasyon ve inhibisyonuna katkida bulunan ajanlarla
baglantili glikoproteinler tasir. Yogun tiibiiler sistem ise prostaglandin sentezine
katilan enzimlerin lokalizasyonunu ve kalsiyumun biiylik kisminit barindirir.
Graniiller ise trombosit faktor-4, beta-tromboglobulin, trombosit tiirevli biiyiime
faktorti, fibrinojen, fibronektin, trombospondin, plazminojen aktivator inhibitor-1 ve
VWEF igerir.Yogun graniiller serotonin, adenozin difosfat (ADP) ve kalsiyumdan

zengindir (Tablo 4.5) (24-26).
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Tablo 4.5.1: Trombosit graniilleri.

1. Elektron yogun graniiller
ADP (metabolik olarak inaktif depolama formu)
Serotonin
ATP
Pirofosfat
Kalsiyum
2. Alfa graniiller
Fibrinojen
Faktor V
Trombositten kéken alan biiyiime faktorii (PDGF)
Platelet spesifik protein
Platelet faktor 4
Beta tronmoglobulin
Albumin
Fibronektin
Trombospondin
3. Lizozom
Hidrolitik enzimler
4. Peroksizom
Katalaz

Trombositlerin diskoid sekilleri trombosit aktivasyonuna bagli olarak sferik
hale gelir ve psddopot halini alirlar (Sekil 4.5.2). Organeller trombosit merkezine
hareket ederken mikrotiibiil ve mikroflamentlerin toplandigi bir yapi olusur ve
organeller icerdikleri yapilar1 sekrete etmeye baslarlar. Sekresyon sirasinda graniil
membranlart yiizey iligkili kanalikiiler sistemle P-selektin gibi internal graniil
membran proteinlerinin plazma membranina difiize olmasiyla birlesirler. Graniillerin
serbestlesmesi i¢in yiiksek oranda agonist konsantrasyonuna ihtiya¢ olmasina karsin
yogun graniil igerikleri kolayca sekresyona ugrayabilmektedir. Trombositler
aktivasyon ve agregasyon sirasinda sekretuvar graniillerde barindirdiklari igeriklere
ek olarak tromboksan-A2 ve trombosit aktive edici faktor (PAF) gibi farmakolojik

olarak aktif molekiiller de iiretmektedir (36).

14



4.6. Trombosit Aktivasyonunun Mekanizmasi

Trombositler birgok fizyolojik (trombin, kollajen, adenozin difosfat,
epinefrin, vazopresin, serotonin) ve fizyolojik olmayan (divalent katyonlar, siklik
endoperoksid analoglar1) gibi molekiillerle aktive olabilirler. Aktivasyon bu

molekiillerle tiretilirken trombositlerde bir seri cevap meydana getirir
(a) Sekil degisikligi,
(b) Agregasyon,
(c) Sekresyon prosesi,

(d) Arasidonik asidin serbestlesmesi

Endotel hasarindan veya plak olusumundan sonra, trombositler von
Willebrand Faktore ve kollajene adere olurlar ve doku faktorleri tarafindan
sentezlenen trombine maruz kalirlar.Boylece trombosit sinyal yollar1 aktive olur,
sitoskeletona G-proteinleri araciligi ile ulastirilan bilgilerle trombosit sekresyonu
baslar.Fibrinojen ve diger ligandlarin aktive Gpllb/Illa reseptoriine baglanmasiyla
agregasyon baglar. Lokositlerden doku faktoriiniin - saliverilmesinde ve
inflamasyonda ©nemli olan mikropartikiiller trombositlerden serbest birakilirlar.
Nihai olarak, koagiilasyon faktorleri aktive trombositlerin yiizeyinde toplanir ve

endojen antikoagiilan yollar tarafindan trombositler inhibe edilirler (39, 70).
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4.7. Trombosit Membran Glikoproteinleri ve Diger Yiizey Reseptorleri

Trombosit Gp reseptorleri Tablo 4.7.1°de gosterilmistir.

Tablo 4.7.1: Trombosit glikoprotein reseptorleri (Gp: glikoprotein, VWF: von
Willebrand Faktor

Glikoprotein(Gp) | Yapisi Fonksiyonu/ Ligand

Reseptor

Gpl lIb/Illa IntegrinpPs Fibrinojen igin reseptor,
VWE fibronektin, vitronektin
ve trombospondin

Gpla/lla Integrin 02B1 Kollajen i¢in reseptor

Gplb/IXIV Losin-zengin reseptor Coziinmez VWF
Reseptor

GpVI Integrin olmayan reseptor, Kollajen igin reseptor

Immiinoglobulin, super familya

reseptor

Trombositlerde reseptor fonksiyonu goren cesitli membran glikoproteinleri

tanimlanmistir. Trombosit membrani 3 ayr1 major glikoprotein ve bu glikoproteinlere

ait alt birimlerden olusmustur.

1. Gpl

e la lbvelc
2. Gpll

e llavellb
3. Gplll

o lllavelllb
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Bunlarin yaninda membranda GpIV ve GpV’de trombosit yiizeyinde yer alir
(30, 57).

Gpla, trombositlerin kollajen tarafindan aktivasyonunda islev goriir. Gplb,
trombosit membraninda en ¢ok bulunan siyaloglikoprotein olup, primer fonksiyonu
immobilize vWF aracilig1 ile trombositlerin vaskiiler subendotelyuma adhezyonuna
aracilik etmektir. Disiilfid baglarla bagl a ve B subiinitlerinden olusur (25). Gp Ib,
ayni zamanda trombini de baglar. Siyalik asitten ¢ok zengindir ve membran
yiizeyindeki negatif yiikiin biiyiik kismini olusturur.

GpV, trombin igin bir substrat gérevi goriir ve ayni zamanda Gp Ib ile
iliskilidir (30).

4.7.1.Gp lIb/l1la (CD41/CD61) fibrinojen reseptorii

GP IIb/IlIa reseptorii, iki membran glikoproteininden olusan ve trombosit
membrani iizerinde en fazla bulunan integrindir. Total trombosit proteinlerinin %
1-3"inii olusturmaktadir. CD41/CD61’in a ve B subiiniteleri non-kovalent olarak
birbirine baghdir (Sekil 4.7.1.1).

Fibrinojen Baglanma Bolgeleri

RGD (109.171)

Dodeca (XQAGDV)
poplide (297-314)

KGD (211-222)

Plazma membrani +

!

GPlIla
(B3)

Sekil 4.7.1.1.: GpllIb/Illa reseptor yapist: Gpllb/Illa bir a-subiinit (Gpllb) ve bir B-
subunitten olusmaktadir (GplIla). Gpllb yapis1 dort adet kalsiyum (Ca**) baglanma

bolgesi icermektedir.
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CDA41/CD61 istirahatteki trombositlerin yiizeyinde kalsiyuma bagli bir
kompleks olustururlar. CD41/CD61 kompleksinin yaklasik % 70't trombosit
ylizeyinde rastgele bir dagilimda bulunurken, geri kalani ise ylizeyle baglantili
kanalikiiler sistem membrani ve sitoplazmik o graniil membraninda bulunmaktadir.
Tim CD41/CD61 kompleksleri trombosit aktivasyonundan sonra membran
yiizeyinde eksprese olurlar.Bu kompleks aktive trombositlerde fibrinojen,
fibronektin, vitronektin ve vWF'i baglayabilmektedir. Plazma fibrinojeninin
olmadigi durumlarda, fibrinojen yerine vWF'in Gpllb/llla (CD41/CD61)'ya
baglanarak alternatif agregasyon mekanizmasini islettigi gosterilmistir (10).

Trombosit membraninda reseptor gorevi goren, trombosit adhezyonu,
agregasyonu, sekresyonu ve aktivasyonunda Onemli rol alan c¢esitli yapilar
tanimlanmistir. Bunlar arasinda integrinler, selektinler ve membran yapisindaki

fosfatidil serini tantyan anneksin V sayilabilir (Sekil 4.7.1.2) (24, 26).

A Primer Adezyon B sekonder Adezyon ve stabilizasyon
[ Subendotelyal ] [ Subendoelyal ]
GPIb-IX-V azfhy GPIb-IX-V *
€ Aktivasyon ve sekil degisikligi D Yayilma
Subendotelyal ] | Subendotelyal
4 . s A TN,
u;&’h 2Pt GPIb-IX-V 0681 asBy 2Py GPIb-IX-V GPilb-lila

—

GPII-llia

Sekil 4.7.1.2: Plazma membran glikoproteinleri ve primer hemostaz (VWF: von
Willebrand faktor; Fn, fibronektin; Col, kollajen; Lam, laminin; and AA, arasidonik
asit) (26).
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4.7.2.P-Selektin (CD 62, GMP-140, PADGEM)

P-selektin; GMP-140 ya da CD 62 olarak da adlandirilmaktadir. 140 kD
molekiil agirlikli bir o graniil membran proteinidir. P-selektin, ayrica kemik iliginde,
megakaryositlerde, damar duvarini gevreleyen endotel hiicrelerinin Weibel-Palade
cisimciklerinde  bulunur.P-Selektin  istirahatteki ~ trombositlerin  yilizeyinde
saptanmaz.Yalnizca trombosit aktivasyonu ve a graniil salinim reaksiyonundan sonra
trombosit membran yiizeyinde belirdigi  gosterilmistir.P-selektinin  yiizeyel
ekspresyonu a-graniil icerigi ile orantilidir.Bir kez salindiktan sonra tekrar igeriye
alimmaz ve geri doniissiizdiir.Boylece P-selektin sadece aktive trombositlerin
yiizeyine baglanir.Bu 6zellikleri nedeni ile P-selektinin trombosit aktivasyonunu
gosteren giivenilir bir belirleyici olarak kullanilmasi onerilmektedir. Dolagimdaki
aktive olmus degraniile trombositler yiizeylerindeki P-selektini hizla kaybederler,
ancak kan dolagiminda bulunmaya ve fonksiyonel 6zelliklerine devam ederler. Bu
ozellikleri nedeni ile P-Selektinin herhangi bir uyar1 sonrasi Olgiilmesi in vitro
aktivasyon potansiyelini gostermektedir (30, 32, 36). P-selektinin uyarilmis
trombositlerde ve endotel hiicrelerinde hizli bir sekilde salgi graniil membranindan
yiizey membranina gogii nedeniyle, P-selektinin inflamasyon ya da vaskiiler hasar
gibi hiicrelerin biiyiik ¢ogunlugunun aktive oldugu bdlgelerde 6nemli bir reseptor
olarak fonksiyon gordigii disinilmektedir (14). P-selektin, aktive olmus
trombositler ve endotel hiicrelerinin yiizeyinde bulunan, l6kosit migrasyonunda,
16kosit ve trombosit iligkilerinin diizenlenmesinde ve lokositlerin piht1 bdlgesinde
toplanmasinda gorev yapan bir adhezyon molekiilidiir. Caligmalar P-selektinin,
l6kositlerin gerek aktive trombositlere ve gerekse aktive endotel hiicrelerine hizli bir
sekilde baglanarak doku zedelenmesine karsi hemostatik ve inflamatuvar yanit
arasindaki iletisimi kolaylagtirmada 6nemli rol oynadigint gostermektedir. Trombosit
aktivasyonunda rol oynayan biyokimyasal ve mekanik faktorler olduk¢a karmagik

yolaklar tizerinden gergeklesmektedir (Sekil 4.7.2).
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Sekil 4.7.2: Trombosit aktivasyonunda rol oynayan biyokimyasal ve mekanik
faktorler (thrombaxane A2 (TXAZ2), adenosine diphosphate (ADP), arachidonic acid
(AA), cyclooxygenase (COX), G-proteins (Gg and G12 or G13), phospholipase C
(PLC), phosphatidylinositol 4,5-bisphosphate [PIP2]), inositoltriphosphate (IP3),
diacylglycerol (DAG), protein kinase C (PKC), cyclic AMP (CAMP)

4.8.Glikoprotein Reseptor Polimorfizmi

4.8.1.Gplb kompleksi

Bu reseptor 4 proteinden olusur ve bu proteinler farkli genlerin iiriinleridir:
Gplba (143 kDa), Gplbp (22 kDa), GPIX (20 kDa) and GpV (83 kDa). Bu dort
protein arasindaki en onemli benzerlik tekrarlayan leucine den zengin glikoprotein
(LRG) tekrarlaridir. The GPIb kompleksi bir heptamer yapisidir. Gplb proteini i¢in
bes alel bulunmaktadir (Tablo 3). Aleller arasindaki iki énemli fark tek bir amino
asid yer degisikligi (Thr/Met, 14512) ve dort farkli polimorfizm olarak
belirtilmektedir (54).
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4.8.2.Gpllb/111a (integrin oIIbp3)

allb subuniti igin li¢ farkli alel gosterilmistir. Bu aleller ya 837 (Val or
Met)veya 843 (Ser or Ile) pozisyonlardaki amino asitlerdeki degisikliklerden
kaynaklanir. B3 subuniti i¢in sekiz farkli alel gosterilmistir (Tablo 4.7.1) (Sekil
4.8.2).

Integrin [} Polymmorphism

Fbg! v'WF
Alleles

11 Cioding Region

L -
i/i_'_ g
[BE%

Pl P
(15%)

B3

]

Sekil 4.8.2.: Gpllb/IIla yapisi (Gp: glikoprotein)
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4.8.3.Gpla/lla (integrin oIIBI)

Gpla/lla alel siklig1 Tablo 4.8.3’de gosterilmistir.

Tablo 4.8.3: Trombosit glikoprotein alelleri

Gene HPA-
Glycoprotein Alleles Frequency Determinants
Integrin Subunit oy, Allele 2: Gluggs Throgg ™ 0.53 Ba, 12aw
Allele 1: Glugge, Throgg 038 5a, 12aw
Allele 3: Lysgys Thizgg 0.076 5b, 12aw
Allele 4: Glugys Metzgq =0.01 Sa, 12bw
GPIb o Thry4s, VNTR C isoform 0.82(0.539) 2a
Thry4e, VNTR D isoform 0.11(0.296) 2a
Met, 45, VNTR B isoform 0.07 (0.01) 2b
Met, 45, VNTR C isoform =0.01 (=0.01) 2b
Met, 45, VNTR A isoform <0.01 (0.155) 2b
GPIb p Gly,g 0.99 Taw
Gluyg =0.01 11bw
Integrin Subunit oy, Valggy, llegys 0.61 3a, 9a
Valg,., Serg,, 0.36 3b, 9a
Metgyy, Sergys 0.03 3b, 9b
Integrin Subunit by Lelgs, Lelyy, Ardgs, Ardygs, Proggs, ArQygg, Allgsg 0.85 1a, 10a, 4a, 7a, 6a, 8a
Progs, Leuyy, ArQes, ArQ s, Proggs, Aldagg, ATOgas 0.15 1b, 10a, 4a, 7a, Ga, 8a
Prog., Argyn, ArQgs. ArQygs, Proggs, Aryag. Aldzas 0.005 1b, 103, 4a, Ta, 6a, 8a
Leugys, Leuyy, GIngs, Arg s, Progss, Aldeg, Aldess =0.001 1a, 10b, 43, Ta, 6a, 8a
Leuy, Leugy, Arggs, GINg s, Progys, Aldgag, Alesgs =0.01 1a, 10a, 4b, 7a, 6a, 8a
Leug,, Leu,,, Arg.,, Ard, o, Ala,, ., Arg, ., Argg.. <0.001 1a, 10a, 4a, 7Tb, 6a, 8a
Lela,, Lelyy, AlQgs, Ardqga, POy, GiNgag, ArQe: <0.001 1a, 10a, 4a, Ta, 6b, 8a
Leuqs, Leuyy, Ardgs, Ardygs, Proggs, Ardgg. CVSeag =0.001 1a, 10a, 4a, 7a, 6a, 8b
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5.GEREC VE YONTEM

5.1.Kullamlan Kimyasal Maddeler

Kullanilan kitler
e Invitrogen PureLink Genomic DNA Mini Kit (Katalog no: K 1820-00)
e Invitrogen human IL-10 Elisa kit
e Invitrogen human IL-6 Elisa kit
e Invitrogen human NF«B Elisa kit
Kullanilan diger kimyasal maddeler
e PCR:
o iTaqg DNA polymerase
o iTag dNTP mixture
o IiTaq 10x PCR buffer
o Primerler
= Invitrogen S6218 (A01) ITGA2B F1
= |nvitrogen S6218 (A02) ITGA2B R2
o RFLP
= Bccl Biolabs R0704S
» NE Bufferl Biolabs B7001 S
= Purified BSA 100x Biolabs B9001 S
e Agaroz jel elektroforez
o DNA ladder
o DNA marker

o iTaq 6x loading dye solution

5.2.Kullanilan cihazlar

e Klinik santrifiij (Hettich Universal /32R),

e Eppendorf santrifiij (Centrifuge 5415 R),

e Vortex (LMS mixer UZUS10 VTX-3000L),
e Magnetik karistirici-isitict (FALC),
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o Kantitatif terazi (Scaltec SPB 42)

e Elektroforez gii¢ kaynagi (EC250-90),

e Etiiv (Memmert),

e Otomatik pipetler (Eppendorf),

e ELISA Rayto RT-2100 C microplate reader,

e ELISA Rayto RT-2600 C microplate washer,

e PCR (Mygene series Peltier Thermal Cycler Model MG96G),
e UV goriintiileme kabini (DNR Bioimaging systems Mini Bis Pro)
e -20 ve +4 sogutucu.

e (Ceker ocak.

o Steril eldiven

e Sony fotograf makinesi

5.3.Calisma Gruplar ve Klinik Verilerin Toplanmasi

Bu doktora tezi i¢in M.U. Tip Fakiiltesi Yerel Etik Komitesine basvuruldu ve
onay alindi (MARYC2009-0007).

Calismamiza M.U. Kalp Damar Cerrahisi Anabilim Dalina miiracaat eden klinik
olarak ciddi koroner arter hastaligi bulunan ve elektif KABC yapilan 20 hasta dahil
edildi (Calisma grubu, n=20). Hastalarin tamaminda ciddi koroner arter hastaliginin
varligi  koroner angiografi ile gOsterilmistir. Popiilasyondaki ~ Gpllb/llla
polimorfizminin geninin dagilimmin ve alel siklignin tespiti amaciyla saglikli
yetigkinlerden (35 ile 60 yaslar1 arasinda) kan 6rneklemesi yapildi (kontrol grubu,
n=27). Kontrol grubu bireylerinin saglikli olup olmadiklar1 hikaye ve fizik muayene

ile belirlendi.

Tiim hastalara ait demografik veriler, preoperatif risk faktorleri, intraoperatif ve
erken postoperatif veriler Kalp ve Damar Cerrahisi AD.da rutin olarak kullanilan
standart bir bilgi bankasi sistemine girilmistir. Tiim hastalar standart olarak ayni
cerrah tarafindan opere edilecektir ve hastalarin timiinde ayni anestezik maddelerde
genel anestezi uygulandi (premedikasyon i¢in midazolam, anestetik olarak fentanyl,
midazolam ve pancuronium kombinasyonu ve anestezi devami midazolam,

vecuronium ve inhale sevoflurane ile). Mediyan sternotomi sonrasi aortokaval
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kaniilasyon ile KPB saglandi. Tiim hastalarda revaskiilarizasyon igin bir arteriyal
greft olan sol internal mamarian arter ve vena safena manga greftleri kullanildu.
Sistemik heparinizasyon 300 IU/kg Standart heparin ile yapidi. Baypas sirasinda
activated clotting time (ACT) degeri >480 saniye olarak tutuldu. KPB sirasinda
hastalarin tamaminda orta dereceli hipotermi tercih edildi (28-32 C). Rutin olarak
KPB sirasinda hollow fiber oksijenator kullanildi. Arteriyal filtre standart olarak
hastalarin tamaminda kullanildi. Operasyonun diger kisimlar1 rutin olarak
tamamlandi. Calisma grubundaki tiim hastalardan hem GPIIb/IIla 11e874Ser tek

niikleotid polimorfizmi i¢in operasyondan bir giin kuru tiip igerisine kan alind1.

Kontrollerden bir kez alinan kan 6rneklerinden IL-6 ve IL-10 sitokinleri ile
NF«B caligildi. Calisma grubundaki hastalarda ise operasyon dncesi (t1), operasyon
sirasinda (aort kros klemp kaldirildiktan 10 dakika sonra) (t2) ve operasyondan sonra

24 saatte (t3) alinan kan 6rneklerinden IL-6, IL-10 ve NF«kB seviyeleri ¢alisildi.

Calismaya dahil edilen hastalar operasyon sonrast ilk bir ay postoperatif
komplikasyon (aritmi ve miyokardiyal enfarktiis gibi) ve mortalite (6liim) agisindan

poliklinik sartlarinda takip edildi.

5.4. Kan Alim ve Saklama Teknigi

e Kan 6rnekleri 5’er ml %3,2 sodium sitrat iceren ve EDTA (mor kapakli)
iceren tliplere alinmistir.

e Sodyum sitrat igeren tiiplere alinan kanlar oda 1sisinda tutulup ilk bir saat
icinde 4000 rpm’de 10 dakika santrifuj edilerek plazmalar elde edilmis
ve plazma 3-5 alikota boliinerek ELISA kitleri ile ¢alisilmak {izere -20
derecede saklanmistir.

e Olgu ve kontrol gruplarmnin plazmalar1 tamamlaninca IL-6, IL-10 ve
NF«B diizeyleri ELISA yontemi ile 6l¢iilmiistir.

e Aym sekilde EDTA igeren tiiplere alman kanlar ise oda sicakliginda
tutularak 3-4 saat icinde High Pure PCR template preparation Kit
kullanilarak DNA izolasyonu yapilmig ve elde edilen DNA’lar -20

derecede GplIb/I1IA Gen polimorfizminin arastirtlmas1 amaciyla, PCR-
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RFLP (polimerase chain reaction- restriction fragment length
polymorphism) ¢alisilmak {izere saklanmistir.

e Olgu ve kontrol sayist tamamlaninca PCR yapilmis Orneklere RFLP
uygulanmis ve agaroz jel elektroforez yontemi ile ultraviole (UV) altinda

gorlintiillenmis ve polimorfizm varlig1 arastirilmistir.

5.5.ELISA Teknigi

Enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA) bilinen antijen ya da
antikorlarin varligini belirlemek i¢in sik kullanilan bir serolojik testtir. Direk ve
indirek olmak ftizere iki ¢esit uygulama teknigi vardir. Direk ELISA monoclonal
antikorlar kullanilarak 6rnekteki antijen varligini belirlerken, indirek ELISA spesifik
antikor (6rnegin human immunodeficiency virus (HIV) antikoru) varligini belirlemek

icin kullanilir. Bunlar i¢in PVC bir mikrofiber plate kullanilir.

5.5.1.Direk ELISA

Mikrotiter PVC plateine 6zel bir monoklonal antikor 6ncelikle absorbe
edilmistir. Serum ya da baska bir sivi kuyucuklara antikoru tamamlayici antijen
varligiin arastirilmasi i¢in konur. Ortamda antijen varsa kuyucuk duvarina yapigmis
durumdaki antikorlara baglanacaktir. Bu antijen-antikor baglanmasi baglanmamis
antijenleri ve test sivisim ortamdan uzaklastiran ELISA yikama islemine
dayaniklidir.Yikama isleminden sonra bir bagka antikor alikotu kuyucuga eklenir.Bu
antikorlar reporter enzim tasimak iizere modifiye edilmislerdir. Reporter enzim
substrat1 ile karsilasinca renk degisimine sebep olan bir enzimdir. Ornek ikinci bir
kez baglanmamis antikorlarin uzaklastirilmas: i¢in yikanir.  Antijen varliginda
kuyucuga bagl antikor, antijen ve enzim-bagl antikor Tg¢liisiinden olusan bir
kompleks meydana gelir. Antijen yoksa enzim bagli antikorlar yikamayla
uzaklagtirnlmigtir. Enzim substrati eklenir. Olusan renk degisikligi enzimle
isaretlenmis antikor ve buna bagli antijen varligmi gosterir. Renk degisikligi

olmamasi1 ortamda antijenin olmadigini gosterir.
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5.5.2.indirek ELISA

Oncelikle bilinen antijen microtiter plate duvarma absorbe edilir. Antijene
kars1 antikor icermesi muhtemel serum kuyucuklara eklenir. Ornekte antikor varsa
kuyucuk duvarindaki antijenlerle baglanir.Yikama ile spesifik olarak antijene
baglanmamis antikorlar uzaklagtirilir. Antikor antijene baglanmigsa bu durum
antikor-enzim konjugesi tarafindan belirlenir. Bu reporter antikorlar daha onceki
basamakta kullanilan immunglobulinlere (Ig) (genellikle Ig G) baglanir. Enzim
konjuge anti human Ig G antikorlar1 genellikle reporter olarak kullanilir. Eger
ortamda antikor varsa, absorbe antijene baglanmis olacaktir ve enzim-bagli antikor
bu komplekse baglanacaktir. ikinci yikama sonrasi baglanmamis tiim antikorlar
uzaklastirilir. Enzim substrat1 eklenir ve renk degisikligi orjinal antijenle reaksiyona

giren antikor icerdigini gosterir.

5.6.1L-10 Tayini

50 uL Serum- Plazma 6rnegi igerisine 50 uL inkiibasyon tamponu eklendi.
Oda sicakliginda 2 saat inkiibe edildi. Aspirasyon yapilip, 4 defa yikama yapildi. Oda
icakliginda 2 saat 100 pL Biotin Konjugat ile inkiibe edildi. Aspirasyon yapilip, 4
defa yikama yapildi. Oda sicakliginda 30 dakika 100 pL Streptavidin-HRP ¢alisma
soliisyonuyla inkiibe edildi. Aspirasyon yapilip, 4 defa yikama yapildi. Oda
sicakliginda 30 dakika 100 pL Stabilize edilmis kromojen ile inkiibe edildi. 100 pL

stop soliisyonu ekleyip, 450 nm’de okundu. Bu islem i¢in toplam siire 5 saat idi.

5.7.1L-6 Tayini

100 pL standart, kontrol veya ornek eklendi.50 pL Biotin Konjugat eklendi.
37°Cde 1 saat inkiibe edildi. Aspirasyon yapilip, 4 defa yikama yapild1.37°C’de 15
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dakika 100 pL Streptavidin-HRP calisma soliisyonuyla inkiibe edildi. Aspirasyon
yapilip, 4 defa yikama yapildi.37°C’de 15 dakika 100 pL stabilize edilmis kromojen
ile inkiibe edildi.100 puL stop soliisyonu eklenip, 450 nm’de okundu. Bu islem ig¢in

toplam siire 1,5 saat idi.

5.8. NF-kB Tayini

50 pL inkiibasyon tamponu eklendi. Ornek tipi: Serum/ Plazma/ Standart100
pL ornek eklendi. 37°C’de 1 saat inkiibe edildi. Aspirasyon yapilip, 4 defa yikama
yapildi. 37°C’de 30 dakika 100 pL Biotin Konjugat ile inkiibe edildi. Aspirasyon
yapilip, 4 defa yikama yapildi. 37°C’de 15 dakika 100 pL Streptavidin-HRP ¢aligma
sollisyonuyla inkiibe edildi. Aspirasyon yapilip, 4 defa yikama yapildi. 37°C’de 15
dakika 100 pL stabilize edilmis kromojen ile inkiibe edildi.100 pL stop soliisyonu

ekleyip, 450 nm’de okundu. Bu iglem igin toplam siire 2 saat idi.

5.9.DNA Saflastirma Teknigi

Invitrogen PureLink Genomic DNA Mini Kit (Katalog no: K 1820-00)
kullanilarak kan oOrneklerinden DNA saflagtirilmistir. Bu saflagtirmanin temelinde
DNA’nin kaotropik silika membrana baglanmasi yatar. Elde edilen DNA 20-50 kb
boyutundadir.Steril mikrosentrifuj tiipii i¢ine 20uL proteinaz K, 200 pL tam kan
(EDTA’L1 tiipe alinmis) ve 20 uL RNAse A eklenir. Vorteksle 1 dakika karigtirildi, 2
dakika oda sicakliginda inkubasyona birakildi.Karigima 200 pL Genomic lysis
binding buffer eklendi, yine vortekslendi ve Onceden hazirlanmig 55 °Csicak su
banyosunda 10 dakika tutuldu.10 dakika sonunda 6rnegin koyu renge doniistiigi
g6zlendi.200 pL %96-100 etanol eklendi ve yine vortekslendi.Ortalama 640 pL olan
lizat bir spin kolona aktarildi.Oda 1sisinda 10.000 g’de 1 dakika santrifuj
edildi.Alttaki toplama tiipii atildi. Spin kolon yeni bir temiz toplama tiipiine

kondu.500 pL yikama tamponu 1 (6nceden %96-100 etanol ile hazirlanmis) ile tekrar
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10.000 g’de 1 dakika santrifuj edildi.Alttaki toplam tiipii atild1.Ustteki spin kolon
yeni temiz bir toplama tiipiine konarak 500 pL yikama tamponu 2 (6nceden %96-100
etanol ile hazirlanmis) ile oda 1sisinda maksimum hizda 3 dakika santrifiij
edildi.Alttaki toplama tiipii atilarak yeni temiz bir tolama tiipiine konan spin kolon
tizerne 100 pL  elusyon tamponu kondu. Oda 1sisinda 1 dakika inkiibe
edildi.Ardindan 1,5 dakika maksimum hizda santrifuj edildi.Spin kolon atildi,
toplama tiiptindeki saflastirilmis DNA -20 °C’de saklandi.

5.10.PCR Teknigi

Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PCR) molekiiler biyolojide uygulanan bir
teknik olup, basitce tiipte hedeflenen gen bdlgesini uygun kosullarda gogaltilmasi
olarak tanimlanabilir. PCR, bir gesit "in vitro klonlama" olarak adlandirilabilir. PCR
reaksiyonu DNA’nin iki zincirinin yiiksek 1s1 ile birbirinden ayrilmasina
(denatiirasyon); daha sonra sentetik oligoniikleotidlerin (primer) hedef DNA'ya
baglanmasina (annealing); ardindan primerlerin 5° — 3’ yoniinde, kalip (template)
DNA zincirinden ¢ift iplik¢ikli DNA sentezi (elongation) gergeklestimesine ve bu
sikluslarin belirli sayida tekrarlanmasina dayanan bir yontemdir. Bu ii¢ adim
(denatiirasyon / primer baglanmasi / DNA sentezi) bir PCR siklusunu olusturur. Her
adim farkl 1silarda gergeklestirilir. Denatiirasyon 94-95 °C, primer baglanmasi baz
igerigine gore hesaplanan erime 1sisinda (Tm), zincir sentezi ise kullanilan Taq
polimeraz enziminin optimum islev sicakliginda (68-72 °C) gergeklesir. Elongasyon
stiresi, amplifiye edilecek bandin biiyiikliigiine ve kullanilan enzimin aktivitesine
gore, siireyle dogru orantili olarak artis gosterir. Ornegin <1 Kb lik bantlar 1
dakikadan daha kisa siirede amplifiye olabilirken, 1 kb yi asan bantlarda, her bir kb
icin yaklasik 1 dakika sentez siiresine ihtiya¢ duyulur. Bu siireler i¢in tedarik¢i
tireticinin  Onerileri de yonlendirici olur. Yontemin temeli, ¢ogaltilmak istenen
bolgenin iki ucuna 0zgii, bu bolgedeki baz dizilerini tamlayict nitelikte bir cift
sentetik oligoniikleotid primer ( ~17-26 baz uzunlugunda) kullanilarak; bu iki primer
ile sinirlandirilan genin enzimatik olarak sentezlenmesine dayanir. PCR teknigi, ¢ok

az miktarda genomik DNA ile galismaya olanak saglamaktadir (~50 ng). PCR
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teknigi ile laboratuvar tanisinda ¢ok biiyiikk bir hiz ve kesinlik kazanilmis; bir ¢ok
durumda radyoaktivite kullanimi gereksiz hale gelmistir. PCR Teknolojisi igin:

1) DNA o6rnegi,

2) Cogaltilacak olan bolgeyi sagdan ve soldan ¢evreleyen bir ¢ift, “ileri” ve
“geri” sentetik primer,

3) dNTP'ler (A, T,C,G),

4) Istya dayanikli Tag-Polimeraz enzimi,

5) Uygun pH ve iyon kosullarin1 (Mg+2) saglayan tampon karigimi
gereklidir.

PCR, tek bir molekiil DNA'y1 dahi ¢ogaltabileceginden; reaksiyon karigimlarinin
DNA molekiilleri ile kontamine olmasinin engellenmesi gerekmektedir. Bu
kontaminasyon; daha 6nceki PCR reaksiyonu (product carryover), eksojen DNA
veya diger hiicresel materyelden kaynaklanabilir. Miimkiinse, PCR reaksiyonu, bir
"laminar flow hood" i¢inde yapilmalidir. Otomatik pipetler ¢ok sik kontaminasyon
kaynagi olduklarindan; positive-displacement pipetleri ve tikagh pipet uglar
kullanilmalidir.. PCR reaksiyonuna baslarken, temiz bir eldiven giyilmelidir:
Mimkiinse eldivenler sik sik degistirilmelidir.. Sarf malzemesi kii¢iilk hacimlerde
saklanmalidir. Reaksiyon tiipiine en son DNA eklenmelidir. Reaksiyon tiipiine DNA
eklenirken; hava kabarciklar1 olusturmamaya dikkat edilmeli ve gerekirse cok kisa

stireli santrfiij uygulanmalidir (pull down).

Wipe-testi: PCR yapilan bolgeden, kontaminasyon kaynagi olabilecek tiim alet,
cisim, yer v.b. yerlerden kiiciik bir kurutma kagidi ile silinme ile elde edilecek

ornekler PCR'a tabii tutulur.Bu islem kontaminasyonun diglanmasi i¢in 6nemlidir..

Genomik DNA orneklerinden alinan kiigiik miktarlar (2-4 pl) agaroz jelde
yiiriitiilerek incelendiginde, tek ve diizgiin bir bantin varligi, DNA nin iyi kosulda
saklandigina isaret ederken, tek bantin altina dogru yayilan puslu goriintiiniin (smear)
olmast durumu ise degeredasyon olarak degerlendirilmektedir. Bu nedenle DNA
izolasyon sonrasinda, genomik DNA nin agaroz jel goriintiileri elde edilmis ve
degredasyon olmadig belirlenmistir. Ayrica, PCR teknigi de, istenen boyda spesifik
bir bandin olusup olusmadigin1 belirleyebilmek ve primer dimeri olusmadigim

gosterebilmek i¢in, markor esliginde yiiriitiilmis, ve spesifik bant elde edilinceye
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kadar, farkli Tm 1silarinda bir ¢ok PCR kosulu denerek, reaksiyon optimize

edilmistir.

DNA ornekleri, calisilmadan hemen 6nce PCR karsimi buz iizerinde asagidaki
sekilde hazirlanmistir. Ardindan PCR protokolii uygulanmis ve sonugta elde edilen
orneklerin 6 pl si agaroz jel elektroforezinde (% 2 jel) yiirlitilmiis ve bantlar

gorilmistir.

PCR uygulamasi sirasinda kuyucuklardan birine template yerine su konularak

kontaminasyon kontrolii de yapilmustir.

PCR protokolii uygulanmig Orneklerin geri kalanina ise RFLP protokolil
uygulanmis ve tekrar agaroz jel elektroforezinde (% 2,75 lik jel) yiiriitilmiis ve UV

kabin altinda bantlar goriilmiistiir.

Sekil 5.10.1: PCR teknigi olusturulduktan sonra DNA 0&rneklerinin agaroz jel

lizerinde yiiriitiilmesi
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Tablo 5.10.1: PCR karigimin hazirlanmasi (+4°C’da hazirlanmalidir).

PCR reaksiyonu

Stok reaktif Bir PCR reaksiyonu i¢in Bir PCR reaksiyonundaki
kullanilan hacim, pl son konsantrasyon

10X PCR tamponu 2,0 1X

2.5 mM dNTP 1,6 0.2mM

10 uM Ileri primer 1,0 0,5 uM

10 uM Geri primer 1,0 0,5 uM

5 U/ul Taq Polimeraz 0,25 0,06 U/ul

Enzimi

dH,O 13,15

Toplam 19,0

Sekil 5.10.2: Tiim PCR soliisyonlar1 her an +4°C’de olmal1 ve bu derecede karigim

hazirlanmali

Karistim  hazirlanirkken DNA  taq polimerazin  en son konulmasi
onerilmektedir. Bu karisimdan 19 pL alinip 6nceden numaralndirilmig ependorflarin

icine dagitildi (Not: Karisim hazirlanirken 6rnek sayisindan ortalama 2 fazla miktar
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ile garpilir-hata payi icin). Uzerine 1 pL DNA &6rnegi almip toplam 20 pL olacak
sekilde asagidaki PCR protokolii baslatildi (Tablo 5.10.2).

Tablo 5.10.2: PCR protokolii

| PCR PROTOKOLU |
| Segment 1 (Hold) | 95°C| 10 dk |
94 °C 20 sn
Segment 2(Cycle) 62 °C 30 sn
72 °C 40 sn
| Segment 3 (Hold) | 72°C| 5 dk |
| Segment 4 (Hold) | 4°C| Sonsuz (99m00s) |

Tablo 5.10.3: RFLP protokolii (RFLP: Restriksiyon Fragment Length

Polymorphism).

Restriksiyon Enzim Kesim Reaksiyonu

Stok reaktif Bir tiipte kullanilan hacim, Bir tiipteki son konsantrasyon
pl

10 X NE Tamponu | 5,0 1X

100X BSA 0,5 1X

10 U/ul Beel 0,25 0,05 U/l

enzimi

dH20 34,25

Toplam 40,0

RFLP (Restriksiyon Fragment Length Polymorphism) icin restriksiyon
enzimi (Bccl) mikrolitrede 2,5 {inite olacak sekilde hesaplanmistir. 10x NE tamponu,
kesim reaksiyonunun gerceklesecegi toplam 50 mikrolitre de 1X olacak bigimde
kullanilmistir. Oncelikle, 40 L reaksiyon karisimi hazirlanip iizerine 10 pl PCR

ornegi ilave edilerek, toplam 50 pl lik hacimde kesim islemi gerceklestirilmistir.
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Reaksiyon gece boyu 37°C’da bekletilmis, ardindan 65°Cda 20 dakika tutularak
restriksiyon enzimi dezaktive edilmistir.. Elde edilen iiriin 100 bp merdiven markor
esliginde agaroz jelde yiiritilmiis ve UV 15181 altinda goriintiilenen bantlar

degerlendirilmistir..

5.11. Gpllb/llla Polimorfizmi

Gpllb i¢cin ITGA2B Flve ITGA2B R2 olmak iizere iki primer (Invitrogen
custom primers- order number 028853 51) kullanildu.
1. ITGA2B-F1 5’- GCT GGG TGG AAG AAA GAC CT-3’ (primer
number S6218A01)
2. ITGA2B- R2 5’- CTG CTC ACT ACG AGA ACT GGA-3’ (primer
number S6218A02) .

Calisilan ITGA2B geninin NCBI veri bankasina gore 344 adet tek niikleotidlik
polimorfizmi bulunmaktadir. Calismamizda rs5911 referans numarali polimorfizm

incelenmistir.

Bu polimorfizmin niikleik asit olarak  nomenklatiri ¢.2621T>G
(NM_000419.3), amino asit diizeyindeki nomenklatiirii p.1le874Ser (NP_000410.2)
olarak adlandirilmaktadir. Bu polimorfizm 30 eksonlu ITGA2B geninin 26 1nc1

eksonunda ve integrin alfa-IIb agir zincir formunun iizerinde yer almaktadir.

ITGA2B-F1 ve ITGAZ2B-R2 primer ¢ifti 244 baz ciftlik bir bolgeyi
cogaltmaktadir. Bcecl enzimi ise bu bandi genotipe gore farkli noktalardan
kesmektedir.Kesim sonrasinda 31, 78, 135 baz ¢iftlik bantlarin elde edilmesinormal
homozigot T/T genotipini, 78,166 baz ciftlik bantlartin elde edilmesipolimorfik
homozigot G/G genotipini, 31, 78, 135, 166 baz ciftlik bantlarin elde edilmesi

isepolimorfik heterozigot T/G genotipini gostermektedir.
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5.12.Agaroz Jel Elektroforezi

5.12.1. Agaroz jel cozeltisinin hazirlanmasi

% 2’lik ¢ozelti icin, 1,2 gr Agaroz, 60 ml 0.5xTEB i¢inde kaynatilarak
tizerine ¢eker ocak altinda 3 pl Etidyum Bromiir (10 mg/ml) (DNA goriintiilenmesi
i¢cin) ilave edilmistir. Donmasi i¢in (seffaf rengini kaybetmesi) birka¢ dakika ¢eker
ocak altinda bekletilmistir.. %2,75’1ik ¢ozelti i¢in ise 1,65 gr Agaroz ile diger tiim

basamaklar gergeklestirilmistir.

5.12.2.Yiiriitme tamponunun hazirlanmasi

22,5 mL 10x EDTA’dan alinip 450 mL’ye distile su ile tamamlanmistir. Bu
bicimde0,5X lik bir karisim hazirlanmistir.. Agaroz jeli igceren elektroforez tankina

dokiilmiistiir.

5.12.3. Kuyucuklarin doldurulmasi

Parafin film iizerine otomatik pipet ile yaklagik 1 cm aralarla damla damla
yiikleme tampon konmustur. Once 6 pL PCR &rnegi alinip ayni pipet ucuna yiikleme
tamponu damlalarindan biri alinip karigtirilarak ikinci kuyucuktan baglanilarak
konmustur. Ondeki ilk iki kuyucuga 0,5’er uL. 100 bp DNA merdiven markérii yine
birer ylikleme tamponu damlasi ile karistirilarak konmustur. Tiim Ornekler ayr1 ayri
yiikleme tamponu ile karistirilip kuyucuklara konduktan sonra 30 dakika 150 volt ile

elektroforez cihazinda yiiriitiilmiistiir. Elde edilen bantlar UV altinda incelenmistir.
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5.13. Istatistiksel Degerlendirme

Calismada verilerin istatistiksel degerledirmesi i¢in SPSS 16.0 (Chicago, IL)
programi kullanilmistir. Stirekli degiskenler ortalama + Standart Sapma (SD) olarak
ifade edilirken, kategorik degiskenler yilizde dilimi (%) olarak belirtilmistir.
Kategorik degiskenler “chi-square” testi ile degerlendirilmistir. Calisma grubunda;
tl, t2ve t3 zamanlar1 arasinda sitokin seviyelerindeki degisiklikler (IL,6, IL-10 ve
NF-kB) parametrik olmayan (nonparametrik) Mann-Whitney U testi ile
degerindirilmistir. P degeri 0.05’in {izerinde ise sonug istatistiksel olarak anlamli

kabul edilmistir.
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6.BULGULAR

6.1. Klinik Degerlendirme ve IL-6, IL-10 ve NF-kB Degerleri

Calismaya 27 kontrol vakasi edilmistir. Kontrol olgularinin saglikli olduklari
Oykli alma ve fizik muayene ile belirlendi. Kontrol hastalarmin ortalama yaslari
51,38+7,03 yil iken %62.96’s1 erkek cinsiyet olusturmakta idi. Caligmaya dahil
edilen hastalara ve kontrol bireylerine ait demografik 6zeelikler Tablo 6.1.1°de
verilmistir. Kastalarin yas ortalamasi kontrol grubuna gore istatistiksel olarak anlaml

derecede daha yiiksek olarak bulundu (p<0.05).

Tablo 6.1.1: Kontrol ve ¢alisma grubuna ait demografik ve peroperatif veriler
(AKK: aort kros klemp EF: ejeksiyon fraksiyonu, EuroSCORE: Avrupa kardiyak
cerrahi risk degerlendirme sistemi, Htc: hematokrit, KOAH: kronik obstriiktif
akciger hastaligi, KPB: kardiyopulmoner baypas, YBU: yogun bakim iinitesi)

Calisma grubu (n=20) Kontrol grubu (n=27) p degeri

Yas (y1l) 67.45+12.30 51,38+7,03 >0,05
Erkek cinsiyet 14 (%70) 17 (%62.96) >0,05
Diabetes Mellitus 5 (%25)
Hipertansiyon 10 (%50)
KOAH 12 (%60)
Preoperatif EF (%) 59.80+22.5
Hiperlipidemi 5 (%25)
MI oykiisii 2 (%10)
Preoperatif aspirin 20 (%100)
EuroSCORE 5.31£1.23
Htc (%)
Preoperatif 38.93+5.89
Taburcu olurken 30.51+3.62
AKK zamani (dak) 36.72+7.68
KPB zamani (dak) 58.78+3.81
Baypas greft sayisi 2.93£1.30
Ventilasyon zamani (saat) 7.49+4.73
24 saatli kanama miktar1 (ml)  621.9+371.1
Kanama i¢in re-eksplorasyon 2 (%10)
YBU kalis zamani (saat) 25.34+11.28

Hastanede kalig zamani (giin) 6.34+1.46
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Hastalarin operasyon sonrasi bir aylik takiplerinde erken donemde mortalite

ve operasyona bagli komplikasyon goériilmemistir.

Kontrollere ve operasyon oncesi (t1) donemde hastalara ait 6rneklerden
caligilan 1L-6, 1L-10 ve NF-kB degerleri Tablo 6.1.2’de verilmistir. Operasyon
oncesi alinan kan 6rneklerinde kontrol grubu ile ¢alisma grubu arasinda IL-6, 1L-10
ve NF-kB degerlerinde herhangi bir farklilik tespit edilememistir (Sekil 6.1.1) (Tablo
6.1.2).

Tablo 6.1.2: Kontrol ve hasta grubuna ait (operasyon oncesi, t1) IL-6, IL-10 ve NF-
kB degerleri.

Calisma grubu Kontrol grubu p degeri
(n=20) (n=27)
IL-6 161,25+28,31 150,41+23,26 >0.05
pg/ml
IL-10 134,64+14,30 126,28 + 17,77 >0.05
pg/mi
NF-kB 461,17+51,40 436,55+37,43 >0.05
pg/ml
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Sekil 6.1.1: Kontrol grubu ile ¢alisma grubunun operasyon oncesi (t1) IL-6, 1L-8 ve

NF-kB degerlerinin grafiksel olarak gosterilmesi.

Calisma grubundaki hastalarda operasyon sirasinda (t2) ve operasyon sonrasi
24.saatte (t3) alinan kan oOrneklerinde de IL-6, IL-10 ve NF-kB c¢alisilmistir. Bu
hastalara ait “t2” ve “t3” zamanlarma ait 1L-6, IL-10 ve NF-kB degerleri Tablo

6.1.3°de verilmistir.
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Tablo 6.1.3: Calisma grubundaki hastalara ait hastalara ait “t1”, “t2” ve “t3”

zamanlarina ait IL-6, IL-10 ve NF-kB degerlerinin karsilastirlmasi(*t1 ile t2 arasinda

istatistiksel olarak anlamli bir fark yok, **t2 ile t3 arasinda istatistiksel olarak

anlamli derecede fark var)

(pg/ml)
tl t2 t3 p degeri

IL-6 161,25+28,31* 144,22+12+30** 322,344+42+23 <0.05
IL-10 134,64+14,30* 142,52+18+44**  289,20+32+30 <0.05
NF-kB 461,17+51,40* 433,27+22 51** 634,34+13,23 <0.05

700

600

500

400 ——IL6

300 A2 —B—11-10

/ NF-kB
200
100
0 T T 1
t1 £2 3

Sekil 6.1.3: Hastalara ait “t1”, “t2” ve “t3” zamanlarina ait 1L-6, IL-8 ve NF-kB

degerlerinin grafik olarak ifade edilmesi.
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6.2.Gpllb-111a Polimorfizm Sonugclari

T Tr TG GG GG TG Tr TIT T TT TG TI LADDER

GG TG TG GG TG TG TG TG LADDER

- = = = =

Sekil 6.2.1: Calisma grubuna ait hastalarda (n=20) RFLP sonrast DNA bandlarinin
degerlendirilmesi (DNA ladder 100 bp) (RFLP: Restriksiyon Fragment Length
Polymorphism)
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Kontrol olgularindan alinan kan orneklerinden Gpllb/Illa polimorfizmi
calisilmis ve dagilmlart Sekil 6.2.2°de gosterilmistir. Bu gruptaki olgularda %33,3
(n=9) oraninda TT, %55,5 (n=15) oraninda TG,%11,3 (n=3) oraninda GG

polimorfizmine rastlanmustir.

16

14

12

10

Sekil 6.2.2: Kontrol grubuna ait Gpllb/Illa polimorfizminin dagilimi (y ekseni hasta

sayisini, X ekseni polimorfizmi gostermektedir).
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Caligma grubundaki olgular inelendiginde; hastalarin %35°1 (n=7) TT, %45’1
(n=9) TG ve %20’si (n=4) GG polimorfizmi géstermistir (Sekil 6.2.3).

=
=]

[ B L R V'S R - ¥ s B o ) B N o s B Vo
|

Sekil 6.2.3: Calisma grubuna ait Gpllb/Illa polimorfizminin dagilim1 (y ekseni hasta

sayisini, x ekseni polimorfizmi gostermektedir).
GplIb/llla polimorfizminin dagilimi agisindan control ve ¢alisma gruplari
arasinda istatisksel olarak anlamli bir fark tespit edilememistir (p>0.05) (Tablo

6.2.1).

Tablo 6.2.1: Kontrol ve ¢alisma grubunun Gpllb/llla polimorfizminin dagilimi

acisindan karsilagtirlmasi

TT TG GG

Kontrol grubu (n=27) | 9(%33,3) | 15 (%55,5) | 3 (%11,2)

Calisma grubu (n=20) | 7 (%35) | 9 (%45) | 5 (%20)
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6.3.GplIb-II1a polimorfizmi ile sitokin seviyeleri arasindaki iliski

Kontrol grubundaki olgularda TT, TG ve GG polimorfizmleri ile 1L-6, IL-10
ve NF-kB arasindaki iliski Tablo 6.3.1’de gosterilmistir. Kontrol grubunda Gpllb-
I1la polimorfizmi ile IL-6, IL-10 ve NF-kB seviyeleri arasinda anlamli bir iliski tespit

edilememistir.

Tablo 6.3.1: Gpllb/Illa polimorfizmi ile IL-6, IL-10 ve NF-kB seviyeleri arasindaki
iliski.

TT TG GG P
(N=9) (N=15) (N=3)
IL-6 164,13+18,12 159,42+23,21  160,12+9.12 >0.05
pg/ml
IL-10 129,32+24,14 135,18 + 77,32 136,27+57,3 >0.05
pg/mi
NF-kB 458,54+31,14 462,15+13,20  460,52+22,12 >0.05
pg/mi

Calisma grubundaki hastalara ait Gpllb/Illa polimorfizmi ile operasyon
oncesi (t1) IL-6, IL-10 ve NF-kB seviyeleri arasindaki iligki Tablo 6.3.2°de
gosterilmistir. Operasyon oncesi sitokin seviyesi ile Gpllb/Illa polimorfizmi arasinda

istatistiksel olarak anlamli bir iligki tespit edilememistir.

44



Tablo 6.3.2: Gpllb/Illa polimorfizmi ile operasyon oncesi (t1) IL-6, IL-10 ve NF-kB

seviyeleri arasindaki iligki

TT

(N=7)
IL-6 160,12+22,10
pg/ml
IL-10 131,16+24,36
pg/mi

NF-kB 460,14+23,20
pg/ml

TG
(N=9)
160,2213,30

135,32+ 41,32

463,25+28,12

GG
(N=4)
161,04+21.14

136,27+57,3

459,12+34,20

>0.05

>0.05

>0.05

Calisma grubundaki hastalara ait Gpllb/Illa polimorfizmi ile operasyon

sirasinda (t2) alinan kan orneklerindeki IL-6, 1L-10 ve NF-kB seviyeleri arasindaki

iliski Tablo 6.3.3’de gosterilmistir. Operasyon sirasinda (t2) sitokin seviyesi ile

Gpllb/Illa polimorfizmi arasinda istatistiksel olarak anlamli bir iliski tespit

edilememistir.
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Tablo 6.3.3: Gpllb/Illa polimorfizmi ile operasyon sirasinda alinan kan
orneklerindeki (t2) IL-6, IL-10 ve NF-kB seviyeleri arasindaki iliski

TT TG GG P
(N=7) (N=9) (N=4)
IL-6 146,16+23,18 142,20+41,10  140,41+12.24 >0.05
pg/ml
IL-10 140,26+11,26 145,20+ 11,20  141,12+17,30 >0.05
pg/mi
NF-kB 426,42+13,20 432,16+38,12  436,22+14,24 >0.05
pg/ml

Calisma grubundaki hastalara ait Gpllb/Illa polimorfizmi ile operasyon
sonrasi 24.saatte (t3) alinan kan orneklerindeki IL-6, IL-10 ve NF-kB seviyeleri
arasindaki iliski Tablo 6.3.4’de gosterilmistir. Operasyon sonrasi 24. Saatte alinan
orneklerde (t3) Gpllb/Illa G/G polimorfizmi olan hastalarda I1L-6 seviyesi TT ve TG
polimorfizmlerine oranla istatistiksel olarak anlamli derecede yiiksek tespit
edilmistir. 1L-10 ve NF-kB seviyeleri ile Gplib/Illa TT ve TG polimorfizmi arasinda

istatistiksel olarak anlamli bir iliski tespit edilememistir.
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Tablo 6.3.4: Calisma grubundaki hastalara aitGlikoprotein I1b/llla polimorfizmi ile

operasyon sirast 24. saatte (t3) alinan kan Orneklerindeki IL-6, IL-10 ve NF-kB

seviyeleri arasindaki iligki

TT

(N=7)
IL-6 316,14+22,10
pg/ml
IL-10 288,12+22+10
pg/mi

NF-kB 631,14+23,14
pg/ml

TG
(N=9)
318,12+14,50

284,18+42+30

635,16+33,14

GG
(N=4)
338,14+22.20*

289,20+32+30

633,13+42,20

<0.05

>0.05

>0.05
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7.TARTISMA VE SONUC

Gilinimiizde hem kalp kapak cerrahisi hem de KABC vakalarinda KPB
gereksinimi devam etmektedir (57). Kardiyopulmoner baypas sirasinda heparinize
kanin yabanci ylizeylerle temas etmesi sistemik enflamatuvar yanitin ortaya
¢ikmasina sebep olmaktadir. Kardiyak cerrahi sirasinda kanin mediastinal dokularla
temas1 ve KPB sirasinda dolasimin endotelize olmayan bir sistemde devam etmesi
(tubing sistemi ve oksijenatdr gibi) enflamatuvar yanitin ortaya ¢ikmasinin en énemli
sebepleridir (7, 16, 50, 66). Ayrica cerrahi travma, KPB ve kardiyak areste bagh
iskemi-reperflizyon olayr ve baypas’a bagli endotoksin saliniminin artmasit KPB
sonrasi ortaya ¢ikan sistemik inflamatuvar yanitta rol oynayan diger etkenlerdir (16,
18, 39). KPB sonrasi 6nemli derecede kompleman sistemi aktivasyonu ortaya
cikmakta ve basta notrofiller olmak iizere monosit, lenfosit, endotel hiicresi ve
trombositler gibi bir¢ok hiicrenin uyarilmasina sebep olmaktadir (12, 13, 27). KPB
kullanilarak yapilan kalp cerrahisi sonrasi goriilen inflammatuvar yamit ozellikle
organ fonksiyonlar1 sinirda olan ve enerji rezervleri azalmis olan hastalarda
postoperatif organ disfonksiyonu ve mortaliteyi arttirmakladir.

Inflamatuvar yanita engelleyici etkili tedavi stratejilerinin gelistirilememesi
bu problemin kalp operasyonu yapilmis hastalarda hasta iyilesmesini etkileyen en
onemli etken oldugunu goéstermektedir (7). Yapilan ¢esitli ¢alismalarda kalp cerrahisi
sonrast olusan inflammatuvar yanita kars1 bir genetik yatkinliktan s6z edilmektedir
(2). Dolayisiyla bu hastalarda postoperatif donemde daha siddetli bir inflammatuvar
reaksiyon ortaya ¢iktig1 gosterilmistir. Ak ve arkadaslarinin (2) yapmis olduklar1 bir
calismada Lipoprotein lipase S447X stop kodan mutasyonu tasiyan bireylerde KPB
sonrast daha siddetli bir inflamatuvar yanit olustugu ve bu yanitin postoperatif 6liim
riskini arttirdigr gosterilmistir. Jouan ve arkadaglarinin (29) yapmis olduklari baska
bir calismada da IL 6-572GC+CC ve 1L10-592CC tek niikleotid polimorfizmi
tasiyan bireylerde KPB sonrasi daha siddetli inflamatuvar yanmit ortaya ¢iktig
gosterilmistir. Boehm ve arkadaslari (9) elektif KABC yapilan 122 hasta {lizerinde
yapmis olduklart ¢alismada, TNF-a -863 CC genotipi olan hastalarda postoperatif
TNF-o seviyesinin daha fazla yiikseldigini gostermislerdir. Ayni zamanda bu
genotipi tasiyan bireylerde AA ve AC genotiplerini tasiyan hastalara kiyasla
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postoperatif iyilesmenin daha koti oldugu bildirilmistir. Tiim bu ¢aligmalar
gostermektedir ki preoperatif olarak KPB sonrasi siddetli inflammatuvar yanit ve
buna bagli artmis organ disfonksiyonun agisindan riskli hasta grubunun ortaya
konulmasi bu hastalarda gerek operasyon 6ncesi gerekse de intraoperatif donemde
bir takim Onlemlerin alinmasina ve postoperatif donemde daha yakin takip
edilmesine sebep olacaktir. Calismamizda agik kalp cerrahisi yapilan 20 hastada
KPB’nin 6zellikle operasyondan 24 saat sonar alinan kan 6rneklerinde siddetli bir
inflamatuvar yanit ortaya ¢ikardig1 gosterilmistir. Calismamizda inflamatuvar yanitin
siddeti ile klinik parametreler arasinda herhangi bir korelasyon gosterilememistir.

Trombositlerde en fazla bulunan membran glikoproteini  Gpllb/Illa
kompleksidir (4, 5). Trombositler aktive olduklari zaman Gpllb/llla reseptorii
konformasyonel degisiklige ugrayarak, ligand baglama 6zelligi kazanir ve trombosit-
trombosit adezyonu, Gpllb/Illa’ya fibrinojen ve vVWF kopriileri yolu ile miimkiin
olur ve trombiis gelisimine yol agar (30, 40, 58).

GPIIb/Illa glikoproteinlerini  kodlayan genlerde ¢esitli polimorfizmler
gosterilmistir. Son yillarda yapilan ¢aligmalarda Glikoprotein Ilb/llla genindeki
polimorfizmler ile basta kalp krizi (miyokard enfarktiisii) ve inme gibi aterosklerotik
hastaliklar ile tromboembolik hastaliklar arasinda baglanti kurulmaktadir (20).

Kucharska-Newton ve arkadaslar1 (35) GPllla Leu33Pro tek niikleotid
polimorfizmine (SNP) sahip bireylerinde karotis arterlerdeki plak morfolojisini
incelemisglerdir. Bu c¢alismada, Leu33Pro mutasyonu acisindan homozigot olan
bireylerde karotis arter ateroklerotik plaklarin daha ince bir fibréz sapka ile
cevrelendigi ve boylece riiptiire ihtimalinin daha yiikksek  oldugunu
gosterilmistir.Leu33Propolimorfizmi tastyicilarinda homozigotlara gore
trombositlerin daha fazla P-selekin eksprese ettikleri bulunmustur.

Santiago-German ve arkadaslarmin (51) yapmis olduklar1 bir ¢alismada 45
yas alt1 ST elevasyonulu miyokard enfarktiisii gegiren Meksikal1 bireylerde Gp Illa
PIA2 polimorfizmi ¢alisilmistir. Glikoprotein Illa PIA2 polimorfizminin 45 yas alti
bireylerde ST segment elavasyonlu miyokard enfarktiisii riskini arttirdig
gosterilmistir.

Benzer sekilde Walter ve arkadaslart (65) Glikoprotein Illa PIA2

polimorfizmini perkiitan olarak koroner arterlere girisim yapilacak aterosklerotik
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hastalarda c¢alismislardir. Bu ¢alismada PIA2 alelinin varligi belirtilen hasta
popiilasyonunda kardiyak o6liim, miyokard enfarktiisii ve tekrar girisim riskini
arttirdi@i  gosterilmistir. Bu polimorfizminin koroner arterlerdeki stent trombozu
riskini arttirdig1 ayni ¢calismada ortaya konulmustur.

Buna karsin yapilan c¢esitli ¢calmalarda miyokard enfarktiisii, inme ve venoz
tromboz tanilar1 olan hastalarda Glikoprotein I11aPIA2 alel sikligi 14.8% olarak
tespit edilmis ve bu polimorfizmin varligi ile miyokard enfarktiisii, inme ve vendz
tromboz arasinda amlamli bir iliski gosterilememistir (37, 72).

Trombosit glikoprotein reseptorlerindeki farkli genetik polimorfizmlerinin
Klinik olarak etkili oldugu diger bir konuda farkli polimorfizmlerin sebep oldugu
farkli trombosit fonksiyonlaridir. Motovska ve arkadaslarinin (42) yapmis olduklari
bir alismada perkiitan koroner girisim yapilacak olan hastalarda bir trombosit ADP
reseptor inhibitorii olan clopidogrel yiliklemesi yapilmis ve sonrasinda flow sitometri
ile ilag etkinligi kontrol edilmistir. Bu hastalarda trombosit glikoprotein (GP) Ia
(807CIT), GPVI (13254C/T), GPIlla (PIA1/PIA2), PAR-1 (IVSn-14A/T), P2Y12
(32C/T), P2Y12 (H1/H2) haplotip polimorfizmleri ¢alisilmistir. Sonug olarak PIA2
alel tasiyicilarinda 600 mg clopidogrel yiikkleme dozuna ragmen antiagregan etki
ortaya ¢ikmamustir.

Angiolillo ve arkadaslarinin (6) yapmis olduklari bagka bir calismada da
koroner arterlere stent implantasyonu yapilacak 38 hastada trombosit Glikoprotein
PIA (Leu33Pro) polimorfizminin clopidogrel cevabina etkisini incelemislerdir.Bu
calisgmada homozygous PIA1/Al homozigot ve and PIA1/A2 heterozigot genotiplerin
insidanst sirastyla %74 and %26 olarak bulunmustur. PIA2 tasiyicilarinda daha
yiiksek oranda GPIIb/IIla aktivasyonu ve P-selektin ekspresyonu tespit edilmistir.
Bizim calismamizda tiim hastalar operasyon dncesinde ve operasyondan sonra erken
dénemden itinaren aspirin kullanmakta idi. Caligmamizda GPIIb/IaTT, TG ve GG
polimorfizmleri ile operasyon sonrasi tromboembolik olaylar ve bu olaylarin sebep
olabilecegi komplikasyonlar (postoperatif miyokard enfarktiisii, inme, derin ven
trombozu gibi) arasinda herhangi bir ilgilesim tespit edilememistir. Ancak
calismamizda hasta sayisinin az olmasi ¢aligmanin istatistiksel giiciinii azaltmaktadir.

Bu baglamda daha fazla hasta igerikli ¢calismalar yapilmasi gerekmektedir.
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Literatiirde trombosit Gp polimorfizmi ile KPB’a bagli inflamatuvar yanit
arasindaki ilgilesimi sorgulayan ¢alisma bulunmamaktadir. Faraday ve arkadaslar
(23) infrainguinal, abdominal aort veya torakoabdominal aort cerrahisi yapilan hasta
grubunda GPllla Leu33Pro ve GPlbalpha Thr145Met polimorfizmleri ile operasyon
sonras1 miyokard enfarktiisii riski arasinda baglanti olup olmadigini aragtirmislardir.
Bu caligmada GPIlla Leu33Pro ve GPIb-alpha Thrl45Met polimorfizmlerinin
postoperatif miyokard enfarktiisii riskini belirleyen faktorler oldugu gosterilmistir.
Mikkelsson ve arkadaslar1 (41) GP PI(A1/Al) homozigot olan bireylerin erken
yaslarda aterosleroza egilimlerinin oldugunu, PIA2 alel tasiyicilarinin ise daha ¢ok
trombotik olaylara yatkin oldugunu gostermislerdir. Calismamizda GP 1Ib/Illa GG
polimorfizmi tasiyan hastalarda operasyon sonrasi 24. Saatte diger polimorfizmlere
kiyasla anlamli derecede yiiksek IL-6 seviyesi tespit edilmistir. Bu sonu¢ GG
polimorfizmi olan bireylerde KPB’ye bagli inflamasyonun daha siddetli oldugunu
dolayisiyla da bu hastaslarda KPB’nin istenmeyen etkilerinin daha fsiddetli olmas1
beklenebilir. Dolayisiyla operasyon oOncesi bu hasta alt grubunun belirlenmesi
onceden bu hastalara anti-inflamatuvar tedavinin baglanmasi ya da KPB kullanmadan
atan kalpte kalp verrahisi yapilmasi olasiliklarini giindeme etirmektedir.

Sonug olarak ¢aligmamiz KPB kullanilarak yapilan kalp operasyonlarindan
sonra ortaya c¢ikan inflamatuvar yanitta genetik yatkinligin 6nemli oldugunu
gostermektedir. Glycoprotein I1b/Illa geni GG genotipi olan bireylerde KPB sonrasi
IL-6 artis1 daha siddetli olmaktadir. Bu artisin kardiyak operasyon sonrasi

morbiditeyi ve mortaliteyi arttirabilecek 6nemli bir unsur oldugunu diisiinmekteyiz.
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