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OZET

Akut miyokard infarktiisii (AMi), diinyada mortalite ve morbiditenin en énemli
nedenlerinden birisidir. Koroner damarlarin aterosklerozu AMI gelisimi icin en énemli
nedendir. AMI fizyopatolojisi Matriks Metalloproteinaz (MMP) gibi cesitli proteinlerin
dahil oldugu karmasik bir suregtir. MMP etkinliginin ateromat6z plak olusumu, arter
duvari ve plagin yirtiimasi gibi siirecleri etkileyerek AMi'ye neden olabilecegi ileri
surtlmektedir. Hem ateroskleroz gelisim surecinde hem de plak yirtiimasinda rolu
oldugu disunulen MMP'ler arasinda 6zellikle MMP-3 ve MMP-9'un normal arterlerde
bulunmayip aterosklerotik plaklarda bulunmasi nedeni ile bu calismada, MMP-3
5A/6A ve MMP-9 C1562T genlerine ait polimorfizmlerin AMi tanisinda erken bir

belirte¢ olarak rutinde kullanilabilir mi sorusuna isik tutmayi amacladik.

Calismaya Mersin Universitesi Tip Fakiltesi Hastanesi Kardiyoloji
polikliniklerine gégus agrisi ile bagvuran ve miyokard infarktisu tanisi alan, yaslari
34-85 arasinda degisen 68 erkek, 22 kadindan olusan 90 hasta ve herhangi
sistemik bir hastaligi bulunmayan yaslari 30-68 arasinda degisen, 39 erkek ve 51
kadindan olusan 90 birey olmak Uzere toplam 180 kisi dahil edildi. Hasta ve kontrol
grubunun periferik kanindan alinan 6rneklerde DNA izolasyonu High Pure PCR
Template kiti kullanilarak yapildi ve MMP-3, MMP-9 genlerine ait mutasyonlar Real
Time PCR cihazi ile, Serum MMP-3 ve MMP-9 dizeyleri ise Raybio Human ELISA
kitleri kullanilarak saptandi.

Hastalarda MMP-3 6A/6A (p=0,021) genotipi kontrole gore belirgin yluksek
bulunurken, MMP-9 polimorfizmi ile hastalik arasinda anlamli bir iliski saptanmadi
(p=0,507). Serum MMP-3 dlzeyleri yalnizca 5A/6A genotipinde anlamli olarak disik
saptandi (p=0,022). MMP-9 duzeyleri ise CC ve CT genotipine sahip hastalarda
kontrol grubuna gore yuksek bulundu (p=0,001).

Sonug olarak Tirk toplumunda diger toplumlardan farkhi olarak AMi ile
yalnizca MMP-3 6A/6A genotipi iligkili bulundu.

Anahtar sézciikler: AMi, MMP, polimorfizm



ABSTRACT

Myocardial infarction has become one of the leading causes of death around
the world. Physiopathology of the AMI is complex process that is contributed by
MMP and other proteins. it is suggested that MMP activity causes AMIi by affecting
atherosclerotic plaque formation, rupture of arterial wall and plaque. Although some
patients who have had a myocardial infarction don’t have any conventional risk
factors, suggesting the contribution of uncharacterized genetic component. The
purpose of this study is to identify MMP-3 and MMP-9 polymorphisms that confer to
myocardial infarction and relation of polymorphisms between their serum
concentrations and identify the question that whether MMP-3 5A/6A and MMP-9
C1562T polymorphisms were able to be biomarkers for AMI.

The patients who admitted to Mersin University medical faculty Hospital
cardiology department with chest pain and diagnosed as AMi were recruited to this
study. We studied ninety control subjects(39 males, 51 females) who haven’'t any
systemic disease and ninety patients(68 males, 22 females). DNA isolation was
made from peripheral blood samples of patients and control groups by using High
Pure PCR Template kits. The mutations of MMP-3 and MMP-9 genes were detected
with Real Time PCR (Light Cycler, Roche Diagnostic). Serum MMP-3 and MMP-9
levels were detected with Ray Bio Human Elisa kits. We found that MMP-3 6A/6A
genotype had been significantly high in patients(p=0,021). it is found that there were
no association between MMP-9 polimorphism and AMIi(p=0,507). Serum MMP-3
levels were significantly low in 5A/6A genotype(p=0,022). MMP-9 levels were
significantly high in CC and CT genotypes(p=0,001).

in conclusion, our results show that the only MMP-3 6A/6A genotype was

found to be related with AMI in Turkish population.

Keywords: AMi, MMP, Polymorphism.



GIRiS VE AMAG

Akut miyokard infarktiisii (AMi), diinyada mortalite ve morbiditenin en énemli
nedenlerinden birisidir. Koroner damarlarin aterosklerozu AMI gelisimi icin en énemli
nedendir. Aterosklerotik plagin blyldmesinin nedeni; damarin intima tabakasinda
hicreler, ekstraselluler matriks elemanlari ve lipidlerin birikip yapisal degisiklikler
olusturmasidir.” Tromboz olusumuyla birlikte olan plak yirtilmasi AMi patogenezinde

iyi bilinen ve énemli bir etkendir. ?

Akut miyokard infarktisi icin en dnemli risk etkenleri; hiperkolesterolemi,
yuksek kan basinci, diabetes mellitus, sismanlik, sigara kullanimi ve koroner damar
hastaligi aile oykusunun bulunmasidir. Ancak bu etkenler olgularin yalnizca bir
bolimiini agiklayabilmektedir. Dahasi bazi AMi hastalarinin bu sayilan geleneksel
risk etkenlerini  bulundurmamalari kaltsal getirilerin de etkili oldugunu
dustindiirmektedir.®> Bireylerin kesin riskini hesaplayabilmek icin konuyla ilgili diger

risk etkenleri de arastiriimalidir.

Akut miyokard infarktiisii ani gerceklesmesi, énceden belirlenememesi ve
tanisal klinik belirtilerinin olmamasi nedeniyle akut miyokard infarktlsu icin erken
tani belirteglerinin ortaya ¢ikariimasi ¢ok dnemlidir. Koroner plak yirtiimasinda gorev
alan cesitli etkenlerin arastiriimasi miyokard infarktisu riskinin 6ngortulmesinde
onemli asamalar kat ettirmektedir. Koroner plak yirtiimasindaki etkenlerden birisi de
Matriks Metalloproteinaz (MMP)Ylardir. *

Makrofajlardan saliverilen TNF-a ve IL-1, trombositlerden saliverilen Platelet

kaynakli buyume faktori (PDGF), fibroblastlar ve endotel hlcrelerinden saliverilen
bazik fibroblast buyume faktéri (bFGF) gibi gesitli buyume faktorleri ve sitokinler,
insanlarda vaskuler diz kas hucreleri, endotel hicreleri, makrofajlar, lenfositler gibi
farkh hucre tipleri degisen oranlarda olmak Gzere MMP sentezini uyarirlar. Cesitli
deneysel ateroskleroz modellerinde olugan aterosklerotik lezyonlarda ve aortik
okluzif hastali§i ya da aortik anevrizmasi olan hastalardan alinan aterosklerotik arter
orneklerinde 6zellikle MMP-1, MMP-2, MMP-3, MMP-7, MMP-8, MMP-9, MMP-10,
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MMP-11, MMP-12, MMP-13 ve MMP-14'Un ekspresyon ve etkinliklerinin arttigi
gosterilmistir. Uyarilan MMP’ler kollajen, jelatin, elastin, laminin, proteoglikan gibi
Ekstraselller Matriks (ESM) proteinlerini yikima ugratirlar ve bdylece duz kas hticre
goguni kolaylastirir, cogalmasini hizlandirirlar. Stregelen duz kas hucre ¢ogalmasi,
gocu ve sonrasinda ESM birikimi araciligiyla damar duvar matriksi modifiye edilir ve
sonucgta erken donemde intimal kalinlasma ileri evrede de aterosklerotik plak
olusumu gerceklesir. > ©

intimal kalinlasmanin énce yagh c¢izgilenme daha sonra da fibréz
aterosklerotik plaga donugsmesinde ESM dongusu (yapim ve yikimi) onemlidir ve
MMP’lerin de ESM ddéngusinde temel rol oynadiklari kabul edilmektedir.
Aterosklerotik plagin yirtiimaya egilimli boélgeleri olan lezyonun omuz bdlgesinde
makrofaj kokenli kdplk hucrelerinin  biriktiginin  gosterilmesi, makrofaj kaynakli
MMP’lerin  plak kirllganhigi  ve yirtlmasinda ©Onemli gorevleri oldugunu
duisundurmektedir. Lezyondaki makrofajlardan MMP'lerin GUretiminin uyariimasi

aktive T hiicreleri tarafindan saglanmaktadir.

Aterosklerotik plak dokusunda c¢esitli MMP turlerinin  ekspresyon ve
etkinliklerinin arttiginin gosterilmesi plak destabilizasyonunda MMP’lerin 6nemli role
sahip oldugu gériisiinii desteklemektedir.”® Kardiak yeniden yapilanma, kardiak
miyositlerde ve ESM’de degisikliklere neden olur. ESM, biyolojik olarak aktif
molekuller icin depo gorevi gormekle birlikte fibriler kollajen, proteolikanlar ve
gilozaminoglikanlar gibi yapisal proteinleri de icermektedir. Kalp kasi kollajenleri, yan
yana bulunan kas hucrelerinin yapisal devamliligini sagladigi icin ESM’de olan

degisiklikler kalp kasinin islev ve yapisinin kaybolmasina neden olmaktadir. 10

Matriks Metalloproteinazlarin kalpte birgok patolojik durumda etkinlikleri ve
ekspresyonlari artar. MMP etkinligindeki artig MI'dan bir gin sonra ¢ok erken ortaya
cikmaktadir.

Matriks Metalloproteinaz geni yok edilmis siganlarla yapilan g¢alismalarda,

MMP-2 ve MMP-9'un MI sonrasi kardiyak yirtilmalarda énemli oldugu belirtilmistir.



Ayrica son calismalarda MMP-14 dizeyinin iskemi-reperflizyon sonrasi arttigi
bulunmustur. MMP-3 ve MMP-9’un ise aterosklerotik plak tzerinde, plak buylumesini
sinirlayarak ve plak kararhligini artirarak koruyucu rol oynadigi gosterilmigtir. Fakat
MMP-12'nin aterosklerotik lezyonun genislemesini saglayip ve plak kararlligini
azalttig ortaya konulmustur. 2

Matriks Metalloproteinazlar icinde MMP-3 ve MMP-9 aterosklerotik plaklarda
en yaygin bulunan enzimlerdir. MMP ekspresyonu ana olarak transkripsiyon
dizeyinde ve cesitli blyume faktorlerine ve sitokinlere yanit veren promoter genler
duzeyinde duzenlenirler. Artan kanitlar MMP promoter bolgesinde tek nukleotid
polimorfizminin, MMP’nin transkripsiyonel etkinligini degistirdigi ve sonug¢ olarak
koroner damar hastalifina duyarliigi artirdigini  gostermektedir. * MMP-3,
ekstraselluler matriks proteinlerinden; tip 2 , tip 4 ve tip 9 kollajen, proteoglikan,
laminin, fibronektin, jelatin ve elastin Gzerinde proteolitik etkiye sahiptir. Ayni
zamanda c¢apraz bag yapmis fibrini de pargalayabilmektedir. MMP-9 ise damar
duvari endotel altindaki yapilari ve damar diz kas hucrelerini gevreleyen bazal
membranin ana yapitagi olan tip 4 kollajeni parcalar. Bu ¢ok yonlu enzimin damar ve
kalp yeniden yapilandiriimasinda 6nemli rol oynadigi dusunulmektedir. Ayrica ¢gok
saylda genetik epidemiyolojik ¢calisma MMP-3 polimorfizminin degisik kalp-damar

hastaliklari ile iligkili oldugunu géstermistir. '>'4 11

Bugln dikkatler daha ¢ok miyokard infarktislinde genetik duyarlilik ve bazi
genetik belirteglerin tanimlanmasi Uzerinedir ve bulunan bulgularin  miyokard
infarktiistiniin erken tanisina yardimci olacadi yoniindedir.'”” Birgok MMP gen
polimorfizmi ile koroner arter hastaligi, darlik, kalp krizi, koroner anevrizma, inme ve

bilylik damar aterosklerozu gibi kalp damar hastaliklari birlikte bulunmaktadir.™

Calismamizda hem ateroskleroz gelisim surecinde hem de plak yirtilmasinda
roli oldugu dusinilen MMP'ler arasinda 6zellikle MMP-3 ve MMP-Q'un normal
arterlerde bulunmayip aterosklerotik plaklarda bulunmasi nedeni ile bu galismada
MMP-3 ve MMP-9 genlerine ait polimorfizmlerin AMi tanisinda erken bir belirteg

olabir mi sorusuna 1sik tutmayi amagladik.



GENEL BILGILER

Ekstraselliiler Matriks
Tanim

Ekstraselliler matriks (ESM), hicrelerarasi bosluklarda 6zel bir ortam
olusturan dinamik bir yapidir. Dokulardaki hicrelerin bir arada tutulmasina yardimci
olur ve bunun yani sira hicre buyumesi ve farklilasmasini denetleyen pek ¢ok
hormon igin depo gdrevi yapar. Bu yapi, hicrelerin 6zel iglevleri gergceklestirmesi icin
kendilerini yonlendirecek hucre ig¢i iletisim yollari ile dogrudan ya da dolayli olarak
etkilesmesini saglar. Matriks ile hlcreler arasinda meydana gelen bu etkilesmeler
organizmanin normal gelisimi icin 6nemlidir. Cevreledigi hucreler igin destek

olusturmasinin yani sira ESM’nin ¢ok degisik islevleri bulunur.
ESM’nin Islevleri: *1®

1. Hucrelerin ve dokularin bir arada tutulmasina yardim eder.
2. Hucreler arasi bosluklari doldurur.

3. Destek gorevi gorur (kemik ve kikirdak).

4. Hucre yapisi ve hareketinde gorev alir.

5. Hucre geligim ve farklilagmasini saglar.

6. Besin ve madde aligverisi saglar.

7. Hucre yasaminin devamliliginda gorev alir.

8. Hucrelerin gogu ve birbirleri ile olan iligkilerini duzenler.

Ekstraselliler matriksin temel bilesenleri; kollajen, adesiv glikoproteinler ve
proteoglikanlardir. ESM temelde substantia fundamentalis icinde ylzen ¢6zinmez

protein liflerinden olusmustur. ESM’de bulunan baslica lifsel proteinler kollajen ve
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elastindir. Kollajen, elastin ve temel maddenin doku bilesimindeki oranlarina goére
bag dokularinin 6zellikleri degismektedir. Liflerin arasini dolduran temel maddenin
molekuler bilegenleri arasinda proteoglikanlar ile adesiv glikoproteinler 6nem
tasimaktadir. Kendilerine 6zgul lifleri olusturan kollajen ve elastin ile bir gok dokuda
yer alan ve 10-12 nm uzunlugundaki mikrofibrillerin yapisal bileseni olan fibrillin, bag
dokusu ekstraselliler matriksinin baslica proteinleri arasinda yer almaktadir.®
Oldukga akismaz yapida olan proteoglikanlar hicrelere yastik goérevi yaparlar.
Kollajen fibrilleri ¢ézinur yapida degildir, hicrelere esneklik ve glic¢ kazandirir.
Adesiv glikoproteinler ise ¢ozunur yapida olup proteoglikanlar ve kollajenin hicre

ylizeyine baglanmasini saglarlar. %°
Kollajen

Sinekten insana kadar bircok canlida en fazla bulunan protein kollajendir.
Insan vicudundaki toplam proteinin yaklasik %30'unu olusturur. Kollajeni diger

matriks molekiillerinden ayiran 6zellikleri sunlardir: %'

1. a zinciri olarak adlandirilan, Ug polipeptit zincirden olusan Ugli sarmal yapidadir.

2. Glisin bu G¢li sarmal yapi icin esastir.

3. iki 6zgiin aminoasit igerir; hidroksilizin ve hidroksipirolin.

4. Lizin kaynakli intra ve intermolekuller capraz baglar ile stabilizasyonu saglanir.
Degisik kollajen alt birimlerinin birlesmesi sonucunda farkli kollajen tipleri

ortaya ¢ikmaktadir. Bugune kadar en az 19 farkh kollajen tipi tanimlanmistir. Vicut

kollajenleri iginde nicel olarak toplam kollajen miktarinin %70 kadarini tip [, Il ve lll

kollajenler olusturmaktadir. Glisin’in en kig¢ik amino asit olmasi, Ugli sarmalli a

heliksin bir arada sikica sarilip kollajen superheliksinin olusmasini saglar. Sekil 1'de

kollajen siiperheliksinin yapisi verilmistir.?2
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Sekil 1: Kollajen superheliksinin yapisi

Kollajen fibrilleri siklikla, ¢capi mikrometrelerce olan iplik benzeri yapilari
olusturmak Uzere bir araya gelirler. Tip IX ve tip Xll kollajenler, kollajen fibrilin ylizey
bicimlenmesini olusturduklarindan fibril iligkili kollajenler olarak adlandirilirlar. Tip IX
ve Xll kollajenlerin, ESM iginde bir iplik¢igin digerine tutunmasini sagladiklari
dusunulmektedir. Tip IV ve VII kollajenler ag olusturan kollajenlerdir. Tip IV
kollajenler, bazal laminanin buylk bolumini yapan kege benzeri tabakalari
olusturmak Uzere bir araya toplanirlar. Tip VII kollajenler ise ankorig fibriller olarak
adlandirilan 6zellesmis yapilari olugturmak Uzere dimer olustururlar. Bu ankoring
fibriller, cok katli epitellerin bazal laminasinin altindaki bag dokusuna tutunmasini

saglarlar. %
Elastin

Elastin, akciger ve kan damari gibi yinelenen, gerilmelere maruz kalan
dokulara esneklik kazandiran ESM proteinidir. Memelilerde tek gen tarafindan
kodlanir ve tropoelastin adi verilen 60-70 kDa agiriginda monomerler halinde

salgilanir. Bu monomerler fibulinler yardimiyla mikrofibrillerle iligki kurar, boylece
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esnek lifler olusur. Elastinin yapisinda kollajenden farkli olarak karbonhidrat yer

almamaktadir. %

Elastinin amino asit bilesiminin %90 kadarini apolar yan zincirler igeren
aminoasitler olusturmaktadir. Bu nedenle elastin bilinen en apolar proteinlerden
birisidir. Su ile hidrojen bagi veya elektrostatik bag yapabilen hidrofilik aminoasitlerin
orani ¢ok dusuktur. Kollajende bulunan hidroksilizin, elastinin bilesiminde bulunmaz.
Elastin ve kollajenin glisin ve prolin duzeyleri birbirine yakindir. Metiyonin ve histidin,
elastin ve kollajen yapisinda yok denecek kadar az miktardadir. Elastinin hidroliz
arinleri arasinda yer alan aminoasitlerden olan desmozin, izodesmozin,
merodesmozin ve lizinilnorldsin, proteinin ¢apraz baglarinin yapisal bilesenini
olusturmaktadir.'®??

Yapisal 6zellikleri ile yakindan iligkili olan elastin molekulinin esnek yapisinin
gerilme ve gevseme gibi baslica iki bileseni bulunmaktadir. Esneme ve gevseme
durumunda elastin molekulindeki degisikler Sekil 2'de verilmis olup, gerilme olayi
sirasinda elastin yapisindaki hidrofobik etkilesimler yikilmakta ve polar olmayan
aminoasitler su molekulleri ile karsikargiya kalmaktadir. Serbest enerji miktar
artmakta ve esnek enerji birikmektedir. Geri donus olan gevseme sirasinda ise bu
enerji kullanilmakta, serbest i¢ enerji azalmakta ve hidrofobik etkilesimler yeniden
olusmaktadir. Vlcut proteinleri arasinda en az yenilenen protein olarak bilinen
elastin, ancak bir hasar sonrasinda yeniden yapiimaktadir. Ribozomlarda yapilan
tropoelastin, kollajendeki kadar olmasa da birtakim post-translasyonel degisimlere
ugramaktadir. Hacre disina salgilanan tropoelastin ve yapisal glikoproteinler
arasindaki elektrostatik etkilesimler sonucu tropoelastin molekulleri mikrofibril
dizilerinin arasinda yer almakta ve capraz kovalent badglar olusturarak elastine

polimerlesmektedir.'®'®
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Elastin fibrillen
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Elastin molelgilii

/Caprazbag___

Sekil 2: Esneme ve gevseme durumunda elastin molekulindeki degisikler

Adesiv Ozellikte Olan Ektraselliller Matriks Bilesenleri

Hucreler ESM’ye fibronektin, laminin, vitronektin, trombospondin, tenaskin,
entaktin, nefronektin, fibrinojen gibi adesiv glikoproteinler araciligi ile tutunurlar.
Birgok adesiv glikoprotein hucrelere, distroglikan ve sindekan gibi hlcre yuzey
reseptorleri ile iliskide olan hucre ylzey integrin reseptorleri araciligi ile baglanir.
integrinler hiicreleri ESM’ye baglayan en énemli hiicre yilizey reseptérleridirler.
Hucreler ve ESM arasindaki iliski, hlicre gogu, buylumesi, farklilasmasi ve yasamini
stirdiirebilmesi gibi hiicresel yanitlara neden olmaktadir.??

Fibronektin

Ekstraselliler matriksin temel adesiv glikoproteinlerinden olan fibronektin,
ayni zamanda plazmada ¢o6zunlr bicimde bulunmaktadir. Sekil 3'de yapisi verilen

fibronektin, her biri 230 kDa olan ve birbirlerine karboksil uglarindan iki adet disulfid
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koprusu ile bagh iki benzer alt birimden olugsmustur. Doku kulturlerinde veya jelatin
kapli ylzeylere hicrelerin yapismasini saglayan fibronektinin genis biyolojik etkinlik
alani bulunmaktadir. Embriyonik htcreler ile tUmor hdcrelerinin in vitro ve in vivo
olarak gog¢unu ve g¢ogalmasini baslattigi, hucre farkhlasmasini, hucrenin sekli ile
hareketini denetledigi gosterilmistir. Ayrica, yara iyilesmesi, homeostaz, metastaz ve
doku ile organ gelisiminin denetlenmesinde goérev almaktadir. Fibrinojen ve
kollajenin makrofajlara baglanmasinin ve fibroblastlarin fibrin  pihtilarinin
retraksiyonunun duzenleyicisidir. Fibroblastlarin fibronektin reseptérinin aminoasit
dizilimi belirlenmig ve proteinin, integrin sinifindan bir transmembran proteini oldugu

ortaya konmustur. &

—_
——

—— self-association .
.,

“kollajen badlama bilgesi

hiicre baglama bidlgesi
N\

kY
heparin baﬁlama\-\
bilgesi
2 *,

icl

Sekil 3: Fibronektinin yapisi

integrin

integrinler, degisik a ve B tipi polipeptid zincirleri iceren heterodimerler olup
integrinin yapisi sekil 4'te verilmistir. Fibronektinde tekrarlayan dizi olusturan Arg-Gili-
Asp (RGD), reseptdre baglanmaktadir. RGD Ugli yapisini igeren sentetik peptidler,

fibronektinin hucre yuzeylerine baglanmasini engellemektedir. Bu transmembran
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protein reseptdrlere baglanabilen diger adesiv glikoproteinlerde de RGD Uglu yapisi

bulunmaktadir. Bu sekilde hiicre igi ile disi arasindaki iliski saglanmaktadir. '°22

il

Propeller ) idomain

w @O

hibrid

transmembran
bolge
o ! ’ hicre ici boélge

Sekil 4: integrinin yapisi

Laminin

Birgok hucre bir bazal membrana yapisik durumdadir. Bazal membran ile
hicre yuzey reseptorleri arasindaki etkilesimler sonucunda hlcre sekli, gog,
farkhlasma ve apopitozis gibi fonksiyonlar yoénlendirilir. Ayrica, bazal membran
bliyume faktorlerini baglayarak hicrelere ulastirir. Bazal membranlar Tip IV kollajen,
laminin, nidojen ve diger proteinlerden olusur. Bunlardan laminin bazal membranin
baslica nonkollagen6z proteinidir. Laminin ESM bilesenleriyle etkilesimlerin yanisira
cesitli hdcrelerin yapisma, ¢ogalma ve gog¢ etkinliklerini de duzenler. Sekil 5’te

laminin yapisi ve baglanma bolgeleri verilmig olup, yapisinda integrin, heparin,
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entaktin ve distroglikan baglanma bodlgeleri olmak Uzere 4 farkli baglanma bdlgesi
vardir. Laminin hucrelerin hareketliligini arttirabilir ya da azaltabilir. Bazal epitel
hdcrelerinin bazal laminadan ayrilmasi, hizli bayume ve MMP salgisi gibi etkinlikler

icin sinyal olusturabilir.'®?2

-

. ) heparin bagl bélgesi

integrin baglanma bélgesi- @ ‘.l _ eparin baglanma bolgesi
_dd

&= LEa

heparin
distroglikan baglanma
bélgesi

integrin baglanma bélgesi -

Sekil 5: Laminin yapisi ve baglanma bolgeleri

Osteonektin

Morfogenez, remodelasyon ve tamir olaylarinda dokulardaki osteonektin
miktari artar. Kollagen, hidroksilapatit, albimin ve trombospondin gibi cesitli
bilesenlere baglanabilir. Periodontal fibroblastlar tarafindan sentezlenir. Yara
iyilesmesinde onemli rol oynadigi dusunulmektedir. Hucrelerin yayilmasini engeller.

Sitokin ve buyume faktorlerine baglanarak endotel hicreleri gibi bazi hicrelerin
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bayumelerini duzenler. ESM bilesenlerinin ve 0Ozellikle MMP'lerin sentezini etkiler.
Transforming buylime faktori B (TGFB) osteonektinin etkinligini dizenlemede
etkilidir. >’

Vitronektin

Plazma ve ESM'de bulunan asidik bir glikoproteindir. Cesitli integrinlere
baglanabilir. Hlicre-matriks haberlesmesinde énemli oldugu diasunutlmektedir. Hlcre
adezyonunu arttirir, hicre yayihimini ve goég¢unu yonlendirir. Yara iyilesmesinde
onemlidir. Konak immiun iglevlerini etkileyebilir. Belirli bazi hicreler, 6zellikle polimorf
niiveli I6kositler (PNL) vitronektin lizerinde gog eder. '

Tenaskin

Hlcre baglanmasini arttirabilir ya da engelleyebilir. Kondroitin sulfat,
proteoglikan tenasin ile ylksek etkilesim o6zelligine sahiptir. Kollagen, fibronektin
veya lamininlere onemli bir baglanma o6zelligi yoktur. Epitel-mezenkimal doku
birlesim bdlgelerinde bulunur. Erigskin dokularinda azdir fakat yara iyilesmesinde,
ozellikle graniilasyon dokusunun olusum asamasinda artar. 2’

Proteoglikanlar

Hucreler arasi madde, lifler ve liflerin iginde ylzdugu temel madde veya
substantia fundamentalisten olusmaktadir. Substantia fundamentalisin temel
bilesenleri olan proteoglikanlarin polisakkarid zincirlerine glikozaminoglikan adi
verilmektedir. Hiyaluronik asit, 4- ve 6- kondroitin sulfatlar, dermatan stlfat, heparin
ve heparan sulfat olmak Uzere alti glikozaminoglikan sinifi bulunmaktadir. Protein
zincirine  hiyaluronik  asit disinda  kovalent olarak  baglanan  butln
glikozaminoglikanlarin baglanti bdlgesinde, galaktoz-galaktoz-ksiloz-serin
bulunmaktadir. Bu sekilde kikirdakta hiyaltironat, keratan sulfat, kondroitin sulfat ve
protein kapsayan proteoglikan agregati gibi karmasik bir yapi olusmaktadir. '

Hiyaluronik asit ile Ozellikle iliskide olan proteoglikanlar hiyalektin olarak
bilinirler. Bu aileye aggrekan, versikan, nérokan ve brevikan dahildir. Hiyaluronik
asit ile iliskideki proteoglikanlar farkli dokularin yapisal ve mekanik kararlihgini

saglayan makromolekdilleri olustururlar. 2’
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Kalp Dokusunun Ekstraselliiler Matriks Bilegenleri

Kalp bag dokusu temel olarak kollajenden daha az olarak ise elastin, laminin
ve fibronektinden olusur. Kollajenlerden de Tip | ve lll kollajen kalp ekstraselller
matriksinin ana bileseni olup iplikgikler olusturarak kalp kasi hucrelerinin ve
myokardiyumdaki diger yapilarin bir arada tutulmasini saglar. Bu 6zellik de ortaya
cikan mekanik gucun iletimesinde énemlidir. Kalp dokusundaki toplam kollajenin
yaklasik %85'i Tip | kollajendir ve buna ek olarak Tip Il ve Tip V kollajen de
bulunmaktadir. Diger dokularda oldugu gibi kalp dokusunun bazal membraninda Tip
VI ve tip IV kollajen yer almaktadir. Kalp dokusunda bulunan diger kollajen turleri Tip
XIlI, XV ve XVIiI'dir.??

Matriks Metalloproteinazlar

Hicre matriks etkilesmeleri, ekstraselliler matriks (ESM) bilesenlerinin
hidrolizinden sorumlu olan proteolitik enzimler tarafindan dizenlenir. Bu enzimler
ESM yapisinin bilesimini ve butunlugunu duzenleyerek matriks molekulleri
tarafindan olusturulan sinyallerin denetlenmesi, hicre ¢odalmasi, farkllasmasi ve
hicre oOlumunde de temel rol oynar. Bu enzim sistemlerinin iginde Matriks
Metalloproteinazlar (MMP) onemli bir yer tutar. MMP’ler, ESM bilesenlerini yikima
ugratan Zn++ ve Ca++ bagimli endopeptidaz ailesidir. Turlerine gore; endotel
hicreleri, makrofajlar, fibroblastlar, damar diz kas hucreleri, T lenfositler,
trombositler, kondrositler, keratinositler, epitel hucreleri mezensimal hucreler,
notrofiller, trofoblastlar ve osteoblastlar gibi ¢ok cesitli hicre tipleri tarafindan
tretilirler. °

Matriks Metalloproteinazlarin Tarihgesi

Matriks metalloproteinazlar (MMP) ilk olarak 1949'da depolimerize edici
enzimler olarak tanimlanmistir ve MMP’lerin konnektif stroma ve kan damarlarinin
olusumuna katkida bulunup timoér blyumesini kolaylastirdiklari 6ne sartlmuastur.
Bundan 13 yil sonra ilk defa bir omurgalida matriks metalloproteinazlari izole edilmis
ve kollajenazin kurbaga yavrusunun kuyrugunun rezorbe olusundan sorumlu oldugu
ortaya konulmustur. Sonraki 20 yilda cesitli memeli matriks metalloproteinazlari

kismen saflastirilabilmistir. Seksenli yillarin sonlarinda molekuler biyolojideki
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gelismeler ile yeni enzimler ve enzimlerin yapilarindaki benzerlikler ortaya
konulmustur. Matriks metalloproteinazlarinin bag dokusu yenilenmesindeki rolU ise
yaklasik 25 yil kadar énce sinovyal eklem inflamasyon ve artritdeki anormal kikirdak
ve kemik ekstraselliler matriks donugsumu c¢alismalarinda tespit edilmistir.
GuUnumuze kadar yapilan galismalar ile klasik matriks metalloproteinazlari ve yeni
kesfedilen matriks metalloproteinaz enzim ailelerinin epifizlere ait kikirdak
displazileri, kanser ve metastaz, kalp yetmezligi ve serebral iskemide belirgin

rollerinin oldugu ortaya konulmustur.?*
Matriks Metalloproteinazlarin Yapisi ve Siniflandirilmasi

Matriks metalloproteinazlar c¢esitli ortak yapisal 0zelliklere sahiptirler.
MMP’lerin yapisi Sekil 6'da verilmis olup tumu tipik olarak N terminalinde enzimin
oncu dizilimi olan pre-domain igerirler. Bu oncu dizilim, enzimi salgilanma igin
isaretler ve salgilanma sonrasinda kaybolur. ikinci bdlge olan pro-domain, enzimin
kalici formda kalmasindan sorumlu olup enzimin etkinlesmesinin ardindan kaybolur.
Bir sonraki bolge Zn++ baglayan bolumu igeren katalitik domaindir. Katalitik domain
ek olarak 2- 3 Ca++ iyonu igerir. Bu bdlge stabilite ve enzimatik etkinligin olusmasi

icin gereklidir.®®
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Sekil 6: Matriks metalloproteinazlarin yapisi

MMP-7 ve MMP-26 disindaki diger butiin MMP’ler C ucunda hemopeksin /
vitronektin benzeri domain igerirler. Bu bdlge aslinda “hem” baglayan bir peptid
olup endojen matriks metalloproteinaz doku inhibitorlerinin (TIMP) jelatinaz
kiimesinden MMP’lere ve MMP-13’e baglanmasi ile iliskilidir.?® Katalitik domaini
hemopeksin benzeri domaine baglayan peptid,prolinden zengin olup mentese
bélgesi adini alir. #’

Matriks metalloproteinazlar hiicre disi proteinlerdir. Ancak son cgalismalar da
MMP-1, MMP-2 ve MMP-11’in hlicre icinde de bulunup hicre ici proteinler Gzerinde
etkileri olabilecegi bildiriimektedir. Tipik bir MMP propeptid bolgesinde 80 aminoasit,
katalitik bolgesinde 170 aminoasit, mentese bolgesinde ve hemopeksin bodlgesinde
200 aminoasit bulunmaktadir. Bu genellemeden ayri olarak MMP-7, MMP-26 ve
MMP-23 mentese ve hemopeksin bolgesi icermemektedir. 28

Matriks metalloproteinazlar bu yapisal butinlugu duzenleme 06zelliginden
dolayi bazi fizyolojik olaylarda (embriyonik gelisim, hiicre gogu, yara iyilesmesi, doku
rezorpsiyonu, blastokist gomulmesi, organ vyapisinin geligimi, sinir blyumesi,
ovulasyon, servikal genigleme, endometrial dongu, anjiogenez, apoptozis, kemik

yeniden yapilanmasi, trombosit islevlerinin diizenlenmesi ) bllyiik 6nem tasirlar. ©-%

Normal fizyolojik kosullarda MMP etkinligi; transkripsiyon dizeyinde, oncul
zimojenlerin etkinlesmesi ve bazi hucre disi matriks igerigi ile MMP’nin etkilesime
girmesi ile dizenlenir. MMP etkinliginin denetiminin kaybolmasi sonucunda artrit,
kanser, ateroskleroz, Ulser, fibrozis ve anevrizma gibi hastaliklara yakalanma
olasihginda artis gorulmektedir. TIMP’ler dokulardaki MMP’lerin bolgesel etkinligini
duzenlerler. Gunumuze kadar 24 farklh MMP tanimlanmis olup bunlarin 23 tanesi
insanda bulunmaktadir.?® Substrat 6zgiilligi, sekans benzerligi ve domain icerigi
g6z onune alindiginda vertebralilardaki MMP’ler alti kimeye ayrilirlar. (Tablo 1)

Bunlar %8
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Tablo 1. Matriks Metalloproteinazlarin Siniflandirilmasi

Enzim

Kollajenazlar
interstisyel kollajenaz;kollajenaz 1
nétrofil kollajenaz; kollajenaz 2
kollajenaz 3
Jelatinazlar

jelatinaz A

Jelatinaz B
Stromelizinler
stromelizin 1
stromelizin 2
stromelizin 3
Matrilizinler

matrilizin 1

matrilizin 2

Membran tip MMP'ler
transmembran
MT1-MMP

MT2-MMP

MT3-MMP

MT5-MMP

GPI

MT4-MMP

MT6-MMP

Digerleri

makrofaj elastaz
tanimsiz

enamelizin

XMMP

CA-MMP

CMMP

Epilizin

MMP

MMP-1

MMP-8

MMP-13

MMP-2

MMP-9

MMP-3

MMP-10

MMP-11

MMP-7

MMP-26

MMP-14

MMP-15

MMP-16

MMP-24

MMP-17

MMP-25

MMP-12

MMP-19

MMP-20

MMP-21

MMP-23

MMP-27

MMP-28

insan kromozomu  Substrat

11922-g23
11921-922

11q22.3

16913

20q11.2-q13.1

11923
11922.3-923

22q11.2

11q21-q22

11p15

14q11-g12
15q13-q21
8g21

20q11.2

12924.3

16p13.3

11q22.2-922.3
12q14
11q22.3
ND
1p36.3
11q24

17q21.1

Kollajen Tip 1, 2, 3, 7 ,10,jelatin, PG
Kollajen Tip 1, 2, 3,PG

Kollajen Tip 1, 2, 3

Jelatin, Kollajen IV,V,VII,X,Xl,elastin

Jelatin, Kollajen IV,V,XIV elastin,PG

PG,laminin,FN,jelatin,kollajen III,1V,IX,X
PG, laminin,FN,jelatin,kollajen I11,1V,IX,X

PG, laminin, FN, jelatin, elastin,entaktin, versikan, Tenaskin, kollajen IIl,IV,IX,X

Serin proteaz inhibitorleri

Kollajen IV,FN,jelatin, VN

Kollajen I, II, lll, FN, laminin, VN
Agrekan, FN, laminin, tenaskin
Kollajen IlI, FN, jelatin

PG

Jelatin

Kollajen 1V fibrin,FN,jelatin

kollajen 1, 1V, elastin, FN, jelatin, laminin, VN
Kollajen IV, entaktin, FN, jelatin, laminin, tenaskin
Agrekan, amelogenin
TanimlanmAMistir
TanimlanmAMistir
TanimlanmAMistir

TanimlanmAMistir
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Kollajenazlar

MMP-1, MMP-8, MMP-13 ve MMP-18 kollajenazlar grubunda yer alirlar. Bu
enzimlerin ana 6zelligi, hucreler arasi alanda tip |, Il, Il kollajenleri pargalayabilme
yetenegidir.?> MMP-1, insan keratinosit, fibroblast, sinovyal hiicreler ve monosit-
makrofaj tarafindan sunulur. Fizyolojik pH ve i1sida interstisyel kollajen tip I, Tip Il ve
Tip IIl'G pargalar. Bunlara ek olarak filamentlerdeki kollajen VII'yi, kollajen VIII ve X ‘u
da parcalar. Plazma antiproteazlari gibi bazi kollajen olmayan substratlari da
parcalar. MMP-8 de (insan noétrofil interstisyel kollojenazi) MMP-1’e ¢ok benzer
yapidadir. Cozunebilen tip | kollajeni daha hizli, tip Il kollajeni daha yavas parcalar.
MMP-13 (kollajenaz 3) digerlerinden farkl olarak o6zellikle tip Il kollajen Uzerine daha
etkilidir. Ozellikle tip 1l kolllajeni parcalamasi ve kondrositler tarafindan
uretiimesinden dolayi osteoartrit patogenezinde roll olabilecegi dustnulmektedir.
Parcalanan kollajenler kendiliginden denature olup jelatinlere donugurler ve diger

proteinazlar tarafindan pargalanirlar. 2*
Jelatinazlar

Jelatinazlar grubunda MMP 2 (jelatinaz A) ve MMP 9 (jelatinaz B) yer alir. Bu
grup, denature olmus kollajenler ve jelatinleri kolayca sindirir. Bu enzimler kollajen,
laminin ve jelatine baglanan katalitik bdlgenin igine yerlesmis ve (¢ defa
tekrarlanmig tip Il fibronektin bolgesi icerir. Bu bdlge jelatinazlarin, jelatin ve
kollajene yuksek ilgi ile baglanmalarini saglar ve bodylece proteolitik etkinliklerini

artirir. Bu 6zellik elastolitik etkinlik icin de temeldir. *°

MMP 9’dan farkli olarak MMP 2 ; Tip I, Tip Il ve Tip lll kollajeni parcalar.
MMP 2’si olmayan farelerde belirgin bir anomali gelismezken, MMP 2’si mutasyona
ugramig insanlarda etkin enzim eksikligi ile giden ve etkilenmis kemiklerde yikimla
sonuglanan otozomal resesif bir genetik hastalik olan multisentrik osteolizis ortaya
¢ctkar. Bu da MMP 2’nin insanlardaki kemik olusumunda onemli oldugunu

gostermektedir. %
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Tip IV kollajen , bazal membranlarin ana bilesenidir ve bazal membran toplam
proteininin  %40-65'ini  olusturur. interstisyel kollajenazlar tip IV kollajeni
parcalayamazlar. Tip IV kollajenin helikal béliminu pargalayan ilk kollajenaz fare
melanoma hucre kulturlerinde gosterilmigtir. Daha sonra bunun insan fibroblast
jelatinaz-A ile ayni oldugu anlasiimigtir. Jelatinaz-A genel olarak interstisyel
kollajenazlarin  baslattigi  kollajen  yikimini  tamamlar. Jelatini interstisyel
kollajenazlardan 100 kat daha hizli pargalar. insan makrofaj, graniilosit, keratinosit,

ve diger bazi hiicre tiirleri bir glikoprotein olan jelatinaz-B'yi uretirler. 2*
Stromelizinler

Stromelizin 1 (MMP 3) ve stromelizin 2 (MMP 10) benzer substrat
O0zgulligune sahip iken, MMP 3’Un proteolitik etkinligi MMP 10’a gore daha yuksektir.
MMP 11, stromelizin 3 olarak da adlandiriilmasina ragmen diger MMP’ler icinde

siniflandirilir ¢iinkii sekans ve substrat 6zgiilligi MMP 3 ve 10°dan ayridir. 2°

Fibroblastlardan pro-stromelizin-1 olarak Uretilen Stromelizin-1 ¢ok sayida
substrati parcalar. Baslica substratlari proteoglikanlar, tip IV kollajen, laminin ve
fibronektindir. Jelatin ve kazeine daha dusuk ilgi gosterir, tip 11l ve IX kollajeni de bir
telopeptidaz gibi kesebilir. Hucresel fibrinolizde de o6nemli iglevi oldugu
dusundlmektedir. Stromelizin-2, stromelizin-1 ile ayni substratlari parcalar fakat
bulunduklari dokular farkhdir. Ornegin keratinositlerde yalnizca stromelizin-2
uyarilirken Romatoid sinovya sivisinda yalnizca stromelizin-1 bulunur. Yara
iyilesmesi sirasinda ise keratinositlerde her ikisi de eksprese edilir. Stromelizin-3
digerlerinin ESM substratlarini pargalamazken 6zgul olarak al-tripsin inhibitorinu
parcalar. Fizyolojik roli kesin olarak bilinmemekle birlikte epitelyal timorlerin
stromasinda ¢ok miktarda bulundugu igin serin proteaz inhibitorlerini baskilayarak
plazmin  gibi enzimlerin  matriks  proteinlerini  pargalamasini  sagladigi

dustintimektedir. 24
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Matrilizinler

Matrilizinler, hemopeksin bdlgesinin yoklugu ile karakterizedirler. MMP
7(Matrilizin-1) ve MMP 26 (Matrilizin-2) bu guruptadir ve endometazlar olarak da
adlandirihrlar. MMP 7, ESM igeriklerine ek olarak hicre yluzey molekullerinden pro-

a-defensin, fas-ligand, TNF- a ve E-cadherin (izerine de etkilidir. %

Matrilizinler, en klguk matriks metalloproteinazlardir. Cok sayida substrati
parcalar. Bunlar baslica tip IV kollajen, fibronektin, entaktin, elastin, agrekan ve (34-
integrindir. Ozel olarak glandiler yapilarin epitelinde ve monosit kokenli
makrofajlarda bulunur. Duktal yapilardan limene salinimi olmaktadir ve bu esas
islevinin duktuslarin ttkanmasini onleyici oldugu dusunulmektedir. Ayrica ortamdaki
bakteri yuku arttikga matrilizin de artmaktadir. Matrilizin, prodefensinleri etkin form
olan defensinlere parcalayarak epitelyal bagisiklikta dnemli rol almaktadir. Matrilizin
ayrica hava yollar epitellerinin tamirinde 6nemli rol almaktadir. Cogu karsinomda
matrilizin tespit edilmistir ve Ozellikle tUmor adalarinda saptanmistir. Buna karsin
diger matriks metalloproteinazlari genellikle tUumorid gevreleyen stromada tespit
edilmigtir. Matrilizin-2 ise ilk defa endometriyumda saptanmigtir. Matrilizin-1 gibi
genis spektrumludur ve jelatinaz-B’yi etkinlestirir. Aminoasit yapisi olarak

metalloelastaza benzer. *
Membran Tipi Matriks Metalloproteinaziar

Diger matriks metalloproteinazlar hicre digi alana proenzim olarak salinir
iken, Membran Tipi matrix metalloproteinazlari (MT-MMP) hiicre membranina bagli
olarak bulunurlar. Yapi olarak birbirlerine benzerler. Cok sayida substratlari olan
gugli matriks metalloproteinazlaridirlar ve baslica substratlari kollajenler, fibronektin
ve proteoglikanlardir. Buna karsin yuksek doku 6zgulligu gdsterirler ve bulunduklari
dokular farklidir. Alti tane MT-MMP bulunmaktadir. Dort tanesi Tip 1
transmembran proteini (MMP 14, MMP 15, MMP 16, MMP 24), iki tanesi (MMP 17,
MMP 25) glikozilfosfatidilinositol bagli proteindir.*
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Membran tip-matriks metalloproteinaz IV (MT4-MMP) disindaki MT-
MMP'lerin hepsinin proMMP 2’yi etkinlestirme 6zelligi vardir. Bu enzimler ESM
molekullerinden ¢ogunu sindirebilmekle birlikte MT1-MMP, kollajen tip [, Il ve III'G
parcalayabilme ozelligi vardir. MT1-MMP olmayan farelerde dogum sonrasinda
iskelet anomalilerinin olmasi kollajenolitik etkinligin eksikliginden kaynaklanmaktadir.
2 MT1-MMP ayni zamanda anjiogeneziste 6nemli gorev almaktadir. MT-1
MMP’lari 6zellikle timor adalari cevresindeki fibroblastik hicrelerde ve kanser hicre
membranlarinda gésterilmistir.>* MT5-MMP beyine 6zgii olup asil olarak beyincikte
eksprese edilir. MT6-MMP (MMP 25) ise kan dolasimindaki I6kositler ve anaplastik

astrositoma ve glioblastomalarda eksprese edilir.?°
Diger Matriks Metalloproteinaziar

Bu gruptaki MMP’ler yukarida sayillan gruplar iginde vyer almazlar.
Metalloelastazlar (MMP-12), c¢ogdunlukla makrofajlarda eksprese edilirler ve
makrofajlarin gé¢inde énemli yer tutarlar. Periferal kan monositlerinde bulunmazlar.
Akcigerdeki patolojik elastin yikiminda en buylk yeri kaplarlar. Yine plazmini
parcalayarak anjiyostatin olugsmasini saglarlar. Anjiyostatin endotel hucre
¢ogalmasini baskilayarak anjiogenezi engeller. Enamelizin (MMP-20) ise dis
dokusunda bulunur. Mine matriksinin ana bilegigi olan amelogenini parcalar. MMP-
19 ve MMP-28 birbirleri ile yakin iligkidedirler ve ¢ok sayida dokuda saptanmiglardir.
Bu kadar yaygin olmalari normal doku donusumunde gorevleri oldugunu
dusundurmektedir. MMP-19 bazi bazal membran proteinlerini hidrolize eder. MMP-
28 hasar sirasinda keratinositlerce eksprese edilmektedir. MMP-23 oOzellikle over,

testis ve prostat dokusunda eksprese edilir.?*

Matriks Metalloproteinazlarin Etkinliginin Diizenlenmesi

Matriks Metalloproteinazlarin (MMP)  damar ESM’nin yikiminda islevi
bayuktur. Hemen tim MMP'ler proenzim olarak uretilip, enzim etkinlikleri propeptid

bolge ve cinko iceren bdlge arasinda bag olusumu ile baskilanir. Propeptid
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bdlgedeki proteolitik yikim propeptid bolge ile aktif bolge arasindaki bu bagi yikarak
aktif bélgeyi aciga cikarir.”® Proenzimlerin etkinlesmesi hiicre icinde, MT-MMP’ler
araciligiyla hucre yuzeyinde, diger proteazlarin etkisiyle hicre digi aralikta ya da
“aktivasyon kaskadi” olarak adlandirilan sekilde ya da oOnceden etkinlesmis

MMP’lerin digerlerini uyarmasi ile meydana gelebilir.°

MMP’lerin proteolitik etkinliklerinin dizenlenmesi sekil 7°de verilmis olup, proteolitik

etkinliklerinin 3 basamakta diizenlenir. Bunlar'
1. Transkripsiyon,
2. Pro-enzimin etkinlesmesi,

3. Enzim etkinliginin baskilanmasidir.

hiicre igi
aktivasyon

P
|

- .
( PraMMP-11 ——+ m\.w-n\ﬁ

1 \pmMMp-M furn
NN -
hiicre yiizeyinde MP-14
aktivasyon
ProMMP-2 —— MMP-2
plazmin

MMP-3
(stepwise activation)

]
ProMMPler ——— MMP'ler

TiMPler  (14) — +

Kollajenazlar

MHP-A,8.13| >

Jelatinaziar ‘ Stromelizin ‘ matrilizin | Metallnelasiazl

MMP-3,- 10,-11 5 .
211 MMP-7 MMP-12
Tip |,. I, - 14 proteoglikan, versikan elastin
kellzjen uzunlukta  fironekin,elastin
kollajen lamininserpinler
fibriller, elastin

Sekil 7: Matriks metalloproteinazlarin etkinliginin dizenlenmesi
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Transkripsiyonel Duzenlenme

Matriks Metalloproteinazlarin ekspresyonu farkl fizyolojik ve patolojik
durumlarda degisiklik gosterir. Ayrica MMP’lerin ekspresyon duzeyleri saglikli
yetiskinlerde genel olarak diisiiktiir. MMP gen ekspresyonu TNF-a, TGF-B, iL-6 iL-1
gibi inflamatuvar sitokinlerle, trombosit kaynakh blyime faktéri (PDGF) ve
epidermal buyume faktora (EGF) gibi bir ¢cok buyume faktord ve hormonlar ile
uyarilir. Donustlricu buyume faktoru-B (TGF- (), heparin, kortikosteroidler,
retinoidler, prostoglandin E2 (PGE2) ve diger eikosanoidler ise MMP gen
transkripsiyonunu baskilar. Ornegin TGF- B MMP-2 ve MMP-9'un Uretimini uyarirken
MMP-1 ve MMP-3'ln dretimini baskilamaktadir.”® Ayrica dogrudan hiicre hiicre
etkilesimi, aterosklerotik plakta MMP ekspresyonunun duzenlenmesi Uzerinde etkili
olabilmektedir. MMP transkripsiyonunda etkili olan birgok sitokin ve buylime
faktorinin ateroskleroz ve restenozda 6nemli aracilar olarak gorev yaptigi

gosterilmistir. '

Katekolaminlerden norepinefrinin (NE) artmis uretimi kalp yetmezligine
ilerleyisin en onemli gostergesidir. Ratlara NE inflzyonunun, o6zellikle infuzyon
sonrasi 3. gunde MMP-2 mRNA ekspresyonunu arttirdigini goéstermistir. NE'nin
MMP transkripsiyonu Uzerine dolayh etkisinin yaninda dogrudan etkisi de

bulunmaktadir. *
Proenzimin Etkinlesmesi Asamasinda Duzenleme

Matriks Metalloproteinazlar Uretildikten sonra inaktif proenzim (zimojen) olarak
saliverilirler. Enzimin pro- bolgesindeki sisteinin sulfidril grubu ile aktif bolgedeki
Zn++ arasindaki etkilesim latentligin surdurulmesinden sorumludur. Latent
zimojenlerin uyarilmasi hicre iginde olabilecegi gibi MT-MMP'ler araciligiyla hlcre
yuzeyinde, proteazlar veya daha 6nceden etkinlesmis MMP'ler yoluyla hicreler arasi

boslukta gergeklesir. ©

MMP’lerin temel fizyolojik uyarani plazmindir. Cesitli hlcrelerde (endotel

hdcresi, monosit-makrofaj, duz kas hucresi) eksprese edilen Urokinaz-tip
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plazminojen aktivatort  (uPA)'nan  aktif formunun plazminojeni plazmine
donusturdagu ve olusan plazminin pro-MMP’leri etkinlestirdigi disunulmektedir. Bu
uPA'nin dahil oldugu proteolitik sistem ile pihtilasma kaskadi arasinda benzerlikler
bulunmaktadir. Ornegdin plazmin stromelizini pargalayarak etkinlestirir. Boylece
etkinlesen enzim de diger proenzimleri uyarir. Bu pozitif geri bildirimin etkin oldugu
bir dongudur. uPA ekspresyonunun steroid hormonlar, hicresel onkojenler, sitokin
ve buyume faktorleri aracihgiyla duizenlendigi gosterilmistir. Cesitli deneysel
ateroskleroz modellerinde de arteriyel hasari takiben gelisen diz kas hucre
proliferasyonu sirasinda damar duvarinda uPA ekspresyonunun onemli oranda
arttig1 saptanmistir. Bu nedenle MMP aktivatdrt olarak uPA’nin aterosklerotik plak
olusum sulrecindeki doku yeniden modellenmesi dahil pek c¢ok aterosklerotik
asamada rol oynadigi kabul edilmektedir. Diger yandan uPA geni bulunmayan

farelerde damar hasari sonrasi neointima gelisiminin durdugu gésterilmistir. >3

Plazminojen aktivator inhibitoru-1 (PAI-1), uPA Uzerinde inhibitor etkilidir ve
MMP’lerin plazmin aracili aktivasyon kaskadi ile zit yonde etkilegir. PAI-1
yetmezliginin hasar sonrasi neointima artisini uyardiginin gdsterilmesi bu durumu
desteklemektedir. uPA araciligiyla olusan aktivasyon kaskadi ile pihtilagsma kaskadi
arasinda benzerlikler vardir. uPA aracili aktivasyon kaskadinda bir MMP’nin
etkinlesmesi, diger bir MMP’nin etkinlesmesine yol agar, etkinlesen enzim bir diger
MMP’yi etkinlestirecek sekilde pozitif bir dongl olusturur. Bu sekilde plazmin pro
formdaki MMP-1, MMP-3 ve MMP-9'u etkin formuna donustirar. Daha sonra MMP-
3, pro-MMP-1'i MMP-1’e donuasturar, MMP-1 de pro-MMP-9'u etkin formuna
donustarar. MT-MMP’ler de diger MMP’lerin 6zellikle MMP-2’nin uyaricisidir.
Olusturduklari proteolitik etkinlik artisi plazminojen/plazmin aktivatdr sistemine
benzer bigcimde hucre yuzeyinde gercgeklesir. Diger yandan MMP-2 ve MMP-9
etkinlesmis doku makrofajlari tarafindan uretilen (6zellikle aterosklerotik plak igindeki
kopuk hlcre makrofajlari) serbest radikallerin etkisiyle ESM icinde kendiliginden
etkinlesebilir. Bodylece oksidatif stres latent MMP zimojenlerinin uyariimasini
artirarak bolgesel metalloproteinaz etkinliginin artmasina ve arteriyel duvarin

yeniden sekillenmesine katkida bulunur. *
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Matriks Metalloproteinaz Enzim Etkinliginin Baskilanmasi

Etkinlesmis matriks Metalloproteinazlarin  denetiminde 6zgul matriks
metalloproteinaz doku inhibitérleri (TIMP) anahtar rol oynarlar. Bu gune kadar
tanimlanmis ve yapisal olarak iligkili dort tane TIMP Uyesi bulunmaktadir. Bunlar
TIMP-1, -2, -3 ve A'tar. M Ayrica a2-makroglobulin, heparin, tetrasiklinler ve sentetik
inhibitorler de aktif MMP inhibitorleri arasinda yer alirlar. Genel anlamda TIMP'ler
etkinlesmis MMP'lerin katalitik bolgelerine baglanarak substratina baglanmalarini
Onlerler. TIMP'ler iginde TIMP-3 ekstraselliler matriks proteinlerine dogrudan

baglanmasindan dolayi farkhdir. 3

Matriks  metalloproteinaz  doku inhibitérleri  (TIMP) bad dokusu
metabolizmasinin dizenlenmesinde temel olan proteinlerdir. Cogu dokuda ve vicut
sivilarinda bulunurlar. MMP’lere geri donusimsuz ve kovalent olmayan bigimde
baglanarak latent enzim formunun etkinlesmesini ve katalitik aktivitenin
surdurilmesini de baskilar. Boylece TIMP’ler MMP enzim etkinligini ve MMP/TIMP

dengesini siki denetim altinda tutarlar. *

Matriks metalloproteinaz doku inhibitorleri de MMP’ler gibi damar duz kas
hacreleri, endotel hucreleri, kan hucreleri, bag dokusu hucreleri ve makrofajlar
tarafindan uretilirler. TIMP’ler MMP etkinligini baskilama yodnunden benzerlik
gOstermekle birlikte matriksteki yerlesimleri ve gen ekspresyonunun dizenlenmesi
yonunden aralarinda farklar vardir. TIMP-4, TIMP ailesinin en son tanimlanmis
uyesi olup kalp damar sisteminde Ozellikle de miyokardda ylksek oranda eksprese

edilir. 32

Matriks metalloproteinaz doku inhibitorleri degisik MMP turlerine 6zgulluk
gosterirler.  Ornegin; MMP-2 tercihen TIMP-2 ile, MMP-9 ise TIMP-1 ile
baskilanirlar. Aktif MMP inhibitorlerinden biri olan a2-makroglobulin yliksek molekdl
agirhkli bir serum proteinidir ve aktif MMP-2’ye baglandiginda onun toplam molekdl
agirhgini arttirarak hareket yetenegini kisittamaktadir ve inhibitor etkinliginin sivi

fazda gercgeklestigi ileri surtlmektedir. MMP molekUlinin Zn++ iceren aktif
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bdlgesine baglanarak enzimde yapisal degisiklige yol acar ve enzimin aktivitesini
kaybetmesine neden olur. Son yillarda peptid ve non-peptid yapida sentetik MMP
inhibitorleri de Uretilmistir. Bu inhibitorler en ¢ok kanser tedavisinde olmak Uzere
kardiovaskuler hastaliklar, artrit, psoriyazis, peridontal hastallk ve makula
dejenerasyonu gibi farkli hastaliklarin tedavisinde denenmigtir. Bu ilaglarin diz kas
hicre proliferasyonu ve migrasyonunu azalttiklari, dolayisiyla ateroskleroz

gelisimini inhibe ettikleri de deneysel ¢alismalarda gosterilmigtir. 3

Kolesterol biyosentezinde anahtar enzim olan HMGCoA reduktaz enzimini
inhibe ederek etki gosteren statinlerin de lipid disurtclt etkilerinden farkli olarak
MMP sentez ve aktivitesini ve boylece aterosklerotik plak olusumunu azalttiklari
bildirilmistir. *

Son yillarda 6zellikle makrofajlar tarafindan gerceklestiriien MMP sentezine
PGE2’ye bagli bir yolagin aracilik ettigi ve buna siklooksijenaz (COX) ve PGE
sentaz (PGES) enzimlerinin katildigi bildirilmistir. Bu enzimlerin izoformlarindan olan
COX-2 ve mPGES enzimleri inflamatuvar hastaliklarda cesitli uyarilara yanit olarak
indUklenirler. Son c¢alismalarda bu enzimlerin ekspresyonlarindaki artisin
aterosklerotik plaklardaki makrofajlarda artan aktif MMP dlzeyleri ile iligkili oldugu
gosterilmistir. Bu nedenle spesifik COX-2 inhibisyonunun MMP ekspresyonunu
inhibe edebilecegi ileri surulmektedir. Ateroskleroz ve kanser gibi MMP aktivitesinin
arttig1 patolojik durumlarda, endotelin (ET) reseptor antagonistlerinin ET ile uyarilan

MMP ekspresyon ve etkinligini de baskiladiklari gdsterilmistir. >

Ateroskleroz ve Ateroskleroz Patogenezinde Matriks

Metalloproteinazlarin Rolu
Ateroskleroz; Lezyon Olugsum Basamaklari

Ateroskleroz hem suregen, hem akut belirtiler gostermektedir. Arterleri 20 ve
30'uncu yaslarda etkilemeye baslayan aterosklerozun kulugka doénemi bir c¢ok
hastaliktan daha uzundur. Ancak tipik ateroskleroz belirtileri birkag on yil sonra

ortaya gikmaktadir. Bu sinsi seyrine ve uzun sure klinik aktivite gostermemis
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olmasina ragmen miyokard enfarktisu, kararsiz anjina veya inme tipik olarak aniden
ortaya cikmaktadir. Aterojenik bir beslenmeye baslama ile O6zellikle kolesterol,
doymus yag, kuguk yogunluklu lipoprotein pargaciklari intima iginde birikmektedir.
intimada  lipoprotein pargaciklarinin  proteoglikana baglanmasi bu parcaciklari
yakalayip tutarak kalig siirelerinin uzamasina neden olurlar. isaretlenmis lipoprotein
parcaciklarinin ayrintili kinetik ¢alismalari, uzamis kalis suresi tavsanlarda erken
lezyon olusum odaklarini belirlemektedir. Proteoglikana baglanmis lipoprotein
parcaciklarinin, oksidatif ve kimyasal etkilere egilimi artar bdylece ateroskleroza

zemin hazirlanmis olur. *°
Aterosklerotik Lezyon Olugum Basamaklari
Lokositlerin Bir Araya Toplanmasi

Lezyonun olusum sdrecinin erken evresinde aterogenezin asamalari
|0kositlerin toplanmasi ve birikimidir. Normal endotel hicresi genellikle 16kositler de
adezyona direng g6sterir. iltihapli dokularda bile 16kositlerin bir araya toplanmasi
arterlerde degil aksine postkapiller venuller icinde gergeklesmektedir. Ancak
hiperkolesterolemi bagladiktan hemen sonra Iokositler endotele yapigir. Lokositler
intimaya girmek igin endotel hucre bilegkeleri arasinda diapedes olusur. Monosite
ilaveten T lenfositler ise erken donemde insan ve hayvan aterosklerotik

lezyonlarinda birikme egilimi gdstermektedir. >°
Hiicre ici Lipit Birikimi ; Képiik Hiicre Olusumu

Daha 6nce arter intimasinda toplanan monositler burada lipidi alip lipit yuklu
kopUk hucresine donusebilmektedir. Bu hicrelerin gogu LDL’ye iligkin klasik hicre
yuzeyi reseptorinu eksprese edebilmektedir. Ancak bu reseptor kopuk hucre
olusumunu duzenlememektedir. LDL reseptord esasen kolesterolle
dizenlendiginden kopuk hucre olusumuna aracilik etmektedir. Makrofaj intima igine
yerlesir yerlesmez kopuk hdcreleri haline donasur. Siklikla ¢ogalirlar. Aterom

gelismesinde lipitle sismis makrofajlar 6nemli yer tutmaktadirlar.>
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Baslatici olay LDL Modifikasyonu

Aterosklerotik lezyonlar genig arterlerin endoteli altinda yagl ¢izgilenme ile
baslar. Son on yilda temel ve klinik kanitlar aterogenez sirecinde inflamasyonun
onemli oldugunu goéstermektedir. Bu slrecin erken déneminde arter duvarinda
biriken makrofaj kopuk hdcreleri asiri miktarda lipidin depolayicisi olarak islev
gorurler. Aterosklerotik lezyonda bu hucreler; sitokinler, kemokinler, cesitli
eikozanoitler, trombosit aktive edici faktor gibi proinflamatuvar aracilarin ana
kaynagini olusturmaktadir. Bu inflamatuvar aracilar, plak iginde inflamasyonu
uyarmakta bdylece lezyonlarin ilerlemesine katkida bulunmaktadir.®

Lipit Disi1 Kardiyovaskiiler Risk faktorleri

Hipertansiyon: Hipertansiyon, sistolik kan basincinin 140 mmHg veya
uzerinde olmasi diyastolik kan basincinin 90 mmHg veya uUzerinde olmasi olarak
tanimlanir. Miyokard infarktisunun, serebrovaskuler olaylarin, sistolik ve diastolik

kalp yetmezliginin, periferik damar hastaliginin gelisimine katkida bulunur.

Diabetes mellitus (DM): Tip 1 diabetes mellitus ve tip 2 diabetes mellitus
koroner arter hastaliginin (KAH) glcli ve bagimsiz belirleyicileridir. DM tiplerinden
herhangi birine sahip olan hastalarda erken 6lumlerin en dnemli nedeni olan KAH,

diabetiklerde tiim éliimlerin ve hastaneye yatislarin %80’inden sorumludur. *

Sismanlik : Sismanlik KAH'In 6nde gelen nedenlerindendir ve tum nedenlere
bagli mortaliteyi ve kardiyovaskuler mortaliteyi artirabilen gesitli kardiyovaskuler risk

faktorleriyle (kolesterol, hipertansiyon ve glukoz intoleransi) iligkilidir.

Tatun: Sigara kullanimi tim dinyada 6nlenebilir en énemli 6lim nedeni ve
KAH’In, serebrovaskiler olayin 6nde gelen risk faktortdur. Pasif igiciligin KAH riskini

artirdi§i gosterilmistir. >
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Sedanter yagsam bigimi: Sedanter yasam bigimi artmis KAH riski ile iligkilidir.
Sedanter kisiler aktif kisilerle karsilastirildiginda iki kat daha fazla KAHdan 6lum

riskine sahiptirler.>®

Yeni risk faktorleri: Tarama calismalari sonucuna goére hipertansiyon,
hiperlipidemi, sigara kullanimi, aile o6ykustu diyabetin risk faktorleri olarak
kullanildiginda gelecekteki kardiyovaskuler olaylarin ancak yarisindan daha azinin
ongorulebildigi bilinmektedir. Az sayida geleneksel risk faktdorl bulunan birgok
hastada onceden belirti bulunmaksizin yasami tehdit eden akut koroner sendromlar
gorulebilmektedir. KAH riskini hizlandiran bir ¢ok potansiyel risk faktorl
tanimlanmistir. Bunlar arasinda C-reaktif protein, lipoprotein-a, homosistein,
fibrinojen ve miyeloperoksidaz (MPO) ve bazi aday genlerde mutasyon ve tek

niikleotid polimorfizmleri yer almaktadir. %7

Ateroskleroz Patogenezinde Matriks Metalloproteinazlarin Roli

Makrofajlardan saliverilen TNF-a ve IL-1, trombositlerden saliverilen PDGF,
fibroblastlar ve endotel hlcrelerinden saliverilen bazik fibroblast blyume faktoéru
(bFGF) gibi cesitli bluyume faktorleri ve sitokinler, insanlarda vaskiler diz kas
hacreleri, endotel hucreleri, makrofajlar, lenfositler gibi farkli hicre tipleri degisen
oranlarda olmak Uzere MMP sentezini uyarirlar. Cesgitli deneysel ateroskleroz
modellerinde olusan aterosklerotik lezyonlarda ve aortik okluzif hastaligi ya da aortik
anevrizmasi olan hastalardan alinan aterosklerotik arter oérneklerinde 6zellikle MMP-
1, MMP-2, MMP-3, MMP-7, MMP-8, MMP-9, MMP-10, MMP-11, MMP-12, MMP-13
ve MMP-14’in ekspresyon ve aktivitelerinin arttigi gosterilmistir®. Aktive olan
MMP’ler kollajen, jelatin, elastin, laminin, proteoglikan gibi ESM proteinlerini yikima
ugratirlar ve boylece diz kas hlicre migrasyonunu kolaylastirir, proliferasyonunu
hizlandirirlar. Suregelen duz kas hucre proliferasyonu, migrasyonu ve sonrasinda
ESM birikimi araciligiyla damar duvar matriksi modifiye edilir ve sonugta erken
dénemde intimal kalinlagsma ileri evrede de aterosklerotik plak olusumu gercgeklesir.
intimal kalinlasmanin énce yag izlerine daha sonra da fibréz aterosklerotik plaga

déniismesinde ESM déngiisii (yapim ve yikimi) dnemlidir.>®
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Matriks metalloproteinazlarin da ESM dongusunde temel rol oynadiklari kabul
edilmektedir. intimal kalinlasma ve aterosklerozun erken dénem olaylari genellikle
jelatinazlar (MMP-2 ve MMP-9) ile iligkilendirilmis ve neointima gelistirilen cesitli
deneysel hayvan modellerinde gogunlukla jelatinazlarin ekspresyon ve etkinlikleri
incelenmistir. Bununla birlikte daha az da olsa diger MMP’lerin de intimal kalinlasma
surecine olan katkilari farkhi calismalarda arastiriimistir. Bu calismalar intimal
kalinlagsma icin MMP aktivitesinin temel oldugunu ortaya koymustur. Ayrica
MMP’lerin fibréz doku matriksinin asiri yikimina bagli aterosklerotik plagin zayiflayip
yirtilmasinda da rol oynadigi bildirilmistir.’

Matriks metalloproteinazlarin eksternal elastik laminanin pargalanmasina yol
acgarak arteriyel duvarin disa dogru (pozitif) yeniden modellenmesini kolaylastirirlar.
Bu durum baslangigta lumen genigligini korudugu igin yararli olmasina ragmen
sonugta arteriyel duvarin mekanik direncini azaltarak plagin yirtilma egilimini
arttirmaktadir. Aterosklerotik plagin yirtiimaya egilimli bolgelerinde makrofaj kdkenli
kopUk hdcrelerinin  biriktiginin  gdsterilmesi, makrofaj kaynakh MMP’lerin plak
kirllganhgi ve yirtilmasinda énemli rolleri oldugunu desteklemektedir.?’

Aterosklerotik plak dokusunda gesitli MMP tarlerinin (MMP-1, MMP-2, MMP-3
ve MMP-9) ekspresyon ve etkinliklerinin  arttiginin  gosterilmesi  plak
destabilizasyonunda MMP’lerin dnemli role sahip oldugu goérisunu desteklemektedir.
Benzer sekilde aortik anevrizmal lezyonlarda da MMP-3 ekspresyonunun anlamli
sekilde arttigi bildirilmistir. Ozellikle MMP-3'lin plak stabilitesinde ve koroner yeniden
yapilandirmada genig substrat 6zgullgune sahip olmasi ve diger MMP'leri uyarma
yeteneginin olmasindan dolayi biiyiik énemi vardir®®. Ayrica MMP-1 ve MMP-13’in
ateromatoz plaklarda fibroz lezyonlara kiyasla daha fazla oldugu gdsterilmistir.
Endarterektomi doku kudlturinde MMP-7 ve MMP-12’nin fibroz plak igindeki lipid
yukli makrofajlarda arttiginin gosterilmesi de plak yirtimasinda MMP’lerin dnemli
rolint aciklamaktadir. Yakin zamanlarda ise MMP-8'in aterosklerotik plaklarda
etkinliginin arttig1 ve kollajeni pargalayarak plak destabilizasyonuna katki sagladigi
gosterilmistir 3. MMP-10'un  aterosklerotik plak  makrofajlarinda  artan

ekspresyonunun plak stabilitesini azaltarak yirtilmalari kolaylastirdigi ve yine insan
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aterosklerotik lezyonlarinda MMP-11 etkinliginin arttigi ve komplikasyonlara yol
actigi bildirilmistir. Son olarak MMP-14’Un insan aterosklerotik plaklarinda damarin
media tabakasinda MMP-2 ile birlikte bulundugu ve MMP-2'yi uyararak
aterosklerotik plaklarin ylzeysel erozyonuna yol actigi gosterilmigtir. Kisaca MMP-2
aterosklerozun akut komplikasyonlarinin gelisiminden sorumlu tutulmaktadir®.

Akut Miyokard infarktiisii ve Akut Miyokard infarktiisii Patogenezinde

Matriks Metalloproteinazlarin Rolii
Akut Miyokard infarktiisii ; Tanim, Ayirici Tani ve Laboratuar Belirtegleri

Akut miyokard infarktiisii (AMI) tiim diinya genelinde en énemli saglik sorunu
olup bir¢cok yas gurubunda gorulebilmekle birlikte gogunlugu yaslilarda gortlmektedir
% AMi’niin gorulme sikligi, yasam ve beslenme bigiminin degismesiyle birlikte
artmaktadir. AMI, infarkt alaninin boyutuna bagli olarak erken dénemde Kkalp
dokusunun yirtiimasi ile élimcul sonuglanacadi gibi ge¢ dénemde slregen kalp
yetmezIigi ile de sonuclanabilmektedir *°. AMI, birincil bir olay olmayip, her zaman
iskemi sonrasinda gelisen, miyokardin oksijen gereksiniminin artmasi ya da oksijen
sunumunun azalmasi ile ortaya g¢ikan geri donisumsiz miyokard hucre hasari ve
olimi seklinde tanimlanir. *' Miyokard infarktiisiiniin en sik nedeni, kararsiz ya da
yirtik olusmus bir aterosklerotik plak ve bunun sonucunda koroner iginde plak Ustlne

oturmus bir trombisttir. %

Koroner arterler igindeki duzenleyici mekanizmalar, aterosklerotik plaklar
bulunsa bile miyokardda yeterli oksijen sunumunu genellikle devam ettirirler. Ancak
bu koruyucu mekanizmalar bozuldugunda uzamis iskemi veya miyokard infarktlisu
gelisebilir *2. Genis infarkt alanlari, infarkt olan ve olmayan bélgelerde cok biiyiik
yapisal, histolojik ve molekuler degisikliklere neden olur. Bu degisikliklere kardiak
remodelling (yeniden yapilanma) denir. Yeniden yapilanmanin derecesi; aritmi, kalp

yetmezligi ve mortalite gériilme sikligi ile yakindan iliskilidir. 4*

Kardiak yeniden yapilanma, kardiak miyositlerde ve ESM’'de degisikliklere

neden olur. ESM, biyolojik olarak aktif molekuller icin depo goérevi gérmekle birlikte
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fibriler kollajen, proteolikanlar ve gilozaminoglikanlar gibi yapisal proteinleri de
icermektedir. Kalp kasi kollajenleri, yan yana bulunan kas hucrelerinin yapisal
devamliigini sagladidi icin ESM’de olan degisiklikler kalp kasinin iglev ve yapisinin

kaybolmasina neden olmaktadir. "

Koroner ateromun fibréz kapsulindeki yirtiima altta yatan subendotelyal
matriksin dolasan kan elemanlari ile etkilesmesini saglar ve bodylece trombosit
etkinlesmesi, trombin olusumu ve trombus gelisimine yol agar. Sonug olarak, tam
damar tikanmasi, kismi damar tikanmasi ve reperfizyon arasindaki déngusel gegisi
iceren dinamik bir suregtir. Belirgin kollateral damarlarin yoklugunda tikayici trombus
siklikla ST-segment yiikseltili Ml (STEMI) ile sonuglanir. STEMi ve ST —segment
yukseltisiz Ml (NSTEMI) patofizyolojisi benzerdir, bu benzerlik akut koroner
sendromlarin sonuglari, nekroz yayginligi ve mortalite hizlarina ait értismeyi agiklar.
Ancak, ST segment yuksekliginin fark edilmesi acil reperflizyon tedavisi geregini

ortaya koymasi agisindan énemlidir. **

Tanimlama

iskemi, iskemik belirtiler, elektrokardiogramda (EKG) patolojik Q dalgalarinin
gelismesi veya goruntuleme yontemleri ile infarktin kanittanmasi olarak tanimlanir.
Yerlesmis Mi ise; dizi EKG’lerde yeni patolojik Q dalgasinin gelismesi, gériintileme
yontemleriyle Mi’niin kanitlanmasi, iyilesmis veya iyilesmekte olan Mi'niin patolojik
bulgularinin bulunmasi gibi dlgutlerden herhangi birinin olmasi olarak tanimlanmistir.
44

Klinik Tani

Kalp kokenli oldugundan kuskulanilan gogus agrisi oykusu olan her hastaya
goruldugu ilk 5 dakika i¢inde bir EKG c¢ekilir ve reperfuzyon tedavisine uygunluk
acgisindan hizlica deg@erlendirilir. Eger EKG’de akut ST segment ylUkselmesi veya
yeni gelisen sol dal blogu varsa, fibrinoliz veya dogrudan perkutan koroner girigsim

(PKG) acil reperfiizyon tedavisi uygulanir. 44
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Belirti ve Bulgular

1. Klasik belirtiler ciddi, ezici, hasta tarafindan sikistirici veya baski hissi
biciminde tanimlanan ve siklikla sol kola yansiyan ve kotu sonun yaklastigi hissi ile
birlikte olan sternum altinda yerlesik bir gogus agrisidir. Bu rahatsizlik hissi anjina
pektorise benzerdir ancak tipik olarak ¢ok daha ciddidir, daha uzun surelidir (siklikla
20 dakikadan daha uzun), nitrogliserin veya dinlenme ile gegcmez.

a. Gogusteki agri hissi boyun, ¢ene, sirt, omuz, sag kol ve epigastrik bolgeye
yansiyabilir. G6gus agrisi olmaksizin bu bolgelerden herhangi birinde agri olmasi
olasidir. Epigastriyuma yerlesmis bir gogus agrisi genelde hazimsizlik ile karigtirilir.
Akut MI, 6zellikle postoperatif donemdeki hastalarda, yaslilarda ve Diabetes mellitus
hastalarinda gégus agrisi olmadan da gorulebilir.

b. Eger gogus agrisi sirta yayihyor ve yirtima veya bicak saplanir tarzda
tanimlaniyorsa aort diseksiyonundan kuskulanilir.

2. lliskili belirtiler, terleme, nefes darhigi, yorgunluk, bas donmesi, ¢arpinti, biling
bulanikh@i, hazimsizlik, bulanti ve kusma olabilir. Gastrointestinal belirtiler 6zellikle

inferior infarktiste siktir.**

Fizik Muayene

Genelde fizik muayene AMi tanisina ek katki saglamaz. Ancak akut miyokard
infaktisunU taklit edebilecek diger tanilari diglamak, risk siniflamasi yapmak, gelisen
kalp yetmezliginin tanisini koymak ve AMI sonucu gelisebilecek  mekanik
komplikasyonlari takip amaciyla fizik muayene yapilmasi énemlidir.*

Ayirici tani

Perikardit: Hastanin gogus agrisinin sirt Ustu yatarken artmasi ve otururken
veya One dogru egilince azalmasi perikarditin tipik bulgusudur. Akut miyokard
infaktisinU diglamak igin dikkatli olunmahdir. CUnklu perikardit akut miyokard
infaktistinU komplike edebilir. Akut perikarditin elektrokardiografik anormallikleri de
AMi ile karisabilir. Yaygin ST segment yiikselmesi akut perikardit icin tanisaldir
ancak bu bulgu AMi’de de gdriilebilir. PR ¢okmesi, sivri T dalgasi ve klinik tabloyla

uyumlu olmayan elektrokardiografik anormallik perikardit tanisini destekler.*
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Miyokardit: Perikarditte oldugu gibi miyokarditin belirti ve bulgulari akut
miyokard infaktiisindekilere benzer. EKG, AMi ile miyokardit ayriminda yararli
degildir. Ayrintili bir dyku miyokarditte daha sinsi bir baglangi¢ ve eslik eden viral
sendromu ortaya koyar.**

Aort diseksiyonu: Keskin, yirtilma tarzinda goégusten sirta dogru yayilan
g6gus agdrisi aort diseksiyonu igin tipiktir.

Pulmoner emboli: Pulmoner édem bulgulari olmaksizin pléretik gégus agrisi
ile beraber olan nefes darli§gi pulmoner emboliyi destekler. Ekokardiografi duvar
hareket bozuklugunun olmadigini gostermek agisindan yararlidir ve sag ventrikul
ylklenmesini gosterebilir.**

Ozefagus hastaliklari: Gastrodzefajiyal refli hastaligi, ézefagus hareket
bozukluklari ve 6zefajiyal hiperaljezi, kardiyak iskemik agriya ¢ok benzeyen tipte
goégus agrisina neden olur. Koroner hastaliklar agisindan inceleme, Ozefagus
hastaliklarinin degerlendiriimesinden 6énce yapilmalidir. Ozefagus kokenli g6gls
agrisi oldugunu destekleyen ancak tanisal olmayan belirtiler arasinda yemek sonrasi
belirtilerin olmasi, yakinmalarin antiasitlerle gegcmesi ve yansiyan agrinin olmamasi
sayllabilir.**

Akut kolesistit: inferior Mi benzeri belirtiler ve EKG bulgularina yol agabilir.
Sag ust kadranda duyarhlik, ates ve artmis I0kosit sayisi kolesistit tanisini

destekler.*

Laboratuar incelemesi

Kreatin kinaz: ST segment ylksekligi olan bir hastada akut Mi tanisi icin
yukselmis kreatin kinaz (CK) dizeyi nadiren yararhdir. Cunklu genelde tespit
edilebilir CK yuksekliklerine 4-6 saat iginde ulasiimaktadir, bu nedenle normal
duzeyler yeni gelismis tam bir tikaniklik anlamina gelebilir. CK ve CK-MB duzeyleri
yaygin ST yuksekligine yol acan perikardit ve miyokardit varliginda da yukselebilir.
CK dulzeyleri tanidan ¢ok akut miyokard enfarktisunin boyutunu ve zamanini
belirlemede yararhdir. CK duzeyleri 24 saat iginde tepe yapar ama bu tepe CK

dizeylerinin  basarili reperfuzyon vyapilan hastalarda daha erken oldugu
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dusunulmektedir. CK yuksekliginin yanhs pozitif sonuglari iskelet kasi hastaliklari
veya travma benzeri birgok durumda gérilebilir.**

Troponinler: Troponin T ve troponin |, yuksek duyarlliklari, yatak basi hizl
uygulanabilme ve yorumlanabilme Ozellikleri ve neredeyse tum dunyada yaygin
kullanimi olmasi nedeniyle kararsiz anjina ve NSTEMI tani ve tedavi yénteminde
oldukga yararhdir. Ancak titkanma ve tespit edilebilir serum dizeylerinin gelismesi
arasinda gecen zaman (3-6 saat) akut STEMI tanisindaki vyararlihgini
kisitlamaktadir. Veriler, AMi’den 72 saat sonra 6lgiilen tek bir troponin T derisiminin
reperflizyondan ba@imsiz olarak Mi genigligini tahmin edecegini gdstermistir.
iskemik kalp hastali§i olmadan, konjestif kalp yetmezIigi, aort diseksiyonu, hipertrofik
kardiyomiyopati, pulmoner emboli, akut ndrolojik hastalik, kardiyak kontlizyon veya
ilag toksisitesi ile de troponin yiikselmesi gdzlenebilir.**

Miyoglobin: Hasar gormus miyositler hizla bu proteini dolagima salar. Tepe
dizeyine 1-4 saatte ulagarak AMI erken tanisina olanak saglar. Ancak miyoglobinin
kardiyak 6zgulliigii yoktur bu da klinik kullanimini kisitlar.**

Laktat Dehidrojenaz Laktat dehidrogenaz ( LDH), kalp disinda bdbrekler,
eritrositler, beyin, mide ve iskelet kasinda yaygindir. 10-12 saat i¢cinde artmaya
baglayan serum total LDH duzeyi, 48-72 saatte en yuksek dizeyine ulasgir. Bu artis
5-10 gln icinde normale donmektedir. Dokuya 6zgu LDH izoenzimleri, toplam LDH
6zgulligini artirmaktadir. LDH-1 miyokarda 6zgii olan LDH izoenzimidir '°. LDH-1
enzimi miyokard infarktistnde ve |6semi gibi durumlarda yukselir. Duzeyindeki artis
genellikle referans degerinin Ust sinirinin 3-4 kati kadar ve bazi kosullarda 10 kata
kadar olabilir.

Normalde LDH2 izoenziminin etkinligi LDH1'den daha yuksektir ancak infarktis
sonrasi LDH1 etkinligi LDH2'den daha yuksektir. LDH-1 / LDH-2 orani ilk 24 saatte

1’den biiylikse miyokard nekrozunu gosterir *°.

LDH-1 yluksek o6zgullige sahip
olmasina ragmen kalp disi nedenlerden dolay! da artabildiginden yaygin kullanim
alani bulamamistir.*®

Aspartat Transaminaz: Yaygin doku dagilimi nedeniyle Aspartat Amino

Transferaz (AST) klinik tanida yarari kisitli bir enzimdir. Miyokardin yani sira iskelet
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kas! ve karaciger gibi dokularda yiiksek derisimlerde bulunabilen bu enzim, AMI' de

LDH ve CK kadar tanisal yarar tasimamaktadir *°.

Aday Kardiyak belirtegler

Aday kardiak belirtecler arasinda®” ;

Kalp tipi yag asit baglayici protein (H-FABP)
iskemi modifiye albiimin (IMA)

B Natriuretik peptidler (BNP)

Glikojen fosforilaz izoenzim BB (GPBB)

C reaktif protein (CRP)

CD 40 Ligand

Miyeloperoksidaz (MPO)

Gebelik ile iligkili plazma protein A (PAPP-A)

Fosfolipaz A2 yer almaktadir.

© © N o o bk~ w N =

Tanisal testler

Elektrokardiyografi: Akut miyokard infarktusu (AMI) kesin
elektrokardiyografik tanisi igin, iki veya daha fazla komsu derivasyonlarda 1 mm
veya daha fazla ST ylkselmesi ve karsi derivasyonlarda resiprokal ST ¢okmesi
gerekir. V2 ve V3 derivasyonlarinda erkekte 2 mm, kadinda 1,5 mm ST yukselmesi
kesin tani icin gereklidir. AMI belirtilerinin baglamasi ile birlikte yeni gelismis sol dal
blogu, proksimal sol &n inen koroner arteri iceren genis, én duvar AMi'ini gésterir ve
akut STEMi gibi yonetilmelidir. Sag dal blogu, V1 ile V3 derivasyonlarindaki ST
yukselmesinin yorumlanmasini guglestirir. V1 ile V3 veya V4'de sag dal blogu olan
hastada normal ikincil T dalgasi degisiklikleri QRS ile ayni polariteye sahip T
dalgalariyla yer degistirdiyse anterior AMi tanisi koymak olasidir.**

Ekokardiyografi: Ne kadar suredir oldugu bilinmeyen sol dal blogu
degerlendirmesinde duvar hareket bozuklugu olmamasi durumunda devam eden

belirtilerin AMi'ye bagl olmadigini gstermek agisindan yararlidir.**
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Akut Miyokard infarktiisii Patogenezinde Matriks Metalloproteinazlarin

Rolii

Kalp kasinin yapisal butunligunin saglanmasinda ekstraseliler matriks
(ESM) onemli gorev alir. Yapisal muhendislik yaklagimi ile miyositlerin uzamsal
yerlesimi ve miyokardial liflerin agilanmasi iyi anlagiimigtir. Miyositler ve miyokardial
lifler endokardiyumdan epikardiyuma kadar kesintisiz bir bigimde yerlesirler. Tip 1 ve
Tip 3 kollajen gibi matriks proteinleri, bitisik miyositlerin butinliguni saglayarak
ventrikullerin pompa islevlerine katkida bulunurlar. Kalp dokusu ESM'’si biyoaktif
molekulleri depo iglevi iginde barindirdigi gibi mekanik uyarilarin da kalp kasi
hicrelerine iletiimesini saglar. Boylece kalp kasi hucrelerinin buylimesini etkilerler.
Bu ylzden ESM’deki yapisal degisiklikler kalp kasi hlcresinin ve butin olarak
miyokardin islevini ve yapisini etkiler.™

Birgok hucre ve hicre digi etmenler MI sonrasi kalp kasi yeniden
yapilandiriimasina katilir. Ozellikle miyosit kaybi, kalan miyositlerin hipertrofisi,
boyutu ve sayisi artmis olan miyosit disi hlcrelerin varligi ventrikil duvarinin
degismesine neden olur. Ml sonrasi kardiyak yara iyilesmesi, inflamatuvar evre ve
doku yeniden yapilandiriimasi evrelerine ayrilir. ilk evre koroner damar tikanikhgi
sonrasinda baslar, normal ESM parcalanmasi, inflamatuvar hicrelerin hasarli alana
sizmasl, biyoaktif peptidlerin ve sitokinlerin uyarilmasi gergeklesir. Ancak bu
ESM’nin parcalanmasini belirgin miktarda matriks depolanmasi izler. MI’'dan sonraki
3 saatte kollajen butunlugu proteinaz etkinliginin artmasiyla birlikte zayiflar. Bu erken
evrede miyokardiyal ESM parcalanmasi ve yeniden vyapilandiriimasi yirtilma
olasiligini artirmaktadir. MI'den sonraki birka¢ gtin, ESM’nin daha da sindiriimesi ile
sonuglanan hasarli alana inflamatuvar hiicrelerin akimi siirmektedir.™

Bircok MMP gen polimorfizmi ile koroner arter hastaligi, darhk, kalp krizi,
koroner anevrizma, inme ve blyuk damar sertligi gibi kalp damar hastaliklar birlikte
bulunmaktadir.'* Matriks metaoproteinazlar cogunlukla latent formda bulunur ve
kalpte bircok patolojik durumda etkinlikleri ve ekspresyonlari artar. infarktiis sonrasi
MMP etkinliginin durumu ile ilgili sonuglar gesitlidir. MMP etkinligindeki artis MI'dan

sonra bir giin iginde ortaya ¢cikmaktadir. '
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Aterosklerotik plagin gelisimi, hasta arterin intimal tabakasinda lipitlerin ve
ESM'de hucrelerin birikimine yol agcan yapisal degisiklerle ortaya ¢ikar. Vaskuler
diz kas hucrelerinin (VSMC) proliferasyonu ve erken gocu aterosklerotik lezyona
neden olur. MMP etkinligi ve ekspresyonunun artigi deneysel arastirmalarda arteryel
balonlagma yaralanmasindan sonra VSMC goc¢u ve neointimal arteriyal lezyonun
gelisimi ile iligkili bulunmustur. Balonlagsma yaralanmalarindan sonra karotid
arterlerde MMP-2 ve MMP-9 dizeyleri artmaktadir. Ustelik in vitro ve in situ
calismalarda; MMP inhibisyonunun VSMC géciini azalttigi gosterilmistir. 4

Aterosklerotik lezyonlarin gelisimine katkida bulunan diger etkenler,
endotelyuma adhezyon molekullerinin ekspresyonu ile dolagimdaki inflamatuvar
hicrelerin toplanmasidir. Adhezyon molekllleri endoteliyal tabakaya I6kosit gogunu
hizlandirir. MMP etkisinin deneysel olarak bu asamayi kolaylastirdigi gosterilmistir.*’

Matriks metalloproteinaz etkinligi, bir yandan intimal bolgede internal elastik
laminaya dogru damar duz kas hudcrelerinin gég¢una kolaylastirarak plak olusumuna
ve proliferasyonuna yol acar. Bu da aterosklerozun patogenezine katkida
bulunmaktadir. Diger yandan MMP etkinligi intimada ekstraselliler matriks yikimiyla
plak hacmini azaltabilir. MMP’ler fibroz kapsulu pargalayarak aterosklerotik lezyonda
etkili olurlar. Fibroz kapsulin yarilmasina engel olan yapilar tip | ve tip Il kollajendir.
Bununla beraber elastin ve proteoglikanlar da fibréz kapsulde bulunur. Aterosklerotik
lezyonda makrofaj kaynakli képuk hicreleri MMP’lerin bolgesel salinimini artirir ve
fibréz kapsdlin incelmesine neden olurlar.

inflamatuvar hiicrelerin diapedezi sirasinda endoteliyal hiicre bazal membrani
MMP'lerce yikilir, bu da lipoprotein iceren plazma proteinlerinin igeriye dogru girigini
artirir ve endoteliyal bariyer iglevinin azalmasina katkida bulunur. Bir defa damar
duvarinin igine infiltre olan hucreler, okside lipitler ve ESM ile etkilesime girerler. Bu
etkilesimlerin sonucu makrofajlardan MMP uretimi artar. Makrofajlar, salinan MMP
zimojenlerinin uyarilma mekanizmalarini harekete gegcirir ve ¢evre hucrelerin MMP
uretimi igin uyariimasini saglar. MMP etkinligindeki bu artig, aterosklerotik lezyon

gelisiminde ileri yapisal degisiklikleri kolaylagtlrabilir.47
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inflamatuvar hiicreler, damar matriksini yikan MMP'ler ve katepsin gibi diger
proteazlarin 6nemli kaynagidir. Aktive makrofajlar sitokinleri salarak damar
hicrelerinden MMP gen ekspresyonunun ayarlanmasini diizenlerler. Reaktif oksijen
turlerinin (ROS) dretiminin artis1 ile olugsan oksidatif stres, aterosklerotik plakta
makrofaj kopuk hucrelerini ortaya cikarir ve bu durum damar duvarinda depolanan
latent MMP zimojenlerinin uyarilmasini saglar. Tum bu etkiler matriksin proteolitik
yikimini kolaylastirir. Makrofaj kopuk hucrelerinde Uretilen MMP'ler ile fibréz kapstul
kollajeninin bdlgesel yikimi, tavsanlarda deneysel olarak olusturulan aterosklerotik

lezyon modelinde in vivo yirtik ile iliskili bulunmustur.*’

Elde edilen bulgular, MMP sunumunu ve etkinligini dizenleyen olaylarin;
oksidatif stres, inflamasyon, yaralanma, hemodinamik ve vaskller yeniden
yapllanma mekanizmalarina katildigini géstermektedir. Ornegin nitrik oksit (NO)
ve superoksitten dogal olarak olusan peroksinitritin latent MMP'leri uyardidi ve TIMP-
1'in yikimina neden oldugu bildirilmistir.*’

insanlarda damar endoteli, diiz kas hiicreleri ve makrofajlar tarafindan
eksprese edilen MMP-8'in etkinliginin ateromatoz plagin omuz bolgesinde artmasi
bu bolgeyi yirtilmaya duyarli hale getirmektedir. MMP-3 ateromatoz plaklarda
eksprese edilirken normal arterlerde eksprese edilmemektedir.®

Plak vyirtiimasinda MMP Uretimi prostoglandin E2 (PGE2) sentaz ve
siklooksijenaz ile iligkilidir. Makrofaj tarafindan MMP'lerin Uretimi PGE2/cAMP-
bagimli yol araciligi ile meydana gelire. MMP geni yok edilmis siganlarla yapilan
c¢alismalarda, MMP-2 ve MMP-9'un MI sonrasi kardiyak yirtilmalarda énemli oldugu
belirtilmistir.'”> Ayrica son calismalarda MMP-14 diizeyinin iskemi-reperfiizyon
sonrasi arttigi bulunmustur. MMP-3 ve MMP-9'un ise aterosklerotik plak Uzerinde,
plak buyumesini sinirlayarak ve plak kararlihdini artirarak koruyucu rol oynadigi
gosterilmigtir. Fakat MMP-12 aterosklerotik lezyonun genigslemesini saglayip ve plak

kararlii§ini azalttigi ortaya konulmustur. '
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insan monosit ve makrofajlarindan bol miktarda MMP-9 salinir. Makrofajlarin,
kollajen, fibronektin ve tenaskin-C gibi matriks igeriklerine yapismasi, MMP-9
salinimini uyarir. Makrofajlardan MMP-9 sunumu, IL-1a ve TNF-a gibi soluble
mediatorler veya okside LDL-kolesterol ile uyariir. ROS veya redoks duyarli
transkripsiyon faktor NF-kB'nin etkinlesmesi ile olusan kdpuk hicrelerden MMP-9
salinma artisinin, N-asetil-L-sistein ile azaldigi bildirilmistir. *

MMP-2'nin uyarilmasi basta MMP-9 olmak Uzere birgok MMP'nin duzeylerini
belirgin olarak artirir. IL-1, IL-4 ve TNF-a gibi inflamatuvar sitokinler VSMC'den
duzenli bir sekilde bagta MMP-1, 3 ve 9 olmak Uzere MMP'lerin bir gogunun Gretimini
uyarirlar. Sitokinler bu etkilerinde PDGF ve FGF-2 gibi buyume faktorleri ile sinerjik
etkilidir. VSMC'nin Gzerine MMP'lerin etkisi, temel membranin migrasyonuna ve
proliferasyonuna neden olur.*®

Endoteliyal hucrelerde de esas olarak MMP-2 eksprese edilir ve ROS
tarafindan uyarilmasi artirilir. VSMC’ye benzer olarak endoteliyal hicrelerde TNF-a
ve IL-1d’ya yanit olarak MMP-1,-3,-8 ve -9 etkinlesmesi gorilir. Dikkat cekici
bicimde aterosklerotik plak bolgelerinde ve endoteliyal hicrelerin hattinda MMP-9
transkripsiyonu ve etkinliginde artis saptanmigtir. Karotid endarterektomi
orneklerinde, cogu semptomatik plakta MMP-9'da 2 kat artis bulunmustur.*®

Kai ve ark. yaptiklari ¢alismada; kararsiz anjina ve miyokard infaktlsu ile
bagvuran hastalarda dolasan MMP-2 ve MMP-9 duzeylerinin artmis oldugunu
bulmuslardir®®. Hojo Y ve ark. da Ml hastalarinda MMP-1 ve MMP-2 diizeylerinin
arttigini gdstermislerdir.>

Aterosklerotik plagin hasarli omuz bolgesinde endoteliyal hucreler, T-
lenfositler, VSMC ve makrofajlarda MMP-1,-3 ve -9 proteinlerinin arttigi
gosterilmistir. Ustelik aterosklerotik plakta normal dokuda saptanmayan bélgesel
MMP etkinligi gdsterilmistir.*®

Kalp dokusunda MMP-9, kardiyak hasardan sonra ¢evre dokularin yikimindan
sorumludur. Ventriktler yirtilmaya duyarli transgenik hayvanlarin, MMP-9'un gen

delesyonu ile korundugu gésterilmistir. >’
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Galis ve ark. karotid arter modelinde MMP eksikligi olan MMP-9 geni nakavt
edilmis farelerde bir yandan intimal hiperplazi ve [imen kaybinda azalma saptarken
diger yandan da kollajen birikimine yol agtigini ortaya ¢ikarmislardir. Aragtirmacilar
MMP-9 inhibisyonu ile kollajen igeriginin artmasi ve lumen kaybinin azalmasi sonucu
arterin mekanik stabilitesinin arttigini ileri siirmuslerdir. 4’

Sonug olarakgeleneksel risk faktérleri AMi olgularinin yalnizca bir balimini
aciklayabilmektedir. Ancak son zamanlarda, belirlenmis geleneksel olmayan risk
etkenlerinin de geleneksel risk etkenleri kadar onemli oldugu ortaya c¢ikmigtir.
Geleneksel olmayan bu risk etkenleri arasinda MMP’lerden bazilari yer almaya
baslamigtir. Bugun dikkatler daha ¢ok miyokard infarktusinde genetik duyarlilik ve
bazi genetik belirteglerin tanimlanmasi Uzerinedir ve bulunan bulgularin miyokard
infarktisinin erken tanisina yardimci olacagi belirtiimektedir. Hem ateroskleroz
gelisim surecinde hem de plak yirtimasinda roli oldugu dusunidlen MMP'ler
arasinda o6zellikle MMP-3 ve MMP-9'un normal arterlerde bulunmayip aterosklerotik
plaklarda bulunmasi nedeni ile bu calismada MMP-3 ve MMP-9 genlerine ait
polimorfizmlerin Akut Myokard infarktiisiiniin erken tanisinda belirte¢ olabilir mi

sorusuna Igik tutmay1 amacladik.

Yaptigimiz literatur taramasinda Turk toplumunda MMP gen polimorfizmi ile
AMI arasindaki iliskiyi ortaya koyan bir calismaya rastlanmamigtir. Bu nedenle
ayrica bu c¢alismada, Turkiyede vyapilan ilk calisma olmasi nedeni ile,
toplumumuzda MMP-3 ve MMP-9 gen polimorfizmlerinin goérilme sikhginin

belirlenerek litatirdeki yerini almasi da hedeflenmistir.
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GEREG VE YONTEMLER

Arag ve Geregler
Kimyasal Madde ve Coziciiler

Bidistile su
Mutlak etil alkol (Reidel-Haen)
2-propandiol (Merck)
Alet ve Geregler
+4 °C Sogutucu (Bosch, Aimanya)
-20 °C Derin dondurucu (Ugur Derin Dondurucu, Tiirkiye)

Santrifdj (Sigma k-15-1, Almanya)

Etiv (Nave EN 500, Turkiye)

1,5 ml'lik kapakl ependorf tlip (Isolab, Almanya)

3 ml'lik %7,5 EDTA’l tip (BD, Vacutainer, ingiltere)

10 ml'lik igeriksiz biyokimya tiipli (BD, Vacutainer, ingiltere)

Otomatik pipet (Eppendorf, Almanya)

Distile su cihazi (Milli pore, Fransa )

Cobas 501 otoanalizoér (Roche Diagnostics GmbH Mannheim, Almanya)
Gergek zamanlh PZR cihazi (LightCycler480 Il, Roche Diagnostics GmbH
Mannheim, Almanya)

Dynex Dsx automated Elisa System (Dynex technologies inc. Virginia , USA)

Kullanilan Kitler
Total Kolesterol: (Kat. No. 2055643, Roche Diagnostics GmbH Mannheim, Almanya)

HDL Kolesterol: (Kat. No. 2055937, Roche Diagnostics GmbH Mannheim, Almanya)
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Trigliserit: (Kat. No. 2144620, Roche Diagnostics GmbH Mannheim, Almanya)
High Pure PCR Template Kit (Kat. No. 1 796 828, Roche Diagnostics GmbH
Mannheim, Almanya)

MMP-3 Mutasyon Kiti: (Reference No: G201103095, Genmar laboratories izmir,
Tarkiye)

MMP-9 Mutasyon Kiti: (Reference No: G2011030956, Genmar laboratories izmir,
Turkiye)

insan MMP-3 Eliza Kiti: (Kat No.ELH-MMP3-001 RayBiotech,inc)

insan MMP-9 Eliza Kiti: (Kat No.ELH-MMP9-001 RayBiotech,inc)

Kullanilan Ayiraglar ve Hazirlanmasi

DNA izolasyonunda High Pure PCR Template Kit kullaniimistir. Kit icerigi

tablo 2'de verilmistir.

Tablo 2. DNA izolasyonunda Kullanilan High Pure PCR Template Kit igerigi

Kimyasal Miktari icerigi

Baglama tamponu 20 ml 6 M guanidin HCI, 10 mM Tris-HCI, %20
Triton X-100 (v/v), pH:4,4

Proteinaz K 90 mg Liyofilize preparat
inhibitdr uzaklastirma 53 ml 5 M guanidine-HCI, 20 mM Tris-HCI pH:6,6
tampon
Yikama tamponu 20 ml 20 mM NaCl, 2 mM Tris-HCI, pH:7,5
Elisyon tamponu 40 mi 10 mM Tris, pH:8,5
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Kit igeriginin verilen uygulama talimatinda verildigi gibi, baglama tamponu ve
elisyon tamponu herhangi bir islem yapilmaksizin kullanildi, diger igerikler ise kit
iceriginde verilen uygulama talimatina gore asagida verilen sekilde hazirlandi.

Proteinaz K: Liyofilize halde oda sicakliginda saklanan proteinaz K, 4,5 ml
steril bidistile su ile sulandirildiktan sonra 500 uL’lik pargalara ayirilarak -20°C’de
korundu.

inhibitér Uzaklastirici Tampon: 33 ml tampona 20 ml mutlak etil alkol
eklendi.

Yikama Tamponu: 20 ml yikama tamponunun tzerine 80 ml mutlak etil alkol

eklendi.

Bunlarin diginda, DNA izolasyon kit iceriginde yer almayan ancak uygulamada
kullanilan 2-propandiol herhangi bir 6n hazirliga gerek duyulmaksizin, dogrudan stok

¢ozeltiden alinarak kullanildi.

Calisma Grubu ve Ornek Alimi

Calismaya Mersin Universitesi Tip Fakiiltesi Hastanesi Kardiyoloji
polikliniklerine goégus agrisi ile bagvuran ve miyokard infarktisa tanisi alan, yaslari
34-85 arasinda degisen 68 erkek, 22 kadindan olusan 90 hasta (hasta grubu) ve
herhangi sistemik bir hastaligi bulunmayan yaglari 20-68 arasinda degisen, 39 erkek
ve 51 kadindan olusan 90 birey (kontrol grubu) olmak Uzere toplam 180 kisi dahil
edildi.

Helsinki bildirisinin 6zelliklerine gdre yapilan bu calismaya Mersin Universitesi
Klinik Arastirmalar Etik Kurulundan 07/04/2011 tarih ve 2011/80 karar sayili onay

alindiktan sonra baglandi. Calismaya katilan tum bireyler calisma hakkinda

bilgilendirildi ve yazili onamlari alind1.

Calismaya dahil edilen bireylere ait yas, cinsiyet, boy, kilo, sigara kullanimi,
alkol tuketimi, ila¢ kullanimi ve aile oykusu verileri kaydedildi. Hastalar aterosklerotik

risk faktorleri agisindan sorgulandi. Bu degerlendirmeler Kardiyoloji Ana Bilim
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Dallari 6gretim Gyeleri tarafindan yapildi.Calismaya katilan bireylerin periferik ven6z
kan ornekleri, etilendiamin tetraasetik asit (EDTA) i¢ceren tlplere ve serumlari ise

ayrilmak Uzere igeriksiz biyokimya tuplerine alindi.

EDTA’lI tiplere alinan kan ornekleri, DNA izolasyonu yapilmak tzere galisma
gunune kadar +4°C’de saklandi. MMP-3, MMP-9 duzeyleri ve Lipit profili igin ise
iceriksiz biyokimya tuplerine alinan periferik venéz kan oOrnekleri, 10 dakika
bekletildikten sonra 3000 rpm’de 10 dakika santrifij edilerek serumlari ayrildi ve

daha sonra calisiimak tzere - 20 °C’de saklandi.

Yontemler:
Lipit Profili Olgiimleri

Total Kolesterol Olgiimii: Total kolesterol (TK) diizeyleri enzimatik
kolorimetrik yontemle (CHOD/PAP) calisildi. Yontem, kolesterol esterlerinin
kolesterol esteraz (CE) enzimiyle agiga ¢ikan serbest kolesterollin, kolesterol
oksidaz varliginda hidrojen perokside (H20O;) oksidasyonu ve olugan H,Oz'nin ise
peroksidaz (POD) ile fenol ve 4-aminoantiprin (4-AAP) varliginda, kinonimine

doénusumi ve olusan kinoniminin 520 nm’de odlgtlmesi ilkesine dayanmaktadir.

Total kolesterolun 6lgimunde yer alan tepkime denklemi

CE

Kolesterol esterleri + H20 — Kolesterol + Yag asitleri
CHOD

Kolesterol + O, — Kolest-4-en-3-on + H,0»
POD

2H,0, + 4-AAP + fenol — Kinonimin + 4H,0
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HDL Kolesterol Olgiimii: HDL-Kolesterol (HDL-K) élglimiinde homojen
enzimatik kolorimetrik yontem kullanildi. Yontemde magnezyum sulfat ve dekstran
sulfat varliginda, polietilen glikol (PEG) ile modifiye edilmis enzimlere direngli, suda
¢ozunen LDL, VLDL ve silomikron kompleksleri olusturulur. HDL-K kolesterol igerigi
PEG ile modifiye edilmis (%40 oraninda) kolesterol esteraz ve kolesterol oksidaz
tarafindan enzimatik kataliz ile belirlenir. Kolesterol esterleri kolesterol esteraz
tarafindan serbest kolesterol ve yag asitlerine yikilir. Oksijen varliginda kolesterol,
kolesterol oksidaz tarafindan A4-kolestenon ve H,O,’ye okside olur. Hidrojen
peroksit, POD tarafindan 4-AAP ve sodyum-N (2-hidroksi-3-sulfopropil)-3,5-
dimetoksianilin (HSDA) varliginda mavi-mor pigment olusturur. Olugsan mavi-mor

pigmentin 582 nm dalga boyundaki absorbansi spektrofotometrik olarak belirlenir.

HDL-Kolesterol dlgimunde yer alan tepkime denklemi
PEG-CE

HDL-K-ester  + H.O —  Kolesterol + Yag asitleri
PEG-Kolesterol oksidaz

HDL-K + O, — A4-kolestenon + H0;

POD
2H,0, + 4-AAP + HSDA + H" + H,O —  mavi-mor pigment + 5H,0

Trigliserit Olgiimii: Trigliserit (TG) diizeyleri enzimatik kolorimetrik
(gliserolfosfat oksidaz-peroksidaz) yontem ile dlguldd. Yontem, trigliseritlerin
lipoprotein lipaz (LPL) tarafindan serbest yag asitleri ve gliserole hidrolizini,
gliseroluin gliserokinaz (GK) ile gliserol-3-fosfata katalizini, gliserol-3-fosfatin da
gliserol fosfat oksidaz (GPO) tarafindan dihidroksiaseton fosfata (DHAP) ve H2Os'e
oksidasyonunu ve olusan H;O'in POD katalizi esliginde fenol ve 4-aminofenazon ile
tepkimesi sonucu 4-benzokinonmonoiminofenazon olusumuna dayanmaktadir.

Olusan kinon bilesiginin 520 nm’de verdigi absorbans trigliserit ile dogru orantilidir.
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Trigliserit dlgumunde yer alan tepkime denklemi

LPL

Trigiserit + 3H0 — Gliserol + 3 yag asiti
GK

Gliserol + ATP — Gliserol-3-P + ADP
GPO

Gliserol-3-P + (O] — Dihidroksiasetonfosfat + H,0O»
POD

H,O, + 4-AP + 4-klorfenol — 4-benzokinonmonoiminofenazon + 2H,0

LDL ve VLDL Olgiimii
LDL ve VLDL diizeyleri oransal olarak Friedwald esitligine gére hesaplandi.
Friedwald Esitligi;

VLDL = Trigliserid / 5

LDL = Total kolesterol — (HDL+VLDL)

Matriks Metalloproteinaz-3 ve Matriks Metalloproteinaz-9 Serum Duzeylerinin
Belirlenmesi

Serum matriks metalloproteinaz-9 (MMP-9) ve matriks metalloproteinaz-3 (MMP-
3)duzeylerinin belirlenmesinde yarismali ELISA yontemi kullanildi.

Caligsma ilkesi: Serum drnekleri MMP-9 antikorlari ile kaph kuyucuklara eklendi. Bu
antikorlara baglanan serumdaki MMP-9 ve MMP-3 enziminin Uzerine biotinlenmis
anti-insan MMP-9 antikorlari eklendi. Olusan bu komplekse HRP-konjuge
streptavidin eklendi. Kompleks tetrametilbenzidin (TMB) substrati ile olugan rengin
siddeti MMP-9 dlzeyini yansitir.

Sonuglarin hesaplanmasi: Serum oérneklerinin, standartlarin ve sifir standartin

optik yogunlugu Dynex Dsx automated Elisa System cihazinda 450 nm'de okundu.
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Serum MMP-3 dizeyleri

Olciminde RayBio human MMP-3 Elisa Kiti

kullaniimistir.Kit icerigi Tablo 3'de verilmigtir.

Tablo 3. MMP-3 Eliza Kit igerigi

Kimyasal Miktar icerigi
MMP-3 mikropleyti 1adet Insan MMP-3 antikoru kapli 96 kuyucuk
Standartlar 2 sise Rekombinant insan MMP-3'u
Ayirag seyreltici(5x) 15 ml 5 kat yogunlastiriimis ve tamponlanmis
Yikama tamponu(20x) 25 ml 20 kat yogunlastiriimig ¢ozelti
MMP-3 antikoru saptayici 2 sise Biyotinlenmis insan MMP-3 antikoru
HRP-Streptavidin 8 mi 20,000 kat yogunlastirimig HRP bagh Streptavidin
TMB one-step substrat ayiraci| 12 ml 3,3, 5,5-tetrametilbenzidin
Sonlandirma ¢ozeltisi 8 ml 2M sulfurik asit

Tum ayiraglar ve ornekler kullanmadan once oda isisina getirildi.

Ayirag seyreltici : Kullanimdan 6nce ayirag seyreltici saf su ile 5 kat seyreltildi.

Standartlarin hazirlanmasi: Standartin bulundugu sise kisa sure gevrildikten sonra

400 ul 1x'ya seyreltiimis ayirac seyreltici eklendi ve hafifce karistirildi. Boylece 200

ng/ml standart hazirlandi. Bu hazirlanan standart ¢ozeltiden 250 ul alinarak, yine

250 yl 1x 'ya seyreltiimis ayirag seyreltici ile karigtirildi ve boylece 100 ng/ml stok

standart ¢ozeltisi hazirlandi. Hazirlanan 6 tupe 6nce 400'er pl 1x ayirag seyrelticiden

konuldu. Hazirlanmis olan 100 ng/ml'lik stok standart ¢bzeltiden 200 ml alindi

onceden 400 ul 1x ayira¢ seyreltici konulmus tlipe eklendi ve 33,33 ng/ml'lik

standart hazirlandi. Yine ayni sekilde ardisik seyreltmeler yapildi. Yalnizca 400 pl

1x ayirag seyreltici konulmus tup 0 standart olarak kabul edildi.(Sekil 8.)
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Sekil 8. Serum MMP-3 dulzeylerinin saptanmasinda kullanilan standartlarin

hazirlanmasi

Yikama tamponu: 20x yikama tamponundan 20 ml alindi ve saf su ile 400 ml'ye
tamamlanarak 1x yikama tamponu hazirlandi.

Saptayici antikor :1x ayirag seyrelticiden 100 ml alindi saptayici antikorla
karistirilarak ¢odzelti hazirlandi. Daha sonra bu ¢ozelti 1x ayirag seyreltici ile 160 kat
seyreltildi.

HRP-streptavidin: Hrp-streptavidin ¢ozeltisi 1x ayira¢ seyreltici ile 70,000 kat
seyreltildi.

Calisma protokoli:

1. Tum ¢ozeltiler, serum ornekleri ve standartlar hazirlandi.

2. Her bir standart ve ornekten 100 pl alinip uygun kuyucuklara eklendi. Plate tzeri
kapali olarak 2,5 saat oda i1sisinda birakildi.

3. Kuyucuklardaki ¢ozeltiler bosaltilip hazirlanmis 1x yikama tamponu ile 4 defa
yikandi.

4. Her kuyucuga hazirlanmis biotinlenmis antikordan 100 ul eklendi ve oda isisinda
1 saat bekletildi.

5. Kuyucuklardaki g¢ozeltiler bosaltilip hazirlanmis 1x yikama tamponu ile 4 defa
yikandi.

6. Hazirlanmig streptavidin ¢ozeltisinden 100 pl eklendi ve oda isisinda 45

dakika bekletildi.
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7. Kuyucuklardaki ¢ozeltiler bosaltilip hazirlanmis 1x yikama tamponu ile 4 defa
yikandi.

8. Her kuyucuga 100 pl substrat ¢ozeltisi TMB eklendi ve 30 dakika oda

Isisinda ve karanlkta bekletildi.

9. Her kuyucuga 50 pl sonlandirici ¢ozelti eklenip 450 nm’de hemen okuma yapildi.
Serum MMP-9 duzeyleri 6lgiminde ise RayBio human Elisa Kiti kullaniimigtir.Kit

icerigi Tablo 4'de verilmistir.

Tablo 4. MMP-9 Eliza Kit igerigi

Kimyasal Miktari icerigi
MMP-9 mikropleyti 1adet Insan MMP-9 antikoru kapli 96 kuyucuk
Standartlar 2 sise Rekombinant insan MMP-9'U
Ayirag seyreltici(5x) 15 ml 5 kat yogunlastiriimis ve tamponlanmis
Yikama tamponu(20x) 25 ml 20 kat yogunlastiriimis ¢ozelti
MMP-9 antikoru saptayici 2 sise Biyotinlenmis insan MMP-9 antikoru
HRP-Streptavidin 8 ml 20,000 kat yogunlastiriimis HRP bagl

Streptavidin

TMB one-step substrat 12 mi 3,3, 5,5-tetrametilbenzidin
ayiracl
Sonlandirma ¢ozeltisi 8 ml 2M sulfrik asit

Ayirag seyreltici: Kullanimdan 6nce saf su ile 5 kat seyreltildi.

Standart hazirlanmasi: Standartin bulundugu sise kisa sure gevrildikten sonra 400
Ml 1x'ya seyreltiimis ayirac seyreltici eklendi ve hafifge karistirildi. Boylece 50ng/ml
ng/ml standart hazirlandi. MMP-9’dan 80 ul alinip 586,7 pl 1x ayirag seyreltici ile bir
tupe konularak 6000 pg/ml stok standart ¢ozelti hazirlandi. Hazirlanan 7 tipe once
400'er pl 1x ayirag seyrelticiden konuldu. Hazirlanmig olan 6000 pg/ml'lik stok
standart ¢ozeltiden 200 ml alindi dnceden 400 ul 1x ayirag seyreltici konulmus tlpe
eklendi ve 2000 pg/ml'lik standart hazirlandi. Yine ayni sekilde ardisik seyreltmeler
yapildi. Yalnizca 400 pl 1x ayirag seyreltici konulmus tup "0" standart olarak kabul
edildi.(Sekil 9)
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Sekil 9. Serum MMP-9 dizeylerinin saptanmasinda kullanilan standartlarin

hazirlanmasi

Yikama tamponu: 20x yikama tamponundan 20 ml alindi ve saf su ile 400 ml'ye
tamamlanarak 1x yilkama tamponu hazirlandi.

Saptayici antikor:1x ayirag seyrelticiden 100 ml alindi saptayici antikorla
karigtirilarak ¢ozelti hazirlandi. Daha sonra bu ¢ozelti 1x ayirag seyreltici ile 100 kat
seyreltildi.

HRP-streptavidin: HRP-streptavidin ¢ozeltisi 1x ayira¢ seyreltici ile 20,000 kat
seyreltildi.

Caligsma protokoli:

1. TUm cozeltiler, serum ornekleri ve standartlar hazirlandi.

2. Her bir standart ve ornekten 100 pl alinip uygun kuyucuklara eklendi. Plate Uzeri
kapall olarak 2,5 saat oda I1sisinda birakildi.

3. Kuyucuklardaki g¢ozeltiler bosaltilip hazirlanmis 1x yikama tamponu ile 4 defa
yikandi.

4. Her kuyucuga hazirlanmig biotinlenmis antikordan 100 ul eklendi ve oda isisinda
1 saat bekletildi.

5. Kuyucuklardaki g¢ozeltiler bosaltilip hazirlanmis 1x yikama tamponu ile 4 defa
yikandi.
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6. Hazirlanmig streptavidin ¢dzeltisinden 100 pl eklendi ve oda isisinda 45

dakika bekletildi.

7. Kuyucuklardaki cozeltiler bosaltilip hazirlanmis 1x yikama tamponu ile 4 defa
yikandi.

8. Her kuyucuga 100 pl substrat ¢ozeltisi TMB eklendi ve 30 dakika oda

Isisinda ve karanlikta bekletildi.

9. Her kuyucuga 50 pl sonlandirici ¢ozelti eklenip 450 nm’de hemen okuma yapildi.

Matriks Metalloproteinaz-3 (MMP-3) ve Matriks Metalloproteinaz-9 (MMP-9)

Mutasyon Analizlerinin Belirlenmesi

DNA izolasyonu: Calisma gruplarini olusturan bireylere ait kan ©rneklerinden,
asagidaki protokole uygun olarak DNA izolasyonlari yapildi ve ¢alisma anina kadar
+4 °C’de saklandl.

ilke: Hicreler, tim niikleazlar hizla inhibe eden kaotropik bir tuz (guanidin HCI)
varhginda proteinaz K ile kisa sureli inkibasyon sonunda pargalanir. Hucresel
nukleik asitler purifikasyon filtre tuplerinde bulunan 6zel fiber cam yapilya segici
olarak baglanir. Bagh nukleik asitler kontamine edici hlcresel elemanlardan hizli
ylkama ve cevirme islemleri ile arindinilir. Bu iglemin gerceklesmesinde Cizelge
3.1'de igerigi verilen inhibitor temizleyici tampon ve yikama tamponu
kullaniimaktadir. Son olarak dusuk tuz elisyonuyla nukleik asitlerin fiber cam
yapidan ayrilmalari saglanir.

Caligsma protokolu:

1. 1,5 ml’lik kapakh steril bir tiupe, 200 pl tam kan alindi ve Uzerine sirasiyla 200

gl baglayici tampon ve 40 ul proteinaz K eklendi. Proteinaz K eklenmesini

takiben tuplerin kapaklari kapatilarak hemen karistirildi.

2. Tapler 10 dakika 72°C’de inkube edildi.

3. inkiibasyonun ardindan 100 pl izopropanol eklendi, iyice karistirildi ve karisim

filtre tipUne aktarildi.
4. Bir dakika 8000 rpm’de santrifuj edildi.
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5. Toplama tupu degistirildi ve tipe 500 pl inhibitdr uzaklastirici tampon eklendi.
1 dakika 8000 rpm’de santriflij edildi ve toplama tupu tekrar degistirildi.

6. Ardindan tupe 500 pl yikama tamponu eklendi ve 1 dakika 8000 rpm’de
santrifij edildi. Toplama tupu degistirildi.

7. Bu yikama islemi bir kez daha tekrar edildi ve toplama tupu degistirildi.

8. Tupe herhangi bir ¢ozelti eklenmeden 10 saniye 8000 rpm’de tekrar santrifij
edildi.

9. Son olarak 1.5 ml'lik kapakli DNA saklama tuplerine filtre tlpleri yerlestirilerek
icerisine 72°C’de bekletilen elisyon tamponundan 200 ul eklenerek 1 dakika
8000 rpm’de santrifuj edildi. Bu defa DNA ellisyon tamponunun yardimi ile 1.5
ml’lik kapakli DNA saklama tuplerine gectigi icin filtre tpleri uzaklastirildi ve

DNA eldesi tamamlandi.

Mutasyon Analizi icin MMP-3 5A/6A Primer ve Prob Tasarimi:

MMP-3 mutasyon analizi igin kullanilacak olan amplifikasyon primerleri ve
flurofor-isaretli problar sentezlettiriimis ve ters-faz HPLC ile saflastiriimistir
(GENMAR). Amplifikasyonda kodlama dizisinin 5 ucunda yerlesik varyantlar icin
olmak Uzere iki set primer kullaniimistir. MMP-3 5A/6A genotiplenmesi igin primer
ve prob dizileri tablo 5'de verilmigtir. Primerler SA/6A varyantin yer aldigi 7815 b¢'lik
amplikon eldesi i¢in kullaniimistir. 5A/6A mutasyonun belirlenmesi i¢in ¢apa prob ve
belirleme probu kullaniimigtir.

Capa Probun S’ucu LCRed 640 ile isaretlenmis, (Taq polimeraz tarafindan
olasi uzamanin engellenmesi icin) 3’ ucu fosforile edilmis 29-mer oligonukleotid
dizisidir.

Belirleme probu Capa probundan bir baz uzakliktaki bélgeye komplementer

3’ ucu floresanlanmis 19-mer oligonukleotiddir.
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Tablo 5. MMP-3 5A/6A Genotiplemesi icin Kullanilan Primer ve Prob Dizileri

Primer ve Problar Primer ve Prob Dizileri

Forward Primer 5’GAGCTGCCACAGCTTCTACA

Reverse Primer 5 CTCAACCTCTCAAAGTGCTAGGAT

Belirleme Probu 5-AAGACATGGTTTTTTCCCC-FL

Capa Prob 5-L640-CATCAAAGGAATGGAGAACCATAGAATAC-PH

MMP-3 5A/6A Mutasyonlarina Ait PZR Kosullari
MMP-3 5A/6A mutasyon analizi igin kullanilan materyallerin miktarlari Tablo
6'da , PZR kosullari Tablo 7’de verilmistir.

Tablo 6 . MMP-3 Polimorfizm Analizinde Kullanilan Reaktiflerin Miktarlari

Reaktif Miktar (pL)
Forward primer 0,2
Reverse primer 1,0
Capa probu 1,0
Belirleme probu 1,0
MgCl, 25mM 1,6
Master hibridizasyon probu 10x 2,0
Ari su 8,2
Ornek DNA yada MMP-3 kontrolii 5,0
Toplam Tepkime Hacmi 20
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Tablo 7. MMP-3 Polimorfizm Analizi icin PZR Kosullari

PZR asamalari Hedef | Bekleme | Isi gecig Floresan okuma
1s1 (°C)| suiresi orani (°/sn)
(sn)
Denatiirasyon 95 600 4.4 Yok
AmplifikasyonDenatiirasyon|, 95 5 4,4 Yok
(45 Dongl) Yapigsma 55 10 2,2 Tek
Uzama 72 15 4.4 Yok
Melting Curve Dinlenme 1 95 30 4,4 Yok
Dinlenme 2 40 60 1,5 Yok
Okuma 78 0 - Surekli
Soguma 40 30 1,5 Yok

MMP-9 Mutasyon Analizi igin Primer ve Prob Tasarimi: MMP-9 mutasyon analizi
icin kullanilacak olan amplifikasyon primerleri ve flurofor-isaretli problar
sentezlettiriimis ve ters-faz HPLC ile saflastinimistir (GENMAR). Amplifikasyonda
kodlama dizisinin &’ ucunda yerlesik varyantlar igin olmak Uzere iki set primer
kullaniimistirr MMP-9 C1562T genotiplenmesi igin primer ve prob dizileri Tablo 8'de
verilmigtir. Primerler C1562T varyantin yer aldigi 7654 b¢'lik amplikon eldesi igin
kullaniimistir. C1562T mutasyonun belirlenmesi icin ¢apa prob ve belirleme probu
kullaniimistir.

Capa Probun 5'ucu LCRed 640 ile isaretlenmis, (Taq polimeraz tarafindan olasi
uzamanin engellenmesi i¢in) 3’ ucu fosforile edilmis 23-mer oligontkleotid dizisidir.
Belirleme probu Capa probundan bir baz uzaklktaki bélgeye komplementer 3’ ucu

floresanlanmis 25-mer oligonukleotiddir.
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Tablo 8. MMP-9 C1562T Genotiplemesi igin Kullanilan Primer ve Prob Dizileri

Primer ve Problar | Primer ve Prob Dizileri

Forward Primer 5AAACCAGCCTGGTCAACGT
Reverse Primer 5TGATCTCGGCTCACTGCAA
Belirleme Probu 5-CGCACGCCTATAATACCAGCTACTC-FL

Capa Prob 5'-L640-GAGGCTGAGGCAGGAGAATTGCT-PH

MMP-9 C1562T Mutasyon Analizine Ait PZR Kosullari

MMP-9 C1562 mutasyon analizi igin kullanilan materyallerin miktarlari tablo 9'da ,

PZR kosullari tablo 10°’da verilmigtir.

Tablo 9. MMP-9 C1562T Polimorfizm Analizinde Kullanilan Reaktiflerin Miktarlari

Reaktif Miktar (L)
Forward primer 1,0
Reverse primer 1,0
Capa probu 1,0
Belirleme probu 1,0
MgCl, 25mM 1,6
Master hibridizasyon probu 10x 2,0
Ari su 7.4
Ornek DNA yada MMP-3 5A/6A 5,0
kontrolu
Toplam Tepkime Hacmi 20
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Tablo 10. MMP-9 C1562T Polimorfizm Analizi igin PZR Kosullari

Hedef 1sif Bekleme | Isi gegis oran Floresan okuma
(°C) siiresi (sn) (°C/sn)
PCR asamalari

Denatiirasyon 95 600 4.4 Yok
Amplifikasyon | Denatiirasyon 95 5 4.4 Yok
(45 Dongl) Yapisma 55 10 2.2 Tek

Uzama 72 15 4.4 Yok
Melting Curve | Dinlenme 1 95 30 4.4 Yok

Dinlenme 2 40 60 1.5 Yok

Okuma 78 0 - Sarekli
Soguma 40 30 1.5 Yok

MMP-3 ve MMP-9 Mutasyon Analizlerine Ait Melting Curve Analizleri (Genotip
Belirlenmesi)

Genotip belirleme, hibridizasyon problarinin erime 1sis1 farklarindan
yararlanilarak yapilir. Problardan birisi (¢capa prob) mutasyonlu bdlgeye baglanirken,
diger prob ise capa probdan en fazla iki baz uzaklikta ayni dizinin devamina
baglanir. Mutasyonlu dizi ve dogal dizi arasindaki baz farki, baglanan problarin artan
Istyla birlikte farkli zamanlarda ayrilmalarina neden olur. Melting Curve analizi bu
farktan yararlanarak dogal ve mutant tipleri birbirinden ayirir.

Ayrilma isleminde yani Melting Curve analizinde 1si belirli bir alt seviyeden
(genellikle 40°C) belirli bir Ust seviyeye (genellikle 75-85°C) kadar saniyede yaklasik
0,1°C artar. Problar bagh bulunduklar diziden ayrildiklarinda iki prob arasindaki
FRET kesilir ve sinyal uretimi olmaz.

Calismamizda genotip analizi yapilan MMP-9 mutasyonuna ait Melting Curve
analiz goruntuleri ve varyantlarinin erime isilari sekil 10 (MMP-9 C-1562T CT), sekil
11(MMP-9 C-1562T TT) ve sekil 12 (MMP-9 C-1562T CC) de verilmis olup erime
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isilart (Tw), CC (dogal tip) genotipi icin 63°C ve TT (mutant tip) genotipi igin ise
55°C’drr.

Melting Peaks

1'dT) Fluorescence (498-640
L e S o

=

)

52

T 008

Temoerature [*C1

Sekil 10. MMP-9 C-1562T CT genotipine ait erime 1sisi analiz gorintusu
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Sekil 11. MMP-9 C-1562T TT genotipine ait erime isisI analiz goruntusu
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Melting Peaks
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Sekil 12. MMP-9 C-1562T CC genotipine ait erime isisi analiz goruntusu

MMP-3  mutasyon analizine ait Melting Curve analiz goruntiuleri ve
varyantlarinin erime isilari sekil 13 (MMP-3 5A/6A), sekil 14 (MMP-3 6A/6A) ve
sekil 15 (MMP-3 5A/5A’de verilmis olup erime isilari (Tyu), 5A (dogal tip) genotipi igin
62 °C ve 6A (mutant tip) genotipi icin ise 53,5°C’dr.
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Sekil 13. MMP-3 5A/6A genotipine ait erime 1sis1 analiz goruntusu
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Sekil 14. MMP-3 6A/6A genotipine ait erime 1sisI analiz goéruntusu
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Sekil 15. MMP-3 5A/5A genotipine ait erime 1sis1 analiz goéruntusu
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istatistiksel Yontemler

istatistiksel analizler icin SPSS 11,5 (Stastistical Package for Social
Sciences version) paket programi kullanildi. Total kolesterol, HDL-K, LDL-K, VLDL
ve trigliseritin normal dagihm gosterip gostermedikleri Shapiro-Wilk testi ile
incelendi. Normal dagilim gdsterenler bagimsiz iki grup karsilastirma testlerinden
Independent sample t testi ile normal dagilim géstermeyenler ise Mann-Whitney U
test ile karsilastinldi. MMP3 ve MMP9 dlzeyleri bakimindan ikiden fazla grubun
kargilastiriimasinda ise normal dagilim gostermediginden Kruskal-Wallis testi ile
degerlendirildi. Allellerin genotiplere dagilimi ve bu dagilimin beklenen degerlerle
uyumunun (Hardy-Weinberg dengesi) incelenmesinde tum gruplarda tim
genotiplerin dengede oldugu saptandi. Genotiplerin diger parametrelerle iliskisini
incelemek amaciyla Ki-kare veya Likelihood Ratio testi kullanildi. istatistik

analizlerde p<0.05 ise sonuglar anlaml kabul edildi.
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BULGULAR
Kontrol ve Hasta Gruplarina Ait Tanimlayici Bulgular

Mersin Universitesi Tip Fakiiltesi Hastanesi Kardioloji Poliklinigine gégis
agrisi ile bagvuran ve AMI tanisi alarak kardioloji servisine yatan hastalarin
%76.7’si erkek, %23.3’0 kadin olup yas ortalamasi 60.6 + 12.3 olarak saptandi.
Kontrol grubunun %56.7'si kadin, %43.3'U erkek olup yas ortalamasi 44.3 + 15.7
olarak belirlendi. Hasta ve kontrol grubuna ait cinsiyet dagilimlari Sekil 16’da

verilmigtir.

O Kadin
M Erkek

Kontrol Hasta

Sekil 16. Kontrol ve hasta grubunda cinsiyet dagilimi

Hasta grubunun yaslari kontrol grubu ile karsilastirildiginda istatistiksel
olarak anlamli derecede yuksek bulundu (p<0.001). Beklendigi Uzere bireylerde
yaslanma ile birlikte akut miyokard infarktlisi olma riski artmaktadir. Cinsiyete gore
AMi gecirme riski degerlendirildiginde; erkeklerde kadinlara gére risk 4.496 kat
fazla olarak saptandi (p=0.001) OR = 4.496 (%95 GA = 2.364 — 8.553).
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Geleneksel Risk Etkenleri ile AMi iligkisine Ait Tanimlayici Bulgular

Hasta grubuna ait geleneksel risk etkenlerinden diabet, ylksek tansiyon,

sigara kullanimi gibi demografik ve tanimlayici veriler Tablo 11’de verilmigtir.

Tablo 11. Kontrol Ve Hasta Gruplarinin Demografik ve Tanimlayici Verileri

Demografik Hasta (%)

Veriler

HT Var 28.9%

DM Var 11.1%

HT,DM Var 23.3%

Hastalik Yok 36.7%

Sigara Var 35.6%
Yok 64.4%

MMP-3 5A/6A ve MMP-9 C-1562T polimorfizmlerinin bu bolgede yapilan ilk

calisma olmasi nedeni ile saglkl bireylerde bu polimorfizmlerin dagilhmini
belirlemek amaciyla kontrol grubu, sigara, ylksek tansiyon, diabet gibi geleneksel
risk etmenleri ve herhangi bir sistemik hastalik agisindan dislanmistir. Hasta
grubunda geleneksel risk etkenlerinden olan Hipertansiyon, Diabetes mellitus

hastaliklarindan bir ya da ikisini tagiyanlarin toplam orani % 63.3 iken bu risk

etmenlerini tagsimayanlarin orani %36.7 olarak bulundu.
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Kontrol ve Hasta Gruplarinda Serum Glukoz, CRP ve Lipid Profil Diizeylerine
Ait Bulgular

Kontrol ve hasta gruplarinda serum glukoz, CRP ve lipid profillerine ait

degerler Tablo 12’de verilmistir.

Tablo 12 . Kontrol ve Hasta Gruplarinda Serum Glukoz, CRP ve Lipid Profil

Duzeyleri
Kontrol Hasta
P
(Ort = SD) (Ort = SD)

Glukoz 100.57+ 26.10 167.37 + 87.55 0.001
CRP 5.89 + 15.54 25.09 + 43.54 0.001
T.Kolesterol 199.22 +5.10 171.13 + 50.20 0.003
HDL 52.79 + 14.49 38.78 + 12.98 0.001
LDL 120.11 + 38.57 98.39 + 39.69 0.006
VLDL 25.06 + 16.79 36.15 + 21.35 0.022

P: Gruplar arasi anlamlilik derecesi

Hasta grubunda, kontrol grubuna oranla serum glukoz ve CRP duzeyleri
anlamli derecede yuksek bulundu (p=0.001). HDL kolesterol dlzeyleri kontrol
grubunda hasta grubuna goére anlamli derecede ylksek bulundu.(p=0.001) Total
kolesterol duzeyleri hasta grubunda kontrol grubuna gore daha duguk olarak
belirlendi (p=0.003). Benzer olarak LDL kolesterol duzeyleri yine hasta grubunda
kontrol grubuna gore daha dusuk bulundu (p=0.006).
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Kontrol ve Hasta Gruplarinda Serum MMP-3 ve MMP-9 Diizeylerine Ait
Bulgular

Kontrol ve hasta gruplarinin serum MMP-3 ve MMP-9 duzeylerine ait bulgular
Tablo 13’te verilmistir.

Tablo 13. Kontrol ve Hasta Gruplarinin Serum MMP-3 ve MMP-9 Duizeyleri

Kontrol Hasta
Parametre p
(Median,Min,Maks ((Median,Min,Maks)
5A/5A | 1.887, 0.504, 17.29 0.862, 0.123, 36.61 0.001
6A/6A | 1,649, 0,623, 4.494 0.681, 0.072, 7.231 0.059
MMP-3
5A/6A | 1.987,0.671, 31.21 0.802, 0.026, 18.29 0.001
CC | 1458.8, 0.664, 3881.4 2314.2, 1323.4, 2920.8 0.001
MMP-9 TT 1353.15, 230.87, 3987.8 | 2104.8, 70.72, 4215.8 0.121
CT |1494.4,1.027, 3033.2 2227.65,1402.4,3274.1 0.001

P: Gruplar arasi anlamlilik derecesi

Serum MMP-3 dizeyleri MMP-3 5A/6A, 5A/5A genotipine sahip hastalarda
kontrol grubuna oranla anlamli bir bigimde dugsuk bulundu (p=0.001). MMP-3,
6A/6A genotipine sahip hastalarda ise serum MMP-3 duzeyleri kontrol grubuna
gbre dusik olmakla birlikte istatistiksel olarak anlamli saptanmadi. Hastalarda
MMP-3 5A/5A, 5A/6A, 6A/6A genotipleri gdéz Onlne alindiginda genotipler
arasinda MMP-3 duzeyleri agisindan kontrol ve hasta gruplari arasinda anlamli bir

fark bulunmad..

MMP-9 mutasyonunda ise MMP-3’Un tersine CC ve CT genotipine sahip
hastalarda MMP-9 duzeyleri kontrol grubuna goére daha yuksek bulundu (p=0.001).
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MMP-9 CC, CT, TT genotipleri géz dnune alindiginda genotipler arasinda MMP-9

dizeyleri agisindan kontrol ve hasta gruplari arasinda bir fark saptanmadi.

Kontrol ve Hasta Gruplarinda MMP-3 ve MMP-9 Gen Genotip Dagilimina Ait
Bulgular

Kontrol ve hasta gruplarina ait MMP-3 5A/6A ve MMP-9 C-1562 T gen

polimorfizmlerinin genotip dagilimlarina ait bulgular Tablo 14’de verilmistir.

Tablo 14. Kontrol ve Hasta Gruplarina ait MMP-3 ve MMP-9 Gen

Polimorfizmlerinin Genotip Dagilimlari

Genotip Sikhgi o]
n (%)
Kontrol Hasta

5A/5A 39 (43.3%) 28 (31.1%) 0.087

MMP-3 6A/6A 8 (8.9%) 21 (23.3%) 0.007
5A/6A 43 (47.8%) 41 (45.6%) 0.765

CcC 43 (47.8%) 41 (45.6%) 0.765

MMP-9 TT 8 (8.9%) 13 (14.4%) 0.244
CT 39 (43.3%) 36 (40.0%) 0.650

P: Gruplar arasi anlamlilik derecesi

MMP-9 genotip dagilimi agisindan hasta (p=0.278) ve kontrol (p=0.841)
gruplari Hardy-Weinberg dengesindedir. MMP-3 genotip dagilimi agisindan da
hasta (p=0.429) ve kontrol (p=0.424) gruplari Hardy-Weinberg dengesindedir.

MMP-3 mutasyonu bakimindan hasta ve kontrol gruplari arasinda bir farklilik

oldugu saptandi (p=0,021). MMP-3 mutasyonu i¢cin hasta grubunda 5A/5A genotip
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dagilimi orani %31.1, kontrol grubunda % 43.3 olarak saptandi. 5A/5A genotip
dagihmi hasta ve kontrol gruplarinda benzer olarak saptandi (p=0.087). Benzer
bicimde 5A/6A genotip oranlari, hasta grubunda %45.6 iken kontrol grubunda %47
olarak belirlendi. Aralarinda anlaml bir farkhlik gézlenmedi (p=0.765). Bunlardan
farkl olarak 6A/6A genotip dagihm oraninda ise hasta grubunda (%23.3), kontrol
grubuna (%8.9) oranla anlaml bir farklilik saptandi (p=0.007). Akut miyokard
infarktlsinde, 6A/6A genotipi tasiyanlarin 5A/5A tasiyanlara gore 3.656 kat daha
fazla oldugu tespit edildi. OR = 3.656 (%95 GA = 1.417 — 9.436), p=0.007. Akut
miyokard infarktisinde, 5A/6A genotipi tasityanlarin 5A/5A tagiyanlara gore 1.328
kat daha fazla oldugu tespit edildi. OR = 1.328 (%95 GA = 0.695 — 2.537), p=0.390.

MMP-9 mutasyonu bakimindan hasta ve kontrol gruplari arasinda bir farkllik
g6zlenmedi (p=0,507). MMP-9 mutasyonu igin ise hasta grubunda CC genotip
orani %45.6, kontrol grubunda % 47.8 olarak belirlendi (p=0.765). TT genotip
oranlari hasta grubunda %14.4, kontrol grubunda % 8.9 olarak belirlendi (p=0.244).
CT genotip oranlari hasta grubunda %40, kontrol grubunda %43.3 olarak belirlendi
(p=0.650). Ancak gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark saptanmadi
(p=0.507).

Kontrol ve Hasta Gruplarinda MMP-3 ve MMP-9 Allel Dagilimina Ait Bulgular

Kontrol ve hasta grubunda MMP-3 5A, 6A allelleri, MMP-9 C ve T allellerinin

dagilimlari tablo 15’te verilmistir.
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Tablo 15. MMP-3 Ve MMP-9 Gen Polimorfizmlerinin Allel Sikliklarinin Dagilimlari

5 Kontrol Hasta
ALLEL SIKLIGI
Sayi1 (%) Sayi (%) P degeri

S5A 121 (67.2%) | 97 (53.9%) 0.013
MMP-3

6A 59 (32.8%) | 83(46.1%)

C 125 (69.4%) | 118 (65.6%) 0.500
MMP-9

T 55 (30.6%) | 62(34.4%)

MMP-9 C alleli kontrol grubunun %69.4’ande belirlenirken, hasta grubunun
%65.6'sinda belirlendi. MMP-9 T alleli ise kontrol grubunun %30.6’sinda
belirlenirken, hasta grubunun %34.4’4nde belirlendi. MMP-9 C ve T allellerinin
dagihmi acgisindan kontrol grubu ile hasta grubu arasinda anlamli bir farklilk

saptanmadi (p=0.500).

MMP-3 5A alleli kontrol grubunun %67.2’sinde belirlenirken, hasta
grubunun %53.9’unda belirlendi. MMP-3 6A alleli ise kontrol grubunun %32.8’inde
belirlenirken, hasta grubunun %46.1’'inde belirlenmigtir. Sonug olarak MMP-3
agisindan da 5A ve 6A allellerinin dagihmi incelendiginde kontrol grubu ile hasta

grubu arasinda anlamli bir fark saptandi (p=0.013).

Akut miyokard infarktisunde, 6A alleli tagiyanlarin 5A alleli tagiyanlara gore
1.755 kat daha fazla oldugu tespit edildi. OR = 1.755 (%95 GA = 1.144 — 2.691),
p=0.010.
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TARTISMA

Akut miyokard infarktliisi didnyada O6lim nedenlerinin  en basta gelen
nedenidir. Miyokard infarktlsu birincil bir olay olmayip, her zaman iskemi sonucunda
gelisir. Miyokard iskemisi ise miyokardin oksijen gereksiniminin artmasi ya da
sunumunun azalmasi ile ortaya ¢ikmaktadir. iskemi hangi siddette olursa olsun
miyositlerde geri donlUsimsuz hasar yapacak kadar slrerse, miyokard infarktlsu
gelisir. AMI icin en ®nemli risk faktdrleri ; hiperkolesterolemi, hipertansiyon, diabetes
mellitus, sismanlik ve koroner arter hastaligi aile dykistdir.*’

Koroner arterlerin  aterosklerozu, AMi'nin baskin mekanizmasidir.
Aterosklerotik plagin bluylimesi, damar intima tabakasinda lipid, hicre disi matriks
elemanlari ve hucrelerin  birikmesiyle gerceklesmektedir. Ateromatoz plagin
yipranmasi ya da yirtiimasi AMi'ye ilerleyen olaylar zincirinin baslangici olan
tromboza yol agmaktadir. AMi fizyopatolojisi Matriks Metalloproteinaz (MMP) gibi
cesitli proteinlerin dahil oldugu karmasik bir suregtir. Yapilan arastirmalarda, MMP
etkinliginin ateromatdéz plak olusumunu kolaylastirabilecegi, arter duvarini
zayiflatabilecegi ve plagin yirtimasina neden olarak AMi'ye neden olabilecegi ileri

sirtlmektedir.*®
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Aterosklerotik plaklarda MMP-3 ve MMP-9 en vyaygin bulunan MMP
enzimleridir.’®* MMP-3 ateromatdz plaklarda eksprese edilirken normal arterlerde
eksprese edilmemektedir.®

Genel olarak AMI sikhgi hipertansiyon, diabetes mellitus ve
hiperkolesterolemi gibi geleneksel risk etmenlerinin bulunmasi ile birlikte
artmaktadir. Bu risk etmenlerinin her biri genetik kontrol altindayken AMi icin aile
OykUsunun bulunmasi bu hastaliga yatkinlik agisindan bagimsiz bir etken olarak
tanimlanmaktadir. Bu durum da AMIi icin baska duyarli genlerin varhgini
dusundurmektedir. Dahasi bazi hastalarin gecirilmis miyokard infarktisu olmasina
ragmen geleneksel risk etmenlerinin olmamasi, olaya tanimlanmamis genetik
icerigin eslik ettigini dusundurmektedir. Bu hastaligin 6nlenmesi halk saghgi
acisindan ®énemli bir amactir. AMi’nin dnlenmesi icin yaklagsimlardan bir tanesi de
hastaliga duyarhligi artiran genleri tanimlamaktir. Ayrica genetik polimorfizmlerdeki
irksal farkliliklardan dolayi bu irklardaki AMi ile iligkili polimorfizmler igin bir veri

tabani olusturulmasi 6nem kazanmaktadir.’

Akut miyokard infarktlisu geciren hastalarin dnemli bir kisminda geleneksel
risk etkenlerinin olmayisi nedeniyle arastirmacilar genetik calismalara yonelmigtir.
Son yillardaki yayinlarda koroner arter hastaligi ve AMi ile iligkili olabilecek MMP
genleri tanimlanmaya baslamistir. Biz de ¢galismamizda dncelikle hasta ve kontrol
gruplarina ait risk faktorlerini degerlendirdik ve Mersin bolgesinde bu
polimorfizmler ile AMi arasindaki iligkiyi ortaya koymayi amacladik.

Yapilan galismalarin gogunda cinsiyet, sigara, yuksek tansiyon,
hiperkolesterolemi ve seker hastaligi gibi geleneksel risk faktérlerinin AMI ile
birlikteliklerini belirgin yiiksek siklikta bulunmustur.®®***>® Geleneksel risk
faktorlerinden yiiksek tansiyon ve hiperkolesterolemi dahil hig birinin AMi icin risk
olusturmadiklari belirtilmistir. >*® Kim ve ark.(2005) AMi gegiren hastalarla kontrol
grubu arasinda geleneksel risk etkenlerinden yalnizca yas ve LDL kolesterol
diizeyinin istatistiksel anlam tasidigini belirtmislerdir."

Bizim galismamizda hasta grubunda kan glukoz (p< 0.001) ve hsCRP (p<
0.001) dulzeyi belirgin bir bigimde yuksek olarak saptandi. Yukaridaki
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calismalardan farkli olarak kontrol grubunda hasta grubuna goére total kolesterol
(p=0.003), HDL (p=0.001) ve LDL kolesterol (p=0.006) dizeyleri anlaml bir
bicimde yuksek bulundu. Total kolesterol ve LDL kolesterol duzeyleri hasta
grubunda dusuk olarak saptandi. Bu dusuklugun nedeni kullandiklari lipid dagtricu

ilaglara bagli olmakla birlikte bu ilaglarin AMI riskini azaltamadiklari séylenebilir.

MMP3 5A/6A promoter polimorfizmi ve ateroskleroz arasindaki iliski ilk
olarak 1995 yilinda tanimlanmistir ve  6A/6A genotipi koroner aterosklerozun hizli
ilerlemesiyle iliskili bulunmustur. %

Yapilan daha bir ¢ok arastirma bu arastirmayi destekler niteliktedir.
Hastalarda MMP-3 6A/6A genotipinin gorilme sikhgi arttikca %50 darlik bulunan
koroner arter sayisi artmakla birlikte en az bir koroner arterinde %50 darlik olan
MMP-3 5A/5A genotipli hastalarda ise miyokard infarktis riski artmis olarak
saptanmistir. °® Geleneksel kardiyovaskiiler risk etkeni olmayan bayanlarda MMP-3
6A allelinin bulunmasi kalp damar hastaligi agisindan bagimsiz risk etmeni olarak
tanimlanmaktadir. *° Yapilan baska bir calismada MMP-3 5A alleli ile kararl anjina
arasinda iliski bulunmustur. ®°

Terashima ve ark.(1999) yaptigi ¢calismada MMP-3 promotor bdlgesinde
5A/6A polimorfizmi ile AMi arasinda istatistiksel agidan  belirgin iligkili oldugu ve
diger risk faktorlerinden badimsiz olarak yeni patolojik risk faktéri olmasi
gerektigini belirtmisler.>® Nanni ve ark.(2007) Italyan toplumunda MMP-3 5A/6A ve
MMP-9 C/T polimorfizmini tagima oraninin hasta ve kontrol grubu arasinda bir
farkhlik gostermedigini bu yluzden de erken koroner arter hastaligi agisindan bu
polimorfizmlerin ana belirte¢ olamayacagini belirtmislerdir. Yine bu arastirmacilar bu
polimorfizmler ile plazma MMP-3 duzeyleri arasinda bir iligki bulamamiglardir. 1 Bu
c¢alismanin tersine diger bir galismada MMP-3 6A/6A genotipi belirgin darligi olan
koroner arter sayisinin ¢oklugu ile ilgili bulunmusken MMP-3 5A/6A ve 5A/5A
genotipi AMI ile iligkili bulunmustur. Yine bu calismada biitiin polimorfizmler arasinda

en fazla AMI ile iligkili olan 5A/6A polimorfizmi olarak saptanmustir. *®
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Wang ve ark.(2011) yayinlanan ¢aligmalari derleyerek yaptiklari meta
analizinde MMP-3 5A/6A ve MMP-9 -1562 C/T polimorfizmlerinin AMi’'ye duyarlilik
icin risk etmenleri oldugu ancak etnik farkliiga gére bu iligskinin degisebilecegi
belirtiimektedir. *

Ghaderian ve ark.(2010) MMP-3 5A/5A genotipini ve 5A allel dagilimini
AMi hastalarinda kontrol grubuna gére daha yiiksek oranda bulmuslar ve - MMP-3
5A allelinin AMi gelisimi icin bagimsiz bir risk faktdri olabilecegini ancak ayni
durumun MMP-9 mutasyonu ic¢in s6z konusu olmadigini belirtmiglerdir. Ayrica bu
calismada plazma MMP-3 duzeyi 5A alleli tagiyanlarda 6A tasiyanlara gore belirgin
derecede farkli bulunmustur. &

Bu calismaya benzer olarak Japon toplumundaki AMI hastalarinda kontrol
grubuna gére MMP-3 5A/6A + 5A/5A genotipinin goriime sikliginin belirgin bigimde
yiksek oldugu ve 5A/6A polimorfizminin AMI igin yeni patogenetik risk faktori
olarak degerlendirilmesi gerektigi bildirilmistir.>

Diger MMP-3 polimorfizmleri (-1986 T/C,-1612 5A/6A, -1346 A/C, -709 A/C, -
376 G/C ve +802 A/G genotipi) ile KAH arasindaki iligkiyi arastiran ve 1240 hasta
uzerinde yapilan bir baska galismada bu genotipler ile KAH arasinda bir iligki
saptanmamigtir yalnizca MMP-3 5A/6A genotipi ile KAH arasindaki iligkinin belirgin
oldugu belirtiimistir. °®

Hint toplumunda yapilan bir caismada MMP-3 5A/6A genotipi agisindan
kontrol grubu ile kararli, karasiz anjina ve AMi grubu karsilastirildiginda anlamli bir
fark bulunamadiyi ancak AMIi grubunda serum MMP-3 dizeylerinin 6A/6A

genotipinde belirgin bir bicimde yiiksek oldugu belirtilmistir. &

Sayi olarak genis
baska bir toplum c¢alismasinda MMP-3 5A/6A ile miyokard infarktliisi arasinda
guglt iligki bulunmus ve miyokard infarktisunid Ongorme agisindan  degerli
olabilecegi 6ne siiriilmustir.>

Humphries ve ark.(2002) MMP-3 6A/6A genotipinin anjiyoplasti sonrasi
yeniden tikanma acisindan genetik yatkinlik olusturdugunu belirtmistir. ®° Benzer
olarak bagka bir calisma da MMP-3 promotor polimorfizmi ile aterosklerozun

ilerlemesi arasinda bir iliski oldugu belirtilmis olup 6zellikle 6A/6A olanlarda 5A/5A
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olanlara gore hem aterosklerozun hizli ilerlemesi hem de yeni lezyonlarin olugmasi
acisindan riskin belirgin oldugu bildirilmistir. ®®

Kim J S ve ark.(2002) stabil anjinada MMP-3 promotor geninde 6A/6A,
5A/6A, 5A/5A genotiplerin gorulme sikligini sirasiyla %76.2, %22.6, %1.2 olarak
MMP-9 promotor geninde CC, CT, TT genotiplerinin gorilme sikhgini ise sirasiyla
%14.1, %44, %41.9 olarak bulmuslar. Yine bu ¢alismada Stabil anjina ile kontrol
grubu karsilastiriidiginda 6A homozigotlarin kontrol grubunda ytksekken, 5SA/6A
heterozigotlarin stabil anjina grubunda daha yuksek oldugu , MMP-9
polimorfizminin ise gruplar arasinda belirgin fark icermedigi belirtiimigtir. 60

MMP-3 ile ilgili olarak yapilan birgok polimorfizm galismasinda 3.93.58,62,69
5A/6A genotipi ile AMi arasinda anlamli bir iligki oldugu ileri strllmustir. Bu
calismalardan ayri olarak bizim calismamizda MMP-3 5A/6A genotipi ile AMI
arasinda anlamli bir iliski bulunmadigi gibi kontrol grubunda 5A/5A ve SA/6A
genotipleri anlamli bigcimde yUksek bulunmustur. Bu yonu ile ¢alismamiz Shah®*
(2010) ve Nanni®' (2007) gibi arastirmacilarin MMP-3 5A/6A genotipi ile AMI
arasinda anlaml bir iligski yoktur savini destekler niteliktedir.

Bazi calismalar 6A allelinin KAH ile iligkisiz oldugunu ileri surmektedir.
Ornegin kore toplumunda 5A alleli ile stabil anjina arasinda iliski tespit ediimisken
yiiksek aktiviteli 5A alleline sahip geng Cinlilerde®” ve Japonlarda® yapilan bir
calismada 5A allelinin plak yirtimasina neden olabilecegi ve bunun da miyokard
infartistine neden olabilecegi dusunulmektedir.

Japon toplumunda Yamada ve ark.(2002) miyokard infarktisu ile 6A alleli
iliskili bulunmustur.® Benzer olarak baska bir calismada yuksek serum MMP-3
duzeyi olan ve 6A alleli igeren hastalarda erkeklerde daha sik olmak Uzere myokard
infarktiistiniin gériilme sikhdini artmis olarak bulunmustur.?® Farkli olarak sigara
icmeyen 6ABA tasiyicilar arasinda KAH riski artarken, bu risk sigara icen 5A/5A
genotipli hastalarda belirgin artmis olarak bulunmustur. Finli erkeklerde yapilan
otopsilerde kalsifiye koroner lezyonlarla 5A alleli arasinda iligski bulunmakla birlikte,
miyokard infarktusu ve komplike lezyon gorilmesi ile 5A alleli arasinda iligki
bulunmamistir. Ancak bu otopsi dizilerinde MMP-3 5A/6A ve MMP-9 1652C/T
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genotipi ile komplike koroner plak gorulme riski arasinda iligki saptanmistir.’® MMP -
3 polimorfizmi ile aortik sertlesme iligkili bulunmustur. Ayrica koroner anevrizmasi
olan hastalarda 5A alleli goriilme sikli§i artmis olarak bulunmustur. ™

White ve ark.(2007) MMP-3 6A allelinin koroner arterin yeniden
yapilanmasini artirdigini ve sonug olarak kararsiz koroner sendroma yol agtiklarini
bildirmislerdir.®

Liu ve ark.(2005) Tayvan toplumunda MMP-3 5A polimorfizminin oraninin AMi
hastalarinda yuksek oldugunu belirtmiglerdir. Ayrica 5 A alleli gorulenlerde plazma
MMP-3 diizeyi yiiksek bulunmustur. ¢

Yamada ve ark.(2002) MMP-3 polimorfizmi 6A allelini kadinlarda AMi
acisindan risk etkeni olarak bulmuslardir.® Baska bir calismada ise MMP-3 5A/6A ve
TIMP-4  polimorfizminin  bulunmasi  koroner plagin ilerlemesini etkiledigi
belirtiimistir.”" Bunlardan farkli olarak MMP-3 5A alleli ve 5A/5A genotipi koroner
ateroskleroz ile iligkili bulunmustur. Ancak bu galismada MMP-9 polimorfizmi ile

KAH arasinda iliski saptanmamistir. "2

Yamada ve white gibi arastirmacilarin alleller ile ilgili caligmalarinin sonugclari
ile bizim galismamizin sonuglari benzesiyordu. Bizim galismamizda MMP-3 5A
alleli kontrol grubunun %67.2'inde belirlenirken, hasta grubunun %53.9’'unda
belirlendi. MMP-3 6A alleli ise kontrol grubunun %32.8’inde belirlenirken, hasta
grubunun %46.1’inde belirlendi. Sonug olarak ise MMP-3 agisindan 5A ve 6A
allellerinin dagihmi incelendiginde kontrol grubu ile hasta grubu arasindaki fark
anlamli olarak belirlendi.(p=0.013) Akut miyokard infarktisinde, 6A alleli
tasiyanlarin 5A alleli tagiyanlara gore 1.755 kat daha fazla oldugu tespit edildi. OR
=1.755 (%95 GA = 1.144 - 2.691), p=0.010.

MMP-3 serum duzeyleri ile ilgili olan calismalarda yine birbirinden farkl
bulgular bulunmaktadir. Wu ve ark.(2005) yaptiklari ¢alismada Koroner arter
hastalarinda tim MMP serum duzeylerinin arttigi ancak bir tek MMP-3 duzeyinin

gelecekteki kardiyovaskuler olaylar icin bagimsiz prognostik belirteg olma 6zelligi
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oldugunu bildirmislerdir. Gen yaziliminin azalmasi ile ilintili homozigot 6A alleli
tasiyiciiginin, arter duvarinda disuk MMP-3 dizeyine neden olacagini ve bu
proteolitik etkinligin dusuk olmasinin aterosklerotik bolgelerde ekstraselller matriksin
birikmesini saglayacagini bildirmiglerdir.”® Ye ve ark.(1995), Humphries ve
ark.(2002) anjiyografik olarak saptanmis aterosklerotik lezyonlarin MMP-3 6A/6A
genotipi taslyanlarda ve iligkili olarak dusik MMP-3 dizeyi olanlarda hizli bir
ilerleyis gosterdigini saptayarak bu kurami desteklediler. °"®° Bunun tersine
Terashima ve ark.(1999) MMP-3 5A allelinin yuksek arter ici MMP-3 duzeyleri ile
iliskili olup plak kararsizligina neden oldugunu belirtmislerdir. >

Yine bir calismada AMi hastalarinin serum MMP-3 diizeylerinin kontrol
grubuna goére daha dusik oldugu ve MMP-3 5A/6A genotipi ile serum MMP-3
dlzeylerinin arasinda gugli bir iliski bulundugu bunun da AMi'nin nedeni olabilecegi
bildirilmistir.®°

Liu (2005), Wu(2005) ve Shah(2010) MMP- 3 dizeylerinin hasta grubunda
kontrol grubuna gore belirgin yilksek oldugunu belirtmislerdir. "% Liu ve
ark.(2005) bu yiiksekligin MMP-3 5A alleli ile iliskili oldugunu,®” Shah(2010) ise
6A/6A genotipi ile iligkili oldugunu belirtmistir.>* Bu iki calismadan farkli olarak ve
Samnegard’in  (2005) calismasi ile benzer bicimde bizim calismamizda MMP-3
5A/5A, 6A/6A, 5A/6A genotiplerinin herbirinde MMP-3 diizeyleri AMi grubunda
kontrol grubuna goére disuk bulunmakla birlikte yalnizca 5A/5A ve 5A/6A genotipine
sahip hastalarda MMP-3 duzeyinin dusukligu anlamli bulundu(p=0,001).

MMP-9 ile ilgili Nanni ve ark. (2007) calismasindan farkli olarak Koh ve
ark.(2008) calismasinda MMP-9 1562C/T  polimorfizmi AMi  grubunda kontrol
grubuna gore yiiksek oranda belirlenmistir ve AMI hastali§ina yakalanmay1 6ngérme
acgisindan o6nemli bir etken olarak  sunulmustur. Ayrica MMP-9 polimorfizmi
bulunanlarda kontrol grubuna gore serum MMP-9 diizeyi yiksek bulunmustur. 67
Bu iki calismadan farkli olarak Lamblin ve ark. (2002) ve Dalepiane ve ark. (2007)
MMP-9 1562 C/T  polimorfizmi ile koroner arter hastaligi arasinda anlamh bir iligki

olmadigini belirtmislerdir. "#°°
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Bagka bir calismada MMP-2 ve MMP-9 'un yiksek diizeyleri AMI ile iligkili
bulunurken , MMP-1, MMP-2 ,MMP-3, MMP-9 ve MMP-10 polimorfizmleri ile AMi
arasinda bir iliski bulunmamustir. "

Zhang ve ark.(1999) MMP-Q’'un promotor bolgesinde iglevsel bir 1562C/T
polimorfizmi saptamislardir. Bu T allelinin etkinliginin ylUksek olup, koroner arter
aterosklerozunun siddeti ile iligkili oldugu halde myokard infarktlsi ile iliskisinin
bulunmadigi saptanmistir.”® Ayrica T alleli komplike koroner lezyonlarla iligkili olup
bu alleli tagiyanlarin yuksek MMP-9 mRNA duzeyi ile birlikte arterlerinin daha sert
oldugu belirtilmistir.”> Ancak meta analiz calismalari ise T alleli ile KAH arasinda
iliski olmadigini ortaya koymustur. ”’

Bizim g¢alismamizda MMP-9 polimorfizmindeki allel dagihmi ile AMi arasinda
anlaml bir iliski saptanmadi (p=0,5).

Zhang ve ark.(1999) calismasindan farkli olarak Kim ve ark.(2005) Kore
toplumunda yaptiklari calismada MMP-9 geninin promotor bdlgesinin polimorfizmi
ile AMi arasinda guiclii bir iliski oldugunu ve bilinen risk etmenlerinden bagimsiz
oldugunu ortaya koymuslardir. "®’® Baska bir arastirmada MMP-9 C 1562T/R279Q
polimorfizminin ancak birlikte oldugunda kalp damar hastaliklari mortalitesini
artirdigini, MMP-9 plazma duzeyi artisinin kalp-damar hastaliklari mortalitesi igin
yeni bir risk faktort olarak degerlendiriimesi gerektigi bildirilmistir. Bu calismada
yalnizca MMP-9 C1562T polimorfizminin MMP-9 dizeyini etkiledigini ortaya
koymuslardir. ' Benzer olarak bagka bir calismada MMP-9 ve MMP-3 polimorfizmi
birlikteliginde tek MMP gen mutasyonlarina gore ateroskleroz siddetinin daha fazla
oldugu bildirilmistir."®

Bizim ¢alismamizda ise hasta grubunda MMP-3 ve MMP-9 polimorfizmlerinin
birlikteligi ile akut miyokard infarktistne yatkinlik agisindan kontrol grubuna gore

anlaml bir fark tespit edilmedi.

Horne ve ark.(2007) yaptiklari ¢calismada MMP-1, MMP-2, MMP-3, MMP-
9,TIMP-1, TIMP-2, TIMP-3 enzimlerini kodlayan genlerdeki tek gen polimorfizmleri
ile AMI arasindaki iliskiyi arastirmislar. Yalnizca birlesik MMP-9 genotipleri ile AMi
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arasinda iliski oldugunu, MMP-2 ve MMP-3’Un ise koroner arter hastaligi ile iligkili
oldugunu belirtmislerdir.*®

Bir bagska calismada beyazlarda MMP-9 polimorfizmi genotip dagilimi
CC(%77.1),CT(%21.4), TT(1.5) olarak belirlenmigtir. Bununla birlikte MMP-9
polimorfizmi ile ne koroner aterosklerozun varligi ne de aterosklerozun siddeti
arasinda bir iliski bulunmustur. "

MMP-9 C 1562 T polimorfizmi agisindan yukaridaki arastirmacilarin
bulgularinin tersine Nanni ve ark. ®' (2007) koroner arter hastaligi ile, Kim ve
ark.(2002) ise akut koroner sendrom ile MMP-9 polimorfizminin iligkili olmadigini
belirtmislerdir. *"° Bizim ¢alismamiz da bu calismalara benzer olarak MMP-9
mutasyonu igin hasta grubunda CC genotip orani %45.6, kontrol grubunda % 47.8
olarak belirlendi. TT genotip oranlari hasta grubunda %14.4 , kontrol grubunda %
8.9 olarak belirlendi. CT genotip oranlari hasta grubunda %40, kontrol grubunda
%43.3 olarak belirlenmistir. Ancak gruplar arasinda anlamh bir fark
saptanmadi(p=0.507).

Damar sertligi kalp damar hastaliklarinin bagimsiz belirleyicisidir. Elastin de
damar duvarinin esnekliginin ana yapitagi olup MMP-9 gibi bazi enzimlerce
parcalandigindan, elastaz etkinligi damar sertligi ile yakindan iligkilidir. Aort damar
sertligi bulunan hastalarda MMP- 9 dizeyleri kontrol grubuna goére belirgin yiuksek
bulunmustur. Bu da MMP-9Q'un damar sertliginin olusum surecine katildigi savini
desteklemektedir. &

Ferroni ve ark.(2003), Fiotti ve ark.(2008) calismalarinda koroner arter
hastaligi olan hastalarda MMP-9 duzeylerini kontrol grubuna gdére anlamli olarak
yiiksek bulmuslardir.8"® Ayni calismada hem hasta hemde kontrol grubunda MMP-
9 ile CRP, IL-6 ve fibrinojen arasinda dogrudan bir iliski saptamamuslardir.®’ Bir
bagka calismada MMP-9 ekspresyonunun akut koroner sendroma yol agan
plaklarda arttigi, TIMP-1 veya MMP-2 ekspresyonunun ise artmadigi belirtilmistir. %

Oysa Eckart ve ark.(2004) tarafindan yapilan bir calismada AMi'de MMP-9
duzeyleri duguk MMP-1 duzeylerinin yuksek oldugu ve bu dusuk MMP-9 diuzeyinin

miyokard hasarinin gdstergesi olabilecegi belirtilmistir. &
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Ghaderian ve ark.(2010) MMP-9 ile ilgili calismalarinda plazma MMP-9
dizeylerinin, ilgili gen polimorfizmleri ile iliskili oldugunu belirtmislerdir. Plazma
MMP-9 dlzeyleri -1562C/T varyantinin TT ve CT genotiplerinde CC genotipine gore
belirgin yiiksek oldugunu eklemislerdir.

Kai ve ark. akut koroner sendromda serum MMP-9 duzeyindeki seri
degisikliklerin koroner aterosklerotik bozukluklarda plak destabilizasyonu ile iligkili
olabilecegini bildirmislerdir.*® Benzer olarak AMi hastalarinin koroner dolasiminda
MMP-9 diizeyleri belirgin yiiksek bulunmustur. 88°

Welsh ve ark.(2008) ise MMP-9 duzeyinin koroner arter hastahgi i¢in yararli
bir belirte¢ olamayacagini belirtmislerdir.?® Bu calismaya zit olarak baska bir
calismada AMIi hastalarinda koroner dolagimdan genel dolagima salinan MMP-9
diizeyi belirgin derecede yiiksek bulunmustur. ¥ Plazma MMP-9 ve TIMP-1 diizeyleri
AMi sonrasi sol ventrikiil yeniden yapilandiriimasinin biyikligi ve sonug olarak
komplikasyonlar ile ilgili olabilecegi Kelly ve ark.(2008) tarafindan bildirilmistir. %8

Alvarez ve ark.(2004) artmis MMP-9 dizeyi ile karotid arteri plak kararsizhgi
arasinda anlaml bir iligki tespit etmisler. MMP-9 duzeyinin yuksek belirlenmesinin
karotid arter darli§i olanlarda yiiksek riskli hastali§i gdsterebilecegi belirtilmistir. 3

Bizim calismamizda ise Higo® (2005), Kelly ® (2008), Yasmin ¥ (2005),
Ghaderian ve ark.®® (2010) calismasina benzer olarak MMP-9 -C1562T
mutasyonunda CC ve CT genotipine sahip hastalarda MMP-9 dlzeyleri kontrol
grubuna gore daha yuksek bulundu (p=0.001) . Bu bilgilere dayanarak MMP-9
dizeyinin yuksekligi akut miyokard infarktlsu igin neden olabilece@i dusunuldu.

Bir ¢cok calisma koroner arter hastaligi ve miyokard infarktist ile  MMP
polimorfizmi arasindaki iliskiyi bulmaylr amacglamistir ancak sonuglar celigkili olup
ortak bir gorus ortaya konamamistir. Bunun nedenleri arasinda toplum galismalarina
katilan hasta sayisinin  kisith olmasi, polimorfizmlerin toplumdan topluma

degisiklikler gdstermesi, cevresel etkenlerin farkli olmasi sayilabilir.
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SONUG ve ONERILER

Sonug olarak c¢alismamizda;

AMi gegciren hastalarin yaslari kontrol grubuna gére daha yiiksek bulundu.
Erkeklerde AMIi gecirme riski kadinlara gére 4.496 kat yiiksek bulundu.
Hastalarda serum glukoz ve CRP duzeyleri kontrol grubuna gére daha yuksek
saptandi.

HDL kolesterol duzeyleri kontrol grubunda hasta grubuna goére daha yuksek
olarak bulundu.

LDL kolesterol duzeyleri ise hasta grubunda daha dusuk belirlendi.

Serum MMP-3 duzeyleri, 5A/6A genotipine sahip hastalarda kontrol grubuna
goére daha dusuk saptandi.

MMP-9 mutasyonunda CC ve CT genotipine sahip hastalarda MMP-9
duzeyleri kontrol grubuna gore daha yuksek bulundu.

MMP-3 5A/5A genotip dagihmi kontrol grubunda hasta grubuna goére daha
yuksek saptandi.

AMI, MMP-3 6A/6A genotipi tasiyanlarda 3.656 kat daha yiiksek belirlendi.
MMP-9 C1562T mutasyonu ile AMi arasinda iliski saptanmadi.

MMP-3 6A alleli AMi hastalarinda anlamli bicimde yiiksek, 5A alleli ise kontrol
grubunda anlamli bicimde yUksek tespit edildi.

MMP-9 allel dagilimlari ile AMi arasinda bir iliski saptanmadi.

Calismamiz MMP-3 ve MMP-9 polimorfizmi ve AMi arasindaki iligkiyi
koymasi agisindan bir ilk galismadir ve Tiirk toplumunda AMi ile iliskili olarak
MMP-3 6A/6A genotipi iligkili bulundu. Saglikli Turk toplumunda MMP-3 ve
MMP-9 polimorfizm dagilimini ortaya koymasi bakimindan da bir ilk ¢calisma
olup  MMP-3 polimorfizmi icinde 5A/6A(%47.8), MMP-9 icin ise CC(%47.8)
genotipi en sik gorulen genotip olarak belirlendi. MMP-3 ve MMP-9
mutasyonu ile ilgili drnek sayilari artirilarak daha ileri galigmalara gereksinim

vardir.
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SIMGELER ve KISALTMALAR DiZiNi

AMi: Akut Miyokard infarktiisii

MMP: Matriks Metalloproteinaz

TNF-: Tumor Nekrozis Faktor

IL: interlokin

PDGF: Platelet Kaynakh Bluyume Faktori
FGF: Fibroblast Buyume Faktorl

ESM: Ekstraseltler Matriks

TIMP: Tissue inhibitor Metalloproteinase
VSMC: Vaskuler DUz Kas Hucreleri

TGF: Transforming Blyume Faktori
EGF:Epidermal Bliyume Faktoru

PGEZ2: Prostoglandin E2

H-FABP: Kalp Tipi Yag Asit Baglayici Protein
IMA iskemi Modifiye Albiimin

BNP: Beyin Natritretik Peptidler

GPBB: Glikojen Fosforilaz izoenzim BB
CRP: C Reaktif Protein

MPO: Miyeloperoksidaz

PAPP-A: Gebelik ile iliskili Plazma Protein A
PZR: Polimaraz Zincir Reaksiyonu

ELIZA: Enzyme Linked immunosorbent Assay
HRP: Horse Redish Peroxidase

POD: Peroxidase

DHAP: Dihidroksi Aseton Fosfat

PEG: Polietilen Glikol

NO: Nitrik Oksit

EDTA: Etilendiamin Tetraasetikasit

GPO: Gliserol Fosfat Oksidaz

ROS:Reaktif Oksijen Turleri



uPA: Urokinaz-tip plazminojen aktivatori

KAH: Koroner Arter Hastaligi

COX: Siklooksijenaz

PKG: Perkutan Koroner Girigsim

STEMI: ST Segment Yikseltili Miyokard infarktiisii
NSTEMI: ST Segment Yiikseltisiz Miyokard infarktiisi
NE: Norepinefrin
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EK1.SAGLIKLI/HASTA GONULLU DENEKLER iCiN BiLGILENDIRiLMiS OLUR FORMU ORNEGI

Hekimin Agiklamasi
Akut Kalp Krizi ile ilgili yeni bir arastirma yapmaktayiz. Arastirmanin adi “Matriks

Metalloproteinaz-3 ve Matriks Metalloproteinaz-9 polimorfizmleri ile Akut Miyokard

infarktlist iligkisi”dir.

Sizin de bu arastirmaya katilmanizi diliyoruz. Ancak bu arastirmaya katilip
katlmamakta serbestsiniz. Arastirmaya katihm gonullilik esasina dayalidir.
Kararinizdan once arastirma hakkinda sizi bilgilendirmek istiyoruz. Bu bilgileri

okuyup anladiktan sonra arastirmaya katilmak isterseniz formu imzalayiniz.

Bu arastirmayi yapmak istememizin nedeni, Akut Kalp Krizi gegiren hastalarda
Matriks Metalloproteinaz-3 ve Matriks Metalloproteinaz-9 polimorfizmlerinin iligkisini
belirlemektir. Mersin Universitesi Saglik Arastirma ve Uygulama Merkezi Hastanesi
Kardiyoloji ve Biyokimya Anabilim Dallar’nin ortak katilimi ile gergeklestirilecek bu
arastirmaya katiliminiz arastirmanin basarisi igin dnemlidir.

Eger arastirmaya katilmayir kabul ederseniz Dr. Ahmet Camsari veya onun
gorevlendirecegi bir hekim tarafindan muayene edileceksiniz ve bulgular
kaydedilecektir. Muayene sonucunda doktorunuz uygun goérurse bu arastirmaya
alinacaksiniz. Yine izniniz dogrultusunda bu arastirmayr yapabilmek igin
kolunuzdan 10 ml (1-2 tip) kadar kan almamiz gerekmektedir. Alinan kanda MMP-
3 , MMP-9 polimorfizmleri ve MMP-3 ve 9'un serum duzeyleri dlgulecektir. Kan
alinmasi sirasinda igne batmasina bagl olarak az bir aci duyabilirsiniz. Az bir
olasilik da olsa igne batmasi sonrasi kanamanin uzamasi veya enfeksiyon riski
vardir.

Bu arastirmaya katilmaniz i¢in sizden herhangi bir Ucret istenmeyecektir.
Arastirmaya katildiginiz igin size ek bir 6deme de yapilmayacaktir.

Bu arastirmaya katilmayi reddedebilirsiniz. Bu arastirmaya katilmak tamamen
istege baglidir ve reddettiginiz takdirde size uygulanan tedavide herhangi bir
degisiklik olmayacaktir. Yine arastirmanin herhangi bir asamasinda onayinizi

cekmek hakkina da sahipsiniz.

100



Saghkh/Hasta Goniillii Denek Beyani

Sayin Dr. Fikret Sen tarafindan Mersin Universitesi Saglik Arastirma ve Uygulama
Merkezi Hastanesi Biyokimya Anabilim Dalinda tibbi bir arastirma yapilacagi
belirtilerek bu aragtirma ile ilgili yukaridaki bilgiler bana aktarildi. Bu bilgilerden
sonra boyle bir aragtirmaya katilimci (denek) olarak davet edildim.

Eger bu arastirmaya katilirsam, hekim ile aramda kalmasi gereken bana ait
bilgilerin gizliligine, bu arastirma sirasinda da buylk 6zen ve saygi ile
yaklagilacagina inaniyorum. Arastirma sonuglarinin egitim ve bilimsel amagclarla
kullanimi sirasinda kigisel bilgilerimin 6zenle korunacagi konusunda bana yeterli
guven verildi.

Arastirmanin yurGtilmesi sirasinda herhangi bir sebep gostermeden arastirmadan
cekilebilirim. Ancak arastirmacilari zor durumda birakmamak igin aragtirmadan
cekilecegimi 6nceden bildirmemin uygun olacaginin bilincindeyim. Ayrica tibbi
durumuma herhangi bir zarar verilmemesi kosuluyla arastirmaci tarafindan
arastirma disi tutulabilirim.

Arastirma icin yapilacak harcamalarla ilgili herhangi bir parasal sorumluluk altina
girmiyorum. Bana da bir 6deme yapilmayacaktir.

ister dogrudan, ister dolayli olsun arastirma uygulamasindan kaynaklanan
nedenlerle meydana gelebilecek herhangi bir saglik sorunumun ortaya ¢ikmasi
halinde, her turlu tibbi mudahalenin saglanacagi konusunda gerekli guvence verildi.
(Bu tibbi mudahalelerle ilgili olarak da parasal bir yuk altina girmeyecegim).
Arastirma ile ilgili bir saglhk sorunu ile kargilastigimda, herhangi bir saatte, Dr.Fikret
Sen’i 3374300/1530 numarali is telefonundan veya Mersin Universitesi Tip
Fakultesi Biyokimya Anabilim Dali adresinden arayabilecegimi biliyorum.

Bu arastirmaya katilmak zorunda degilim ve katiimayabilirim. Arastirmaya katilmam
konusunda zorlayici bir davranigla karsilasmis degilim. Eger katiimayi
reddedersem, bu durumun tibbi bakimima ve hekim ile olan iligkime herhangi bir
zarar getirmeyecegini de biliyorum.

Bana yapilan tim acgiklamalari ayrintilariyla anlamis bulunmaktayim. Kendi bagima

belli bir disinme suresi sonunda adi gegen bu arastirmada katilimci
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(denek) olarak yer alma kararini aldim. Bu konuda yapilan daveti bayuk bir
memnuniyet ve gonullilik igerisinde kabul ediyorum.

imzali bu form kagidinin bir kopyasi bana verilecektir.

Sagdlikh/hasta gonullu denek
Adi, soyad:

Adres:

Telefon numarasi:

imza:

Gorusme tanigi

Adi, soyad:

Adres:

Telefon numarasi:

imza:

Saglikli/hasta gonullt denek ile gorisen hekim
Unvani, adi, soyadi:

Adresi:

Telefon numarasi:

imza:
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