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OZET

Konjenital kalp hastaliklari, geligmis tan1 ve tedavi yontemlerine ragmen dogum
sonrast iIi( bir yil icersindeki 6liim nedenleri arasinda 6nemli yer tutan bir hastalik
grubudur. Ozellikle konjenital kalp hastaliklarinda gézlenen kronik hipoksi tablosu, bu
hastalarda anormal kollateral damarlarin gelisimine yolagan anjiyogenez igin tetikleyici
bir faktor olabilir.

Anjiyogenez, hipoksi ve iskemi durumlarinda daha iyi kanlanma ve beslenme
saglamasi nedeniyle istenen bir durum iken; olusan kollateral damarlarin persistan
ozellikte bir soldan saga sant olusturmasi nedeniyle cerrahi tedavi basansim azaltan bir
morbidite fakt6riidiir. Cilinkli anormal kollateral olusumu kalbin hemodinamik yiikiinii

artirmaktadar.

Anjiyogenezle ilgili biyokimyasal parametrelerin konjenital kalp hastalifi ve
siyanozla iligkilerinin bilinmesi, bu hastalik grubunda anjiyogeneze bagh olarak olusan
faydali ve zararh etkilerin yonlendirilmesi yoluyla yeni terapotik yaklagimlarin oniinii
acabilir. Ayrica kalp yetmezliginin biyokimyasal belirteci olarak rutin laboratuvar
uygulamalarinda son zamanlarda yerini alan BNP’nin anjiyogenik faktorlerle ve
konjenital kalp hastaligindaki siyanozla iligkisinin tespit edilmesi, bu parametrenin de

tan1 ve tedavi takibinde kullanimu ile ilgili bilgiler saglayabilir.

Bu caligmada, siyanotik ve asiyanotik konjenital kalp hastalikli gocuklarda
anjiyogenezle ilgili faktorlerden VEGF ve MMP-9 ile BNP diizeylerini arastirmay1 ve
saglikli kontrollerle karsilagtirmay1 amagladik.

11 siyanotik, 35 asiyanotik konjenital kalp hastas1 ve 29 saglikli ¢ocukta
yaptigimiz ¢aligmada, plazma VEGF, MMP-9 ve BNP diizeyleri saptandi. Gruplar
arasmdaki farkliliklar ve siyanotik grupta kronik hipoksiyle bu parametrelerde meydana

gelen degisim degerlendirildi.



Plazma VEGF diizeyleri siyanotik hasta grubunda, asiyanotik gruba ve
saglikli kontrol grubuna gére anlamli gekilde yiiksek bulundu.(sirasiyla p<0.05,
p<0.05). Asiyanotik grupta plazma VEGF degerleri saglikli kontrol grubundan

yiiksek olmasina ragmen, istatistiksel diizeyde anlamlilik saptanmad1.(p>0.05).

ASiyanotik ve siyanotik hasta gruplarinda plazma MMP-9 diizeyleri
saglikli kontrol grubuna goére yiiksek bulunmasina ragmen istatistiksel olarak
anlamli fark bulunmadi.(sirasiyla p>0.05, p>0.05 ). Plazma MMP-9 diizeyleri
siyanotik ve asiyanotik hasta gruplar1 arasinda da anlamli farklilik géstermedi.

( p>0.05).

Plazma BNP diizeyleri, siyanotik hasta grubunda, asiyanotik ve saglikli
kontrol gruplarina gore anlamli sekilde yiiksek bulundu (sirasiyla p<0.0S5,
p<0.05). Asiyanotik grup plazma BNP diizeyleri, saplikli kontrol grubunda
yiiksek olarak tespit edilmesine ragmen istatistiksel olarak anlamli farklilik

yoktu. (p>0.05)

Plazma VEGF, MMP-9 ve BNP diizeyleri arasinda her hasta grubunda
ayr1 ayr1 korelasyon degerlendirmesi yapildifinda siyanotik grupta VEGF ve
MMP-9 diizeyleri arasinda anlamli pozitif korelasyon tespit edildi. ( r=0.67,
p<0.05)

Ayrica siyanotik grup plazma VEGF diizeyleri ile arteriyel kan oksijen
saturasyonlar1 arasinda anlamli negatif korelasyon tespit edildi. (r=-0.69,

p<0.05)

Bu bulgular, konjenital kalp hastalikli gocuklarda anjiyogenez gelisimini
gosterilmesi i¢in VEGF ol¢limiiniin iyi bir gosterge oldugunu, ayrica plazma VEGF

diizeylerinin hipoksinin derecesiyle orantili olarak arttigin1 gostermektedir.



Anjiyogenez gelisimi i¢in MMP gerekliligi daha 6nce yapilan ¢alismalarda kesin
olarak gosterilmis olmasina ragmen, MMP-9 diizeylerinde anlamli olmayan bir
yiikselme tespit edilmigstir. Bu durum, MMP salimm ve aktivitesinin hipoksi diginda

birgok faktoérden etkilenmesiyle iligkili olabilir.

BNP diizeylerinde meydana gelen anlamli yiikselme, kronik hipoksinin BNP

lizerine uyarici bir etkisi olabilecegi hipotezini dogrulamaktadir.

VEGF, MMP-9 ve BNP diizeylerinin konjenital kalp hastaliginda ve kronik
hipoksi durumundaki degisimlerini dogrulamak igin, bu parametreler lizerine etkili diger

faktorlerin elimine edildigi daha genis hasta serilerinde ¢aligilmasi yararli olacaktir.
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I GIRIS ve AMAC

K(;njenital kalp hastaliklar1; gelismis tan1 ve tedavi yontemlerine ragmen,
halen dogum sonrasi ilk bir yil igerisindeki 1im nedenleri arasinda 6nemli yer
tutan bir hastalik grubudur. Ozellikle, siyanotik konjenital kalp hastalikla
¢ocuklarda anormal damarlarin gelisimi 6nemli bir morbidite kaynagidir (1).
Ayrica, anormal kollateral olusumu, persistan 6zellikte bir soldan-saga santin
gelisimine sebep oldugundan dolayr kalbin hemodinamik yiikiinii artirarak

cerrahi tedavi basarisini azaltir (2).

Kardiyovaskiiler sistemin ¢esitli patolojilerinde anjiyogencz gelisiminin
biyokimyasal olarak degerlendirilmesi amaciyla, plazma VEGF(Vascular
Endothelial Growth Factor) ve MMP(Matrix Metalloproteinases) diizeylerinin
olgiimiine dayali aragtirma galigmalari son yillarda giderek artmasina ragmen,
konjenital kalp hastalikli ¢ocuklarda bu parametrelerin degerlendirilmesi ile

ilgili veriler son derece sinirlidir. -

Konjenital kalp hastaliklarinda anjiyogenez varliginin degerlendirilmesi,
ﬁygun tedavi yénteminini se¢imi, tedavi etkinliginin takip edilmesi ve belki de
gelecekte anti-anjiyogenik ilag tedavilerinin gelistirilmesiyle tedaviye yeni

boyut kazandirilmasina hizmet edecektir.

Plazma BNP(Brain Natriuretic Peptide) diizeylerinin &lg¢limii, konjestif
kalp yetmezlikli erigkin hastalarin tani, tedavi ve takibinde son derece yararl bir
biyokimyasal belirte¢ olarak yerini almig olmasina ragmen, konjenital kalp
hastaliklarina bagli olarak diizeylerinin nasil degistigi hakkindaki bilgilerin

yetersiz olmasi bu parametrenin klinik kullanimini sinirlandirmaktadir (3).



Konjenital kalp hastalikli gocuklarda plazma BNP diizeylerinin tespit
edilmesi, bu hastaliklarda meydana gelen fizyopatolojik degisikliklere
organizmanin verdigi cevaplarin degerlendirilmesini saglarken, BNP’nin kalp
yetmezligi disindaki kardiyovaskiiler patolojilerde kullanimi ile ilgili veriler

‘saglayacak‘ur.

Bu tez ¢aligmasinda, saglikli ve konjenital kalp hastalikli gocuklarda
VEGF, MMP-9 ve BNP diizeylerini saptamayi, ayrica siyanotik konjenital kalp
hastaliklarinda kronik hipoksinin etkisiyle bu parametrelerde meydana
gelebilecek degisiklikleri degerlendirmeyi ve bu parametreler arasinda bir

korelasyon bulunup bulunmadigini tespit etmeyi amagladik.



II. GENEL BILGILER

II.1. ANJIYOGENEZ

Embriyonik ve postembriyonik dénemde dolagim sisteminin gelismesi ve
stirekliligi . icin yeni damar olusumu gereklidir. Embriyonik dénemde goriilen ve koék
hiicrelerinin  farklilagmasindan meydana gelen yeni kan daman olusumu
‘vaskiilogenez’olarak adlandirilir (4). Anjiyogenez ise; varolan vaskiilarite tizerinden

yeni kan damarlarinin biiyiime ve gelismesidir (5).

Anjiyogenez terimi ilk kez 1935’te Hertig tarafindan plasentadaki kan
damar1 gelisimini tanimlamak i¢in kullanilmistir.Normal gelisim siireci, yara
iyilesmesi, menstriiel siklusu olusturan endometrial degisiklikler gibi ¢esitli
ﬁzyolojik olaylarin gelisimiyle iliskili olan anjiyogenez; bagsta neoplastik
hastaliklar olmak {izere kollajen doku hastaliklari, retinopatiler, psériazis,
iskemik kalp hastalig1 gibi gesitli patolojik durumlarda da kritik 6neme sahiptir
(6,7).

Kesin mekanizmalar tlimiiyle anlagilamamis olsa da; patolojik

anjiyogenez basamaklari kisaca g6yledir:

e Patolojik duruma maruz kalan dokudan anjiyogenik biiyiime faktorlerinin
iretimi ve salimimi. Anjiyogenik biiytime faktdrleri i¢inde en dnemlisi ve en gok
izerinde durulan1 VEGF(Vascular Endothelial Growth Factor)’dir (8).
® Anjiyogenik biiylime fakt6rlerinin, varolan kan damarlar1 endotel hiicreleri
tizerindeki spesifik reseptorlere baglanmasi
e Aktive olmus endotelyal hiicrelerden ekstraselliiler proteolizisi saglayacak
enzimlerin {iretimi ve salinimi. Ekstraselliiler proteolizise pek ¢ok enzim sistemi
katiliyor olsa da; ¢ogu 2 enzim ailesinden birisine aittir:

1.Serin proteazlar

2.MMP’ler (Matriks Metalloproteinases)

e Bazal membranin ve ekstraselliiler matriksin yikimi
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e Aktive olmus endotel hiicrelerinin, fibroblastlar, monositler, trombositler,
mast hiicreleri ve nétrofillerin salgiladigi kemotaktik faktorlerin etkisi altinda
anjiyogenezin gerekli oldugu sahaya go¢ etmesi

e Endotel hiicrelerinin proliferasyonu ve vaskiiler liimen olusturmak iizere
diferansiasyonu

® Yeni olusan vaskiiler yapinin diiz kas hiicreleri ve perisitlerle desteklenmesi

ve stabilize edilmesi (7).

Anjiyogenez, hipoksi veya iskemiye cevap olarak hizla baglar. Myokard
dokusundaki anjiyogenez sonrasi kolleteral kan damari olusumunun tahmini
mekanizmas1 sdyledir: Koroner blokaj alanindaki endotelyal hiicreler daha az
kan akimi1 ve daha az O;’e maruz kaldiklarinda olusan hipoksi, bu hiicrelerde
HIF-1a (Hypoxia-Inducible Factor 1-a)’nin birikmesine yol agar. HIF-1a, VEGF
expresyonunu uyarir. Bu da epitel hiicrelerdeki VEGF reseptorleriyle etkilesime

girerek boliinmelerini uyarir ve kollateral kan damari olusumuna yol agar (7)

(Sekil IL1).
hwcsrelal . .‘:Makmfaﬂar

Kemotaktik &

Fakidrier

) ] Anjiyogenik Buylime Faktorleri
» = = = =p =
Proteolitik P |
Enzimler
* o

Kan Daman

Sekil I1.1.Hipoksi etkisiyle anjiyogenez olusumu



11.2. VEGF (Vascular Endothelial Growth Factor)
Genel Ozellikleri:

VEGF; arterler, venler ve lenfatiklerden koken olan mikrovaskiiler ve
makrovaskiiler endotelyal hiicreler igin potent bir mitojendir. Fakat diger hiicre
tipleri igin stirekli ve yogun bir mitojenik aktivitesi yoktur. VEGF adlandirmasi,

bu sinirli hedef hiicre spesifitesinin vurgulanmasi amaciyla énerilmistir (9).

VPF(Vascular Permeability Factor) veya vaskiilotropin olarak da bilinen
VEGF, 45 kDa’luk homodimerik bir glikoproteindir. VEGF, heparin-binding

glikoprotein yapisinda bir molekiil olup gesitli alt gruplar tanimlanmigtir (8).

VEGF’nin A,B,C,D,E ya da aminoasit sayilarina gore VEGF,21, VEGF ss,
VEGF 39, VEGF206 ve VEGF 45 gibi isoformlar bulunmaktadir.Bu isoformlar,
molekiiler kiitle ve hiicre yiizeyi heparan siilfat proteoglikanlarina tutunma gibi

biyolojik 6zellikleri agisindan farklidirlar (8,10).

VEGF,2; , heparine baglanmayan serbest solubl proteindir. VEGFss,
predominant isoformudur, kismen hiicre yiizeyi ve ekstraselliiler matrikse bagh

kalan heparin baglayici temel solubl homodimerdir.

Ekstraselliller matriksin heparin igeren proteoglikanlarina biiyiik oranda
bagh bulunmalari ve sirli salinimlan nedeniyle VEGF4s, VEGFg9 ve
VEGFj0s isoformlari dolagimda g¢ok az miktarda bulunurlar. Anjiyogenez
olusturmada en etkili isoformlari, VEGF,2; ve VEGF ¢5°dir (11).

Patolojik durumlarda tiim dokular VEGF iiretebilir. Normal dokularda ise
aktive makrofajlar, keratinositler, renal glomeriiler ve mezengial hiicreler,
embriyonik  fibroblastlar  gibi  birgok  hiicrede ~ VEGF ekspresyonu
gdsterilmistir(8).



VEGF, biyolojik aktivitesini temel olarak iig reseptorii ile gerceklestirir:
1. VEGFR-1 - Flt-1 (fms-like tyrosine kinase-1)
2. VEGFR-2 —» KDR/FIk-1 (kinase domain region/fetal liver kinase-1)
3. VEGFR-3 —» Flt-4 (fms-like tyrosine kinase-4)

Tirozin kinaz yapisinda olan bu reseptorlerden VEGFR-1 ve VEGFR-2
endotel hiicreleri tzerinde bulunurken, VEGFR-3 lenf damarlar1 iizerinde
bulunmaktadir.Ayrica  VEGFR-1, trofoblast hiicreleri, monositler ve renal
mezengial hiicrelerden; VEGFR-2, hematopoetik kék hiicreler, megakaryositler
ve retinal progenitdr hiicrelerden de eksprese edilebilmektedir (9,10,12). (Sekil
11.2)

))
1

Nesiropllin-1
Newropliin-2
(Heparan Sultate Proteoglyean)

HSPG

Sekil I1.2. VEGF reseptorleri



VEGF reseptorlerinin hipoksiye yanit olarak {iretimi -VEGF iiretiminden
daha az olmak {izere- artar. VEGF’nin antiapopitotik ve mitotik fonksiyonlar1
VEGFR-2 araciliiyla gergeklestirilir. VEGFR-1’in uyariimasinin bu yanitlar

olusturmamasinin sebebi tam olarak agiklanamamistir (1.0).

Endotel hiicreleri, VEGFR’lerinden daha kiigiik kiitleye sahip
“neuropilin-1” adinda bir reseptdr daha igerirler. Bir ¢alismada, neuropilin-1
eksprese eden hiicrelerde, VEGF¢5’in VEGFR-2’e daha etkin olarak baglandigi
gosterilmistir (15). Neuropilin-1, VEGF¢5’in VEGFR-2’e baglanmasi igin bir
ko-reseptér gorevi goériir. Bu durum, VEGF45’in VEGF3,’den daha potent

mitojen ve migratuar etki gdstermesinin sebebi olabilir (10,14).

VEGF reseptorlerinin aktivasyonu; fosfolipaz C, fosfoinositol-3 kinaz ve
rasGTPaz aktivator proteinleri gibi bir dizi hiicre i¢i sinyal iletim proteinlerini
fosforile eder. Bu aktivasyon, anjiogenezin ilk basamaginda kan damarlar1 basal
membranin yikilmasi igin gerekli olan proteazlarin iiretimi, anjiogenez ig¢in
gerekli spesifik integrinlerin ekspresyonu ve sonunda hiicre proliferasyon,

migrasyon ve diferansiasyonu ile sonuglanir (10,13).

VEGF Sentezinin Regiilasyonu:

VEGF gen ekspresyon regiilasyonunda bir¢ok mekanizmanin etkili
oldugu gosterilmistir. Bunlar arasinda gerek in vivo, gerek in vitro olarak
oksijen basinci ¢ok biiylik bir rol oynar (9).

Normal ve transforme edilmis hiicre kiiltlirlerinde, diisiik oksijen

basincina maruz kalmakla VEGF mRNA ekspresyonunun hizli bir gekilde ve

reversibl olarak indiiklendigi gosterilmigtir (9,17).
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Basta hipoksi etkisiyle olmak iizere, diisiik glukoz seviyesi ve oksidatif
stres durumlarinda ortamda diizeyi hizla artan HIF-la VEGF saliniminda etkili

rol oynamaktadir (19).

Domuz myokardiumunda, LAD(Left Anterior Descenden) koroner arterin
okliizyonuna bagh olarak olusan iskeminin, VEGF RNA seviyelerinde dramatik
bir artisla sonuglandig1 g6sterilmistir. Bu durum, myokardial iskemiyi takiben

spontan revaskiilarizasyona, VEGF’nin aracilik edebilecegini 6ngoriir (9).

VEGF firetimi, anjiyogenez lizerine indirekt olarak etki gosteren baska faktorler
tarafindan da diizenlenir. Diger biiyiime faktorleri, sitokinler ve gonadotropinler
anjiyogenezi direkt olarak degil, VEGF ekspresyonu {izerine yaptiklan etkilerle indirekt
olarak etkiler. Bu yolla VEGF {iretimini artirabilen faktdrler: FGF-4(Fibroblast Growth
Factor-4), PDGF(Platelet Derived Growth Factor), TNF-o(Tumor Necrosis Factor-a),
KGF(Keratinocyte Growth Factor), IGF-I(Insulin-like Growth Factor-I),  IL-
1B(Interleukin-1pB), IL-6(Interleukin-6)’dir. IL-10(Interleukin-10) ve IL-13(Interleukin-
13) gibi baz1 sitokinler VEGF salinimini inhibe edebilir (10).

VEGF iiretiminin diizenlenmesi iizerine hormonal etkilerin de oldugunu gosteren

alismalar da vardir. Ostrojenler,progestinler ve testosteronun VEGF-A ekspresyonunu

hiicre kiiltiir calismalarinda artirdigs ile ilgili veriler yayinlanmugtir (20).

VEGF’nin Biyolojik Etkileri:

VEGF, sistemik ve pulmoner dolagimdaki vaskiiler biiylimeyi diizenleyen, potent

bir endotélyal hiicre mitojeni ve proanjiyogenik bir ajandir (16).

VEGF’nin in vitro modellerde ii¢ boyutlu olarak anjiyogenezi baslattig:

gibi; civciv koryoallantoik membrani, tavsan korneasi, primat irisi ve tavsan
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kemigi gibi in vivo modellerde de gli¢lii anjiyogenik cevaba neden oldugu

gosterilmistir (9).

VEGF, temel anjiyogenik faktér olma 6zelligi yaninda; VEGF’e maruz
kalan damarlarda endotel hiicreleri arasinda fenestrasyon, vesikiiler organeller
ve transseliiler gap olusumuna olanak saglayarak vaskiler permeabiliteyi artirir.
Dvorak ve arkadaglari, timorler ve yara iyilesmesi ile ilgili anjiyogenezde,
VEGF’nin mikrovaskiiler permeabiliteyi artirmas1 yoluyla, plazma protein
sizintisim1 baglattigin1 ileri slirmiislerdir. Bu etki, endotel ve tiimér hiicre
bliylimesi i¢in bir substrat olan ekstravaskiiler fibrin jel olusumu ile

sonuglanacaktir (9,21).

VEGF’nin vaskiiler endotel {izerine bir baska etkisi; hekzos
transportunun uyarilmasidir. Si8ir aortik endotelyal hiicrelerinin VEGF’e maruz
birakilmasi, hekzos transportunda anlamli bir artigla sonuglanmistir. Bu etki,
endotelyal hiicre proliferasyonu veya inflamasyon silirecinde artmis enerji

ihtiyacinin kargilanmasi ile ilgili olabilir (9).

Son zamanlarda VEGF’nin endotelyal hiicrelerdeki VCAM-1(Vascular
Cell Adhesion Molecule) ve ICAM-I(Intracellular Adhesion Molecule)
ekspresyonunu uyardigi gdosterilmistir. Bu uyar1, aktive olmus Natural Killer

hiicrelerin endotel hiicreleri lizerine adezyonuyla sonuglanabilir (9).

VEGF’nin bazi kan hiicreleri iizerine de diizenleyici etkileri vardir.
VEGF’nin monosit kemotaksisini uyarabilecegi, dendritik hiicreler gibi
profesyonel antijen sunucu hiicrelerin matiirasyonu {izerine inhibitér bir etkisi
olabilecegi ile ilgili g¢aligmalar yayinlanmigtir. Ozellikle dendritik hiicre
matiirasyonunu engelleyici etki; VEGF’nin immun cevap uyarisini baskilayarak
tiimér bilyiimesini uyarmas1 anlamina gelen “provakatif hipotez”in gelismesine

yol agmistir (9).
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VEGF, bilinci agik deney ratlarina intravendz yolla uygulandiginda
kardiyak out-putta bir azalma ile gegici bir tagikardi ve hipotansiyon olusturur.
In vitro hayvan modellerinde ise, doza bagimli bir tarzda vazodilatasyonu
indiikler. Bu etkiler, primer olarak endotelyal hiicre kaynakli nitrik oksit(NO)
aracilifiyla gergeklesiyor gibi gériinmektedir. Ancak bu hemodinamik etkiler,
yalmizca VEGF’e mahsus degildir. FGF(Fibroblast Growth Factor) gibi diger
anjiyogeﬁik faktorler de, NO iligkili vazodilatasyon ve hipotansiyonu uyariyor

olabilir (9).

VEGF, endotel hiicreleri i¢in migratuar 6zelligi yani sira; hiicre digi
matriks yikimindan sorumlu olan MMPs(matriks metalloproteinazlar) ile u-PA
(trokinaz tipi plazminojen aktivatorii) ve t-PA(doku tip plazminojen
aktivatdrii)’nin salinmnmimini da uyarir. Béylelikle invazyon ve metastazi da

kolaylastirir (9).

Anjiyogenik biiytime faktorleri arasinda lizerinde en ¢ok durulan faktor
olan VEGF’nin gerek farkli tiimoral patolojilerle, gerekse non-tiimoral romatoid
artrit ve osteoartrit gibi romatolojik hastaliklarla, kardiyovaskiiler iskemik
olaylarla, periferal damar hastaliklariyla, diabetle, endometriozis, preeklampsi
ve ovarian hiperstimiilasyon sendromu gibi jinekolojik patolojilerle iligkisi

iizerinde son yillarda ¢okg¢a durulmaktadir (20).

Kronik bir hipoksi tablosu olusturan konjenital kalp hastaliklar: ile VEGF
diizeylerinde meydana gelmesi muhtemel degisikligin arastirilmasi, bu hastalik
grubunda anjiyogenik bir degisimin tanimlanmasini ve buna dayali takip ve

tedavi protokollerinin gelistirilmesini saglayabilir.
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IL.3. MMP(MATRIX METALLOPROTEINASE)

Genel Ozellikleri:

“Matriksinler” olarak da adlandirilan MMP’ler, ekstraselliiler matriks yikim1 ve
yeniden yapilanmasindan sorumlu metal baglayici endopeptidazlardir. Tiim MMP’ler,

katalitik bslgelerinde Zn*? igerir ve aktivitelerinin stabilitesi igin Ca*™ gereklidir (22).

Tim MMP’ler, adlarina uygun olarak, ECM(ekstraselliiler matriks)
yikimiyla iligkilidirler. ECM; Tip 4 kollajen, laminin, elastin gibi fibroz
proteinle'r, proteoglikanlar ve glikozaminoglikanlardan olugan _6zelle$mi$ bir
bazal membrandir. Tiim dokularda bulunan bu membran, doku komponentleri

arasinda bariyer gorevi goriir (23).

Bugiine dek, insanlarda farkli genler tarafindan kodlanan ve farkl hiicre

tipleri tarafindan salinan en az 23 farkli MMP ailesi iiyesi tanimlanmagtir.
MMP ailesi iiyelerinin baglica karakteristik 6zellikleri sunlardir:

® %40-80 homolog amino asit igerigi ile yapisal homoloji

e Enzimin katalitik bolgesinde bir Zn*? varhig

e Proteaz aktivitesi igin Ca*? gerekliligi

e Latent zimojenler (pro-MMP) seklinde inaktif formlarda sentez ve
salinim

e Fizyolojik pH degerlerinde ECM komponentlerini yikabilme kabiliyeti.
Tim MMP’ler matriksin en azindan bir komponentini yikar. Substrat spesifitesi
yalnlzca bir ECM proteini ile sinirli olmasa da; her bir MMP spesifik bir
substrat1 ayricalikli olarak yikar.

e Enzim aktivitelerinin ¢ok sayida basamakta diizenlenmesi
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Tiim MMP’ler yapisal olarak 3 bolge igerir: Bir predomain, bir
prodomain ve bir katalitik domain. Predomain, intraselliiler olarak sentezlenen
enzimin membrana transferi i¢in gereklidir ve selliiler sekresyondan sonra hizla
ayrilir. Prodomain, enzimatik aktivitenin latent formda tutulmasimi saglar ve
katalitik bolgedeki sistein rezidiisii igeren peptid zinciri ile etkilesir. Ug boyutlu
yapt incelendiginde sistein rezidiisiinden olusan bolgeye tutunan bir Zn*? vardir.
Sistein rezidiisiinden Zn*?’nun ayrilmas: katalitik bolgenin aktivasyonuyla
sonuglamir. MMP’lerin ¢ogunda, karboksi-terminal pozisyonda doérdiincti bir
bolge daha vardir.Bu yapisal bolge vitronektin ve hemopeksinle homoloji

gosterir ve MMP’lerin substrat tanimasiyla iligkilidir (22,24) ($ekil 11.3).

Pro-domain Katalitik domain
(N-terminal domain)

MATRILISIN

C-terminal domain

KOLLAJENAZ

JELATINAZ

Jelatin baglanma bélgesi

Sekil I1.3. MMP’lerin yapisal 6zellikleri
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MMP ailesinin tiyeleri; yapilar1 ve substrat spesifitelerine dayanilarak 5

sinifa ayrilmistir. Bunlar:

1)Kollajenazlar: - MMP-1 Interstisyel kollajenaz
-MMP-8 Notrofil kollajenaz
.MMP-13  Rodent interstisyel kollajenaz
2)Jelatinazlar: -MMP-2 Jelatinaz A
~-MMP-9 Jelatinaz B
‘3)Stromelisinler: -MMP-3 Stromelisin-1
-MMP-10  Stromelisin-2
-MMP-11  Stromelisin-3
4)Membran tip MMP’ler: -MMP-14  MT-MMP-1
-MMP-15  MT-MMP-2
-MMP-16 MT-MMP-3
-MMP-17 MT-MMP-4
-MMP-24  MT-MMP-5
-MMP-25 MT-MMP-6
5)Matrilisinler: -MMP-7 Matrisilin-1
| -MMP-26  Matrisilin-2
-MMP-12  Metalloelastaz
Digerleri MMP-18,23,27,28 (24,25).

MMP-9; MMP ailesinin en

bliyiilk tiyesidir ve baglica; nétrofiller,

monositler ve makrofajlar tarafindan tiretilir. Jelatinaz sinifina dahil olan MMP-

2 ve MMP-9, bazal membranin ana komponentlerinden biri olan tip IV kollajeni

yikar. Hem latent, hem aktif formlarin jelatine yiiksek bir afinitesi vardir (24).

MMP’lerin herbiri farkli bir gen tarafindan kodlanir ve epitel hiicreleri,

fibroblastlar, inflamatuar hiicreler gibi g¢esitli hiicre tiplerinde {liretilirler.Endotel

hiicrelerde iiretildigi gosterilen MMP tipleri ise: MMP-1, MMP-2, MMP-9 ve

MT-1-MMP’dir (4).
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MMP Sentez ve Aktivitesinin Diizenlenmesi:

MMP’lerin ¢ogu istirahat halindeki yetigkin dokularinda hi¢ yoktur veya
cok az eksprese edilir. Ancak; embriyogenesis, yara iyilesmesi, kemik yeniden
yapilanmasi, menstriiel siklus sliresince endometrial damarlanma, plasental
damarlanma gibi ECM yeniden yapilanmasi olan birgok fizyolojik durum yam
stra; romatoid artrit, diabetes mellitus, tiimoral biiylime ve metastaz gibi

patolojik durumlarda da MMP ekspresyonu hizla artirilir (24,26).

MMP aktivitesi en az 3 seviyede siki bir gekilde kontrol edilir:
1) Transkripsiyon,
2) Zimojen enzim formunun proteolitik aktivasyonu

3) Aktif enzimin dogal inhibitorler araciligiyla inhibisyonu

Bircok biiylime faktorii, sitokinler ve hormonlar MMP ekspresyonunu
transkripsiyon seviyesinde diizenlerler. Proinflamatuar sitokinler MMP
iretimini  indiikleyebilirken, Interleukin-10  (IL-10), retinoik asit,
glukokortikoidler ve steroidler bazi MMP’lerin ekspresyonunu negatif yonde
etkiler (27). MMP’ler, in vivo olarak yeniden yapilanma olaylar: sirasinda
dokuyu invaze eden major hiicre tipleri yanisira, o bdlgede bulunan konnektif

doku hiicreleri tarafindan da eksprese edilir (22).

MMP aktivitesinin ikinci kontrol yolu olan enzim aktivitesinin
regiilasyonu hiicre icinde veya disinda meydana gelebilir. Pro-MMP’lerin
ekstraselliiler olarak baglica aktivatérii plazmindir. u-PA’nin selliiler
reseptorlere baglanmasi yoluyla plazminojenin plazmine, pro-MMP’lerin aktif
formlarina hizla aktivasyonu saglanir (24). MMP aktivitesinin daha sonraki
seviyeleri, bir MMP aktivasyonunun digerlerine yolagmasi1 seklinde bir geri

iletim mekanizmas1 olusturur. Bu yolla, plazmin, pro-MMP-1, -3 ve —9’u aktif
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formlarina g¢evirir. MMP-1, pro-MMP-9’u aktive edebilir. MT-MMP’ler de
ozellikle MMP-2 olmak {izere birgok pro-MMP’nin aktivatoriidiirler (24).

Dogal endojen inhibitorler aracilifiyla MMP aktivitesinin diizenlenmesi
noktasinda doku sivilarindaki baglica MMP inhibitérii alfa2-makroglobiilindir.
MMP’lere baglanarak irreversibl bir kompleks olusturan alfa2-makroglobiilin,
¢cOpell reseptorler araciliftyla MMP’lerin ortamdan uzaklastirilmalarini saglar
(26).

Bununla birlikte tizerinde en ¢ok c¢alisilmis olan MMP inhibitérieri
metalloproteinazlarin doku inhibitdrleri olan TIMP ailesidir. TIMPs(Tissue
Inhibitors of Metalloproteinases), molekiiler agirliklar1 21-30 kDa arasinda
degisen solubl proteinlerdir. 4 tipi tanimlanmis olan bu proteinler, aktive olmus
MMP’lerle giiglii, reversibl, nonkovalent kompleksler olusturup, MMP katalitik

bolgesini etkileyerek enzim aktivitesini inhibe ederler (25,26,28).
MMP’lerin Biyolojik Etkileri ve Anjiyogenezle Iliskisi:

In vivo olarak MMP’lerin en biiyiik gorevi; kollajehler, laminin, fibronektin,
élastin ve proteoglikan gibi ¢esitli ECM proteinlerinin yikim veya degistirilmesi yoluyla
ECM’in yapisal organizasyonunu kesintiye ugratmaktir. ECM ve bazal membran
yikimi yaninda; endotelyal hiicrelerin migrasyon ve adhezyonunu da uyarirlar. Bu
fonksiyonlar anjiyogenez siirecinde yeni kapiller olusumu ve matriks yeniden
yapilanmasi i¢in gereklidir. Dolayisiyla, MMP’ler anjiyogenezde kritik bir rol oynarlar
ve anjiyogenezle birlikte ECM remodelingi olan tiim fizyolojik ve patolojik progeslere
katilirlar (24,27).

Anjiyogenez i¢in MMP gerekliligi kesinlikle tespit edilmistir. Ornegin;
tiimorle iligkili MMP iiretimi {izerine bariz azaltici etkisi olan TIMP-1 ve TIMP-
2’nin artmig ekspresyonu, tiimorle iliskili anjiyogenezi inhibe eder. Ayrica
sentetik MMP inhibitérlerinin antianjiyogenik etki gésterdigine iliskin pek ¢ok
¢alisma vardir. Ornegin; MMP-1, -3 ve —9 inhibisyonu yapan KB-R 7785 ile
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tedavi edilmis farelerde, primer tiimér ve metastazlarda artmis hiicre apopitozisi
ve azalmig damar yogunlugu gozlenmistir (25). Ayrica son zamanlarda yapilan
¢aligmalar MMP’lerin, ECM’den anjiyostatin ve endostatin gibi anjiyogenez

inhibitorlerinin tiretimi ve salinimini da saglayabildiklerini gostermektedir (4).

Son zamanlarda yapilan ¢alismalarda, MMP’lerin ECM komponentleri
yaninda, ECM dis1 molekiilleri de substrat olarak kullandigina dair kanitlar elde
edilmistir. Bunlar arasinda; IGF-BP(Insulin like Growth Factor-Binding
Protein), proTGF-B(Transforming Growth Factor-p) gibi biiyiime faktor
prekiirsorleri ve baglayici proteinler; proTNF-a(proTumor Necrosis Factor-a),
prolL-1B(Interleukin-1B) ve IL-2(Interleukin-2) gibi sitokinler, E-cadherin,
Bs-integrin, syndecan-1, ICAM-I1(Intracellular Adhesion Molecule), av
integrin gibi adezyon reseptérleri vardir. Bu yeni- tanimlanan 6zellikler,
MMP’lerin daha 6nce anlasildiindan ¢ok daha fazla fizyolojik ve patolojik
olayla iligkili oldugunu 6ngérmektedir (26).

Bu bulgular, konjenital kalp hastalikli ¢ocuklarda, hipoksi ve degisen

hemodinamik dengelere bagli olarak meydana gelmesi muhtemel anjiyogenik

degisikliklerde MMP’lerin de ise karisabilecegini diigiindiirmektedir.
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I1.4. BNP (BRAIN NATRIURETIC PEPTIDE)
Genel Ozellikleri:

BNP, viicuda pompalanan kan miktarinin yetersizligi durumunda aktive olan,
natriiiretik peptid ailesinin bir Uyesidir. Natritiretik peptid sisteminde, ventrikiiler
disfonksiyona cevap olarak kalpden ANP (Atrial Natriuretic Peptide) ve BNP (Brain
Natriuretic Peptide) olmak tizere 2 farkli peptid sekrete edilir (34).

ANP, artmig atrial duvar basincina cevap olarak atriumda iretilir. i1k kez
1988’de Sudoh T. tarafindan beyin dokusunda izole edildiginden dolay: “Brain
Natriuretic Peptide” olarak adlandirilan BNP, daha sonra domuz ve rat kalp

dokusundan izole edilmistir (35,36).

Artmis ventrikiiler voliim yiikiine cevap olarak ventrikiillerden salinan
BNP, konjestif kalp yetmezligi ve sol ventrikiiler disfonksiyon durumlarinda
hizla yiliksek konsantrasyonlarda tiretildiginden dolayi acil tani i¢in kullanilmaya
elverigli bir kardiyak belirtegtir. Ayrica, ANP’ den daha stabil olup, 5-6 kat
daha fazla yann1 Omre sahip olan ve sol ventrikiiler disfonksiyon i¢in daha
spesifik olan BNP’nin bazal kardiyak sekresyonu da ANP’den daha azdir
(34,37).

Insan BNP geni 1.kromozamda lokalizedir ve 108 a.a’lik prohormon olan
proBNP’i kodlar. NT-Pro-BNP olarak adlandirilan N-terminal boliim,
prohormondan ayrilir ve dolasimdaki biyolojik aktif form olan BNP kalir (Sekil
11.4).

In vitro deneylerden elde edilen verilere gére bu iki subiinitin

prohormondan ayrilmasini saglayan proteolitik enzim “furin”dir.
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flk dlgiim yontemleri kompetetif radyoimmundlgiimle gergeklestirilmisg
olan NT-proBNP ve BNP’nin §lglimleri bugiin i¢in kemiluminesans yéntemlerle

rutin olarak yapilabilmektedir (37).

proBNP (aal1-aa108)

BNP (aa77-aa108)

R
NT proBNP (ul-u?c)

u,um Boceses coon
N

Sekil I1.4. BNP’nin fizyolojik yapisi

BNP’nin kandaki yar1 émrii yaklasik 22 dakikadir ve BNP son 2 saat
i¢inde pulmoner kapiller wedge basincinda meydana gelen degisiklikleri dogru
olarak yansitabilir. Yar1 omrii 120 dakika olan NT-proBNP’nin Slgiimiiyle ise
yaklagik olarak son 12 saat igerisinde hemodinamik dengede meydana gelen
anlamli degisiklikler hakkinda fikir sahibi olunabilir (41). Ayrica sol ventrikiiler
disfonksiyonlu hastalarda NT-proBNP’nin plazma konsantrasyonlar1t BNP’den
2-10 kat daha fazla yiikselir. Bu mekanizmadan peptid seviyeleri arasindaki
tanimlanmamis  bir relatif degisim, kardiyak sekresyon ve klirens
mekanizmalarindaki degigimler sorumlu olabilir. Buna gore, kalp yetmezliginde
daha gok yiikselen NT-proBNP, BNP ile karsilagtirildiginda daha iyi bir belirteg
olarak kabul edilebilir (42).
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Dolasimdaki BNP’nin en biiyiik kaynagi kardiyak myositlerdir. Son
zamanlarda Tsuruda ve arkadaslari tarafindan yapilan bir ¢alismada kardiyak

fibroblastlardan da tiretildigi gosterilmistir (38).
BNP Sentez ve Salintmuinin Diizenlenmesi:

Kardiyak noérohormonlarin sentezi i¢in baslica uyar1 kardiyak duvar
geriminin artmasidir.Ayrica invitro deneysel ¢alismalarda parakrin ve endokrin
yolla Endotelin 1, NO ve Anjiyotensin II gibi n6rohormonlarin da kardiyak BNP

iretimini uyardiklar1 gésterilmistir (39,40).

En 6nemli uyarict faktér ventrikiiler basing artisi olmasina ragmen
egzersiz, hipoksi, myokardial iskemi ve kalp hiz1 degisiklikleri de BNP iiretimi

i¢in uyaricidir (46,47).

Saglikli organizmada kardiyak peptidlerin baglica kaynag1 atrium olmakla
birlikte, - kronik kalp yetmezligindeki duvar basinci artiginda ventrikiler

natriiiretik peptid olan BNP’nin iiretimi artar (37).

Natriiiretik peptidler, NPR'(natriﬁretik peptid reseptér) A, B ve C olarak
adlandirilan 3 farkli hiicre ylizey reseptoriine baglanarak biyolojik etkilerini
gosterirler. NPR-A ve B reseptorleri yapisal olarak benzerdir ve her ikisi de
adrenal bez ve bobreklerde bulunmasinin yaninda, NPR-A, biyik kan
damarlarinda, NPR-B ise baslica beyinde ve hipofiz bezinde bulunur. Bu iki
reseptor, natriliretik peptidlerin ¢ogu biyolojik etkilerine, bir siklik guanilat
monofosfat (c-GMP) bagimli sinyal zinciri tizerinden etki ederek aracilik eder.
NPR-C ise guanil siklaz aktivitesinden yoksundur ve G protein aktivasyonu
yapan 37 amino asitlik bir stoplazmik bolge igerir. Bu reseptor, vaskiiler

endotel, diiz kas, kalp, adrenal bezler ve bobrekler gibi ¢gok genis bir alanda
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lokalize olmustur. Yapilan ¢aligmalar, NPR-C’nin natritiretik peptidler igin bir.

klirens reseptérii oldugunu géstermektedir (40,43).

Natritiretik peptidlerin sentez ve salinimi igin en Onemli diizenleyici
faktér plazma konsantrasyonu olmasina ragmen, peptidlerin dolasimdan

uzaklastirma orani da ¢ok dnemlidir.

BNP Kklirensi baglica 2 yolla olur: Nétral endopeptidazlar(NEP)
aracilifiyla enzimatik yikim ve NPR-C araciligtyla endositoz ve lizozomal

yikim,

NEP, ¢ok gesitli dokularda genis bir dagilm gdsteren ¢inko
metallopeptidazdir. Natritiretik peptidlerin halka yapisini agarak inaktive eder.
NPR-C de ¢ok genis dagilim alani gdsteren bir klirens reseptérii olup, iizerinde
lokalize oldugu hiicrelerde natritiretik peptidlerin endositozla hiicre igine alinip

lizozomal olarak yikilmasina aracilik eder (40,44).
BNP’nin Biyolojik Etkileri ve Klinik Kullanimu:

BNP’nin baslica bilinen biyolojik etkileri;
» diilirez, vazodilatasyon, renin-anjiyotensin-aldosteron sisteminin inhibisyonu
(45).
. sempati‘k aktivitenin baskilanmasi (46).
» kardiyak ve vaskiiler myosit hiicrelerin biiylimesi ve ¢ogalmasinin inhibisyonu
37).
* kardiyak fibrozis inhibisyonu (40).

* kollajen sentezi inhibisyonu ve MMP ekspresyonunun artirilmasi (38).

Bu etkilerine bagli olarak BNP, sivi hemostazinin ve kan basincinin

diizenlenmesinde de 6nemli rol oynar (45).
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BNP olgtimiintin klinik kullanimina iligkin olarak g¢esitli hastalik
gruplarinda yapilmis ¢aligsmalar vardir: BNP 6l¢timii; astim, pndmoni, pulmoner
embolizasyon, brongit, bronsiolit, kronik obstriiktif akciger hastalig1 gibi dispne
nedeni olan hastaliklardan kalp yetmezliginin ayirt edilmesinde, nefrotik
sendrom veya alt ekstremitelerde vendz yetersizlik gibi 6dem olusturan

nedenlerden kalp yetmezliginin ayirt edilmesinde yardimcidir (62,48).

BNP plazma seviyeleri kalp yetmezliginin siddetini yansittigi ve
pulmoner kapiller wedge basinct ile korele oldugundan dolayi, seri BNP
olgiimleri yetmezlik tedavisinin takibinde de son derece kiymetli bir belirtegtir
(49,50). Bunlara ilave olarak, akut koroner sendromlar olarak adlandirilan bir
grup kardiyak iskemik olayda, kardiyak transplatasyon sonrasi basarmm
degerlendirilmesinde, hafif-orta giddetli kalp yetmezlikli hastalarda ani 6liim
acisindan gliglii bir prognostik faktdr olarak {izerinde yogun c¢aligmalar yapilan
BNP, ozellikle kardiyovaskiiler  hastaliklarin  biyokimyasal  olarak

degerlendirilmesinde giderek dnemi artan bir parametredir (51,52,53).

Kalbin hemodinamik degisikliklerine son derece duyarli cevap veren ve
rutin bir kardiyak belirte¢ haline gelen BNP’nin konjenital kalp hastaliklarinda
ve Ozellikle siyanotik durumlardaki diizeylerinin tespit edilmesi bu hastalik
grubunun tedavi ve takibi ic¢in klinik biyokimya ag¢isindan onemli bilgiler

saglayabilir.
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II.5.KONJENITAL KALP HASTALIKLARI

Tum dogumsal defektlerin yaklagik figte birini olusturan konjenital kalp
hastaliklarinin géritlme sikhigi genel popiilasyonda %0,8°dir. Ozellikle son 20 yilda
gerek tanida, gerekse palyatif ve diizeltici cerrahi tedavi yontemlerinde biiyiik gelismeler
olmasina ragmen, konjenital kalp hastaliklar1 halen gocuklarda énemli bir 6liim nedeni

olmaya.devam etmektedir (54).

Konjenital defektlerin ¢ogu fetiis tarafindan iyi tolere edilir. Ancak dogumdan
sonra fetal dolagimdaki degisikliklere bagli olarak(foramen ovale ve ductus arteriozusun
kapanmast) meydana gelen hemodinamik degisiklikler, anatomik bir anormalligin klinik

olarak belirgin hale gelmesini saglar (54).

Cogu konjenital kalp hastaliginin nedeni bilinmemektedir. Ancak genetik
faktorler 6nemli bir rol oynar. Olgularin %13’linde kromozal anomaliler, %3’iinde tek
gen defekti gOsterilmistir. %2-4 olguda g¢evresel faktdrler, annenin hastaliklari ve
teratojen ajanlar sorumlu tutulmustur. Gelismekte olan iilkelerde ise akraba evliligi

onemli risk faktorleri arasinda yer almaktadir (55).

Konjenital kalp hastaliklari igin bagvuru semptom ve bulgulari; anomalinin
¢esidine, eslik eden diger anomalilere ve yasa bagh olarak farkliliklar gostermektedir.
Yenidogan ve infant déneminde siyanoz, respiratuar semptomlar, tagikardi, bradikardi
goriilebilirken, daha biiylik ¢ocuklar ve adolesanlar siyanoz, takipne(>60/dk), dispne,
tagikardi(>120 atim/dk), bradikardi(<50 atim/dk), malniitrisyon, senkop, g6giis agrisi
gibi semptom ve bulgularla doktora bagvurabilmektedir. Hastalarin bir kisminda ise
rutin muayene sirasinda {iflirlim tespit edilmesi iizerine yapilan ekokardiyografik

inceleme ile tam1 konulmaktadir (56).
Genellikle sagdan sola sant olan durumlar siyanozla birlikteyken; soldan saga

sant olan durumlar artmi§ pulmoner kan akimi, konjestif kalp yetmezligi ve pulmoner

hipertansiyon geligim riski ile birliktelik gosterir (59).
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Siyanoz, rediikte hemoglobinin artmis konsantrasyonundan kaynaklanan deri ve
miik6z membranlarin mavimsi-mor renk degisikligidir. Klinik olarak siyanoz, cilt
yenlerindeki rediikte hemoglobin konsantrasyonu 5gr/100 ml’e ulastiginda gérﬁlﬁr.
Siyanoz, Ozellikle yenidogan doneminde olmak iizere konjenital kalp hastalikli
cocuklarda 6nemli bir bagvuru semptomudur. Arteriyal kanin desaturasyonuna bagli
gelisen siyanoz ‘santral siyanoz’, normal arteriyal oksijen saturasyonunda yavaglamig

kan akimindan kaynaklanan siyanoz ‘periferal siyanoz’ olarak adlandinlir.

Siyanotik konjenital kalp hastaliklarinda, desatiire kanin oksijenlenmesini
saglayacak alveolar t(initeyi kalp i¢i sagdan sola sant nedeniyle by-pass ederek
gecmesine bagli olarak siyanoz meydana gelir (57). Siyanoz fizik muayene yanisira
arteriyal kan gaz1 analizinde oksijen saturasyonu ol¢limii ile degerlendirilebilir. Normal
bir oksijen saturasyonu >%95 olmalidir. Siyanotik durumlarda arteriyal oksijen
.sat'urasyonu azalmigtir (58).
Konjenital kalp hastaliklar1 fizyolojik gelisimlerine dayal: olarak 4 gruba ayrilir:
1. Darlikla birlikte olanlar: ~ Aort stenozu
Pulmoner stenoz
Aort kuarktasyonu

2. Sagdan-sola sant olanlar: Fallot tetralojisi
Biiyiik damarlarin transpozisyonu
Trikuspid atrezisi

3.Soldan-saga sant olanlar: Ventrikiiler septal defekt
Atrial septal defekt
Patent ductus arteriosus

4. Mikst: Trunkus arteriosus ‘
Total anormal pulmoner vendz doniis
Hipoplastik sol kalp sendromu (58).

En sik goriilen siyanotik konjenital kalp hastaliklari: Biiyiik Arterlerin
Transpozisyonu (BAT), Fallot Tetralojisi (TOF), Trikiispid Atrezisi (TA), Total
Anormal Venéz Donils Anomalisi (TAPVR) ve Pulmoner atrezi+agir pulmoner stenoz

ya da pulmoner atrezi+VSD birlikteligidir (58).
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IIl. MATERYAL VE METODLAR

HI1. MATERYAL:

Bu ¢alisma, Osmangazi Universitesi Tip Fakiiltesi Cocuk Saglig ve Hastaliklar
Ana Bilim Dali, Pediatrik Kardiyoloji Polikliniginde tan1 alan ve takibi yapilan yaglar1 3
ay -16 yas arasinda degisen toplam 46 konjenital kalp hastas: tizerinde yapildi. Tanisi
‘ekokardiyografik olarak kesinlestirilen hasta grubu, fizik muayene bulgular1 ve kan gaz1
analizi sonuglarina gére siyanotik (n=11) ve asiyanotik(n=35) olarak ayrildi. Kronik bir
hastalig1 olmayip akut saglik problemi ile pediatri poliklinigine bagvuran ve hasta grubu

ile yas ve cinsiyet yoniinden benzer 29 saglam gocuk kontrol grubu olarak alind1.

Siyanotik gruba dahil edilen hastalardan 5’inde Fallot Tetralojisi(TOF), 3’{inde
A-V Kanal Defekti(Atriyo-Ventrikiiler Kanal Defekti), 2°sinde TA(Truncus Arteriozus),
I’inde Tek Ventrikiil tanis1 konulmugtu. Asiyanotik grup iginde 18 hastada
VSD(Ventrikiiler Septal Defekt), 9 hastada ASD(Atrial Septal Defekt), 2 hastada
VSD+ASD, 4 hastada PDA(Patent Duktus Arteriosus) ve 2 hastada ASD+PDA vardi.

Hasta ve kontrol grubundan plazma 6rneklerinin alinmasi igin lityum-heparin ve
potasyum-EDTA igeren steril tiipler kullanildi. Tam kan 6rnekleri alindiktan hemen
sonra 1000xg’de 4°C’de 15 dakika santrifiij edilerek plazmalar1 ayrildi. Elde edilen
plazma Ornekleri analize kadar -85°C’de saklandi. Bu 6rneklerden heparinli plazmada

VEGF ve MMP-9 diizeyleri, EDTA’l1 plazmada ise BNP diizeyleri 6l¢limii yapildi.

Hastalarin siyanotik ve asiyanotik olarak ayrilmasi amaciyla gerekli olan kan
gaz1 analizi iin ise heparinli enjektor icine alinan tam kan &rnekleri kullanildi. Ornekler
alindiktan hemen sonra Osmangazi Universitesi Tip Fakiiltesi Biyokimya Laboratuar

acil biriminde bulunan kan gaz1 analizériinde taze 6rnekten ¢alisildi.
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II1.2. METODLAR:
II1.2.1.VEGF Olgiimii:

Plazma VEGF konsantrasyonlarimin saptanmasinda  kantitatif sandvig
ELISA(Enzyme Linked Immunosorbent Assay) teknigi kullanildi. (Quantikine R&D
Systems, Minneapolis, USA) Insan VEGF’ine kars1 gelistirilmis spesifik monoklonal
antikorlar;n kullanildig: bu teknik ile VEGF¢s diizeyleri tespit edilmektedir.

Solid fazli bir ELISA teknigi olan bu yontemde rekombinant insan VEGF’ine
karg1 gelistirilmis spesifik monoklonal antikorlarla kapli kuyucuklar igeren mikroplate
kullamlmaktadir. Olglimiin kalibrasyonunun saglanmasi amactyla 2000pg/ml VEGF
igeren standarttan seri diliisyonlarla hazirlanmis 1000, 500, 250, 125, 62.5, 31.2
pg/ml’lik 7 standart ve bir adet O standart olmak {izere toplam 8 standart kullanilmigtir.
Standartlar ve plazma 6rnekleri i¢in aym kosullar altinda ve es zamanli olarak agagidaki

¢alisma prosediirii uygulanarak sonuglar elde edilmistir:

. fOOpL standart ve plazma orneklerinin tespit edilen kuyucuklara pipetlenmesi
ve antikorlara baglanmasi i¢in oda 1sisinda 2 saat inkiibasyonu

» Tampon ozelligindeki yikama soliisyonu ile kuyucuklarin 3 kez yikanmasi ve
bu yolla baglanmayan antijenlerin uzaklagtirilmasi

* Her bir kuyucuga VEGF’e kars1 gelistirilmis enzim isaretli poliklonal antikor
iceren konjugattan 200pL pipetlenmesi ve immiin kompleks olugmasi amaciyla oda
wisisinda 2 saat inkiibasyon. Konjugat soliisyonu igerisindeki antikorlar enzim olarak
“Horseradish Peroksidaz” la isaretlenmigtir. Bu sekilde, ilk inkiibasyon esnasinda
olusan antikor-antijen kompleksi {izerine ikinci bir antikor ilavesi ile sandvi¢ kompleks
olugmasi ve bunun enzimle igaretlenmesi saglanir.

» Tampon 6zelligindeki yikama soliisyonu ile kuyucuklarin 3 kez yikanmasi ve

bu yolla baglanmayan molekiillerin uzaklastirilmasi.
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» Hidrojen peroksit ve kromojen 6zellikli tetramethylbenzidine igeren substrat
sollisyonundan 200pL pipetlenmesi ve enzim-substrat reaksiyonunun gergeklesmesi igin
25 dakika inkiibasyon.

* Enzim-substrat reaksiyonunun durdurulmas: igin 2N siilfiirik asit iceren stop
soliisyonundan 50 pL pipetlenmesi.

* Olusan renk reaksiyonunun optik dansitesinin mikroplate okuyucu

spekrofotometresinde 450nm dalga boyunda okunmasi.

Sonuclarin Hesaplanmast:

Sonuglarin hesaplanmasi igin kullanilan kalibrasyon grafigi asagidadir.:
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Grafik I11.1. VEGF 6l¢iimii kalibrasyon grafigi

Kullanilan VEGF kitinin analitik Performansi:

Quantikine VEGF ELISA Kkitinin {iretici tarafindan tespit edilmis analitik
sensitivitesi 5,0pg/ml olup 6lglim i¢in kesinlik gostergesi olarak CV(Coefficient of
Variation) degeri 235 pg/ml’lik 6rnek i¢in tekrarlanan 20 6lgtimde %4,5°dir.
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II1.2.2. MMP-9 Ol¢iimii:

Plazma MMP-9 konsantrasyonlarinin saptanmasinda kantitatif sandvi¢ ELISA
(Enzyme Linked Immunosorbent Assay) teknigi kullanildi (Quantikine R&D Systems,
Minneapolis, USA).

Insan MMP-9’una kars1 gelistirilmis spesifik monoklonal antikorlarin
kullanildigr bu teknik, solid fazli bir ELISA &l¢timii olup, rekombinant insan MMP-9’u
iceren 8 adet standart kullanilarak &l¢lim yapilmaktadir. Bu amagla 20ng/ml MMP-9
iceren standarttan seri diliisyonlarla hazirlanmig 10, 5, 2.5, 1.25, 0.625 ve
0.312ng/ml’lik 7 standart ve bir adet 0 standart olmak {izere toplam 8 standart
kullanilmagtir. Standart ve plazma 6rnekleri igin aymi kosullar altinda ve es zamanh
olarak asagidaki ¢alisma prosediirii uygulanarak sonugclar elde edilmistir:

* Plazma Orneklerinin 1/40 oramnda diltie edilmesi

* 100 pL standart ve plazma Srneklerinin tespit edilen kuyucuklara pipetlenmesi
ve antikorlara baglanmasi i¢in oda 1sisinda horizontal orbital karistiric: {izerinde 2 saat
ink{ibasyonu.

 Tampon &zelligindeki yikama soliisyonu ile kuyucuklarin 4 kez yikanmasi ve
bu yolla baglanmayan antijenlerin uzaklagtirilmasi.

« Her bir kuyucuga MMP-9’a karg1 gelistirilmis enzim isaretli poliklonal antikor
iceren konjugattan 200uL pipetlenmesi ve immiin kompleks olusmasi amaciyla oda
1sisinda horizontal orbital kanstiric1 {izerinde 1 saat inkiibasyon. Konjugat soliisyonu
icerisindeki antikorlar enzim olarak “Horseradish Peroksidaz’la igaretlenmistir. Bu
sekilde, ilk inkiibasyon esnasinda olusan antikor-antijen kompleksi tizerine ikinci bir
antikor ilavesi ile sandvig kompleksi olugmasi ve bunun enzimle igaretlenmesi saglanir.

» Tampon 6zelligindeki yikama soliisyonu ile kuyucuklarin 4 kez yikanmasi ve
bu yolla baglanmayan molekiillerin uzaklastirilmas.

* Hidrojen peroksit ve kromojen ozellikte tetramethyl benzidine igeren substrat
soliisyonundan 200uL pipetlenmesi ve enzim-substrat reaksiyonunun gergeklesmesi igin

30 dakika inkiibasyon.
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* Enzim-substrat reaksiyonun durdurulmasi i¢in 2N siilflirik asit igeren stop
sollisyonundan 50uL pipetlenmesi.
*Olusan renk reaksiyonunun optik dansitesinin, mikroplate okuyucu

spektrofotometresinde 450 nm dalga boyunda okunmasi.

Sonuglarin Hesaplanmast:
Sonuglarin hesaplanmast igin kullanilan kalibrasyon grafigi asagidadir. Sonuglar

diltisyon faktorii ile garpilarak hesaplanmigtir:
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Grafik 1112, NIMP-9 slciimi kalibrasyon grafigi

Kullanilan MMP-9 kitinin analitik performansi:

Quantikine MMP-9 ELISA kitinin {retici tarafindan tespit edilmis analitik
sensitivitesi 0,156 ng/ml’dir. Orneklerin 40 kez diliisyonu ile ¢alisiimakta olup 1/16
diliisyon i¢in belirlenmis linearitesi %103°diir. Kitin 6l¢lim i¢i kesinlik gostergesi olarak
CV(Coefficient of Variation) degeri 2,04ng/ml’lik 6rnek igin tekrarlanan 20 dlgtimde
%1,9dur.
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II1.2.3.BNP Ol¢iimii:

Plazma BNP olgiimleri, Elecsys Pro-BNP kiti kullamlarak E170
elektrokemiluminesans Immunassay analizériinde(Roche Diagnostics, Mannheim, USA)
yapilmugtir.

Kemiluminesans, kimyasal reaksiyon sirasinda olugan 11k sagilimudir.
Elektrokemiluminesans ise, yanigmali ve sandvi¢ immindlgiimlerde isaretleyici olarak
ruthenyum gibi elektrokemiluminesans molekiillerin kullanildig1 immiinélgtim tipidir.
Bu tip dlgiimlerde ruthenyum(II) tris(bipiridil), elektrod yiizeyindeki tripropilamin ile
620 nm’de elektrokemiluminesans reaksiyona girer. Kati faz olarak manyetik bilyalar
kullamilarak, bilyalar elektrod ylizeyinde tutulur ve bagh olmayan isaretleyici yikama
soliisyonu ile uzaklagtinlir. Bilyaya bagli isaretleyici, voltaj uygulanmas:1 ile
elektrokemiluminesans reaksiyona girer ve olusan 151k yayim: fotomiiltiplier tiip ile
olgtilir (61). Sandvig kompleks olusumuna dayali bir immiinélgiim olan Elecsys
ProBNP &l¢limiinde olusan 151k yayimi, analitin konsantrasyonu ile dogru orantili olarak

analizor tarafindan hesaplanir.
BNP Ol¢iim Metodunun Analitik Performansu:

Elécsys Pro-BNP Kkitinin tiretici tarafindan tespit edilmis analitik sensitivitesi
Spg/ml’dir. Benzer yapidaki molekiiller ve diger nérohormonlarla ¢apraz reaksiyonun
aragtirildi1 analitik spesifite ¢aligmasinda aragtirilan tiim molekiiller i¢in ¢apraz
reaksiyon <%0.001 bulunmustur. Kitin ol¢tim i¢i kesinlik gdstergesi olarak tespit
edilmis CV(Coefficient of Variation) degeri 114,5pg/ml’lik drnek i¢in tekrarlanan 21

6lglimde %3°diir.

II1.2.4.Istatistiksel Analiz:

Verilerin istatistiksel olarak degerlendirilmesinde ‘SPSS for Windows 10.0°
paket programi kullanildi. Sonuglar, ortalama + SEM olarak verildi. Gruplar arasi
karsilagtirilma tek yonlii Varyans analizi(AN OVA) kullamlarak yapildi. Korelasyon igin
Pearson ve Spearman Korelasyon Testi kullanildi. p degerinin 0.05 degerinin altinda

olmasi istatistiksel olarak anlamli kabul edildi.
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1V. BULGULAR

Bu ¢alisma, 11(79, 43)siyanotik, 35(219, 14J) asiyanotik konjenital kalp
hastalif1 olan 46(289, 183)hasta ve 29(122, 173 sagliklt gocukta yapildi.

Tiim gruplar >3 ay g¢ocuklardan olusturulmus olup yas ortalamasi siyanotik

grupta 4,3+1,3, asiyanotik grupta 4,3+0,6 ve saglikli kontrol grubunda 7,3+0,7 idi.

Konjenital kalp hastalikli gocuklarda arteryal kan O, saturasyonu siyanotik
grupta %80,9+7,4, asiyanotik grupta %96,6+2,9 olarak tespit edildi.(p<0.05)

1V.1. VEGF

Konjenital kalp hastalikli siyanotik ve asiyanotik grupta ve saglikli kontrol
grubunda 6lciilen VEGF degerleri Tablo IV.1’de gosterilmistir.

Tablo IV.1. Saglikli Kontrol, Asiyanotik ve Siyanotik grup plazma VEGF degerleri
(ortalama + SEM) '

GRUPLAR YEGF (pg/ml)
Saglikl1 Kontrol Grubu

n: 29 , 107+8
Asiyanotik Grup

n: 35 124+9
Siyanotik Grup

n: 11 387+97*°

a: Saglikli Kontrol grubuna gére fark p<0,05
b: Asiyanotik Kontrol grubuna gére fark p<0,05
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Siyanotik grup plazma VEGF degerleri (387+97 pg/ml), saglikli kontrol grubuna
gore(107+8 pg/ml) ve asiyonotik gruba gére (124+9 pg/ml) anlamh sekilde yiiksek
bulundu (her ikisi de p<0.05).

Asiyanotik grup plazma VEGF degerleri saglikli kontrol grubundan yiiksek

olmasina ragmen istatistiksel olarak anlamli fark belirlenemedi (p>0.05).
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Grafik IV.1. Saghkli Kontrol, Asiyanotik ve Siyanotik grup plazma VEGF diizeyleri
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1V.2. MMP-9

Konjenital kalp hastalikli siyanotik ve asiyanotik grupta ve saglikli kontrol

grubunda 6lgiilen MMP-9 degerleri Tablo IV.2’de gosterilmistir.

Tablo 1V.2. Saglikli Kontrol, Asiyanotik ve Siyanotik grup plazma MMP-9 degerleri
(ortalama + SEM)

GRUPLAR MMP-9 (ng/ml)
Saglikli Kontrol Grubu

n: 29 202+43
Asiyanotik Grup

n: 35 258+32

Siyanotik Grup
s 14 315£73
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Siyanotik grup plazma MMP-9 degerleri (315+73 ng/ml), asiyanotik gruba
gore(258+32 ng/ml) ve saglikli kontrol grubuna gore (202+43 ng/ml) yiiksek bulunmus
olmasina ragmen istatistiksel olarak anlamli fark belirlenemedi (tiimii p>0.05).

Asiyanotik grup plazma MMP-9 degerleri saglikli kontrol grubundan yiiksek
olmasina ragmen istatistiksel olara anlamli fark yoktu (p>0.05).
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Grafik IV. 2. Saglikli Kontrol, Asiyanotik ve Siyanotik grup plazma MMP-9 diizeyleri
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1V.3. BNP

Konjenital kalp hastalikli siyanotik ve asiyanotik grupta ve saghkli kontrol

grubunda ¢lgiilen BNP degerleri Tablo IV. 3’de gosterilmistir.

Tablo IV. 3. Saglikh Kontrol, Asiyanotik ve Siyanotik grup plazma BNP degerleri
(ortalama + SEM)

GRUPLAR BNP (pg/ml)
Saglikli Kontrol Grubu

n: 29 53+8
Asiyanotik Grup

n: 35 i 185+45
Siyanotik Grup

n: 11 8456+4031*°

a: Saglikli Kontrol grubuna gére fark p<0,05
b: Asiyanotik Kontrol grubuna gore fark p<0,05
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Siyanotik grup plazma BNP degerleri (8456+4031 pg/ml), asiyanotik gruba
gore(185+45 pg/ml) ve saglikli kontrol grubuna gére (53+8 pg/ml) anlamli sekilde
yiiksek bulundu (her ikisi de p<0.05). Asiyanotik grup plazma BNP degerleri saglikli
kontrol grubundan yiiksek olmasma ragmen istatistiksel olarak anlamli fark
belirlenemedi (p>0.05).
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Grafik IV.3. Saghkli Kontrol, Asiyanotik ve Siyanotik grup plazma BNP diizeyleri

Plazma VEGF, MMP-9 ve BNP diizeylerinin ayrn ayri korelasyonu
degerlendirildiginde siyanotik grupta VEGF-BNP-diizeyleri ve MMP-9-BNP diizeyleri
arasinda anlamh bir korelasyon tespit edilmezken (sirastyla r=0.2; p>0,05, r=0,0,
p>0,05), VEGF-MMP-9 diizeyleri arasinda anlamli pozitif korelasyon tespit edildi
(r=0,67; p<0,05).

Ayrica, siyanotik grupta plazma VEGF diizeyleri ile arteriyal kan O, saturasyonu

arasinda anlamli negatif korelasyon vardi (1:-0.69; p<0.05).
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V.TARTISMA

Anjiyogenez araciliftyla yeni kan damarlarinin olugmasi, yagam boyunca birgok
fizyolojik islev i¢in onemlidir. Patolojik kosullarda ise anjiyogenez bazen istenen, bazen

istenmeyen bir siire¢ olarak karsimiza ¢ikmaktadir.

Ornegin yaralarin iyilesmesi, enfarktiiste kalpte ortaya gikan iskemik bolgelerin
daha iyi kanlanmasi ve beslenmesi ya da periferal arteriyal hastaliklarda ve iskelet
kaslarinda egzersiz sirasinda yorgunluga karst bir direng olusturmasi agisindan istenen
bir durumdur. Bununla birlikte 6zellikle tiimorlerde, kronik enflamatuar hastaliklarda
(romatoid artrit, psoriazis, diabetik retinopati, arteriyosklerozis) anjiyogenez istenmeyen

bir stiregtir (65).

Siyanotik konjenital kalp hastaliginda hipoksiye bagli olarak yeni damar
olusumu goriilebilir. Siklikla aortopulmoner kollateral arterlér geligir. Bu damarlanma
persistan 6zellikte bir soldan saga sant gelismesine sebep olabilir ve bu damarlar bazi
cerrahi prosediirlerin uygulanmasi esnasinda sistemik dolagimin ihtiyacim kargilayan
ventrikiil {izerindeki hemodinamik/ ylkii artiir. Bu sebeple bu damarlar kardiyak
operasyonlardan Once veya sonra transkatater coil embolizasyon yoluyla genellikle
kapatilir (2). Bu durum, siyanotik konjenital kalp hastaliginda anjiyogenik siirecin

cerrahi prosediirleri zorlagtiric1 6zellikte oldugunu gostermektedir.

Anjiyogenez gelisiminin fazla veya yetersiz olmasinin hastaliklarin mortalite ve
morbiditesi lizerine etkisinin anlasilmasiyla, ‘terapdtik anjiyogenez’ ve ‘anti-

anjiyogenik tedavi * kavramlan arastirilmaya baslanmigtir.

Terapotik anjiyogenezle ilgili c¢aligmalar iki hayvan modeli {izerinde
yogunlagir: Tavsan arka ayak modelinde, femoral arter ligasyonundan sonra
intraarteriyel veya intramiiskiiler olarak VEGF ve FGF verilmesi kollateral kan damari

olusumunu baglatmigtir. Myokardiyal iskemili domuz ve képek modellerinde ise,
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koroner arter tikandiktan sonra perivaskiiler veya intrakoroner olarak biiyltime faktérleri
proteinlerinin verilmesi ile myokardiyal vaskiilarizasyonda artiy oldugu gosterilmistir
(80).

Anti-anjiyogenik  tedaviler, tiimor dokusunda ger¢eklesen patolojik
anjiyogenezin mekanizmalarimin anlasilmaya baglamasiyla yogunlasmistir. Kanserli bir
hastada, sadece tiimdriin etrafindaki damar yapiminin bloke. edilmesirﬁ saglayacak bir

anti-anjiyogenik tedavinin bagariimasi, etkili ve spesifik bir tedavi saglayacaktir (81).

Siyanotik konjenital kalp hastaliklarinda anjiyogenik siirecin hangi yonde

degistigi ve hangi parametrelerle gozlenebildiginin gosterilmesi, bu hastalik grubunda

yeni tedavi arayiglarinin oniinii agabilir.

Biz bu tez caligmasinda, persistan Ozellikteki kronik hipoksinin, siyanotik
konjenital kalp hastalikhi ¢ocuklarda anjiyogenik faktorleri indiikleyebilecegi
hipotezinden yola gikarak anjiyogenezin biyokimyasal ol¢iimlerle gosterilmesi amaciyla
plazma VEGF ve MMP-9 diizeylerini 6lgtiik. Ayrica ayn1 hasta grubunda plazma BNP
diizeylerini degerlendirmeyi ve anjiyogenezin biyokimyasal gostergeleri ile

korelasyonunu arastirmay1 amagladik.

Hipoksinin VEGF ekspresyonunu uyardigi, hiperoksinin ise azalttigina iliskin
olarak son yillarda gok sayida deneysel ¢aliyma yaymlanmugtir. Ornegin; Minchenko ve
arkadaglar: hipoksinin in vitro olarak gerek malign hiicre kiiltiirlerinde, gerekse
fibroblast' ve endotelyal hiicre Kkiiltlirlerinde VEGF ekspresyonunu artirdigini
gostermislerdir. In vivo deneysel galismalarda da, hipobarik O,’e maruz birakilan

ratlarda hipoksinin VEGF ekspresyonu i¢in potent bir uyarici oldugunu géstermislerdir

).
Hipoksiye cevap olarak salinan HIF-la proteini periferal kan dolagiminda

bulunmaz, ancak hipoksik bir durumu takiben ilk 24 saat iginde etkilenen bélgede HIF-

la mRNA seviyelerinin arttify gosterilmistir. Lee ve arkadagslari, myokardial iskemide
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VEGF-A cevabim1 degerlendirmek igin yaptiklart bir ¢alismada, VEGF-A

ekspresyonunu HIF-1a’dan daha uzun siire devam ettigini géstermiglerdir (60).

NO inhalasyonu ve hiperoksinin, akcigerdeki VEGF ekspresyonu iizerine
etkilerini aragtiran bir ¢aligmada; NO ve O, inhalasyonu yapilan domuz akcigerlerinde
VEGF mRNA diizeylerinde anlamli azalma oldugu gosterilmigtir (63). Benzer sonuglar
24 veya 48 saat hiperoksiye maruz birakilan rat akcigerlerinde de gézlenmistir (64). Bu
deneysel 'Qahsmalar, hipoksinin VEGF {izerinde gii¢lii bir uyarici etkisi oldugunu

gOstermektedir.

29 saglikli kontrol, 35 asiyonotik ve 11 siyonotik konjenital kalp hastalikl gocuk
lizerinde yaptifimiz bu g¢aligmada, siyanotik grup plazma VEGF diizeylerini hem
saglikli kontrol grubuna gore, hem de asiyanotik gruba gore anlamli gekilde yiiksek
‘oldugunu tespit ettik (sirasiyla p<0.05, p<0.05).

Bu bulgular Himeno ve arkadaglarimin 80 siyanotik konjenital kalp hastas: ve 81
saglikli kontrol iizerinde yaptifn ¢alismanin sonuglarimi destekler niteliktedir (12).
Ayrica siyanotik ve asiyanotik konjenital kalp hastalikli gruplar arasinda anlamli

farkhihigin gosterilmesi, hipoksinin etkisine vurgu yapmaktadir.

VEGF’nin embriyonik vaskiilogenez ve anjiyogenezdeki 6nemini gostermek i¢in
yapilan iki ayn ¢alismada, farelerde tek VEGF allel inaktivasyonunun 11-12. giinlerde
embriyonik 6limle sonuglandigi tespit edilmistir (82). Kardiyovaskiiler sistemin
embriyonik gelisimi esnasinda yiiksek dozda biiylime faktérleri uygulanmasinin
yapacaf1 etkiyi gostermek igin yapilan bir bagka c¢alismada, bu dénemde VEGF
uygulanmasimin kalpte yetmezlikle karakterize ¢ok ciddi defektler meydana getirdigi
goriilmiigtiir. Hemen tiim organlarda venéz dilatasyon olusurken, endokardiyal hiicre
proliferasyonu artmig, myokardiyum asir1 derecede incelmié ve ciddi septal defektler
meydana gelmigtir (83). Bu c¢aligmalar, saglikli embriyonik gelisim i¢in VEGF

ekspresyonunun ¢ok ciddi kontrol edildigini géstermektedir.
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Normal saglikli yeni doganlarda plazma VEGF seviyeleri yiiksektir ve
dogumdan sonraki birkag ay i¢inde yavag yavas normal seviyelerine diiser. Malamitsu-
Puchner ve arkadaglar: erken yenidogan déneminde plazmé VEGF seviyelerinin ileri
¢ocukluk donemlerine gore anlamli sekilde yiiksek oldugunu bildirmislerdir (66). Bu
durum, erken yenidogan donemindeki fizyolojik damar gelisimiyle iliskili olabilir.
Ayrica dogum esnasindaki gegici hipoksiye veya pulmoner kan akimi artis1 gibi dogum

sonrasi gozlenen ani hemodinamik degisikliklere bir cevap olabilir (12).

Konjenital kalp hastalikli ¢ocuklar ve yenidoganlarda plazma BNP diizeylerinin
degerlendirildigi bir ¢alismada, yenidogan doéneminde BNP diizeylerinin de daha
sonraki ¢ocukluk donemlerine gore yliksek oldugu gosterildiginden dolayi, 3 aydan
kiigtik cocuklar1 ¢caligmamiza dahil etmedik (67).

Ancak yine de, hasta yas gruplamna gore VEGF diizeylerinin degisiklik
gostermesi, konjenital hastalik alt grubunda hemodinamik dengelerin ve anatomik
yapinin degismesi nedeniyle VEGF diizeylerinin etkilenmesi ve hasta sayisinin sinirh
olmasi gibi nedenler genis standart hata degerlerine ve anlamli farklilik olmamasina yol

agmis olabilir.

Hipoksinin derecesi ile VEGF diizeyleri arasindaki korelasyonun
degerlendirildigi bir caligmada, -bu iki parametre arasinda anlamhi korelasyon
gosterilmezken; Himeno ve arkadaglarimin yaptigi iki ayn ¢aligmada, arteriyal kan
oksijen saturasyonu ile VEGF diizeyleri arasinda anlamli negatif korelasyon

gosterilmistir (1,2,68).

Bizim ¢ahsmamizda da siyanotik hasta grubunun arteriyal kan oksijen
saturasyon degerleri ile plazma VEGF diizeyleri arasinda anlamli negatif korelasyon

tespit ettik (r=-0,69, p<0,05).
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Siyanotik konjenital kalp defektlerinde cerrahi girisimle ilgili mortalite ve
morbidite, nonsiyanotik kalp hastalarina gére daha fazladir. Hipoksi, myokardial
metabolizma ve fonksiyonlar iizerinde uzun stireli derin etkiler yapabilir. Kronik hipoksi
koroner vazodilatasyonu indiikler. Hipoksiyle olusan bu vazodilatasyon etkisi

muhtemelen NO salinumu ile iligkilidir (69).

Anjiyogenik siirecin gergeklesmesi igin MMP’lerin gereklilifi bugiin igin
kesinlikle tespit edilmistir. MMP’ler, ¢esitli ECM proteinlerinin yikimi ve degistirilmesi
yoluyla, anjiyogenezde kritik bir rol oynarlar (25).

En 6nemli anjiyogenik biiylime faktorlerinden birisi olan VEGF ile MMP’ler
arasindaki iligkiyi aragtirmak amaciyla yapilmis bazi ¢aligmalar vardir. Lamoreaux ve
arkadaglary tarafindan yapilan bir ¢alisgmada, VEGF’nin insan dermal mikrovaskiiler
endotelyal hiicrelerinde MMP-2 ve MT-1 MMP salimmim artirdigi, TIMP-1 ve TIMP-
2’1 azalttig1 gosterilmistir (71).

Zucker ve arkadagslari tarafindan yapilan bir bagka ¢alismada da, VEGF’nin
insan umblikal ven endotelyal hiicrelerinde MMP-1, MMP-2 ve TIMP-1" i artirdig1
gosterilmistir (70).

Son yillarda, MMP’lerin kardiyovaskiiler hastaliklarla iligkisini
degerlendirmek amaciyla yapilan g¢alismalarda artis olmustur. Ornegin; bir
calismada, MMP’lerin arteriyal intima hiperplazisini baslatma, ilerlemis
aterosklerotik lezyonu zayiflatma ve riiptiirline yol agma {izerine major bir etkisi
oldugunun farkina varilmistir (30). Yine son zamanlarda yapilan ¢aligmalarla,
MMP‘ekspresyonu ve aktivitesindeki artigin aterosklerotik plaklarin olusumunda
onemli bir rol oynadifi, konjestif kalp yetmezlikli hastalarda plazma MMP-9

diizeylerinin artmis oldugu gosterilmistir.
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MMP’lerin anjiyogenez ve ECM yikim iizerinde etkileri normal akciger
gelisimi sirasinda maruz kalinan oksijen miktarina bagli olarak da
degismektedir. Yenidogan ratlar iizerinde yapilan bir g¢alismada, hiperoksiye
maruz kalma ile MMP-9 ve pro-MMP-9 seviyelerinin anlaml1 gekilde azaldig:

gosterilmistir (31,32,33).

Oksijenizasyon ve MMP-9 diizeyleri arasindaki iligkiyi aragtirmak amaciyla
yenidogan ratlar {izerinde yapilan bir galigmada, 4-14 giin stireyle %95°lik oksijene
hlaruz birakilan ratlarin hem akciger dokusunda, hem de bronkoalveolar lavaj sivisinda
MMP-9 mRNA ve proMMP-9 protein diizeylerinde anlamli azalma oldugu tespit
edilmistir. Bu ¢aligma, hiperoksinin MMP-9 diizeyleri tizerinde inhibitor etkisi
oldugunu géstermektedir (33).

Malign tiimor dokulari hizli biiylimelerinden dolay: genellikle hipoksiye maruz
kalirlar. Pankreatik kanser hiicre kiiltiirlerinde yapilan bir ¢aligsmada, hipoksik kosullar
altinda MMP-2 aktivitesi degismezken, MMP-9 aktivitesinin yaklagik 5,5 kat arttif
gosterilmistir (79).

Hipoksinin MMP-9 diizeyleri iizerine in vivo olarak nasil etki yaptigina iligkin
klinik bir c¢aligmaya literatiirde rastlanmamig olmasmna ragmen; mevcut bilgiler,
siyanotik konjenital kalp hastaligindaki kronik hipoksi durumunda MMP-9 diizeylerinin
artmasinin beklenecegini diistindiirmektedir.

Bizim ¢aligmamizda, plazma MMP-9 diizeyleri, siyanotik konjenital kalp
hastalikli grupta, asiyonotik ve saglikli kontrol gruplarina gore artmis olmasina ragmen,
istatistiksel olarak anlamli farklilik tespit edilememistir (tiimii p>0.05)

MMP’lerin salimmimin ve aktivitesinin hipoksi diginda anjiyogenik sitokinler

aracilifiyla da, hiicre tipine bagimli sekilde degisen bir cevapla diizenlendigi

gosterilmistir.(23) Sitokin ekspresyonunun bireysel degiskenlik gstermesi, anjiyogenik
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cevabin bireyler arasinda farklilk gdstermesinin bir nedeni olabilir (20). Bu sebeple
MMP-9 sonuglarinda, yiiksek standart hata degerleri ve istatiksiksel olarak anlaml
olmayan bir yiikseklik gdzlenmis olabilir.

Bu calismada, anjiyogenik degisimi biyokimyasal olarak gostermek amaciyla
Oletiigtimiiz VEGF ve MMP-9 diizeyleri hipoksi, hipoksinin derecesi, sitokinler,
hormonlar, yas, mevcut bagka patolojilerin olusturdugu bireysel degiskenler gibi ¢ok
cesitli faktorlerden etkilenmektedir. Bu durum, her iki parametre igin de kronik
hipoksinin yaptif1 etkiyi g6zlemlemenin Oniinde sinirlandirict bir faktér olarak
bulunmaktadir.

Hasta gruplarinin 6zelliklerinin ¢ok daha standardize oldugu (tek tip konjenital
kalp hastalifi, beraberinde kardiyak hemodinamigi etkileyecek bagka bir patoloji
bulunmamas: gibi) ve hasta sayisimin daha yiiksek oldugu caligmalarla hipoksinin
konjenital kalp hastalikli g¢ocuklardaki anjiyogenik etkisi daha net olarak

gozlemlenebilir.

Bu sinirlayict faktorlere ragmen, bizim ¢alismamizda siyonotik grupta plazma
VEGF ve MMP-9 diizeyleri arasinda anlaml pozitif korelasyon tespit ettik.(r=0,67,
p<0,05)

BNP, ventrikiiler myositlerden ve fibroblastlardan, basing ve voliim
yilklenmesine cevap olarak salman kardiyak bir nérohormondur. Konjestif kalp
yetmezligi ile iligkisi lizerine yapilan galigmalar neticesinde, bu hastalik grubunun tam,
risk degerlendirmesi ve tedavi takibinde yararli bir belirte¢ olarak yerini almustir.
Konjenital kalp hastalikli gocuklarin degerlendirilmesi ve tedavi takibinde ise BNP’nin
rolii heniiz ¢ok acik degildir (3).
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Plazma BNP seviyelerinin saglikli bireylerdeki diizeylerinin arastirildigi bir
caligmada, cocukluk yas grubunda eriskinlerden anlamli sekilde yiksek oldugu
bulunmustur (72). o

Bir bagka galismada, BNP diizeylerinin saglikli ¢ocuklarda dogumu takiben en
yilksek seviyelerde oldugu ve yaklagtk 3 ayda erigskin seviyelerine yaklastif
gosterilmistir (73). Bu durum fetal dolagimdan neonatal dolagima gegisle meydana gelen
hemodinamik degisikliklerle ilgili olabilir. Fetal dolasimin sonlanmasiyla birlikte sol
ventrikiiler voliim ylikiinde akut bir artig vardir. Dogum sonras1 BNP seviyelerindeki
hizli artis bu degisimle agiklanabilir (3).

Cowley ve arkadaglar: tarafindan 96 konjenital kalp hastaliklt ¢ocuk iizerinde
yapilan biiyiik bir ¢aligmada, tan1 ve tedavi amagl kardiyak kateterizasyon uygulanan
hastalarda plazma BNP diizeyleri 6l¢tilmtiistiir. Siyanotik, asiyanotik, kalp yetmezligi
olan ve olmayan heterojen bir hasta grubunda yapilan bu ¢aligmada arteriyal O,
saturasyonu ile BNP konsantrasyonu arasinda anlamli bir korelasyon tespit edilmezken,
en giiclii korelasyon sol ventrikiil ¢ikiginda obstriikksiyon yapan aort stenozlu hastalarda
gbzlenmistir. Bu g¢alismanin netiéesinde, tedavi girisimi uygulanan hastalar igin
BNP’nin tekrarlayan 6lgﬁmleriniri, kardiyak stresin direkt fizyolojik bir belirteci,
ferapﬁtik girisimin faydali olmasinin ve ilave bir tedavi ve girisime ihtiya¢ olup

olmadiginin bir gostergesi olabilecegi goriigiine varilmigtir (3).

Aynm1 ¢aligmada(3) ve Nagaya ve arkadaglar: tarafindan yapilan bir bagka
caligmada (75), izole ASD’li asemptomatik hastalarda normal BNP seviyeleri oldugu

gOsterilmisgtir.

Bizim ¢aligmamizda, asiyanotik konjenital kalp hastalikh grupta saglikli kontrol
grubu ile karsilastirildifinda BNP diizeyleri artmisg olmasina rafmen anlamli farklilik
tespit edilememistir. Bu bulgu, 6nceki paragrafta bahsedilen ¢aliymalarin sonuglariyla

ilyumludur. Zira asemptomatik hasta grubumuzun ¢ogunlugu izole ASD ve VSD’si
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olan, ek bir kardiyak patolojisi ve semptomu olmayan hastalardan olilsmaktaydl. Bu
durum, asiyanotik ve asemptomatik kalp hastaliklarinda hemodinamik dengenin biiyiik
olgtide korunmasma baghh olarak plazma BNP’sinin saglikli kontrollerden anlamli

olmayan bir yiikselme gosterdigini ortaya koymaktadir.

Cocukluk yas grubunda, konjestif kalp yetmezlii veya akcigér hastaliklarina
bagli solunum problemlerinin etyolojisinin anlasilmasinda da BNP 6l¢iimii yararli bir
belirtegtir. Yapilan bir ¢aligmada 40 pg/ml’nin lizerindeki plazma BNP degerlerinin
gocukluk * yas grubunda konjestif kalp yetmezligini pulmoner hastaliktan %84
dogrulukla ayirt ettigi gﬁsterilmistir (74).

Hipoksi ve BNP iliskisini aragtirmak amaciyla yapilan deneysel ve klinik
caligmalar, kisa siireli iskemi ve hipoksi epizodlarinin kardiyak dokudan hizila BNP
salimmim  artirdigim  gostermektedir. Orpegin, izole kalp dokusunun hipoksik
perﬁizyona ugratildigt deneysel bir galigmada, koroner dolagimda uzaklagtirilan kanda
BNP aktivitesinin huzli bir gekilde arttifn gosterilmistir (76). Anstabil anjinali hastalar
lizerinde yapilan bir c¢alisgmada da, anjina ataklarindan sonra plazma BNP

konsantrasyonlarinin 4-5 kat artt131 tespit edilmistir (77).

Siyanotik  konjenital kalp hastalikli ¢ocuklarda BNP  diizeylerinin
degerlendirilmesine iligkin olarak literatlirde herhangi bir yayina rastlanmamistir. Ancak
Hopkins ve arkadaslar: tarafindan siyanotik konjenital kalp hastalikl: erigkin hastalarda
yapilan bir ¢calismada, hipoksinin kardiyak myositlerden BNP salinimi igin direkt bir
uyaric1 oldugu gosterilmistir. Bu ¢aligmada, total viicut sivi hacminin hesaplamaya
dayal1 bir yontemle Olgiilmesinden sonra, siyanotik konjenital kalp hastalikli
eriskinlerde azalmis viicut sivisina ragmen asiyonotik hastalarla kargilastirildiginda BNP

diizeylerinin bariz yiikseldigi tespit edilmistir (78).
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Bizim calismamizda siyanotik konjenital kalp hastalikli grupta, hem saglikli
kontrollere gére hem de asiyanotik hasta grubuna gore anlamli yliksek plazma BNP
diizeyleri tespit ettik (tlimii p<0,05).

Bu sonug, kronik hipoksinin BNP {izerine uyarici bir etkisi oldufu hipotezini

dogrulamasina ragmen; klinik tanilar1 agisindan heterojen bir hasta grubunda ¢aligilmus

olmasi nedeniyle, BNP salinimu lizerine etki gosterebilecek diger faktorlerinin elimine

edildigi daha genis hasta serilerinde ¢aligmanin tekrarlanmasi yararli olacaktir.

BNP’nin ditirez, vazodilatasyon, renin-anjiyotensin-aldosteron sisteminin
inhibisyonu, sempatik aktivitenin baskilanmasi gibi sivi hemostazi ve kan basinci
{izerine olan etkilerinin yam sira; son yillarda kardiyak fibrozis inhibisyonu, kollajen
sentezi inhibisyonu ve MMP ekspresyonunun artirilmasi gibi etkileri oldugu ile ilgili
veriler yayinlanmistir. Tsuruda ve arkadaslar: tarafindan yapilan bir ¢alismada kardiyak
fibroblast hiicre kiiltiirlerinde BNP’nin kollajen sentezini azalttii ve MMP-1, -2 ve -3

protein ekspresyonunu ve MMP-2 salimmini artirdig1 gosterilmigtir (38).

Bizim galismamizda siyanotik hasta grubunda hem VEGF, hem MMP-9 hem de
BNP diizeylerinin arttif goriilmiigtiir. Ancak sadece VEGF ve MMP-9 diizeyleri
arasinda anlamli pozitif korelasyon tespit edilmistir. Diger parametrelerin anlamli
korelasyon gostermemesi her 3 parametrenin de gok sayida fizyolojik ve patolojik
faktorden etkilenmesi, hasta sayistin sirli olmasi ve yiiksek hata olusumuyla iligkili

olabilir.

Siyanozun anjiyogenezle ve BNP diizeyleri ile iligkisinin tespit edilmesi, yapilan
medikal ve cerrahi tedavilerin etkinligini degerlendirme ve tedavi takibinde anjiyogenik
biyokimyasal belirteglerin ve BNP’nin kullamlmasi y6niinde gelecekte yeni ufuklar

agabilir.
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VI.SONU(

Bu calismada, anjiogenezle iligkili faktérlerden VEGF ve MMP-9 ile
kardiyak bir noérohormon olan BNP’nin konjenital kalp hastaliklarindaki
diizeyleri ve siyanotik konjenital kalp hastaliklarinda kronik hipoksiyle iligkisi
incelendi. Bu ii¢ parametrenin plazma diizeyleri 11 siyanotik, 35 asiyanotik
konjenitai kalp hastalikli ve 29 saglikli ¢ocukta 6l¢iildii ve aralarinda korelasyon
olup olmadig: arastirildi. Hipoksinin derecesi ile bu parametrelerde anlamli bir
degisim ﬁxeydana gelip gelmedigini gostermek ig¢in plazma diizeyleri , arteriyel

kan oksijen saturasyonu ile kargilastirildi. $u sonuglar elde edildi:

1. Plazma VEGF diizeyleri siyanotik hasta grubunda, asiyanotik gruba ve
saflikli kontrol grubuna gére anlamli sekilde yliksek bulundu (sirastyla p<0.035,
p<0.05). Asiyanotik grupta plazma VEGF degerleri saglikli kontrol grubundan
yilksek olmasina ragmen, istatistiksel diizeyde anlamlilik saptanmamaktadir
(p>0.05).

2. Asiyanotik ve siyanotilg hasta gruplarinda plazma MMP-9 diizeyleri
saghikli kontrol grubuna gore yiiksek bulunmasina ragmen istatistiksel olarak
anlamli fark bulunmadi. (sirasiyla p>0.05, p>0.05 ). Plazma MMP-9 diizeyleri
siyanotik ve asiyanotik hasta gruplar1 arasinda da anlaml: farklilik géstermedi

( p>0.05).

3. Plazma BNP diizeyleri, siyanotik hasta grubunda, asiyanotik ve saglikli
kontrol gruplarina gore anlamli gekilde yiiksek bulundu (sirasiyla p<0.035,
p<0.05). asiyanotik grup plazma BNP diizeyleri, saglikli kontrol grubunda
yiiksek olarak tespit edilmesine ragmen istatistiksel olarak anlamli farklilik
yoktu (p>0.05).
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4, Siyanotik grup plazma VEGF diizeyleri ile arteriyel kan oksijen
saturasyonlari arasinda anlamli negatif korelasyon tespit edildi (r=-0.69,

p<0.05).

5. Plazma VEGF, MMP-9 ve BNP diizeyleri arasinda her hasta grubunda
ayr1 ayri1 korelasyon degerlendirmesi yapildiginda siyanotik grupta VEGF ve
MMP-9 diizeyleri arasinda anlamli pozitif korelasyon tespit edildi ( r=0.67,
p<0.05).

Elde edilen bu sonuglara gore, siyanotik konjenital kalp hastaliginda
plazma VEGF diizeylerindeki yiikselmenin , bu hastalarda kronik hipoksi
etkisiyle anjiyogenez olusumuna isaret ettii sOylenebilir. Ayrica VEGF

diizeylerindeki yiikselme, hipoksinin artmasiyla dogru orantilidir.

Bugiine dek kalp yetmezligi i¢in biyokimyasal bir belirteg olarak iizerinde
durulan BNP’nin kronik hipoksi etkisiyle arttifi goriilmiistiir. Ancak
anjiyogenik faktorler ile BNP arasinda bir iliski gozlenmemigtir. Bu
parametrelerin konjenital kalp hastaliklarinda tani ve tedavi girisimleri sirasinda
yol gosterici olarak kullanilabilmeleri i¢in daha genis ¢aligmalara ihtiyag¢ oldugu

sonucuna varilmigtir.
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