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OZET

MIiYOKARD INFARKTUSLU HASTALARDA MATRIKS
METALLOPROTEINAZ GEN POLIMORFIZMLERININ iINCELENMESI

GOREN, Canan
Yiiksek Lisans Tezi, Biyoloji Boliimii
Danismanlari: Yrd.Dog.Dr. Isik Didem KARAGOZ
Prof. Dr. Mehmet OZASLAN
KASIM 2013, 63 Sayfa

Ekstraseliiller matrikste bulunan protein ailelerinden biri olan matriks
metalloproteinazlar, ekstraseliiler proteinazlarin 6nemli bir iiyesidir. En 6nemli
gorevleri ekstraseliiler matriksin yikimidir. Her biri farkli bir gen iirinii olan ve
koroner tikamiklik ile iligkili iiyeler, matriks metalloproteinaz 2 ve 9, farkh
kromozomlar {izerinde bulunmaktadir. Bu enzimler; ekstraseliiler matriksin is
potansiyeli, dokunun yeniden sekillenmesi, anjiyogenez ve morfogenezde oldukca
esansiyel bir konuma sahiptir. Matriks metalloproteinazlarin aktivitelerindeki
kontrolsiiz artisin; kardiyak hastalik, ateroskleroz, periodontal hastalik, timor
hiicre metastaz1 ve artrit gibi bir¢cok hastaligin patogenezinde etkili olup, miyokard
infarktiisii gelisiminde rol almaktadir. Bu ¢alismada matriks metalloproteinaz 2 ve
9 genlerinde meydana gelen tek niikleotit polimorfizmlerinin miyokard infarktiisii
ile iligkisinin incelenmesi amaglanmistir. Bu amagla miyokard infarktiisii tanisi
konmus 258 hasta ve birinci derece yakininda herhangi bir kalp rahatsizligi
bulunmayan 127 saglikli birey calismaya dahil edilmistir. Matriks
metalloproteinaz-2 (1575 G/A) ve matriks metalloproteinaz-9 (1562 C/T) gen
bolgelerinde meydana gelen polimorfizmler PCR-RFLP yontemi ile analiz
edilmigtir. Verilerin istatistiksel analizi sonucunda MMP2 (1575 G/A) gen
polimorfizmi ile miyokard infarktiisii arasindaki iligki anlamli bulunmustur

(p<0,0001).

Anahtar Kelimeler: Miyokard infarktiisii, Matriks metalloproteinaz.



ABSTRACT

INVESTIGATION OF THE MATRIX METALLOPROTEINASE GENE
POLYMORPHISMS IN PATIENTS WITH MYOCARDIAL INFARCTION

GOREN, Canan
Master Thesis, Biology Department
Supervisors: Assist.Prof. Isik Didem KARAGOZ
Prof.Dr. Mehmet OZASLAN
November 2013, 63 pages

Matrix metalloproteinases, one of the proteins present in extracellular matrix, are
an essential member of extracellular proteinases. The most important tasks of them
are destruction of extracellular matrix. Members that each of them is a different
gene product and has a relationship between coronary steanosis. Matrix
metalloproteinases 2 and 9 are located on different chromosomes. These enzymes
have essential situations on the work potential of extracellular matrix, remodeling
of tissue, angiogenesis and morphogenesis. Controlled increase on the activity of
matrix metalloproteinases have influence over much of the diseases pathogenesis
including cardiac disease, atherosclerosis, periodontal disease, metastasis of tumor
cells and arthritis.They are also participate on the development of myocardial
infraction. Aim of this study is to investigate the relationship between single
nucleotit polimorphisms of the matrix metalloproteinases 2 and 9 genes and MI.
For that reason 258 patients who have suffered from acute Ml and 127 people who
have no close relatives that have never experienced heart disease, are used in this
research. Polymorphisms were matrikx metalloproteinase 2 gene (1575 G/A) and
matrix metalloproteinase 9 gene (1562 C/T) analysed by using PCR-RFLP
method. We found a significant associata between MMP2 1575 G/A polimorphism
and miyocardial infraction (p<0,0001).

Key Words: Miyocardial infraction, Matrix metalloproteinase.
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BOLUM 1
GIRIS
Iskemik kalp hastaliklari, tiim diinyada ana saglik problemlerinden biridir. iskemik
kalp hastaligi, miyokardin oksijen ihtiyaci ile kan akimi arasindaki dengesizlik
sonucu gelisen birbiri ile yakindan iligkili sendromlar grubuna verilen isimdir.
Iskemik kalp hastaligmin en sik goriilen sebebi, koroner arter liimenlerinin halk
arasinda damar sertligi diye de bilinen ateroskleroz nedeniyle tikanma veya

daralmasidir. Bu nedenle iskemik kalp hastaligi siklikla koroner kalp hastaligi veya

koroner arter hastalig1 olarak adlandirilir.

Koroner arter hastaligi, Birlesik Devletler ve Avrupa dahil olmak iizere, diinyanin
ekonomik olarak gelismis iilkelerindeki 6liimlerin tek basina en sik nedenidir ve bu
tilkelerde olimlerin yaklasik iicte birinden sorumludur (Giileg, 2006). Koroner arter
daralmasinin orani ve ciddiyeti ile iligkili olarak bazi sendromlar goriiliir. Bu
sendromlardan biri akut miyokard infarktiisidiir (MI) (Kumar vd., 2003). MI uzamis
iskemi sonucu meydana gelen geri doniisiimsiiz kalp kasi nekrozudur. MI’{in siddeti,
miyokardin O, talebi ile koronere kan sunumu arasindaki dengesizligin derecesi ve
stiresi ile yakin iligkilidir. MI’lin %85°1 aterosklerozla daralmis bir koroner arteri
tikayan akut bir trombiisle olusur (Gok, 1996). Birlesik Devletlerde, her yil 1.5
milyon kadar kisi MI ge¢irmekte, bunlarin yaklasik 500.000°1 dlmektedir (Giileg,
2006). Tirkiye’de ise her 2.5 dakikada saglikli bir kisi kalp ve damar hastaliklarina
bagh kalp krizi nedeniyle 6lmektedir. Olenlerin ¢ogu erkek ve 50 yas altindadur.
Kalp krizinden 6liim orani toplam o6lim oraninin %48’i kadardir (Milliyet blog,
2008). Akut MI riski hayat boyunca progresif olarak artmaktadir. Kirk bes ve 54
yaglar arasinda, erkeklerde, kadinlara kiyasla MI gelisme olasiligi 4-5 kat daha
fazladir. Bununla birlikte iskemik kalp hastalig: riski 80 yasindan sonra her iki cinste
esit olarak goriilmektedir (Kumar vd., 2003). Akut MI igin bir ¢ok risk faktorii
tanimlanmistir. Bunlar kalitsal ve edinilen olarak iki gruba ayrilir. Cinsiyet, yas, aile
Oykiisi ve genetik faktorler kalitsal risk faktorleri olarak wverilebilir. Sigara,

kolesterol, yiiksek kan basinci, obezite, stres, diyet, alkol de edinilen risk faktorlerine
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ornek olarak verilebilir (Kumar vd., 2003). Bu tip risk faktorlerinin etkilesimlerinin
ortaya konmasit MI’iin ortaya ¢ikist hakkinda 6nemli bilgiler vermesi ve dogru
yaklasimlar gelistirilmesi i¢in 6nemlidir. Koroner arter hastaliklariyla ilgili yapilan
caligmalar, MI ile ilgili genetik faktorlerin ve aday genlerin bulunmasi, hastaliklarin
altinda yatan ve c¢ogu bilinmeyen genetik etkilerin ortaya cikarilmasi agisindan
onemlidir. Bu calismada ekstraseliiler matriksin (ECM) yikimindan sorumlu,
dokunun yeniden sekillenmesi, anjiyogenez ve morfogenezde esansiyel bir konuma
sahip olan matriks metalloproteinazlarin aktivitelerindeki kontrolsiiz artislarin ECM
degradasyonu yoluyla MI gelisiminde rol alan MMP gen ailesine ait MMP2 ve
MMP9 genlerinin genotip ve allel sikliklariin arastirilmasi ve polimorfizm hastalik

iliskisinin incelenmesi amaclanmaistir.



BOLUM 2
GENEL BIiLGILER
2.1 Koroner Kalp Hastalig:

Kalp kasilmasini saglayan miyokard adi verilen kas tabakasinin beslenmesini,
dolayisiyla kalbin beslenmesini saglayan damarlara koroner damar (koroner arter)
ad1 verilir (Hurst, 1990). Koroner arterlerde olabilecek dogrudan kalbin ¢alismasini
ve verimini etkileyeceginden dolayi, bu damarlar biiyilkk 6nem tasimaktadir. Bu
damarlarda goriilen en Onemli hastalik koroner arter hastaligt (KAH)’dir. KAH
genellikle ateroskleroz sonucu gelismektedir. Koroner damarlarda basta kolesterol
olmak iizere lipidler, makrofajlar, diiz kas hiicreleri ve hiicre disi maddelerin
birikmesi plak olusumuna sebep olur. Olusan plaklar zamanla damar iginde
biliyliyerek normalde esnek olan damarlarin esnekligini azaltir ve damarin
tikanmasina yol agar. Damarin tikanmasi sonucu olusan hastaliga ateroskleroz denir.
Ateroskleroz veya baska bir nedenle miyokardin ihtiyact olan oksijenin yeterince
karsilanmamast sonucu olusan iskemi (dokunun kanlanamamasi), koroner arter
hastaligina sebep olur. Koroner arter hastaligi, genetik faktorler ile cevresel
faktorlerin birbirlerini etkilemesi sonucu olusan multifaktoriyel (¢ok yonlil) bir
hastaliktir (Vassalli ve Winkelmann, 2004). Koroner arter hastaligi i¢in belirlenen
hipertansiyon, obezite, hiperkolesterolemi, diyabet, sigara, fiziksel inaktivite ve
pozitif aile oykiisti gibi risk faktorlerinin yani sira, son zamanlarda aday genlerdeki
DNA polimorfizmlerinin (gen ¢ok yapililik) neden oldugu genetik yatkinlik da

onemli bir risk faktorii olarak gosterilmektedir (Gonzales vd., 2006).
2.2 Koroner Arter

Kan1 pompalamakla gorevli olan kalp, bu gorevini yapabilmek icin dakikada
ortalama 70 kere kasilir ve her defasinda ortalama 70 ml kani organlara gonderir.
Organlarin canliligimi koruyabilmeleri ve gorevlerini yapabilmeleri i¢in besin

maddeleri ve oksijene ihtiyaglar1 vardir. Bunlar organlara atar damar (arter) yolu ile

3



taginan kan ile ulagtirilir. Kanin arterlere pompalanmasini saglayan kalbin, ihtiyac¢
duyulan seviyede calisabilmesi i¢in kanlanmasi yani beslenmesi gerekir (Hurst,
1990). Koroner arter kalp kasilmasini saglayan miyokard ad1 verilen kas tabakasinin

beslenmesini, dolayisiyla kalbin beslenmesini saglar.
2.2.1 Koroner Arterlerin Anatomisi

Aort damarindan ayrilan, epikardiyal arterler seklinde tanimlanan major koroner
arterler, kalbin dis yiiziinde sulkus adi verilen oluklarda bulunurlar (Gok, 1996).
Baglangigta sag ve sol koroner arter olmak iizere iki ana dal halindedir. Sol ana
koroner arter, kisa bir segment sonrasinda sol 6n inen arter (LAD) ve sirkumfleks

arter (Cx) olmak tizere ikiye ayrilir (Hurst, 1990).
2.2.1.1 Sag Koroner Arter (RCA)

Aort kokiinde sag koroner valsalva siniisiinden ¢ikar (Gok, 1996). Uzunlugu 12-14
cm, capt ise 1.5-5.5 mm olan bu arter, sag kulak¢ik ve karincik ile iki karmcik arasi
bolmenin arka kismini besler. Bu koroner arterden, akut marjin, sol ventrikiil, siniis

diigiimii arteri gibi dallar ¢ikmaktadir (Hurst, 1990).
2.2.1.2 Sol Koroner Arter (LCA)

Aort kokiindeki sol koroner valsalva siniisiinden ¢ikar (Gok, 1996). Bir ile yirmi bes
cm uzunlugunda olup, ¢ap1 2-5.5 mm’dir. Sol koroner arter kalbin daha biiyiik bir

boliimiinii beslediginden dolay1 daha 6nemlidir (Gok, 1996; Hurst, 1990).
2.2.1.2.1 Sol On inen Arter (LAD)

Kalbin 6n yiiziinde yukaridan asagiya dogru uzanir. Uzunlugu 10-13 cm, cap1 ise 2-5
mm’dir. Sol koroner arterden ayrilan bu arter, sol karincigin 6n yiizii ile iki karincik
aras1 bolmenin 6n kismini besler, dolayisiyla kalbin 6n yiiziiniin kanlanmasin1 saglar.
Kendisinden ¢ikan dallar diagonal ve septal dallar olarak adlandirilir. Kalp kasinin en
bliylik boliimiinii besleyen damar oldugundan dolayi, kalbin en 6nemli damaridir. Bu

damara bagli MI’de kalp kas1 hasar1 daha biiyiik olur (Erséz, 2008).
2.2.1.2.2 Sirkumfleks Arter (Cx)

Uzunlugu 6-8 cm, cap1 1.5-5.5 mm olan sirkumfleks arter, atrium (kulakgik) ve

ventrikiilleri (karincik) arasindan dolanip kalbin arkasina yonelerek, kalbin yan ve
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arkasini besler. Kendisinden ¢ikan yan dallara obtus ad1 verilir (Ersoz, 2008) (Sekil

2.1).

Sol ana Koroner Arter

Sirkumileks frter

Obtus Dals

Diagonal

Saf Koroner Arter Dallar

Sol On inen Arer

Skt karjim Dhala Arks Inen Arber

Sekil 2.1: Kalbin Arterleri (Hurst, 1990)
2.2.2 Koroner Arterlerin Histolojisi

Arterler histolojik yapilarina gore elastik arterler, muskiiler arterler ve arterioller
olmak tiizere li¢ gruba ayrilirlar (Crawford, 2004). Koroner arterler muskiiler arter
yapisindadir. Muskiiler arterlerin ¢aplart genellikle 0.5-10 mm arasindadir. Muskiiler
arterler tiim arterlerde oldugu gibi, igten disa dogru intima, media ve adventisya

olmak iizere ii¢ tabakadan olusan bir duvar yapisina sahiptir (Sekil 2.2).

Elastca interna

LOmen

S duz kas hucrelen
AN
/ .-"\\:b’-".
NS
fibroblast :
S intma
B .
== media
advenbtia

Sekil 2.2: Koroner Arterlerin Yapisi (Crawford, 2004)
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2.2.2.1 intima Tabakasi

Bu tabaka en igte bir sira endotel hiicresi, daha sonra kollajen ve elastik fibrillerin
olusturdugu ince bir subendotelyal tabaka ve bu tabakanin altindaki belirgin bir
internal elastik laminadan olusur. Endotel, arter duvar ile kan elemanlar1 arasinda
diizglin ve kesintisiz bir smir olusturan tek sira dizilmis hiicrelerden olusan bir
tabakadir. Endotelin baglica ii¢ gorevi vardir: Kan elemanlar1 ile arter duvari
arasindaki gecirgenligi saglamak, damar tonusunu kontrol etmek ve hemostaz ve
inflamasyona (iltihaplanma) gore damar yiizeyinin Ozelliklerini diizenlemektir

(Crawford, 2004).
2.2.2.2 Media Tabakasi

Bag dokusu ile sarmalanmis olan bu tabaka c¢ok katli, spiral sekilli diiz kas hiicreleri
ve bu hiicreler arasindaki matriksten olusmustur (Crawford, 2004). Dis sinirlarini
internal ve eksternal lamina olusturur ve mediay1 intima ve en dis katman olan
adventisyadan ayirir. Damar duvarinin en genis tabakasi olan bu tabakanin esas
fonksiyonu, damar duvarindaki kontraksiyonu ve dilatasyonu saglamaktir (Crawford,

2004).
2.2.2.3 Adventisya Tabakasi

Koroner arter duvarmmin en dis tabakasidir. Bu tabaka genellikle uzunlamasina
yerlesim gosteren fibroblastlar, elastik ve kollajen fibrillerin olusturdugu gevsek
yapida bir bag dokusundan meydana gelir. Adventisya herhangi bir membranla
sinirlanmaksizin, ¢evre bag dokusu ile devam eder. Bu tabaka vaza vazorum da

denilen kapiller, veniil ve arteriollerle damar duvarinin beslenmesini saglar (Hurst,

1990; Crawford, 2004).
2.3 Ateroskleroz

Ateroskleroz lipidler, fibroblastlar, makrofajlar, diiz kas hiicreleri ve hiicre dis1
maddeleri degisik oranlarda iceren intimal plaklara bagli olarak meydana gelen,
arterlerin esneklik ve antitrombotik 06zelliklerinin bozulmasma yol acan bir
hastaliktir. Ateroskleroz arter duvarinin intima tabakasindaki degisimlerin eslik

ettigi, lipidlerin, kanin diger yap1 taslarinin ve fibréz dokunun yerel birikiminden
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dogan degisikliklerin bir kombinasyonu olarak da tanimlanir (Wilson, 1994).
Komplikasyonlar ile birlikte gelismis iilkelerde mortalite ve morbiditenin en 6nde
gelen nedenidir (Rudd vd., 2008). D6rt major hastalik grubunu igerir. Bu hastaliklar

sunlardir:

1) Koroner kalp hastalig1 (MI, anjinapektoris, kalp yetersizligi ve koroner 6liim)
2) Serebrovaskiiler hastaliklar (Inme ve gecici iskemik atak)

3) Periferik arter hastaligi

4) Aortikateroskleroz (Torasik veya abdominal aort anevrizmast)

2.3.1 Epidemiyoloji

Kardiyovaskiiler hastaliklar genel popiilasyonda yaygin olarak goriilmekte ve
ozellikle 60 yas tistii eriskinleri etkilemektedir. Gelismekte olan iilkelerde 6nde gelen
6liim nedenidir. Son iki yiizy1l boyunca bu nedenle ABD’de 1 milyon kisi hayatini
kaybetmistir (Stimbiil, 2010). Yasam siiresi uzadik¢a kardiyovaskiiler hastaliklar,
koroner kalp hastaliklar1 ve inme nedeniyle 6liim orani artmaktadir. Ancak 1990’dan
sonra artis hizi yavaglamistir (Murabi vd., 2003). Koroner kalp hastaliklar
kardiyovaskiiler hastaliklarin 1/3-1/2’sini olusturmaktadir. Her yil diinya genelinde
19 milyondan fazla insanin akut kardiyak olay (akut koroner sendrom veya ani
kardiyak 6liim) gecirdigi tahmin edilmektedir. Bu say1 ABD’de 1 milyon, Tiirkiye’de
300.000°den fazladir (Stimbiil, 2010).

2.3.2 Aterosklerozun Risk Faktorleri

Risk faktorleri;

e Aterosklerotik siirecin uzamasi (plak yayginlig),

e Olusmus plaklarin kararsiz hale gelmesi (hassasiyet, erozyon ve riiptiir),

e Lokal (plak trombojenitesi) ya da sistemik faktorlerle trombozun uyarilmasi
seklinde etkili olabilir (Davies, 2001). Aterosklerozun risk faktorleri Tablo

2.1°de verilmistir.



Tablo 2.1: Aterosklerozun Risk Faktorleri (Giizel,2008)

Major Risk Faktorleri Minor Risk Faktorleri
a)Degistirilebilir olanlar b)Degistirilemeyenler
v" Dislipidemi: LDL- | v" Genetik yatkinlik —| v Stres,
kolesterol  yitksekligi,| 2ile Oykiisd, ¥ Kisilik yapist,
v’ Cinsiyet, v’ Hiperiirisemi,
HDL-kolesterol v’ Yas, v' Hiperkoagiilabilite,
disuklugi, v Hiperkalsemi
v' Hipertrigliseridemi, ¥" Homosistein
v L tein(a) yiiksekligi v Alkol
ipoprotein(a) yitksekligi, v Antioksidan diizeyinin
v' Sigara, diisiikliigii
v Diabetes Mellitus, v’ Eser elementler
v Hipertansiyon, (Demir, Cinko, Bakair,
_ Selenyum)
v Obezite, v Vazektomi
v' Fiziksel inaktivite v’ Kalp transplantasyonu

2.3.2.1 Degistirilebilir Major Risk Faktorleri

2.3.2.1.1 LDL-Kolesterol Yiiksekligi: Plazmadaki kolesteroliin ¢ok biiytik bir kismi
LDL-kolesterol partikiilleri ig¢inde tasiir. Total plazma kolesterol diizeyi ile
kardiyovaskiiler hastaliklarin olusumu arasinda ¢ok siki bir korelasyon vardir. Bir¢ok
calismada devamli olarak plazma total kolesteroliiniin 180 mg/dl altinda oldugu
sahislarda koroner arter hastaligi riskinin az oldugu gozlemlenmistir (Neaton ve
Wentworth, 1992). Risk faktorleri arasinda en onemlisi yliksek serum LDL-
kolesterolii (ya da total kolesterol)’diir. Total kolesterol diizeyinin 150 mg/dl altinda
oldugu toplumlarda baska bir major risk faktorii olsa bile aterosklerotik olaylar
seyrektir (Roberts, 1995). Bu riskin ¢ogu LDL-kolesterol ile agiklandigi i¢in total
kolesterole oranla artik LDL-kolesterol dikkate alinmaktadir. LDL-kolesterol
diizeyindeki her %1’lik bir farkin koroner arter hastaligi riskini %2 ile %3 arasinda

degistirdigi goriilmiistiir (Giizel, 2008).



2.3.2.1.2 Trigliserid Yiiksekligi: Trigliseridlerin aterosklerozla baglantis1 tartisma
konusu olagelmistir. Ateroskleroz; diisiik yogunluklu lipoproteinler (LDL-
kolesterol), orta yogunluklu lipoproteinler (IDL) ve c¢ok diisiik yogunluklu
lipoproteinleri (VLDL) igeren aterojenik lipoproteinlerin intimaya girmesi, birikmesi
ve modifiye edilmelerine baghdir. Lipoproteinlerin ateroskleroza yol agma
kapasitelerinin kismen biiytikliiklerine bagli olmasi arter duvarindan gegemeyecek
kadar biiylik olan VLDL ve silomikronlarin aterojenik olmamasinmi agiklar. Kiigiik
VLDL ve IDL’lere bagl daha az siddetli hipertrigliserideminin aksine silomikronlara
ve biiyllk VLDL formlarina baglh hipertrigliseridemi aterojenik degildir (Wood vd.,
1998). Baz1 ¢alismalar HDL-kolesterol ve trigliseridlerin ayr1 ayri ele alinmamasi
gerektigi, yiiksek trigliserid diizeyi 1ile diisik HDL-kolesterol diizeyi
kombinasyonunun birlikte koroner arter hastaligi riskini artirdii  sonucuna
varmiglardir (Castelli, 1992). VLDL ile HDL-kolesterol metabolik olarak yakindan
iliskilidir ve trigliserid konsantrasyonu yiiksek oldugunda HDL-kolesterol
konsantrasyonu genellikle diisiiktir (Wood vd., 1998). Hipertrigliserideminin
koroner arter hastaligi riskini artirmasi; kiigiik ve yogun LDL-Kolesterol,
postprandiyal lipemi, artmis silomikron kalintilari, artmis VLDL kalintilar1, azalmig
HDL-kolesterol diizeyi, abdominal obezite, insiilin direnci, trombositagregasyonu ve

tromboz olugma yeteneginde artiga bagh goriilmektedir (Genest ve Cohn, 1995).

2.3.2.1.3 HDL-Kolesterol Diisiikliigii: Ortalama kolesterol diizeyinin yiiksek
oldugu toplumlarda diisiik HDL-kolesterol diizeyi iskemik kalp hastaligini (IKH)
ongodren giiclii bir 6l¢iittiir. Ancak serum total ve LDL-kolesterol diizeylerinin diisiik
oldugu toplumlarda belirleyici olmayabilir. Bu agidan diisiik HDL-kolesterol diizeyi,
diger major risk faktorleri gibi (sigara, hipertansiyon ve diyabet) koroner
aterosklerozu ancak yiiksek LDL-kolesterol diizeyleri sz konusu oldugunda uyarir
(Grundy vd., 1990). Bu durum 6zellikle total ve LDL-kolesterol orta diizeyde yiiksek
oldugunda (190-250 mg/dl ve 115-175 mg/dl) gegerlidir. En kiigiik lipoprotein olan
HDL-kolesterol damar duvarindan kolesterolii uzaklastirarak koruyucu etki
yapmaktadir (Wood vd., 1998). HDL-kolesterol ile ateroskleroz arasinda ters yonde
sik1 bir iligki mevcuttur. HDL-kolesteroliin her 1 mg/dl azaldigi durumda KAH
olaylar1 riskinin %2 ile %3 arasinda arttig1 bildirilmektedir (Gordon vd., 1989).

2.3.2.1.4 Lipoprotein(a) Yiiksekligi: Yiiksek plazma (Lp(a)) konsantrasyonlari,
iskemik kalp hastalig: riski yiiksek olan bireyleri tanimlar. Ancak Lp(a) ile tikayici
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arter hastalig1 arasinda neden-sonug iligkisi olup olmadigi bilinmemektedir. Plazma
Lp(a) diizeyi, KAH i¢in anlamli bir risk faktorii olarak goriilmektedir. Lp(a) 6n
planda aterosklerotik plaklarda yerlesir (Scanu, 1998). Ozellikle LDL-Kkolesterol
seviyesi de yiiksekse lipoprotein(a) risk faktorii olarak daha anlamli hale gelmektedir
(Fuster, 1994). Geng yasta KAH saptanan hastalarin %10-20’sinde yiiksek Lp(a)
diizeyi saptanmasi Lp(a)’y1 prematiir koroner arter hastaliklari ile birlikte bulunan en

olagan genetik gecisli lipoprotein bozuklugu durumuna getirmistir (Genest vd.,
1991).

2.3.2.1.5 Sigara: Sigara icen saglikli gen¢ eriskinlerde endotel bagimli
vazodilatasyonda doza bagli ve geriye donebilen bir bozulma saptanmistir
(Celermajer vd., 1993). Koroner arter hastaligina bagli ani Oliimlerde, sigara
icenlerde sigara igmeyenlerden daha sik koroner trombiis saptanmistir (Burke vd.,
1998). Mevcut bilgiler, sigaranin doku faktér ekspresyonunu artirarak plagin
trombojenitesini  arttirabilecegini  diisiindiirmektedir  (Moreno  vd., 1998).
Anjiyografik olarak sigara yavas progresyonundan (ateroskleroz) ¢ok koronerlerde
hizla tikanmayla (tromboz) iliskilidir (Bottcher ve Falk,1990; Grines vd., 1995).
Akut MI’da tromboliz sonrasi sigara icenlerde, igmeyenlere oranla daha az rezidiiel
duvar hastaligr kalir (Grines vd., 1995). Sigara sistemik hipertrombotik durumla
(trombin tiretimi, aktive trombositler, yliksek fibrinojen) iliskilidir (Roald vd., 1994).
Sigara ile koroner tromboz arasindaki baglant1 altta yatan ateroskleroza gore daha
giicliidiir ve sigaranin birakilmasiyla akut MI riskinin hizla ve ciddi sekilde azalmasi,
sorumlu siirecin geriledigini gosterir (Bottcher ve Falk, 1999). Sigara i¢cimine son
verilmesi ile akut MI riskinde %50-70 oraninda azalma saptanmistir (Manson vd.,
1992).

2.3.2.1.6 Diabetes Mellitus: Diabetes mellitusun (DM) her iki tipinde de koroner
arter hastaligr riski yiiksektir. Diyabet; KAH riskini orta yash erkeklerde 2 kat,
kadmlarda 3 kat artirmaktadir (Baret-Conner vd., 1991). IKH olusumunda DM ve
hiperkolesterolemi giiclii bir sekilde etkilesir (Grundy vd., 1990). Total kolesterolii
150 mg/dI’nin altinda olan toplumlarda, DM olan bireylerde bile aterosklerotik
olaylar seyrektir (Roberts, 1995). Diyabetli eriskin hastalarin %75-80’inde 6liim
sebebi KAH, serebrovaskiiler olaylar ve periferik damar hastaliklaridir. Insiiline bagl
diabeti olan hastalarda Lp(a) yiiksektir. Insiilin, damar duvarinda diiz kas

proliferasyonunu uyararak ve arter duvarinda kolesterol esterlerinin toplanmasini
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artirarak ateroskleroza katkida bulunur (Giizel, 2008). DM, trombotik olaylar
artirarak ateroskleroza bagli olay riskine katkida bulunabilir. DM’de trombosit
aktivitesi artar, plazma fibrinojen ve plazminojen aktivator inhibitor-1 diizeyleri
yiikselir (Falk ve Fuster, 2001). Endotel disfonksiyonu siklikla gozlenir ve DM’lu
hastalarda koroner trombozdan, plak riiptiiriinden ziyade endotel erozyonu sorumlu
gibi gorinmektedir (Davies, 1997). Diyabetin; KAH risk faktorlerinin ortaya
cikmasini kolaylastirirken, akut MI riskini bagimsiz olarak artirdigi diisiiniilmektedir.
Ancak diyabetli hastalarda kan glukoz diizeyinin siki kontroliiniin koroner risk

lizerine etkisi ¢oziilememistir (Manson vd., 1992).

2.3.2.1.7 Hipertansiyon: Sistemik arteryel hipertansiyon, patogenetik olarak
kolesterole bagiml1 bir ateroskleroz hizlandiricis1 olmakla birlikte, IKH igin bagimsiz
bir risk faktoriidiir. Hipertansiyon ve hiperkolesterolemi koroner ateroskleroz
olusumunda giiglii bir sekilde etkilesir. Total kolesterol diizeylerinin 150 mg/dI’nin
altinda oldugu toplumlarda hipertansiyonu olan kisilerde bile aterosklerotik olaylar
seyrektir (Roberts,1995). Hipertansiyonun aterosklerozu dogrudan kan basincinin
artmastyla hizlandirdig1 genel olarak kabul edilen goriistiir. Ama sistemik ve/veya
bolgesel renin anjiyotensin sistemleriyle iiretilen anjiyotensin II gibi eslik eden
hormonal degisikliklerin de rolii olabilecegi ileri siiriilmektedir (Ross, 1999).
Hipertansiyonla KAH ve inme arasinda dogrudan bir iliski vardir. Diastolik kan
basinci artikga MI ve 6liim riski de artmaktadir. Ornegin; diastolik kan basimci 76
mmHg’dan 105 mmHg’ya ¢iktiginda KAH goreceli riski 5-6 kat artmaktadir.
Hipertansiyon genelde diger risk faktorleriyle birlikte etki gosterir (Giizel, 2008).
Kan basincinin temel bilesenleri arasinda kararli bir bilesen (ortalama arter basinci)
ve pulsatil bir bilesen (nabiz basinci) yer almaktadir. Orta ve ileri yaslarda biiyiik
arterlerin katiligi arttigr icin sistolik basing yiikselir ve diyastolik basing diiser
boylece nabiz basinci artar. Framingham ¢aligmasia gore IKH riskini dngdrmede
nabiz basinci sistolik ve diyastolik basingtan daha iistiindiir. Yasla birlikte arterlerin
katilasmas1 yashlarda IKH riskinde 6nemli bir paya sahip olabilir (Franklin vd.,
1999).

2.3.2.1.8 Obezite: Sismanligin 6zellikle kadinlarda olmakla birlikte her iki cinsiyette
de koroner kalp hastalig1 ile iliskili oldugu goriilmiistiir (Hubert vd., 1983). Baslica
risk faktorlerinin tiimii ile dogrudan iligkisi olan sisman kisilerin ideal viicut

agirligina sahip olanlara kiyasla %35-45 oraninda daha fazla akut miyokard infartiisii
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(AMI) riski tasidigi saptanmistir (Manson vd., 1992) Obezitenin aterosklerotik
ilerleyise yardimi; hipertansiyon, bozulmus glukoz toleransi, insiilin rezistansi,
hiperglisemi, LDL-kolesterol artist ve HDL-kolesterol diisiikliigiinii igerir.
Abdominal obezitenin kalgada belirgin olan obeziteye gore KAH ile daha ¢ok iligkili
oldugu bulunmustur (Donahue vd., 1987).

2.3.2.1.9 Fiziksel Inaktivite: Fiziksel aktivite; HDL-kolesterol diizeyini artirir,
insiilin rezistansini diizeltir, viicut agirhigini azaltir ve kan basicini diizenler (Giizel,
2008). Diizenli olarak egzersiz yapan kisilerde ani 6liime daha az rastlandigi fakat
hareketsiz kisilerde egzersiz programi basladiginda ani kardiyak 6liim olasiliginda
bir artis oldugu belirtilmektedir. Aktif bir yasam tarzi olanlarda AMI riski sedanter
yasayanlara oranla %35-55 daha diisiik olarak dlgiilmiistiir (Manson vd., 1992).

2.3.2.2 Degistirilemeyen Major Risk Faktorleri

2.3.2.2.1 Aile Oykiisii: Aile oykiisii olanlarda aterosklerozun ¢ocukluk yaslarinda
basladigr diigiiniilerek daha ciddi olarak ve erken yaslarda arastirilmasi
onerilmektedir. Aile Oykiisii pozitif olanlarda; genetik yatkinlik, obezite,
hipertansiyon, dislipidemi, DM gibi birka¢ risk faktorii bir arada olabilir (Giizel,
2008)

2.3.2.2.2 Cinsiyet ve Yas: KAH‘larinin %60’1 erkeklerde goriiliir. Erkeklerde KAH
riski ve mortalitesinin kadinlara gore artmis oldugu gosterilmistir (Vartiainen, 1994).

MT’deki 6liimlerin 4/5’inde yas 65 ve tstiidiir (Gtizel, 2008).
2.4 Miyokard Infarktiisii (MI)

MI uzamis iskemi sonucu meydana gelen geri doniistimsiiz kalp kasi nekrozudur.
Kalbin koroner kan dolasiminin belli bir bodlgede yetersiz kalmasi sonucu o
bolgedeki kalp kast dokusunun Olmesi olarak tanimlanan miyokard infarktiisii
siklikla koroner damarlarin ateroskleroz sonucu daralma ya da tikanmalarina
baglidir. Koroner arterler iizerindeki fiziksel stresler (her atimda miyokard
kompresyonu ve g¢ekilmesi gibi) ve oksijen talebindeki degisiklikler, miyokarda kan
sunumunu belirler. Koroner arterler igindeki otoregiilatuar mekanizmalar,
aterosklerotik plaklar bulunsa bile miyokarda yeterli oksijen sunumunu genellikle
devam ettirirler. Ancak bu koruyucu mekanizmalar bozuldugunda, uzamis iskemi
veya MI gelisebilir (Ceylan 2005). Miyokard (kalp kasi) o kadar kalindir ki kalp
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kanla dolu olmasina ragmen kanin kas dokusunun derinliklerine ulagmasi ig¢in
koroner damarlara gerek vardir. Dolayisiyla kalp kast dokusunun beslenmesi ve
MI’'in goriilme sikliginin azalmasinda anjiyogenez Onemli bir yer tutmaktadir.
Anjiyogenez olduk¢a karmagik bir mekanizma ile gerceklesir. Hiicre dis1 matriks ve
matriksi ¢evreleyen hiicrelerden salinan pek ¢ok biiylime etmeni, sitokinler ve
bunlarin almaglar1 anjiyogenezde temel rol oynar (Leung vd., 1989; Lawrence ve

Diegelmann, 1994; Goodsell, 2003).

Amerika’da her yil 1.5 milyondan fazla insanin infarktus gecirdigi belirlenmistir
(Ufacik 2008). Gegen 30 yil igerisinde, gerek insidans ve gerekse mortalitesinde
belirgin diislis saglanmis olsa da gilinlimiizde yine ana 6liim sebeplerinden biridir
(biitlin dliimlerin %25’inden sorumludur). MI’den 6liimlerin ¢ogu medikal tedaviye

baslamadan dnce gelisse de hastane i¢i mortalite oran1 %10-15’tir (Ceylan, 2005).

IKH’nin diger klinik sekilleri gibi MI’niin siddeti de, miyokardin O, talebi ile
koroner kan sunumu arasindaki dengesizligin derecesi ve siiresi ile yakin iliskilidir.
MDI’1in uzun siireli sonuglari, biiylik oranda nekroze olmus miyokard yayginligina
baglidir. Hastanin semptom ve bulgulari uzamis iskemi sirasinda gelisen fizyolojik,

hiicresel ve biyokimyasal degisiklikleri yansitir (Ceylan 2005).

MPD’niin %85’1 aterosklerozla daralmig bir koroner arteri tikayan akut bir trombiisle
olusur. Bdyle bir trombiis; aterosklerotik plak, koroner damar endoteli, dolagimdaki
trombositler ve damar duvarimin dinamik vazomotor tonusu arasindaki etkilesimlerle
gelisir. Miyokard iskemisi ve infarktiisiinii hazirlayan ateroskleroz dis1 diger

mekanizmalar da bulunabilir (Ceylan 2005).

MT’1n sebepleri:

. Tikayici trombiisle birlikte olan ateroskleroz

. Vaskiilit sendromlari

. Koroner emboli (suni kapak vb. sebeplerle)

. Konjenital koroner arter anomalileri

. Koroner arter travma veya anevrizmasi

. Ciddi koroner arter spazmi (primer veya nikotin yahut kokainle uyarilmis)
. Kan viskozite artis1
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. Miyokard O, talebinde asir1 artma (aort darligi gibi).

2.4.1 Epidemiyoloji

Akut MI Kuzey Amerika ve Avrupa’da 6liimlerin 6nde gelen nedenidir. Amerika
Birlesik Devletlerinde KAH’a bagh yillik 6liim 800.000 iizerindedir (Christofferson,
2010). ABD’de her yil 1 milyondan fazla kiside AMI goriilmektedir. Ayrica
300.000°den fazla kisinin hastaneye basvurmadan once AMI nedeniyle oldiigi
tahmin edilmektedir. Her 25 saniyede bir Amerikali AMI gecirmekte ve yaklasik her
36 saniyede bir kisi kardiyovaskiiler hastalik nedeniyle 6lmektedir. Son 30 yil i¢inde
koroner bakim iinitelerinin (KBU) cogalmasi, fibrinolitik tedavi ve kateterlere
perflizyonun gelismesi nedeniyle siklig1 ve mortalite azalma gozlenmesine ragmen,
AMI’de hastaneye bagvurmadan oOnce Olenler dahil tiim mortalite hizi1 %30’dan
fazladir. Primer perkutan koroner girisimlerin (PKG) mortaliteyi diisiiriicii etki
gostermesine ragmen AMI hastalarinin biiyiik bir kismi1 bu tedaviye uygun degildir.
Hastalarin ¢ogu AMI icin 24 saat dogrudan perkutan koroner girisim (PKG)
uygulanabilecek hastanelere ulasamamaktadir. AMI'nin insidans ve mortalitesinin
yiiksek oldugu ileri yas niifus oranin artmasi ve bu hastalarin fibrinolitik tedaviye
uygunlugunun azalmasi nedeniyle, ileriki yillarda da yine 6liimlerin en dnde gelen
nedeni olarak kalabilecegi diisliniilmektedir. Dahasi, Bati tarzi diyet ve yasam stiline
global bir yonelmeden dogan obezite ve diyabet insidansindaki artis da gelecekte
KAH’a bagl gelisecek hasarlar1 artiracaktir (Christofferson, 2010).

2.4.2 Fizyopatoloji

AMI genellikle daha Onceden ateroskleroz ile daralmis arterlerdeki koroner kan
akiminin kesintiye ugramasiyla olusur (Libby, 2000). Yavas koroner arter darlig
genellikle akut infarkta yol agmaz; ¢iinkii bu durumda zaman iginde zengin kollateral
dolasim ag1 gelisir. Ancak vaskiiler hasar bolgesinde korone rarter trombiisii aniden
olusursa infarkt meydana gelir. Bu hasar sigara, hipertansiyon ve lipid birikimi ile
kolaylastirilir. Birgok vakada aterosklerotik plak ¢atladiginda, riiptiire oldugunda ya
da tlserlestiginde ve lokal yada sistemik sartlar trombogenezi kolaylastirdiginda

infarkt olusur (Akbulut, 2006).
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Aterosklerotik plagin riiptiirii trombositlerin adezyon, agregasyon ve tromboksanA2
(TXA2), serotonin, adenozindifosfat (ADP), trombin, trombosit aktive edici faktor,
doku faktorii, serbest oksijen radikalleri, kollajen ve epinefrin gibi 6zel mediatorlerin
salinimi ile sonuglanir. Bu mediatorlerin  birikimi trombosit agregasyonunu
hizlandirir. TXA2, serotonin, trombin ve trombosit aktive edici faktor endotelyal
hasar ¢evresindeki vazokonstriktorlerdir. Serotonin, adenozin ve doku faktoriiniin
mitojenik etkisi mevcuttur ve neointimal proliferasyonun gelisimine Onciiliik eder.
ProstoglandinF2a (PGF2a), doku plazminojen aktivatorii ve endotel kaynakl
gevsetici faktor’iin (nitrik oksit) endotelyal hasar bolgesindeki goreceli azligida
tromboz gelisimi, vazokonstriksiyon ve neointimal proliferasyon ile iliskilidir

(Akbulut, 2006).

Miyokardiyal hasarin miktar1 etkilenen damarin besledigi duvarin biiytikliigiine,
trombiisiin erken spontanlizisini saglayan dogal faktorlere, kollateral damarlarla
getirilen kan miktarina ve kanlanmasi1 azalmis miyokardin oksijen ihtiyacina gore
degisir. Artmig MI riski tasiyan hastalar kararsiz ya da varyant anjinast olup, diger
koroner risk faktorlerini tagiyan hastalardir. Diger nadir predispozan durumlar
hiperkoagiilabilite, kollajen vaskiiler hastalik, kokain bagimlilig1 ve koroner emboli

olusturabilecek intrakardiyaktrombiis ve kitlelerdir (Akbulut, 2006).
2.5 Damar Olusum Calismalarinin Tarihcesi

Yeni damar olusumu, anjiyogenezis ya da vaskiilarizasyon, hakkindaki ¢aligmalarin
genellikle 18. yiizyilda basladig1 goriilmektedir. 1747 yilinda Boerhaave, yaralarda
bulunan cerahatin farkli damarlarin birbirlerine baglanti yapmasina yardim ettigini
diistinmiistiir. Kapiller damar biiylimesi hakkinda ilk c¢aligmalardan biri kurbaga
larvalar1 (tadpole) iizerinde Platner (1844) tarafindan ortaya konulmustur. Meyer
(1852) ve Travers (1844) yara iyilesmesinde yeni kan damarlarinin olustugunu
gozlemlemislerdir. Civciv embriyosunda ve farkli tiimorlerde kapillerin ¢ogaldigi
Billroth (1856) tarafindan gozlenmistir. Arnold ise 1871 ve 1872 yillarinda
inflamasyon ve rejenerasyon donemlerinde kapillerin olustugunu bildirmistir

(Hudlicka, 1984a ve 1984b).

Yeni kan damarlarinin olugmasi ile ilgili 6nemli ¢aligmalar 19. yilizyilin baslarinda
Goldman tarafindan tiimdral bir olusum {iizerinde yapilmaya baslanmistir. Goldman

gozlemlerini, “normal olarak gelisen dokunun kan damarlari anormal sekilde
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gelismekte olan ve asir1 kan damari igeren tiimor tarafindan bozulmakta ve ozellikle
tiimore komsu olan bdlgelerdeki kan damarlar1 genislemis ve diizensiz bir sekil
almistir” diye bildirmistir (Goldman, 1907). Clark ve arkadaglar1 tavsanlarin
kulaklarinda gelistirdikleri transparan c¢emberleri kullanarak implante ettikleri
timorlerde damar biiylimesini gozlemleyerek radyografik bulgular elde etmislerdir

(Clark vd., 1931).

Yapilan c¢aligmalarda vaskiilarizasyonun olugmasinda endotel hiicrelerinin roliiniin
son derece Onemli oldugu gosterilmistir. Yeni kan damarlarinin olugmasinin
“anjiyogenezis (anjiyojenesis)” terimi ile tanimlanmasi 1935 yilinda Hertig’in hamile

maymunlarin plasentasi lizerinde yaptig1 bir ¢alismayla yapilmistir (Hertig, 1935).

Sonraki yillarda yeni kan damarlarmin olusumu endometriumda, kil folikiilleri
cevresinde, dislerde, iskelet ve kalp kasinda, beyinde vb. dokularda calisilmaya
baslanmistir. Anjiyogenezis konusunda oOzellikle iskelet ve kalp kasinda yapilan
calismalarda egzersiz, hipoksik ve kalbin bradikardik olarak isledigi sartlarda
calisilmistir (Hudlicka, 1984a).

Arastirmacilar kan damarlarinin bazi organlarda fazla bazilarinda az oldugunu
gozlemlemislerdir. Bu gozlemlerden yola c¢ikarak Sobin ve Tremer (Sobin ve
Tremer, 1977) organlardaki kan damarlarinin basitge besin gereksinimleri i¢in olan
damar aglar1 (iskelet, kalp ve diiz kaslar, merkezi sinir sistemi ve mesane vb.) ve
belli bir gorev i¢in olan damar aglar1 (deri, akciger, karaciger, bobrek, endokrin
bezler vb.) seklinde gruplandirmislardir. Bununla birlikte kabaca metabolizmasi
yiiksek ya da yaptig is biiyiik olan organlarda kan damarlar1 fazla, metabolizmasi
diisiik ya da yaptig1 is az olanlarda az bulunur diye bildirilmistir (Hudlicka, 1984a).
Kapiller sayisini arastiran ilk ¢alismalardan birinde incelenen dokularda mm?’deki
kapiller sayisinin bobreklerde en fazla, yag dokusunda en az oldugu gozlenmistir

(Kety, 1951).

Timor ve yara iyilesmesi gibi konularda olusan fizyolojik ve patolojik anjiyogenezis
hakkinda ciddi ¢alismalar ve tartismalar 1970’11 yillarda, 6zellikle Folkman ve
arkadaslarinin (Folkman, 1971a) ¢alismalartyla hiz kazanmistir. Yine ayn1 donemde
ayni grup tarafindan ilk anjiyojenik faktor tlimor anjiyojenik faktor (TAF) adi altinda
sigan meme tiimor ekstresinden izole edilmistir (Folkman vd., 1971b). Sonraki

yillarda da tliimor tarafindan salinan ve etrafa difiize olabilen vaskiiler endotelyal
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biiylime faktorii (VEGF) ve fibroblast biiyiime faktorleri (FGF) gibi birgok faktoriin
oldugu belirlenmistir (Kerbel, 2000; Ribatti vd., 2002).

Anjiyogenezis olusumunda 6nemli rolleri olan biiylime faktorlerinden aFGF, bFGF
ve VEGF 1980’li yillarda izole edilmistir (Maciag vd., 1984). Bu faktorler ve diger
faktorlerin elde edilmesi ile sonraki yillarda miyokard infarktiisii ve alt bacak
ekstremitlerinde goriilen iskemik hastaliklarin tedavisinde anjiyogenezisi stimiile
eden degisik biliylime faktorlerinin kullanilmasi igin g¢alisilmistir (Hudlicka vd.,
1992). Anjiyogenezisden sorumlu anjiyojenik faktorlerin kesfinden sonra
antianjiyogenik etkili faktorlerin de bilinmesiyle kanser, diyabetik retinopati ve
romatoid artrit gibi inflamatuar hastaliklarin tedavisi yoluna gidilmeye baslanmistir

(Ferrara ve Henzel, 1989).
2.6 Anjiyogenezis

Anjiyogenez mevcut kan damarlarindan yeni kan damarlarimin gelismesidir.
Proanjiyogenik ve antianjiyogenik etmenler tarafindan kontrol edilir (Carmeliet,

2003) (Tablo 2.2).

Tablo 2.2: Anjiyogenezi Uyaran ve Engelleyen Etmenler

Anjiyogenezi Uyaran Etmenler Anjiyogenezi Engelleyen Etmenler

VEGF (Vaskiiler endotelyal biiyiime etmeni) Trombospondin-1

PGF (Plasental biiylime etmeni) Anjiostatin
FGF (Asidik, bazik fibroblast biiyiime etmeni) Endostatin
FGF-3 (Fibroblast biiyiime etmeni-3) Vazostatin

FGF-4 (Fibroblast biiyiime etmeni-4)

inhibitorii

TGF-a (Transforme edici biiylime etmeni-a) Trombosit faktdr-4 parcacigi

TGF-B (Transforme edici biiylime etmeni-f3) Prolaktin tiirevi

Vaskuler endotelyal biiylime faktorii

EGF (Epidermal biiylime etmeni)

Restin

HGF (Hepatosit biiyiime etmeni)

Proliferinle ilgili protein

TNF-a (Timor nekroz etmeni-a.)

Interferon-a-B

PDGF (Trombosit kaynakli biiylime etmeni) Anjiopoetin-2

GCSF (Grandilosit koloni uyaran etmen) Antitrombin-3 fragmani
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IL-8 (interlokin-8) Interferon ile indiiklenebilen protein-10

Anjiogenin

Proliferin

Anjiyogenezin fizyolojik ve patolojik olmak iizere iki ¢esidi vardir. Fizyolojik
anjiyogenez gelismekte olan fetiiste baslar ve dogum sonrasinda, eriskin dokulardaki
normal kan damarlarini olusturacak bigimde devam eder. Fizyolojik anjiyogenez
kendi kendini sinirlayan bir olusum olmasina ragmen patolojik anjiyogenez uzun
siire devam eder (Dvorak, 2003). Fizyolojik anjiyogenezde kan damarlari, diizenli,
birbirinden yakin bosluklarla ayrilmis ve iyi diizenlenmis bir dagilim gosterirler.
Patolojik anjiyogenezde ise uyarilan yeni kan damarlart (6rnegin; tiimorler
tarafindan) son derece anormaldir, diizensiz dallanirlar ve belirli bir diizene
uymazlar. Ayrica yapisal ve islevsel acidan heterojen plazma proteinlerine ve
plazmaya kars1 genellikle yiiksek derecede gegirgendirler. Yiizeylerinde pek ¢ok
bliylime etmeni almaclari bulunmaktadir (Leung vd., 1989; Dibbens vd., 1999)
(Sekil 2.3).

Endothe Lisl W ol Paviding
Eal e A g Endothelisl
e O

Sekil 2.3: Yeni Damar Olusumu (Tigli, 2009)

Anjiyogenezin siki bigimde denetlendigi déllenmeden sonra plasentanin gelismesi,
yara iyilesmesi, mensturasyondan sonra uterus i¢ tabakasinin yenilenmesi gibi
fizyolojik durumlar disinda anjiyogenez organizmada olduk¢a sinirhdir (Allure,
2003). Normal kosullarda anjiyogenez, endotel hiicrelerinin ¢ogalmasini ve
etkinlesmesini saglayan pek ¢ok biiylime etmeni ile buna karsi gelen anti-anjiogenik
etmenler arasinda olusan bir denge ile diizenlenir (Haroon vd., 1999). Bu etmenler
arasindaki denge bozuldugunda anjiyogenez kontrol edilemez. Bu olay ozellikle
timorlerin yayilmasinda biliylik Oneme sahiptir. Anjiyogenez ayrica iskemik

kardiyovaskiiler hastaliklar, retinopatiler, yara iyilesmesi ve enflamasyon gibi pek
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¢ok onemli hastalik durumlarini da 6nemli dlgiide etkiler (Dibbens vd., 1999; Ferrara
vd., 2003).

2.7 MatriksMetalloproteinazlar (MMP)

Matriks metalloproteinaz (MMP) ailesi, ekstraselliiler proteinazlarin 6nemli bir
tiyesidir. En Onemli gorevleri ekstraselliller matriksin (ECM) yikimidir. Birgok
fizyolojik ve patolojik siireglere katildiklar1 saptanmistir. Bu enzimler ECM’in
yenilenmesi, dokularin yeniden sekillenmesi, anjiogenez, morfogenez ve gelisimde
oldukca esansiyel bir konuma sahiptir. MMP’ler; emriyonik gelisim, ovulasyon,
kemik sekillenmesi ve yara iyilesmesi gibi bir¢cok fizyolojik olayda rol alirlar. Ayni
zamanda bu enzimlerin hiicre migrasyonu, invazyon, proliferasyon ve apoptozda rol

oynadig1 bilinmektedir (Visse vd., 2003; Vu vd., 2000).

MMP’lerin hepsi latent proenzimler olarak tiretilir ve aktive olmalari i¢in proteolitik
islemlerden gegmis olmalar1 gerekir (Visse vd., 2003; Rundhaug., 2005). MMP’lerin
aktivitelerinde meydana gelen kontrolsiiz artislarin ECM degradasyonu yoluyla akut
ve kronik hastaliklarin patogenezinde rol oynadigi diisiiniilmektedir. MMP’lerin
aktivitesinin artis1 kardiyak hastalik, ateroskleroz, periodontal hastalik, tiimor hiicre
metastaz1 ve artritler gibi bir¢ok hastaligin patogenezinde etkili oldugunu gosteren

calismalar yayinlanmaktadir (Visse vd., 2003).

Matriks metalloproteinazlar hakkinda ilk bilgi Jerome Gross ve Charles Lapiere
tarafindan 1962 yilinda yayinlanmistir. MMP’lerin molekiil agirliklart 19-92 kDa
arasinda degismektedir (De Souza vd., 2002).

Glinlimiizde MMP ailesinin 25 iiyesi saptanmigtir. MMP’ler substrat spesifitesi,

primer yapisi ve hiicresel lokalizasyonuna gore 5 temel sinifa ayrilirlar, Bunlar;
1. Kollajenazlar

2. Stromelizinler

3. Jelatinazlar

4. Matrilsinler

5. Membran-tip MMPler (Mt-MMP) (Tablo 2.3) (Amano vd., 2001 ; Murphy vd.,
2003).
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Tablo 2.3: Matriks Metalloproteinaz Ailesinin Uyeleri

.. MMP
Grup Uyeler Ana Substratlari
Numarasi
Interstisiyal o :
) MMP-1 Fibrilerkollajenler
kollajenaz
Kollajenazlar Notrofilkollajenaz MMP-8 Fibrilerkollajenler
Kollajenaz 3 MMP-13 Fibrilerkollajenler
Kollajenaz 4 MMP-? Bilinmiyor
. Jelatin, Jelatinazlar Kollajen Tip
Jelatinaz A MMP-2
IV-V, Fibronektin
Jelatinazlar i _ _ i
) Jelatin, Jelatinazlar Kollajen Tip
Jelatinaz B MMP-9
IV-V, Fibronektin
o Laminin, Non-fibriler Kollajen,
Stromelizin-1 MMP-3 ] )
Fibronektin
o Laminin, Non-fibriler Kollajen,
Stromelizin-2 MMP-10 ) .
Stromelizinler Fibronektin
o Laminin, Non-fibriler Kollajen,
Matrilsin MMP-7 ] .
Fibronektin
Stromelizin-3 MMP-11 a -1 proteinaz inhibitdr (serpin)
Mt-1 MMP MMP-14 Pro-MMP-2, kollajenler, jelatin
Mt-2 MMP MMP-15 Pro-MMP-2, kollajenler, jelatin
Mt-MMP’ler Mt-3 MMP MMP-16 | Pro-MMP-2, kollajenler, jelatin
Mt-4 MMP MMP-17 Pro-MMP-2, kollajenler, jelatin
Metalloelastaz MMP-12 Elastin
Enamelsin MMP-? Bilinmiyor
Digerleri __
Xenopus MMP-? Bilinmiyor
Bilinmeyen MMP-19 Aggrecan

MMP’ler yapisal olarak incelendiginde; 17-29 aminoasit i¢eren sinyal peptit bolgesi,
77-87 aminoasit igeren amino terminal propeptit bolgesi ve 170 aminoasit i¢eren
katalitik bolgeden olusur. Katalitik bolgenin aktif merkezinde ¢inko atomu ve ¢inko
atomuna bagli korunmus sistein aminoasiti bulunur. Katalitik bolge ayn1 zamanda
c¢inko baglayici boliim ve korunmus metiyonin aminoasiti igerir. Bu bdlge,

MMP’lerin stabilitesini ve enzimatik aktivitesini korumak igin katalitik ¢inko
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atomuna ek olarak yapisal ¢inko atomu ve 1 ya da 3 tane kalsiyum atomu igerir
(Visse vd., 2003; Vu vd., 2000; Lijnen, 2002) (Sekil 2.4).

Hemopeksin domain

Sitoplazmik ug

Fibronektin Katalitik

domain domain Mentese

T™M-1

Membran

baglantisi

Furin propeptit Sinyal

peptidi

Sekil 2.4: Matriks Metalloproteinaz Domain Yapisi (Visse vd., 2003; Vu vd., 2000;
Lijnen, 2002)

Bazi MMP iiyelerinde genel yapiya ek olarak farkli bolgeler yer alir. Jelatinaz
simifina ait MMP-2 ve 9 kollajen ve jelatin etkilesimleri icin gerekli fibronektin
benzeri bolim ve 210 aminoasit iceren C-terminal hemopeksin benzeri boliimden
olusur. Hemopeksin benzeri bolim substrat spesifitesini belirlemede anahtar rol
oynar. Ayrica jelatinazlarin yapisinda katalitik bolge ve C-terminal hemopeksin
benzeri boliim arasinda prolince zengin baglayici bolge yer alir (Visse vd., 2003; Vu

vd., 2000; Lijnen, 2002).
2.7.1 Jelatinazlar

Jelatinazlar, diger MMP’lerden farkli olarak katalizor bolge ile aktif bolgesi arasinda
jelatin baglayic1 bolge i¢eren enzim grubudur. Jelatinazlar, Tip IV, V, VII, X, XI ve
XIV kollajen, jelatin, elastin, proteoglikan kor proteinleri, miyelin temel proteini,
fibronektin, fibrillin-1, TNF-a, Interlokin-1p onciillerini yikma 6zelligine sahiptirler.
Bu grupta tip A ve tip B olmak tizere iki alt grup mevcuttur: Tip A jelatinaz, 72 kDa
olup MMP-2’dir ve keratinositler, fibroblastlar, endotel hiicreler, kondrositler,
osteoblastlar, monositler gibi pek c¢ok degisik hiicre ve transforme olmus degisik

hiicreler tarafindan iretilir. MMP-2 ayni zamanda tip 1 kollajeni; MMP-9 ise asidik
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ortamda tip 1 kollajenin N-terminalini yikarak ECM’nin yeniden sekillenmesi

olayinda 6nemli rol iistlenir (Opdenakker vd., 2001; Woessner vd., 1991).

MMP-9 (Jelatinaz B), ilk olarak 1974 yilinda Sapota ve Dancemicz tarafindan
polimorfoniikleer lokositlerden salgilanan bir jelatinolitik enzim olarak
tanimlanmistir (Sekil 2.5). Daha sonra yapilan ¢aligmalarda 92 kDa’luk bir molekiil
olarak salgilandigi, 6nce 87 kDa olan bir inaktif maddeye ve sonra aktif form olan 82
kDa veya 83 kDa’luk bir molekiile doniistiirildigii gosterilmistir. 45-67 kDa
arasinda degisen aktif formlarida izlenebilmektedir. In vitro olarak 4-aminofenil
merkiirik asit, stromelizin, MMP-2 ve plazminojen aktivatorleri hakkinda halen
yeterli bilgiye sahip degildir. Yine in vitro kosullarda, doku metalloproteinaz-1
inhibitori MMP-9’un isleyisini degistirebilir. MMP-9, aktivasyonunu takiben,
denatiire kollajen ve jelatin, tip IV ve V kollajen ve elastini de iceren pek cok
ekstraselliiler matriks elemanini yikabilir. MMP-9, diger bir jelatinaz olan MMP-2
ile substrat diizeyinde bir madde hari¢ olduk¢a benzerlik gosterir, MMP-9, kazeine
kars1 oldukga spesifikken MMP-2"de bu duyarlilik bulunmaz (Woessner vd., 1991).

Propeptit Fibronektin tip-Il benzeri Hemopeksin
bolge bolge benzeri bolge

Sinyal

e |\ l i l
MMPY [ g——— - S [ R
T T

Katalitik
bolge

Mentese bolgesi

Sekil 2.5: MMP-9 Domain Yapist (Visse vd., 2003; Vu vd., 2000; Lijnen, 2002)
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MMP-9, MMP ailesinin en biiyiik {iyesidir. Sinyal peptidi, propeptit bolgesi, ¢inko
atomu baglayicit boliim, COOH-terminal hemopeksin benzeri boliim olmak tizere 7
boliimden olusur. Ayrica katalitik boliim ve hemopeksin benzeri boliim arasinda
prolince zengin baglayict bolge yer alir. C-terminal hemopeksin benzeri bolim
substrat spesifitesini belirlemede anahtar rolii oynar. Fibronektin benzeri boliim

kollajen ve jelatinlere baglanmayi kolaylastirir (Lijnen., 2002).
2.8 Akut Miyokard Infarktiisii ve MMP iliskisi

1975 yilinda Montfort ve Perez-Tamiyo normal miyokardiyum da kollajenazin
varligmi  gostermistir  (Montfort vd., 1975). Miyokardiyal MMP’lerin
kardiyomiyositler gibi inflamatuvar hiicreler ve fibroblast benzeri hiicrelerde
iretildigi bilinmektedir. MMP’ler ¢ogunlukla latent formda bulunur ve kalpte bir¢cok
patolojik durumda aktiviteleri ve ekspresyonlar1 artar. Infarktiis sonrast MMP
aktivitesinin seyri ile ilgili sonuglar ¢esitlidir. Ancak asikar olan bulgu MMP
aktivitesindeki artisin baglangicinin ¢ok erken ortaya ¢iktigidir (<MI’dan sonra 1
giin) (Creemers vd., 2001).

Aterosklerotik plagin gelisimi; hasta arterin intimal tabakasinda lipitlerin ve ekstra
seliiler matriks (ECM)’de hiicrelerin birikimine yol agan yapisal degisiklerle ortaya
cikar. Medial vaskiiler diiz kas hiicrelerinin (VSMC) proliferasyonu ve erken
migrasyonu aterosklerotik lezyona neden olur. MMP aktivitesi ve ekspresyonunun
artis1 deneysel modelde arteryel balon yaralanmasindan sonra VSMC migrasyonu ve
neointimal arteriyal lezyonun gelisimi ile iliskili bulunmustur. Ustelik in vitro ve in
situ calismalar; MMP inhibisyonunun VSMC migrasyonunu azalttigi gostermistir.
Aterosklerotik lezyonlarin gelisimine katkida bulunan diger faktorler; aktive
endotelyuma adhezyon molekiillerinin ekspresyonu ile dolagimdaki inflamatuvar
hiicrelerin toplanmasidir. Adhezyon molekiilleri endoteliyal tabakaya l6kosit
infiltrasyonunu hizlandirir ve  MMP etkisinin deneysel olarak bu asamay1

kolaylastirdig: diistiniilmektedir (Galis vd., 2002).

MMP aktivitesi; bir yandan intimal bolgede internal elastik laminaya dogru vaskiiler
diiz kas hiicrelerinin migrasyonunu kolaylastirarak plak olusumuna ve
proliferasyonuna yol acarak aterosklerozun patogenezine katkida bulunabilir. Diger
yandan MMP aktivitesi intimada ekstraselliller matriks yikimiyla plak hacmini

azaltabilir (Jones vd., 2003).
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Akut koroner sendrom (AKS)’da hasarlanmaya miisait aterosklerotik lezyonda
MMP’ler fibroz kapsiiliin tahribi vasitasiyla etkili olur. Fibroz kapsiiliin yarilmasina
engel olan yapilar tip I ve tip II kollajendir. Bununla beraber elastin ve
proteoglikanlarda fibroz kapsiilde bulunur. Aterosklerotik lezyonda makrofaj
kaynakli kopiik hiicreleri MMP’lerin lokal saliniminmi artirir ve fibroz kapsiiliin

incelmesine neden olurlar (Jones vd., 2003).

Elde edilen bulgular; MMP ekspresyonunu ve aktivasyonunu diizenleyen olaylarin
oksidatif stres, inflamasyon, yaralanma, hemodinamik ve vaskiiler sekillenme
mekanizmalarina katildig1 bilinmektedir. Ornegin nitrik oksit (NO) ve siiperoksitten
dogal olarak olusan peroksinitritin latent MMP’leri aktive ettigi ve TIMP-1’in
yikimina neden oldugu bildirilmistir (Galis vd., 2002). Pro-MMP-9’un aktivasyonu;
aktif bolgesinin NO’ya maruz kalmasiyla veya proteolitik aktivasyonla meydana

gelir (Apple vd., 2005).

Kalp dokusunda MMP-9 kismen kardiyak yaralanmadan (hasardan) sonra cevre
dokularin yikimindan sorumludur. Ventrikiiler riiptiire hassas transgenik hayvanlarin,

MMP- 9’un gen delesyonu ile korundugu gosterilmistir (Apple vd., 2005).
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BOLUM 3
LITERATUR OZETLERI

P6lldanen vd. (2001), yaslar1 33 ile 69 arasinda olan 269 erkek birey ile PCR-RFLP
teknigi kullanilarak MMP-9 (1562 C/T, R279Q), bolgesi polimorfizmleri
incelenmistir. Bu polimorfizmlerin koroner arter lezyonuyla 6nemli 6l¢ii de iligkili

oldugunu rapor etmislerdir.

Morgan vd. (2003), koroner arter hastaliginda (KAH) MMP-9 haplotip analizini
incelemiglerdir. 1510 bireyde MMP-9 (—1562C>T, R+279Q ve +6C>T )
polimorfizmleri analiz edilmistir. Haplotip analizi sonucunda C-G-C haplotipinin (-
1562C, +279 Q ve +6 C) ateroskleroza karsi koruyucu etkisinin oldugunu
bildirmislerdir ve -1562T alleli'nin -1562C alleline goére daha yiiksek

transkripsiyonel aktiviteye sahip oldugunu rapor etmislerdir.

Jones vd. (2003), matriks metalloproteinaz-9 polimorfizmi (C-1562T) arastirdiklari
414 abdominal aort anevrizma (AAA)’l, 172 periferik vaskiiler hastalikli ve 203
saglikli kontrolde, anevrizmali grupta T alelinin anlamli derecede fazla oldugunu

bildirmiglerdir.

Vasku vd (2004), MMP-2 ( -1575 G/A, -1306C/T, -790T/G ve -735C/T) bolgelerinin
promoter polimorfizmlerinin koroner triple damar hastalig ile iliskili olabilecegi
diistincesiyle, 187 triple damar hastas1 ve 196 kontrol grubu ile MMP2
polimorfizmleri PCR ve RFLP teknikleri kullanilarak tespit edilmistir. Sonu¢ olarak
sadece -790 T/G genotipinin triple damar hastaligi ile iliskili oldugunu bulmuslardir

ve -790 T/G genotipinin genetik marker olarak kullanilabilecegini bildirmislerdir.

Eriksson vd. (2005), vyaptiklart c¢alismada promotdér bolgesindeki matriks
metalloproteinazlarin (MMP- 2, MMP-3, MMP-9, MMP-12) (-1306 C>T, —1171
SA>6A, —1562 C>T, —82 A>G ve —675 4G>5G) polimorfizmlerini ve kiigiik
abdominal aortik anevrizma (AAA) gelisme hiz1 iizerine plazmojen aktivitor
inhibitori-1 (PAI-1) geni etkisini incelemeyi amaglamislardir. Sonug olarak AAA

genislemesi tlizerine MMP- 2, 3, 9, 12 polimorfizmlerinin higbir etkisinin olmadiginm
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belirtirken plazmojen sisteminin klinik olarak AAA gelismesi iizerine kiigiik bir

Ooneme sahip olabilecegini rapor etmislerdir.

Park vd. (2005), Kavasaki hastaligi (KD) (¢cocukluk c¢agi hastaligi)’nda MMP-3 ve
MMP-9 serum diizeylerinin diger hastaliklara goére dnemli 6l¢iide yiiksek oldugunu
rapor etmiglerdir. MMP-3 gen polimorfizmin de koroner arter lezyon (KAL)’lu
Kawasaki hastalarinda, koroner arter lezyonu olmayan Kawasaki hastalarma gore
6A/6A genotipinin daha yaygin oldugunu; fakat MMP-9 polimorfizminde allel ve
genotip dagilimlar1 agisindan anlamli bir farklilik olmadigin1 belirtmislerdir. Bu
bulgularin, MMP-3 6A/6A genotipinin Kawasaki hastaliginda KAH olusumu igin

bagimsiz bir risk faktorii olabilecegini bildirmislerdir.

Ogata vd. (2005), abdominal aort anevrizmasinin (AAA) 13 farkli aday gende 14
farkli  (MMP1(nt-1607), MMP2(nt-955), MMP3(nt-1612), MMP9(nt-1562),
MMP10(nt-180), MMP12(nt-82), MMP13(nt-77), TIMP1(nt-434),
TIMP1(rs2070584), TIMP2(rs2009196), TIMP3(nt-1296), TGFB1(nt-509), ELN(nt-
422), ve COL3A1(nt-581)) gen polimorfizmlerini incelemislerdir. Sonu¢ olarak
TIMP-1, TIMP-3, MMP-10 ve ELN genlerinin genetik varyasyonlar1 AAA
patogenezine katkida bulunabilir olabilecegini belirtirken yapilan bir Onceki
caligmanin aksine MMP9 (nt-1562) polimorfizmi ile AAA arasinda bir iligki
bulamadiklarini rapor etmislerdir ( J Vasc Surg 2005;41:1036-42.).

Ye (2006), MMP-1(-1607 G/GG), MMP-2 (-1575 G>A, -1306 C>T), MMP-3 (-
1612 5A/6A) , MMP-7 (-181 A>G, 153 C>T), MMP-9 (-1562 C>T), MMP-12 (82
A>G), MMP-13 (77 A>G) gen polimorfizmleri koroner arter hastaligi, arteriyal
sertlik ve/veya abdominal aort anevrizmasi ile iliskilendirilmistir. Bu genetik
bulgunun, MMP" lerin bu hastaliklarin patogenezinde 6nemli rol oynadig: goriisiinii

destekledigini belirtmistir.

Yasmin vd. (2006), yaptiklar: ¢aligma da ilk kez aort sertligi ve elastaz aktivitesinde
MMP-9 gen polimorfizminin etkili oldugunu ortaya koymustur. Bu proteindeki

genetik varyasyonun aortun sertlesme siirecine dahil olabilecegini rapor etmislerdir.

Tang vd. (2007), yaptiklart ¢aligmada MMP-1 (-1607 1G/2G), MMP-3 (—1171
5A/6A), ve MMP-9 (—1562 C/T) gen polimorfizmleri ve idiyopatik dilate
kardiyomiyopati (IDCM) yatkinli§1 arasindaki iliskiyi arastirmislardir. IDCM’li
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hastalarda, MMP-3 genotip siklig1 kontrol grubuna goére onemli derece de farkli
oldugu bulunurken, MMP-1 ve MMP-9 genotip sikliginda fark bulunamamistir.
MMP-3 5A/6A polimorfizminin, IDCM’ye yatkinlikta risk faktorii olabilecegi tespit

edilmistir.

Hlatky vd. (2007) KAH’l1 hastalarda MMP9 ve MMP2 gen polimorfizmlerinin MI
tizerine etkisini arastirmislar ve bu polimorfizmlerin AMI ile iliskili oldugunu rapor

etmislerdir.

Feng Tu vd. (2007), MMP 9’un promotoér bolgesindeki -1562 bolgesinde C bazinin
T bazina doniligmesi sonucu olusan polimorfizmin farkli sekilde transkripsiyona yol
actigt ve bunun sonucunun  neoplastik ve damar hastaliklarina duyarlilig

arttirmasiyla iligkili oldugu tespit edilmistir.

Yihong vd. (2009), 605 sistolik kalp yetmezligi olan hastalarda MMP-2‘nin 3
bolgesindeki ( rs243864, rs243866, rs17859821) SNP’leri incelemislerdir. MMP-2
1s243866 ( 1575 G/A), 15243864 (790 T/G ) bolgelerinin sistolik kalp yetmezligi

prognozu ile higbir iliskisi olmadigini rapor etmislerdir.

Rybakowski (2009), MMP-9 1562 C/T bdlgesi polimorfizminin kalp damar
hastaliklari, kanser ve ndropsikiyatrik hastaliklarala iliskisini arastirmistir. T alleli
tastyicilarinda kardiyak mortalitenin yiiksek oranda oldugunu ve koroner kalp
rahatsizlig1 olan hastalarda kalp krizi geg¢irme oraninin yiiksek oldugunu rapor

etmistir.

Alp vd. (2009), koroner arter hastaliginda matriks metalloproteinaz-9 ve endotel
nitrik oksit sentaz gen polimorfizmleri arasindaki iligkiyi PCR-RFLP metodu ile
tespit etmiglerdir. —1562 C/T, Glu298Asp ve —786 T/C polimorfizmleri ile KAH

arasinda anlaml iliskiye rastlanmamistir.

Yildirim (2009), sistolik kalp yetersizligi (KY) olan 605 hastada MMP2 geninde
meydana gelen ti¢ adet tek niikleotit polimorfizmlerini (rs243864(-790 T/G),
rs243866(-1575G/A), rs17859821(-1059 G/A)) arastirmistir. Bu gende goézlenen
1s243864 ve rs243866 polimorfizmlerinin sistolik KY prognozu iizerine bir etkisi
bulunamamistir. MMP-2 rs17859821 A allelinin sistolik KY prognozu ile daha iyi
iligkili oldugunu ayrica bu genotiplerin proMMP-2 plazma diizeyleri iizerine higbir

etkisi olmadig rapor edilmistir.
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Szczudlik vd. Polonya popiilasyonunda 2010 yilinda yaptiklart bir g¢alismada
serebrovaskiiler hastaliklar ile MMP-9 (1562 C/T) polimorfizmi arasinda bir iliski
olup olmadigimi incelemislerdir ve -1562 C/T polimorfizmi ile iskemik inme,
subaraknoid kanama veya spontan intraserebral kanama arasinda bir iliski olmadigini

vurgulamiglardir.

Cheung vd. (2010), Fallot onarim tetralojili (tetralogy of Fallot (TOF)) hastalarda
MMP 3 ve 9 polimorfizmlerinin aort sertligi ve aort kokii genislemesi {iizerine
oransal etkileri ile ilgili yapmis olduklar1 ¢alismada MMP-9 (1562 C/T)
polimorfizmi TOF onarim sonrasi hastalarinda aort sertligi ve aort kokii genislemesi
tizerinde oransal etkiye sahip oldugu bulunmustur; fakat MMP-3 de bu etki

gbzlenmedigini rapor etmislerdir.

Li vd. (2011), MMP ailesi genetik polimorfizmlerinin koroner arter hastaligina
yatkinlik olusturup olusturmadigini incelemek igin kullandiklart meta—analizinde
MMP-1 (-1607 1G/2G), MMP-3 (- Gly45lys), MMP-3 (-376G/C), MMP-3 (-1171
5A/6A), MMP-9 (-1562 C/T) ve MMP-9 (-R279Q) bolgelerinde ki genetik
polimorfizmlerin koroner hastalik insidansi iizerine etkisinin az oldugunu
kanitlamigtir. MMP-1(-519 A / G), MMP-1(-340 T / C) ve MMP-2(-1306 C / T)
polimorfizlerinin koroner hastalik riskini artirabilecegine dair bir kanit
bulunamamuigstir. Alt grup analiz sonuglar 6zellikle Asya popiilasyonundaki koroner
arter hastaliginda MMP-3(-1711) 5A alleli ve MMP-9 (-1562) C alleli’nin koroner

arter hastaligi ile arasindaki iligkiyi desteklemistir.

Velho vd. (2011), Kalp yetmezligi olan 313 hasta ve 367 saglikli bireyle, MMP-1
(1607 1G/2G), MMP-3 (1171 5A/6A), ve MMP-9 (1562 C/T) bolgelerinin
polimorfimlerini ¢aligilmiglardir. MMP -1,-3 ve -9 allel ve genotip frekanslar1 hasta
gurubu ile kontrol gurubu arasinda benzer bulunmustur. MMP -1, -3 ve -9
polimorfizmlerinin kalp yetmezligine yatkinlik ile iligkisi olmadigini tespit

etmislerdir.

Wang vd. (2011), MMP-9 gen polimorfizminin akut koroner sendroma (AKS)
yatkinliga katkida bulunabilecegi diisiincesiyle, Cin Uygur popiilasyonun da AKS
hastalarinda MMP-9 gen (-1562C>T, R279Q) polimorfizmleri arasindaki iligkisini
arastirmiglardir. MMP-9 (1562 C/T)’ nin AKS ile 6nemli derecede iliskisi oldugu
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bulunurken, MMP-9 (R279Q) bolgesinin AKS riski ile onemli bir iliskisinin

olmadigi rapor edilmistir.

Saedi vd. (2011), iran popiilasyonunda erken tanili koroner arter hastalikli (EKAH)
bireylerde, MMP9 -1562 C/T alleli ile MMP-9 plazma aktivitesi, homosistein ve
lipit-lipoprotein seviyesi arasindaki iliski arastirilmistir. Calismada 53 EKAH’l1
hasta (<55 yas) ve (anjiyografilerinde en az %50 daralma olan) (>70 yas) ge¢ tanili
koroner arter hastalikli (LKAH) bireyler ile ¢alismislardir. MMP-9 1562 C/T alleli
tasiyan EKAH hastalarinda LKAH’li1 hasta gurubuna gore MMP-9 aktivitesi,
trigliserid, LDL-C ve homosistein diizeyleri daha yiiksek bulunmustur. MMP-9
1562 C>T allelinin EKAH igin risk faktorii oldugu bulunmustur. Bundan dolay1 bu
alleli tasiyan bireylerde geng yasta kalp krizi riski ve koroner arter hastaligi (KAH)
gecirme olasiliginin daha yiiksek oldugu tespit edilmistir.

Opstad vd. (2011), Koroner arter hastalarinda (KAH) MMP-9’un gen ve protein
ekspresyonu iizerindeki genetik varyasyonunu arastirmislardir. 1001 anjiyografik
hasta ve 204 kontrol grubu ile promoter 1562 C/T ve ekzon 6 R279Q A/G
polimorfizmleri ¢alisilmistir. Polimorfizmlerin  higbirinin KAH ile iliskisi
bulunamamistir. R279Q polimorfizmi varyant alleli hipertansiyon ile 6nemli

derecede iligkili oldugu vurgulanmistir.

Alp vd. (2011), koroner arter hastaligi (KAH) ve kalp krizi (MI)’nde MMP2 (-1575
G/A, -1306 C/T, -790 T/G, -735C/T) promoter polimorfizmlerinin roliiniin
arastirildigr ¢aligmada, -1575 G/A, -1306 C/T, -790 T/G bolgelerinde olan promoter
polimorfizmlerinde 6nemli derecede bir iligki bulunamamistir. Bunun yaninda -735
C/T bolgesinde MI ge¢irmis hasta grubu kontrol grubuna goére CC genotipi TT
genotipi ile karsilastirildiginda TT genotip sikliginin 6nemli derecede diisiik oldugu
bulunmustur (p=0.021). KAH’II hastalarda sadece ACGC haplotip dagilimi kontrol
grubuna gore anlamli bir farklilik gosterdigi (p<0.05) rapor edilmistir.

Niu vd. (2012), tarafindan meta-analiz ile yapilan ¢alismada MMP-3 ve MMP-9
genlerinde meydana gelen polimorfimlerin KAH i¢in risk olusturdugu rapor

edilmistir.

Setianto vd. (2012), 31 ST-Elevasyonlu Akut Miyokard Infarktiis (STEMI) hastasi
ve 39 ST-Elevasyonsuz Akut Kroner Sendrom (NSTEAKS) hastas1 olmak iizere
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toplam 70 kisi ile yaptiklar1 ¢alismada MMP-9 diizeyi STEMI hastalarinda
NSTEAKS hastalarina gore daha yiliksek oldugu tespit edilmistir. T alleli siklig1
STEMI hastalarinda NSTEAKS hastalarina gére 2 kat daha fazla oldugu
belirtilmistir. Calismada iki bulgu elde edilmistir. Ilk olarak, akut koroner sendromun
ilk zamanlarinda olgiilen MMP-9 serum seviyesinin STEMI’l1 hastalarda onemli
Olciide artmis oldugu ve ikinci olarak, STEMI'l1 hastalarda yiiksek serum MMP-9
(1562 C>T) diizeyi MMP-9 polimorfizmi ile baglantili oldugunu bildirmislerdir.

Bahrehmand vd. (2012), MMP-2 (G1575A) islevsel promoter polimorfizmi yiiksek
dolasim MMP-2 diizeyleri ve sistemik lupus eritematoz hastalarinda kardiyovaskiiler
hastalik riski ile iliskisini arastirmislardi. MMP2 1575 G/A polimorfizminin
sistematik lupus eritematozu ile iligkili oldugu ve kardiyovaskiiler hastalik gelisimine
yol actig1 bulunmustur. MMP2 A alleli olan sistematik lupus hastalarinda kontrol
grubuna gore MMP2 aktivitesi, neopterin ve LDL-C daha yiiksek diizeydeyken
HDL-C*nin daha diisiik diizeyde oldugu bulunmustur. Kardiyovaskiiler hastalig1 olan
lupus hastalarinda MMP2 diizeyi ile neopterin, total kolesterol, trigliserid diizeyi
arasinda pozitif korelasyon bulunurken HDL-C ile arasinda negatif korelasyon

gosterdigi tespit edilmistir.

Hernandez vd. (2012), Meksika popiilasyonunda MMP2 geni 1575 G/A bolgesinin

MI gelisim riskini arttirdigini rapor etmislerdir.

Sakowicz vd. (2013), Calismalarinda 45 yasin altindaki hastalarda kalp krizi riskini
ve 15 aday genlerde 17 segilmis ([C677T MTHFR (rs1801133), Ser128Arg Selectin
E (rs5361), K469E ICAM1 (rs5030382), Leul25Val PECAM1 (rs71647806),
Ser563Asn PECAM1 (rs1135028), K167N LOX1 (rs11053646), —16071G/2G
MMP1 (rs17886084), -16125A/6A MMP3 (rs3025058), -1562C/T MMP9
(rs3918242), —-603A/G TF (rs1361600), G1691A FV (rs6025), —6754G/5G PAIl
(rs34857375), —148C/T fibrinojen (rs1800787), —455G/A fibrinojen (rs1800790), —
323A1/A2 FVII, R353Q FVII (rs 6046), IVS7 FVII (H5, H6, H7, H8)])
polimorfizmlerin olasi roliinii incelemislerdir. Bu ¢alismada 271 kalp krizi gecirmis
hasta ve 141 kontrol gurubu ile ¢alismiglardir. Sonug¢ olarak 2 gen (Leul25Val
PECAMI1 ve A1/A2 FVII) kalp krizi ile iligkili bulunurken, 2 gen (C677T MTHFR
ve 5A/6A MMP3) arter damarlarin ileri derecede darligina neden oldugunu
bildirmislerdir.
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Faria vd. (2013), tarafindan yapilan ¢alismada MMP-3 (-1612 5A/6A ) ve MMP-9
(1562 C/T) SNP’lerinin miyokard kan perfiizyonuna etkisini incelemeyi
amaclamislardir. 6A6A genotipi tasiyicilar1 ve 6A6A CT/TT kombini genotiplerinin
miyokardial iskemi i¢in risk faktorii oldugunu ve MMP-3(6A6A) geni allelik
varyasyonunun miyokardial remodelingde 6nemli rolii oldugunu belirtmislerdir.
MMP-9 geninin allel degisiminin ise miyokard perfiizyonunda 6nemli bir etkisinin

olmadigini tespit etmisglerdir.
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BOLUM 4
MATERYAL VE METOT

4.1 KIMYASAL MADDELER, CIiHAZLAR, ARAC-GERECLER VE
SOLUSYONLAR

4.1.1 KIMYASAL MADDELER

e DNA Taq Polimeraz (Biolabs, Ingiltere)
e dNTP Seti (Fermentas, Amerika)
e Kesim Enzimleri: Sphl, Tsp45I (Fermentas, Amerika)
e Etanol (%96) (Merck, Kanada)
e Proteinaz K (Sigma, Almanya)
e DNA Marker: 100bp DNA ladder (Fermentas, Amerika)
e Agaroz (Vivantis, Amerika)
e Tris-HCI (Sigma, Almanya)
e Sodyum Kloriir (NaCl) (Sigma, Almanya)
e Disodyum EDTA (Na,EDTA) (Amresco, Kanada)
e Sodyum Dodesil Siilfat (SDS) (Sigma, Almanya)
e Amonyum Asetat (Sigma, Almanya)
e Tris Baz (Sigma, Almanya)
e Borik Asit (Merck, Kanada)
e Etidyum Bromiir (EtBr) (10 mg/ml) (Sigma, Almanya):
e 06X Yiikleme Tamponu (Fermentas, Amerika)
e Primerler:
- MMP 9 (1562 C/T) (rs 3918242) bélgesi icin;
5’-GCCTGGCACATAGTAGGCCC-3’ (ileri)
5’- CTTCCTAGCCAGCCGGCATC-3’ (Geri)
- MMP 2 (1575 G/A) (rs 243866) bolgesi icin;
5’-ACTGACTCTGGAAAGTCAGAGCA-3’ (ileri)
5’-GGCACAGGGTGAGGGGATGG-3’ (Geri)
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*Primerler stok olarak 100 pmol/ul olacak sekilde sulandirilmis ve 50 pmol/ul

konsantrasyonda kullanilmistir.

4.1.2 CIHAZLAR

e Santrifiij (P Selecta Centronic- BL II, Ispanya)

e Vorteks (Bio Metra, Almanya)

e Etliiv (Memmert, Almanya)

e Buzdolab1 (Vestel, Tiirkiye)

e Derin Dondurucu (Ugur, Tiirkiye)

e Thermal Cycler Gradient PCR (Takara, Japonya)
e Otoklav (Niive, Tiirkiye)

e Hassas Terazi (Precisa, Isvicre)

e Yatay Elektroforez (Cleaver, Ingiltere)

e Gii¢ Kaynag (Cleaver, Ingiltere)

e Mikrodalga Firin (Argelik, Tiirkiye)

e Goriintiileme Cihazi (Transliiminatdr) (BioRad, Almanya)

4.1.3 ARAC-GERECLER

e Mikropipetler (1-10 ul, 10-100 pl, 100-1000 pul) (Eppendorf, Almanya)
e Steril filtreli mikropipet uclar: (10 pl, 100 pl, 1000 pl’lik) (Gilson, Amerika)
e Ependorf tiipler (0,2 ml, 0,5 ml ve 1,5 mI’lik) (Axygen, Kanada)
o Steril Lateks Eldiven (Helmed, Tiirkiye)
e Tiip standlar1 (0,5 ml ve 1,5 mI’lik) (Isolab, Almanya)
e Erlen Mayer (250 ml) (Isolab, Almanya)
e Meziirler (500 ml ve 1000 ml) (Isolab, Almanya)
4.1.4 SOLUSYONLAR

Cekirdek Lizis Tamponu (pH: 8.2):
10 mM Tris-HCI (1,576 gr)

400 mM NacCl (23,4 gr)

2 mM Na,EDTA (0,7 gr)
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Distile su ile ¢oziilerek 1 1t’ye tamamlandi. Cozelti pH’s1, NaOH ile 8,2’ye ayarlandi.

Cozelti otoklavlanarak buzdolabinda (+4°C) muhafaza edildi.

e  %10’luk Sodyum Dodesil Siilfat (SDS):
- SDS 10 gr

Distile su ile ¢oziilerek 100 ml’ye tamamlandi. Membran filtre ile sterilizasyon

yapilarak oda sicakliginda muhafaza edildi.

e Amonyum asetat:
- 148 gr

Distile su ile ¢oziilerek 200 ml’ ye tamamland1 ve oda sicakliginda muhafaza edildi.

e TE tampon cozeltisi (pH: 7.5) :
- 1 mM Tris—HCI 0,394 gr

- 1 mM Na;EDTA 0,093 gr

Distile su ile coziilerek 250 ml’ye tamamlandi ve otoklavlanarak buzdolabinda

(+4°C) muhafaza edildi.

e 10X Tris Borat Tamponu (TBE):
- Trizma base 108 gr

- Borik asit 55 gr
- Disodium — EDTA 9,37 gr

* Distile su ile 1000 ml’ye tamamlandi. pH: 8,3 olacak sekilde ayarlanip

otoklavlandi.

e 1X Tris Borat Tamponu (TBE):
- 100 ml 10XTBE
- 900 ml dH,0

e 2 mM dNTP karisim
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4.2 Metot
4.2.1 Kan Orneklerinin Eldesi

Calismaya Subat-Eyliill 2012 tarihleri arasinda Gaziantep bdlgesinde bulunan
Sehitkamil Devlet Hastanesi Kardiyoloji ABD tarafindan MI tanist konmus 258
hasta ve kendisi ve birinci derece yakinlarinda herhangi bir kalp rahatsizlig:
bulunmayan 127 saglikli birey olmak iizere toplam 385 birey dahil edilmistir.
Bireylerden yas, cinsiyet, diyabet, hipertansiyon, viicut kiitle indeksi (VKI), teshis
yasi, anjiyo, bypass, perkiitan koroner girisim (anjioplasti) gibi demografik bilgiler
hazirlanarak anketle toplanmistir. Bireylerden toplanan periferik kan 6rnekleri steril
EDTA’L tiipler igerisine alinmistir. Toplanan kanlar DNA 1izolasyon asamasina kadar
-20°C’ de saklanmustir. Calisma, Gaziantep Universitesi Tip Fakiiltesi, Klinik
Arastirmalar Etik Kurulu’nun 14.02.2012 tarih ve 14.02.2012/36 nolu onay1 alinarak
gerceklestirilmistir.

4.2.2 DNA izolasyonu

Toplanan kan 6rneklerinin DNA’larinin izole edilmesi “Tuzla Coktiirme (Salting

Out) Yontemi” kullanilarak gerceklestirilmistir (Joseph ve David, 2001).
4.2.2.1 DNA izolasyon Asamalari

e 10 cc kan 50 ml’lik tiiplere alinarak tlizerine 40 ml soguk steril distile su
eklenmistir ve eritrositleri patlatmak amaciyla tipler 1-2 dk asagi yukari
cirpilmistir.

e Tipler 2000 rpm’de 10 dk santrifiij edilmistir.

e Siipernatan atilmistir ve pelletin lizerine hacim 25 ml’ye tamamlanacak
sekilde soguk steril distile su eklendi, pellet coziilene kadar tiipler
cirpilmistir.

e Ornekler 2000 rpm’de 10 dk santrifiij edilmistir.

e Siipernatan atilmistir ve pelletin iizerine 3 ml ¢ekirdek lizis tamponu, 200 pl
Sodyum Dodesil Siilfat (SDS) ve 150 pl proteinaz K eklenmistir ve karisim
vorteks ile homojenize edilmistir.

e Tiipler 37 °C’ de 16 saat inkiibasyona birakilmustir.
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e Tiiplerin igerisine 2 ml amonyum asetat eklendikten sonra 1 dk salland1 ve
oda sicakliginda 10 dk bekletilmistir.

e Omnekler 3500 rpm’de 15 dk santrifiij edilmistir.

e Siipernatan toplanarak bagka bir tlipe aktarilmistir ve iizerine toplam 6rnek
hacminin 2 kat1 kadar etanol eklenmistir.

e Tiipler yavasca dondiiriilerek DNA’nin toparlanmasi saglanmustir.

e DNA 500ul TE (Tris-EDTA) tamponunda ¢ozdiiriildiikten sonra
kullanilacag1 zamana kadar -80 °C’ de saklanmustir.

4.2.3 Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PCR)

Bu calismada DNA analizi i¢in tercih edilen PCR teknigi, ilgilenilen DNA dizisinin
in vitro sartlarda ¢ogaltilmasina dayanan, pratik ve gilivenilir olmasindan dolay1
giiniimiizde molekiiler biyolojik c¢aligmalarda genis kullanim alanma sahip bir
tekniktir. PCR tekniginin prensibi; tekrarlanan {i¢ basamaga baghdir. Bir PCR

dongiist;

e Denatiirasyon,
e Primerlerin baglanmasi (annealing) ve
e Uzama (extension) basamaklarindan olusur (Joseph ve David., 2001).
Matriks metalloproteinaz gen bolgelerinin ¢ogaltilmast iglemi PCR teknigi ile

basarilmistir.
4.2.3.1 Primer Tasarimmi

MI gecirmis hastalarda ve saglikli grupta matriks metalloproteinaz gen ailesinden
MMP-2 (1575 G/A) ve MMP-9 (1562 C/T) gen bolgelerine ait primer dizileri NCBI
veri tabanindan (www.ncbi.nlm.nih.gov.tr) elde edilmistir. Primerlerin ileri ve geri
dizilimleri, triin biyiikligii ve bu bdlgelere ait kesim enzimleri Tablo 4.1°‘de

verilmistir.
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Tablo 4.1: Primerlerin ileri ve Geri Dizilimleri, Uriin Biiyiikliigii ve Bu Bolgelere

Ait Kesim Enzimleri

Primer Primer Baz Dizisi Kesim | Uriin
Adi Enzimi |Biiyiikligii
MMP2 |lleri |5°-ACTGACTCTGGAAAGTCAGAGCA-3’
(1575 Tsp451 269 be
G/IA) |Geri |5-GGCACAGGGTGAGGGGATGG-3’
MMP9 |ileri |5°-GCCTGGCACATAGTAGGCCC-3’
(1562 Sphl 436 be
C/T) |Geri |5-CTTCCTAGCCAGCCGGCATC-3’

4.2.3.2 PCR Kosullarinin Optimizasyonu

PCR tepkimesinde kullanilan primer ¢iftlerinin en verimli ¢aligabilecekleri baglanma

sicakliklarinin tespit edilmesi ve ¢alisma kosullarinin saglanmasi amaci ile 450 6rnek

icerisinden 1 6rnek DNA se¢ilmis ve 2 cift primer takimi igin iyilestirme ve

gradiyent PCR yapilmistir ve 2 ayr1 bolge i¢in bu islem uygulanmistir. Gradiyentli

PCR cihazinda iki bolgeye ait primerlerin baglanma sicakliklar1 ¢alisilip, optimize

edilmistir (Resim 4.1, 4.2).

Resim 4.1: MMP2 (1575 G/A) Bolgesi Gradiyent PCR Jel Goriintiisii. (3 numarali

kuyucuktaki iiriiniin baglanma sicaklig1 (64°C) bu bolge ic¢in standart alinmstir) (Ilk
kuyucukta 50 b¢’lik DNA biiyiikliik belirteci kullanilmistir).
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Resim 4.2: MMP9 (1562 C/T) Bolgesi Gradiyent PCR Jel goriintiisii. (3 numarali
kuyucuktaki {iriiniin baglanma sicaklig1 (67°C) bu bdlge igin standart almmustir) (100
b¢’lik DNA biiyiikliik belirteci kullanilmstir).

Bu bolgelere ait son optimizasyon PCR karisimlariin miktarlar1 ve primerlerin

baglanma sicakliklar1 Tablo 4.2 ve 4.3°de verilmistir.

Tablo 4.2: MMP2 (1575 G/A) ve MMP9 (1562 C/T) Bolgeleri Icin Son
Optimizasyon PCR Karigimi

Kimyasallar Konsantrasyon
ddH,0 )
10X Tampon 1X
MgCl; (25 mM) 1,5-2mM
dNTP karigimi (2 mM) 0,2 mM (herbiri i¢in)
Ileri Primer (Fw) 0,2-0,25 uM
Geri Primer (Rw) 0,2-0,25 pM
Taq Polimeraz (0,5 U) 1,25 U/50 ul
DNA 10 pg-1 pg/50 ul
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Tablo 4.3: MMP2 (1575 G/A) ve MMP9 (1562 C/T) Bolgelerinin Primer Baglanma
Sicakliklar1 ve Dongii sayisi

Primer Baglanma
Bolge (Annealing) Siire Dongii Sayisi
Sicakhigi
MMP2 (1575 G/A) 64 °C 30sn 35
MMP9 (1562 C/T) 67 °C 45 sn 35

258 hasta ve 127 saglikli olmak tizere 385 6rnek icin toplam 770 PCR reaksiyonu
yapilmistir. PCR sonunda elde edilen amplifikasyon tiriinlerinin kontrol edilmesi i¢in
%2-3°liikk agaroz jel hazirlanip 120 voltta (V), 40 dakika (dk) yiiriitillerek UV 151k

altinda goriintiilenmistir.
4.2.4 Agaroz Jel Elektroforezi

Hassas terazide tartilan 2 gr agaroz bir erlen igerisine alinmis ve iizerine 100 ml
1XTBE tampon soliisyonu ilave edilmistir. Agaroz tampon soliisyonu igerisinde tam
olarak ¢oziilene kadar mikrodalga firinda 360 Watt’ta 4 dk kaynatilmistir. Erlen el
yakmayacak sekilde yani 50-55°C’ye sogutulduktan sonra 25 ul EtBr ilave edilmis
ve hava kabarcigi kalmayacak sekilde jel tabagina dokiilmiistiir. Tarak
yerlestirildikten sonra jel 40 dk donmaya birakilmistir. Jelin donmasini takiben jel
elektroforez tankina yerlestirilip lizerini ortecek kadar 1XTBE tampon soliisyonu
ilave edilmistir. Her bir kuyucuga iizerlerine 6X yiikleme tamponu eklenen PCR
tirtinleri ve orta kuyucuga denk gelecek sekilde 100 bg¢’lik DNA belirleyici ayr1 ayri
yiiklenmistir. Ornekler 120 V’ta 40 dk yiiriitiilmiistiir. Ardindan UV 1s1k altinda

bantlarin gozlenmesi saglanmustir.

Iki ayr1 bolgeye ait PCR fiiriinlerinin amplifikasyon sonrasi kontroliiniin yapilmasi

icin %2- 3’liik agaroz jel elektroforezinden yararlanilmistir.
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4.2.5 RFLP (Restriksiyon Parca Uzunluk Polimorfizmi) ile Matriks
Metalloproteinaz Genine Ait MMP2 (1575 G/A) ve MMP9 (1562 C/T)

Polimorfizmlerinin Analizi

PCR amplifikasyonu yapilan ve agaroz jelde goriintiilenen orneklerden net bant
gorilemeyenler i¢in tekrar PCR yapilmistir. Bant gozlenebilen ornekler kesim
(RFLP) reaksiyonuna tabi tutulmus ve agaroz jel elektroforezinde yliriitillerek jel

tizerindeki bantlara gore degerlendirme yapilmistir.

PCR ile ¢ogaltilan MMP2 ve MMP9 gen bolgeleri 6zgiil restriksiyon endoniikleaz
enzimlerle iretici firmanin 6nerdigi kosullarda kesilmis ve etiivde inkiibasyona
birakilmistir. Kesim enzimlerinin inkiibasyon kosullar1 ve karisim miktarlart Tablo

4.4 ve 4.5°de verilmistir.

Kesim sonucu olusan DNA fragmanlar1 agaroz jel elektroforezinde yiiriitiilmiis, EtBr

ile boyanmis ve UV 151k altinda goriintiilenerek biiyiikliiklerine gére yorumlanmastir.

Tablo 4.4: MMP2 (1575 G/A) Bolgesi I¢in Kesim Karigim Protokolii

Kimyasallar Miktar (ul) Inkiibasyon Kosullari
PCR tirtin 10 ul

10X Tampon 1 pl

100X BSA 4 ul 37°C’de 16 saat
Tsp45l 0,25 pul

Toplam 15,25 nl

Tablo 4.5: MMP9 (1562 C/T) Bélgesi i¢in Kesim Karisim Protokolii

Kimyasallar Miktar (ul) | Inkiibasyon Kosullari
PCR Griint 10 ul

10X Tampon B 1 ul

ddH,0 9 ul 37°C’de 16 saat
Sphl 0,5 ul

Toplam 20,5 nl
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4.2.6 istatistiksel Analiz

Istatstiksel analizler GraphPad Instat (version 3.05) program kullanilarak
gerceklestirilmistir. Sonuglar standart sapma yada yilizde olarak ifade edilmistir.
Istatistiksel anlamlilik smir1 p<0,05 olarak alinmis olup, genotip ve allellerinin
gorilme sikliginin, gruplar arasi farkliliklarla beraber degerlendirilmesi i¢in Ki kare
testi (x2) ve Fisher’s exact test kullanilmistir. Gruplar arasi farklar ve anlamlilik
siirlart eslenmemis Student’s t test kullanilarak gergeklestirilmistir. MI ile bu gen
polimorfizmleri iliskisinin ortaya konulmasinda risk oranlarini bulabilmek igin Odd

Ratio (Relatif risk) hesaplanmaistir.
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BOLUM 5
BULGULAR

MI gecirmis hastalarda matriks metalloproteinaz gen ailesinden MMP2 ve MMP9
genlerinde meydana gelen polimorfizm sikligiin incelendigi bu caligmada; 258
bireyi kapsayan hasta grubu ve yine 127 bireyi kapsayan kontrol grubu olmak iizere
2 grup olusturulmustur. Deney grubunu olusturan MI gecirmis hastalar ve kontrol
grubu  hastalarindan  toplanan  demografik  bilgiler istatistiksel  olarak

degerlendirilmistir (Tablo 5.1).

Tablo 5.1: Demografik Ozellikler

Kontrol Grubu Hasta Grubu p Degeri
(n =127) (n=258)
Yas 49,53+12,44 60,47+12,59 <0,0001
Boy 165,91+6,85 168,76+8,42 0,001
Kilo 75,68+13,93 76,79+12,54 0,422
Cinsiyet n (E/K, %) 48/79 (37,8/62,2) 176/82 (68,2/31,8) <0,0001

Ayrica hasta grubuna ait klinik bilgilerin ise yiizde degerleri bulunarak Tablo 5.2°de

verilmistir.

Tablo 5.2: Hasta Grubu Klinik Bilgilerinin Istatiksel Olarak Karsilastiriimasi

Hasta Grubu (n=258)

Sigara n (%) 139 (53,9)

Diabetes mellitus n (%0) 96 (37,2)

Insiilin n (%) 45 (17,4)
Hipertansiyon n (%) 128 (49,6)

Anjio n (%) 123 (47,7)

Bypass n (%) 45 (17,4)

Anjioplasti n (%) 62 (24)

Romatizmal Kapak n (%) | 22 (8,5)

EF (<50%) n (%) 87 (33,7)
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5.1 MMP2 Geni 1575 G/A Bolgesi Icin Elde Edilen PCR ve RFLP Sonuclar:
5.1.1 MMP2 Geni 1575 G/A Bélgesi PCR Uriinii Tle Tlgili Bulgular

Bu bolgeye ait PCR iiriinleri %2’lik agaroz jelde ytiriitiilerek kontrol edilmis ve 269

b¢ uzunlugundaki bant UV 1s1k altinda goriintiillenmistir. 10. Kuyucuga 100 bg¢’lik
DNA biiyiikliik belirteci yiiklenmistir (Resim 5.1).

Resim 5.1: MMP2 1575 G/A Gen Bolgesi PCR Sonuglarinin Kontrol Edildigi
Agaroz Jel Fotografi 10. kuyucuga 100 bg lik DNA belirleyici yiiklenmistir.

5.1.2 MMP2 Geni 1575 G/A Bélgesi PCR Uriinlerinin Tsp45] Enzimi ile Kesim

Sonuglar

PCR tepkimesi sonrast 269 be¢’lik PCR iiriinii veren 1575 G/A bolgesi Tsp4sl
(Vasku vd., 2004) restriksiyon enzimi ile kesilmistir. Bu bolgede guanin (G) iceren
allel kesim noktas1 tagimaktadir. Homozigot G alleli tasiyan bireylerde (yabanil tip)
(GG) enzim bir noktadan kesim yaparak 269 b¢ olan DNA pargasini 113 bg ve 156
b¢ olarak 2 parcaya ayirir. Guaninden — Adenine (G—A) bir niikleotit degisimi
olmasi halinde heterozigot bireylerde 269, 156 ve 113 b¢ uzunlugunda 3 bant olusur.
Homozigot A alleli (mutant tip) tasiyan bireylerde enzimin tanidigi bolge ortadan
kalkmaktadir. Bu bireylerde (AA) 269 bg’lik tek bant gézlenmektedir (Resim 5.2).
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v ol v
156 b¢  269b¢ 113 bg

Resim 5.2: MMP2 Geninin 1575 G/A Bolgesi Polimorfizminin Tsp45| Enzimi Ile
Kesimi Sonucu Olusan Bantlar (6. Kuyucuga 100 bg¢’lik DNA biiytikliikk belirteci
yiiklenmistir.)

1575 G/A polimorfizmi incelendiginde hasta grubunda 61 bireyde GG genotipi
(%28), 88 bireyde GA genotipi (%40.4), 69 bireyde AA genotipi (%31.6)
saptanirken kontrol grubunda 80 bireyde GG genotipi (%83.4), 8 bireyde GA
genotipi (%8.3) ve 8 bireyde AA genotipi (%38,3) saptanmistir. Hasta grubunda G
alleli goriilme siklig1 %48.2 iken A alleli goriilme siklig1 %51.8 olarak bulunmus;
kontrol grubunda ise G alleli goriilme siklig1 %87.5 ve A alleli goriilme siklig1 %12.5
olarak saptanmustir (Tablo 5.3).

Tablo 5.3: Matriks metalloproteinazgeni MMP2 (1575 G/A) polimorfizminin
genotip ve allel dagilimi

Genotipler/ Kontrol MI P OR (95% CI)
Alleller
(n=96) n (%) (n=218) n (%)
G/G 80 (83.4) 61 (28)
G/A 8(8.3) 88 (40.4) <0.0001 14.426 (6.502-32.009)
A/A 8(8.3) 69 (31.6) <0.0001 11.311 (5.060-25.287)
G 168 (87.5) 210 (48.2)
A 24 (12.5) 226 (51.8) <0.0001 7.533 (4.721-12.020)

OR: Odds orani, CI: Giiven aralig

44



MMP2 1575 G/A bolgesinin polimorfik dagilimlar1 karsilagtirildiginda; hasta ve

kontrol gruplar1 arasindaki fark istatistiksel olarak anlamli bulunmustur (p<0,05).
5.2 MMP9 Geni 1562 C/T Bélgesi i¢in Elde Edilen PCR ve RFLP Sonugclari
5.2.1 MMP9 Geni 1562 C/T Bélgesi PCR Uriinii Ile ilgili Bulgular

Bu bolgeye ait PCR firiinleri %2’lik agaroz jelde yiiriitiilerek kontrol edilmis ve 436

b¢ uzunlugundaki bant UV 1s1k altinda goriintiilenmistir (Resim 5.3).

Resim5.3: MMP9 1562 C/T Gen Bolgesi PCR Sonuglarinin Kontrol Edildigi Agaroz
Jel Fotografi (6. Kuyucuga 100 bg¢’lik DNA biiytikliik belirteci yiiklenmistir.)

5.2.2 MMP9 Geni 1562 C/TBélgesi PCR Uriinlerinin Sphl Enzimi Ile Kesim

Sonuglar

PCR tepkimesi sonrasi 436 b¢’lik PCR iiriinii veren 1562 C/T bdolgesi Sphl (Morgan
vd., 2003) restriksiyon enzimi ile kesilmistir. Bu bolgede sitozin (C) igeren allel
kesim noktasi tasimaktadir. Homozigot C alleli (yabanil tip) tasiyan bireylerde (CC)
enzim bir noktadan kesim yaparak 436 b¢ olan DNA pargasini 194 bg¢ ve 242 bg
olarak 2 parcaya ayirir. Sitozinden—Timine (C—T) bir niikleotit degisimi olmasi
halinde heterozigot bireylerde 436, 242 ve 194 b¢ uzunlugunda 3 bant olusur.
Homozigot T alleli tagiyan bireylerde (mutant tip) enzimin tanidigi bolge ortadan

kalkmaktadir. Bu bireylerde (TT) 436 bg’lik tek bant gozlenmektedir (Resim 5.4).
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—= 242 bp
436 bp 194 bp

Resim 5.4: MMP9 Geninin 1562 C/T Bélgesi Polimorfizminin Sphl Enzimi ile
Kesimi Sonucu Olusan Bantlar (10. Kuyucuga 100 b¢’lik DNA biiyiikliik belirteci
yiiklenmistir.)

1562 C/T gen polimorfizmi incelendiginde hasta grubunda 194 bireyde CC genotipi
(%75.2), 62 bireyde CT genotipi (%24), 2 bireyde TT genotipi (%0.8) saptanirken
kontrol grubunda 96 bireyde CC genotipi (%75.6), 28 bireyde CT genotipi (%22) ve
3 bireyde TT genotipi (%2.4) saptanmistir. Hasta grubunda C alleli goriilme siklig1
%.87.2 iken T alleli goriilme siklig1 %12.8 olarak bulunmus; kontrol grubunda ise C
alleli goriilme siklig1 %86.6 ve T alleli goriilme siklig1 %13.4 olarak saptanmistir
(Tablo 5.4).

Tablo 5.4: Matriks metalloproteinazgeni MMP9 (1562 C/T) polimorfizminin
genotip ve allel dagilimi

Genotipler/ Kontrol MI P OR (95% CI)
Alleller

(n=127) n(%) (n=258) n(%)
CIC 96 (75.6) 194 (75.2)
CIT 28 (22) 62 (24) 0.797 1.096 (0.659-1.823)
T/T 3(2.4) 2 (0.8) 0.339 0.330 (0.054-2.008)
C 220 (86.6) 450 (87.2)
T 34 (13.4) 66 (12.8) 0.820 0.949 (0.609-10.480)

OR: Odds orani, CI: Giiven aralig1

MMP9 (1562 C/T) bolgesinin polimorfik dagilimlar1 karsilastirildiginda; hasta ve

kontrol gruplar1 arasindaki fark istatistiksel olarak anlamli bulunmamaistir (p>0,05).
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BOLUM 6
TARTISMA VE SONUC

Ateroskleroz ve onun komplikasyonu olan akut MI, diinyanin pek ¢ok tilkesinde
6limiin ve yasam kisitlanmasinin en 6nemli nedenidir. Aterosklerozu baglatan ve
ilerlemesine yol acan biyokimyasal ve hiicresel olaylar tiimiiyle agiklanabilmis
degildir. AMI, kardiyovaskiiler hastaliklarin tedavisinde biiyiik gelismelere ragmen,
bir ¢ok iilkede kadin ve erkeklerde Oliim nedeni olarak basta gelmekte ve aym

derecede onemli olarak yasami kisitlamaktadir (Endler vd., 2002).

MTI’1n etiyolojisi olduk¢a komplekstir ve bu etiyolojide ¢evresel faktorlerle genetik
faktorlerin karsilikli olarak etkilesimine inanilir. Sigara ve diyet gibi yiiksek
kolesterol ve obeziteye neden olabilen ¢evresel faktorler kisilerin bu hastaligi neden
kazandig1 sorusunu kismen yanitlayabilirken genetik faktorlerin bu olgulara daha

kesin yanit olabilecegi ortadadir.

Matriks metalloproteinaz gen ailesi liyelerinden MMP2 ve MMPY; plak hasarinda ve
aterosklerozun progresyonunda, kalp yetmezligini uyaran adimlarda, AMI’dan sonra
ventrikiil remodeling’inde 6nemli rol oynayan proteolitik bir enzim ailesinin tiyesidir
(Kameda vd., 2006). Bu nedenle MMP aktivitesini etkileyebilecek polimorfizmlerin

MI {izerine etkisi olabilecegi diistiniilmektedir.

Bu calisma ile Gaziantep ilinde Subat-Eyliil 2012 tarihleri arasinda akut MI tanis1
konmus 258 hasta bircyde MMP2 ve MMP9 genlerinde meydana gelen polimorfizm
sikliginin incelenmesi ve bu hastalarin demografik ve klinik bilgileri ile tespit edilen
SNP’ler arasindaki iligskinin incelenmesi amaglanmistir. Gaziantep Giineydogu
Anadolu Bolgesi’nin hasta potansiyeli yiiksek bir ilidir ve ¢evre illerden yogun hasta
transferi yapilmaktadir. Dolayisiyla hasta popiilasyonumuzu olusturan grup sadece
Gaziantep ilinde yasayan insanlarla smirli kalmamakta ayni zamanda Giineydogu
Anadolu Bolgesi’nin  Sanliurfa, Adiyaman illerini ve Akdeniz Bolgesi’nin

Kahramanmaras ilini de temsil etmektedir.
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Calismamizin hedef genlerini olusturan MMP2 ve MMP9’un KAH ile iliskisinin
arastirlldigl ¢aligmalarda vaka gruplarinin farkliligina dayanan ya da aymi vaka
gruplarinda etnik koken farkliligina dayanan birbirinden oldukga farkli sonuglar elde
edilmistir. 2000’li yillarda baslayan bu c¢alismalardan giliniimiize dogru bir tarihsel
siralamada sonuclart degerlendirecek olursak ilk kez 2001 yilinda Pollénen ve
arkadaglar1 MMP9 genindeki polimorfizmin koroner arter lezyonuyla iliskili
oldugunu; Morgan vd. (2003), MMP9 haplotip analizi sonucunda C-G-C haplotipinin
ateroskleroza kars1 koruyucu etkisinin oldugunu rapor etmislerdir. 2005 yil1 sonrasi
siklig1 artan bu ¢alismalarin bazilarinda MMP9 (1562 C/T) SNP ile KAH vakalarinin
iligkili oldugu rapor edilirken tam aksine sonuglarin da oldugu bildirilmistir. Ye ve
ark. (2006) tarafindan matriks metalloproteinaz gen ailesinden MMP2 ve MMP9’un
da aralarinda oldugu yedi {iyenin arteriyel sertlik ve abdominal aort anevrizmasi
(AAA) ile iligkili oldugu; yine ayn1 yilda Jones ve ark. tarafindan yapilan ¢aligmada
da MMP9 genindeki degisikligin AAA ile anlamli derecede iliskili oldugu
saptanmigtir. Yasmin vd. (2006), aort sertligi ve elastaz aktivitesindeki degisikligin
MMP9 gen polimorfizmiyle iliskili oldugunu belirtmislerdir. Hlatky vd. (2007)
KAH’I1 hastalarda MMP9 gen polimorfizminin MI ile iliskisinin oldugunu belirterek
bu calismayla oOrtiismeyen bir sonu¢ bulmuslardir. MMP9’un farkli sekilde
transkripsiyona yol agmasinin neoplastik ve damar hastaligina duyarliligt arttirdig
vurgulanmis (Feng Tu vd., 2007) ve damar hastalig1 ile ilgili yapilmis bir diger
calismada MMP9 (1562 C/T) bolgesinin kalp-damar hastaliklar ile iliskili oldugu
sonucuna varilmistir. Bu gende T alleli tasiyicilarinda kardiyak mortalitenin ve kalp
krizi ge¢irme oranmin yiiksek oldugu vurgulanmistir (Rybakowski, 2009). Ayrica
2010 yilinda yaymlanan farkli bir caligmada onarilmig fallot tetralojisi olan
hastalarda MMP9’un aort sertligi ve aort kokii genislemesi {izerinde oransal etkisinin
bulundugu belirtilmistir (Cheung vd., 2010). Yine sonuglar1 6nceki bahsedilen
caligmalarla paralellik gosteren 2011 yilinda Li ve ark. tarafindan yapilan ¢alismada
KAH’a yatkinlhikta MMP1 ve MMP2’nin rolii olmadigin1 fakat alt grup analiz
sonuglarina bakildiginda 6zellikle Asya popiilasyonunda MMP3 ve MMP9’un rol
oynayabilecegini belirtmislerdir. Buna benzer bir sonu¢ Wang vd. (2011) tarafindan
da Uygur Cin popiilasyonunda akut koroner sendrom ile MMP9 gen polimorfizminin
onemli derecede iliskili oldugu vurgulanmustir. iran popiilasyonun da ise MMP9
polimorfizminin erken tanili koroner arter hastalikli (EKAH) bireylerde risk faktorii

oldugu belirtilmis ve T alleli tasiyan bireylerin geng yasta MI ve KAH gecirme
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olasiliklarinin yiiksek oldugu tespit edilmistir (Saedi vd., 2011). Cok yakin zamanda
yapilan ¢aligmalara baktigimizda da Niu vd. (2012) MMP3 ve MMP9
polimorfizmlerinin KAH i¢in risk faktorii olusturdugunu; Setianto vd., (2012) ST
elevasyonlu MI hastalarinda MMP9 serum seviyesinin ST elevasyonsuz MI’h
hastalara gore daha yiiksek oldugu ve yiliksek serum MMP9 diizeyinin MMP9

polimorfizmi ile baglantili oldugunu bildirmislerdir.

MMP9 geni ile KAH arasinda pozitif korelasyon oldugunu gosteren bu ¢aligmalarin
yaninda herhangi bir iliski bulunmadigin1 gésteren makaleler de mevcuttur (Eriksson
vd., (2005), Ogata vd., (2005), Park vd., (2005), Tang vd., (2007), Alp vd. (2009),
Sczcudlik vd. (2010), Obstad (2011), Velho vd., (2011), Faria vd. (2013), Sakowicz
vd., (2013)). AAA genislemesinde MMP2, MMP3, MMP9 ve MMPI12
polimorfizmlerinin higbir etkisinin olmadigini Eriksson vd. (2005) yaptiklar1 ¢calisma
ile bildirmislerdir. Ogata vd. (2005), AAA’da 13 farkli aday gende 14 farkli gen
polimorfizmlerini incelemislerdir. Bu aday genlerden biri olan MMP9’daki
polimorfizmi ile AAA arasinda bir iliski bulamadiklarini rapor etmislerdir. Kawasaki
hastaliginda MMP3 ve MMP9 serum diizeylerinin diger hastaliklara oranla dnemli
Olciide yiiksek oldugunu rapor eden Park vd. (2005), Kawasaki hastaliginda koroner
arter lezyon (KAL) olusumu i¢cin MMP9 polimorfizminin allel ve genotip dagilimlari
acisindan anlamli  bir fark olusturmadigimi belirtmislerdir. Idiyopatik dilate
kardiyomiyopati (IDCM)’li hastalarda yapilan bir c¢alismada IDCM ile MMP9
arasinda istatistiksel olarak anlaml bir iliskinin bulunmadig rapor edilmistir (Tang
vd., 2007). Takip eden yillarda Alp vd. (2009), KAH ile MMP9, Glu298Asp ve -
786Tk polimorfizmleri arasinda anlamli bir iliski bulunmadigi rapor etmisler;
Sczcudlik vd. (2010) ise Polonya popiilasyonunda serebrovaskiiler hastaliklar ile de
MMPO arasinda bir iliski olmadigin1 bildirmislerdir. Obstad (2011), 1562 C/T ve
6R279Q bolgelerinin gen ve protein ekspresyonu iizerindeki genetik varyasyonun
KAH ile iligkisinin olmadigini belirtirken R279Q varyant allelinin hipertansiyon ile
onemli derecede iligkisinin oldugunu vurgulamistir. Yine ayni yil yapilan bir bagka
calismada da kalp yetmezliginde MMP9 1562 C/T polimorfizminin istatistiksel
acidan Onem tasimadig vurgulanmistir (Velho vd., 2011). Faria vd. (2013) ise
MMP9 gen polimorfizminin miyokard perfiizyonunda oOnemli bir etkisinin
olmadigmi belirtmistir. Bizim c¢alismamizda da MMP9 (1562 C/T) SNP ile MI

arasinda herhangi bir iliski olmadigi sonucuna varilmistir (p>0.05). Literatiirde
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MMP9 ile KAH arasinda herhangi bir iligki olmadigin1 gdsteren bu ¢alismalarin
yaninda bu konuda en son yapilan ¢alismada Sakowicz vd. (2013) tarafindan 45
yasin altindaki MI hastalarinda MMP9 polimorfizmi arastirilmis ve yine sonucta
MMP9’un MI ile iliskili olmadig vurgulanmistir. Calismamizin sonuglar1t aym
hastalik grubu hedef alinarak farkli bir etnik grupta yapilan bu son ¢alismayla da

paralellik gostermektedir.

Calisgmamizin diger hedef geni olan MMP2’nin (1575 G/A) bdlgesinin polimorfik
dagilimlan karsilastirildiginda; hasta ve kontrol gruplar1 arasindaki fark istatistiksel
olarak olduk¢a anlamli bulunmustur (p<0,0001) ve bu bdlgedeki G allelinden A
alleline tek niikleotit polimorfizminin MI riskini 14 kat arttirdigt sonucuna
varilmigtir. MMP2 ile KAH iliskisinin ortaya konmaya c¢alisildig1 arastirmalarda
genel olarak anlamli bir iligkiye rastlanmamistir (Yihong vd. (2009),Y1ldirim (2009),
Alp vd. (2011) ). 2004 yilinda Vasku vd. MMP2’nin koroner ii¢ damar hastalig1 ile
iligkili olmadigin1 rapor etmislerdir. Yihong vd. (2009), MMP2’nin sistolik kalp
yetmezligi ile istatistiksel olarak anlamli bir iliskisinin olmadigini; yine Yildirim
(2009), MMP2’nin sistolik kalp yetmezligi ile iliskili olmadigini ayrica bu genotipin
proMMP2 plazma diizeyi lizerine higbir etkisinin olmadigini belirtmistir. Daha yakin
tarihlerde yapilan bir diger ¢alismada Alp vd. (2011), MMP2 polimorfizminin KAH
ve MI ile iligkisinin olmadigin1 belirtmislerdir. Fakat, 2012 yilinda Bahrehmand vd.
tarafindan yapilan calismada MMP2 polimorfizminin lupus ile iligkili oldugu ve
KAH gelisimi ile arasinda istatistiksel olarak anlamli bir iligskinin bulundugu rapor
edilmistir. 2012 yilinda yapilan bir diger calisma ise MMP2 geni 1575 G/A
bolgesinin Meksikali hastalarda MI gelisiminde risk faktorii oldugunu belirtmistir
(Hernandez vd., 2012). Hlatky vd. (2007), KAH’l1 bireylerde MMP2 geni 1575 G/A
polimorfizminin AMI i¢in risk faktérii oldugunu belirterek yine bizim ¢alismamizin
sonucuna paralel bir sonu¢ bulmuslardir. Calismamizda MI ile MMP2 genindeki
polimorfik degisikligin olduk¢a anlamli bulunmasi bu son literatiir ¢aligmasiyla
desteklenmistir ve MMP2 geninin MI icin prognostik bir faktdr olabilecegi isaretini

vermistir.

Sonug olarak; MMP2 ve MMP9 genlerindeki SNP’lerin MI ile iligkisinin arastirildigt
bu calismada yalnizca MMP2 geninin 1575 G/A bolgesindeki SNP’nin MI ile
oldukea iliskili oldugu sonucuna varilmistir. Literatirde MMP2 ve MMP9 geniyle

ilgili ¢eliskili sonuglarin bulunmasi vaka gruplarinin farkliligina ve etnik kokene
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baglanabilir. KAH ve MI ile iligkili oldugu diisiinilen MMP2 geni i¢in daha genis
poplilasyonlarda ve bu degisikligin gen ifadesi seviyeleri lizerine etkili olup olmadigi

hakkinda yeni ¢aligmalarin planlanmasi 6nerilmektedir.

51



KAYNAKLAR

Akbulut N. (2006). Akut Miyokard Infarktiislii Hastalarda Ortalama Trombosit
Hacmi ve Trombosit Sayisinin Degerlendirilmesi. Uzmanlik Tezi. SaglikBakanligi

Dr. Liitfi Kirdar Kartal Egitim ve Arastirma Hastanesi, Istanbul.

Allure R. (2003). Basement membranes: Structure, assembly and role in tumor
angiogenesis. Nat Rev Cancer.3, 422- 433.

Amano S., Akutsu N., Matsunaga Y., Nishiyama T., Champliaud M.F., Burgeson
R.E., Adachi E. (2001). Importance of balance between extracellular matrix
synthesis and degradation in basement membrane formation. Experimental Cell
Research, 10, 249-271.

Apple F.S., Wu A.H., Mair J., Ravkilde J., Panteghini M., Tate J., Pagani F.,
Christenson R.H., Mockel M., Danne O. Jaffe A.S. (2005). Committee on
Standardization of Markers of Cardiac Damage of the IFCC.: Future biomarkers for
detection of ischemia and risk stratification in acute coronary syndrome. Clinic
Chemstry. 51, 810-834.

Bahrehmand F., Raygani A., Kiani A., Rahimi Z., Tavilani H., Navabi S., Shakiba
E., Hassanzadeh N., Pourmotabbed T. (2012). Matrix metalloproteinase-2 functional
promoter polymorphism G1575A is associated with elevated circulatory MMP-2
levels andincreased risk of cardiovascular disease in systemic lupus erythematosus
patients. Lupus. 21, 616-624.

Burke A.P., Farb A., Malcom G.T. (1998). Effect of risk factors on the mechanism of

acute thrombosis and sudden coronary death in women. Circulation. 97, 2110-2116.

Baret-Conner EL., Cohn BA., Wingard DL., Edelstein SL. (1991). Why is diabetes
mellitis is stronger risk faktor for fatal ischemic heart disease in women than in men?

The Rancho Bernardo study. JAMA. 265, 627-630.

52



Bottcher M, Falk E. (1999). Pathology of the coronary arteries in smoker and
nonsmokers. Cardiovascular Risk. 6, 299-302.

Carmeliet P. (2003). Angiogenesis in health and disease. Nature Medicine. 9, 653-
660.

Castelli WP. (1992). Epidemiology of triglycerides. A view from Framingham.
American Journal Cardiol. 70, 3-9.

Celermajer D.S., Sorenson K.E., Georgakopoulos D. (1993). Cigarette smoking is
associated with dose-related and potentially reversible impairment of

endotheliumdependent dilation in healthy young adults. Circulation. 88, 2149-2155.

Ceylan C. (2005). Akut Miyokard infarktiisiinde Serum NT-proBNP Diizeyi ve Sol
Ventrikiil Ejeksiyon Fraksiyonu iliskisi. Uzmanlik Tezi. istanbul Egitim ve Arastirma

Hastanesi Biyokimya ve Klinik Biyokimya Boliimii. Istanbul.

Clark ER, Hitschler WJ, Kirby-Smith HT, Rex RO, Smith JH. (1931). General
obsevations on the in growth of new blood vessels into standardized chambers in the
rabbit ear, and the subsequent changes in the newly grown vessels over a period of
months. Anatomical Record. 50, 129-68.

Crawford MH. (2004). Atherosclerosis and preventation, Cardiology. Spain.

Cheung Y., Hong W., Chan K., Wong S. (2011). Modulating effects of matrix
metalloproteinase-3 and -9 polymorphisms on aortic stiffness and aortic root dilation
in patients after tetralogy of Fallot repair. International Journal of Cardiology. 151,
214-217.

Creemers E.E., Cleutjens J.P., Smits J.F.,, Daemen M.J. (2001). Matrix
metalloproteinase inhibition after myocardial infarction: a new approach to prevent
heart failure?. Circulation Research. 89, 201-208.

Davies M.J. ( 2001). Pathology of Coronary Atherosclerosis. In: Fuster V, Alexander
RW, O.Rourke RA, editors. Hurst.s The Heart. 10th ed. USA. International Edition
McGraw-Hill Medical Publishing Division. 36, 1095-1105.

53



Davies M.J. (1997). The composition of coronary artery plaques (editorial). New
England Journal of Medicine. 336, 1312-1314.

De Souza A.P., Line S.R.P. (2002). The biology of matrix metalloproteinases. FOB,
10-16.

Dibbens JA, Miller DL, Damert A. (1999). Hypoxic regulations of vascular
endothelial growth factor mRNA stability requires the cooperation multiple RNA
elements. Molecular Biology of the Cell. 10, 907-919.

Donahue R.P., Abbot R.D., Blolom E., Reed D.M., Yano K. (1987). Central Obesity

and coronary heart disease in men. Lancet. 1, 821-824.

Dvorak HF. (2003). How tumors make bad blood vessels and stroma. American
Journal Patho. 162, 1747-1757.

Endler G., Klimesch A., Sunder-Plassmann H., Schillinger M., Exner M.,
Mannhalter C., Jordanova N., Christ G., Thalhammer R., Huber K. Sunder-
Plassmann R. (2002). Mean platelet volume is an independent risk factor for
myocardial infarction but not for coronary artery disease. British Journal of
Haematology. 117, 399-404.

Eriksson P.,Pettersson J., Brady A., Deguchi H., Hamsten A., Powell J. (2005).
Genotype—phenotype relationships in an investigation of the role of proteases in

abdominal aortic aneurysm expansion. British Journal of Surgery. 92, 1372-1376.

Ers6z N. (2008). Transkripsiyon faktorii MEF2A gen mutasyonlarinin Tiirk
toplumundaki koroner arter hastalarinda taranmasi. Yiiksek Lisans Tezi. Selguk

Universitesi Saglik Bilimleri Enstitiisii T1ibbi Biyoloji Ana Bilim Dali, Konya.

Falk E., Fuster V. (2001). Atherogenesis and its DeterMInants. In: Fuster V,
Alexander RW, O.Rourke RA, editors. Hurst. S. The Heart. 10th ed. USA.
International Edition McGraw-Hill Medical Publishing Division. 35, 1065-1093.

Ferrara N, Gerber HP, LeCouter J. (2003). The biology of VEGF and its receptors.
Nature Medicine. 9, 669-676.

54



Ferrara N, Henzel WJ. (1989). Pituitary follicular cells secrete a novel heparin-
binding growth factor specific for vascular endothelial cells. Biochem Biophys Res
Commun. 161, 851-855.

Folkman J, Merler E, Abernathy C, Williams G. (1971b). Isolation of tumor fraction

reponsible for angiogenesis. Journal Experimental Medicine. 133,275-288.

Folkman J. (1971a). Tumor angiogenesis: therapeutic imlications. New Engaland
Journal Medicine. 285, 1182-1186.

Francke, S., Manraj, M., Lacquemant, C., Lecoeur, C., Lepretre, F., Passa, P., Hebe,
A, Corset, L., Yan, S. L., Lahmidi, S., Jankee, S., Gunness, T. K., Ramjuttun, U. S,
Balgobin, V., Dina, C., Froguel, P. (2001). A genome-wide scan for coronary heart
disease suggests in Indo-Mauritians a susceptibility locus on chromosome 16p13 and
replicates linkage with the metabolic syndrome on 3g27. Human Molecular
Genetics. 10, 2751-2765.

Franklin S.S., Khan S.A., Wong N.D. (1999). Is pulse pressure useful in predicting
risk for coronary heart disease? The FraMIngham Heart Study. Circulation. 100,
354-360.

Fuster V. (1994). Mechanisms leading to myocardial infarction. Insights from studies
of vascular biology. Circulation. 90, 2126-2146.

Faria A., Costa D., Criado B., Albuquerque A., Escorcio C. (2013). Phenotypes of
myocardial blood perfusion related to the genetic variations of metalloproteinases 3
(MMP3) and 9 (MMP9). Computer Methods in Biomechanics and Biomedical
Engineering: Imaging & Visualization. 1, 119-129.

Galis Z.S., Khatri J.J. (2002). Matrix metalloproteinases in vascular remodeling and

atherogenesis: the good, the bad, and the ugly. Circulation Research. 90, 251-313.

Genest J., Cohn J.S. (1995). Clustering of cardiovascular risk factors: Targeting
high-risk individuals. American. Journal Cardiology. 76, 8-20.

55



Genest J., Jenner L., Mcnamara J.R. (1991). Prevalance of lipoprotein(a), Lp(a)
excess in coronary artery disease. American Journal Cardiology. 67, 1039-1145.

Goldman E. (1907). The growth of malignant disease in man and the lower animals

with special reference to the vascular system. Lancet. 2, 1236-1240.

Gonzales P, Castro MG, Reguero JR, Batalla A, Ordonez AG, Palop RL, Lozano I,
Montes M, Alvarez V., Coto E. (2006). The Pro279Leu variant in the transcription
factor MEF2A is associated with myocardial infarction, Journal of Medical Genetics.
43, 167-169.

Goodsell DS. (2003).The moleculer perspective: VEGF and angiogenesis. Stem
Cells. 21, 118-1109.

Gordon D.J., Probstfield J.L., Garrison R.J. (1989). High density lipoprotein
cholesterol and cardiovascular disease. Four prospective American studies.
Circulation. 79, 8-15.

Gok H. (1996). iskemik Kalp Hastaliklari. Klinik Kardiyoloji. Ankara. Nobel Tip
Kitabevi. 97-172.

Grines C.L., Topol E.J., O.neill W. (1995). Effect of cigarette smoking on outcome
after thrombolytic therapy for myocardial infarction. Circulation .91, 298-303.

Grundy S.M., Wilhelmsen L., Rose G. (1990). Coronary heart disease in high-risk
populations: Lessons from Finland. Eur. Heart J. 11, 462-471.

Gile¢ S. (2006). Miyosit Enhancer Faktor 2A (MEF2A) Gen Varyantlarinin Erken
Miyokard Enfarktiisli Hastalarda Incelenmesi. Yiiksek Lisans Tezi. Ankara

Universitesi Biyoteknoloji Enstitiisii.

Giizel S. (2008). Akut Miyokard infarktiisiinde Serum Matriks Metalloproteinaz-9
Diizeyleri. Uzmanlik Tezi. Saglik Bakanligr Taksim Egitim ve Arastirma Hastanesi

Biyokimya ve Klinik Biyokimya. Istanbul.

Haroon ZA, Peters KG, Greenberg CS. (1999). Angiogenesis and Oxygen Transport
in Solid Tumors. Antiangiogenic Agents in Cancer Therapy. Totowa, Humana Press.
3-21.

56



Hernandez N., Alarcon G., Rodriguez N., Rios M., Duque M., Diaz A., Acosta B.,
Romero C., Perez A. (2012). The Matriks Metalloproteinase 2 -1575 Gen
Polymorphism is Associated with the risk of developing myocardial infraction in

Mexican Patients. Journal of Atherosclerosis and Thrombosis. 19, 718-727.

Hertig AT. (1935). Angiogenesis in the early human chorion and in the primary
placenta of the macacque monkey. Contrib Embryol. 25, 39-81.

Hlatky M., Ashley E., Quertermous T., Boothroyd D., Ridker P., Southwick A.,
Myers R., Irribaren C., Fortmann S. (2007). Matrix metalloproteinase circulating
levels, genetic polymorphisms, and susceptibility to acute myocardial infarction
among patients with coronary artery disease. American Heart Journal. 154, 1043-
1051.

Hubert H.B., Feinleib M., McNamara P.M., Castelli W.P. (1983). Obesity as an
independent risk factor for cardiovascular disease: A 26-year follow-up of
participants in the Framingham Heart Study. Circulation. 67, 968-977.

Hudlicka O. (1984). Development of microcirculation: Capillary growth and
adaptation. the Cardiovascular system Vol 1V, part 1, microcirculation. Baltimore,
Bethesta. p165-216.a.

Hudlicka O. (1984). Growth of vessels — Historical review. Prog Appl microcirc.
4:1-8.b.

Hudlicka, O, Brown M, Egginton S. (1992). Angiogenesis in skeletal and cardiac
muscle. Physiol Rev.72, 369-417.

Hurst J.W. (1990). Atherosclerotic coronary heart disease, factors influencing

atherogenesis, The Heart. America.

Joseph S, David W. R. (2001). Molecular Cloning. 2. Edition: 3. Cold Spring Harbor

Laboratory Press. New York.

57



Jones C.B., Sane D.C., Herrington D.M. (2003). Matrix metalloproteinases: a review
of their structure and role in acute coronary syndrome. Cardiovascular Research. 59,
812-835.

Kameda K., Matsunaga T., Abe N., Fujiwara T., Hanada H., Fukui K., Fukuda I.,
Osanai T., Okumura K. (2006). Increased pericardial fluid level of matrix
metalloproteinase-9 activity in patients with acute myocardial infarction: possible

role in the development of cardiac rupture. Circulation Journal. 70, 673-681.

Kerbel RS. (2000). Tumor angiogenesis: past, present and the near future.
Carsinogenesis. 21, 505-515.

Kety SS. (1951). The theory and applications of the exchange of inert gas at the

lungs and tissues. Pharmacol Rev. 3, 1-41.

Kristensen S.D. (1992). The platelet-vessel wall interaction in experimental
atherosclerosis and ischaemic heart disease with special reference to thrombopoiesis.
Danish Medical Bulletin Journal. 39, 110-127.

Kumar V., Robins S. (2003). Temel Pataloji, Nobel Kitap Evi.

Lawrence WT, Diegelmann RF. (1994). Growth factors in wound healing. Clin
Dermatol. 12, 157-169.

Li Tang J, Chen X., Zhu M., Jiang J., Lu X., Du Y., Wang B., Fang C., Xue
Y., Shen W. (2007). Matrix metalloproteinase-1, -3, and -9 gene polymorphisms

and the risk of idiopathic dilated cardiomyopathy in a Chinese Han population.
Clinical Biochemistry. 40, 1427-1430.

Leung DW.,Cachianes G., Kuang WJ. (1989). Vascular endothelial growth factor is a
secreted angiogenic tiogen. Science. 246, 1306-1309.

Libby P. (2000). Coronary artery injuty and the biology of atherosclerosis:
inflammation, thrombosis, and stabilization. Am. J. Cardiol. 86(8B):3J-8J.

58



Li M., Jingpu S., Lingyu F., Hailong W., Zhou B., Wu X. (2012). Genetic
polymorphism of MMP family and coronary disease susceptibility: A meta-analysis.
Gene. 495, 36-41.

Lijnen H.R. (2002). Extracellular proteolysis in the development and progression of

atherosclerosis. Biochemical Society Transactions. 30, 163-170.

Maciag T, Mehlman T, Friesel R, Schreiber AM. (1984). Heparin binds endothelial

cell growth factor, the principal cell mitogen in bovine brain. Science. 225, 932-935.

Manson J.E., Tostesan H., Ridker P.M., Satterfiled S., Hebert P., Connor G.T.,
Buring J.E., Hennekens C.H. (1992). The Primary Prevention of Myocardial
Infarction. New England Journal of Medicine. 326, 1406-1416.

Morgan A., Tapper B., Collins A., Ye S. (2003). Haplotypic analysis of the MMP-9

gene in relation to coronary artery disease. J Molecular Medical. 81, 321-326.

Murabi T., JM, Evans, JC, Larson, MG. (2003). The ankle-brachial index in the
elderly and risk of stroke coronary disease and death: the Framingham Study. Arch
Intern Med. 163, 1939-1942.

Murphy G., Knduper V., Atkinson S., Butler G., English W., Hutton M., Stracke J.,
Clark 1. (2003). Matrix metalloproteinases in arthritic disease. Arthritis Research &
Therapy. 5, 1022-1024.

Montfort 1., Pérez-Tamayo R. (1975). The distribution of collagenase in normal rat

tissues. Journal of Histochemistry & Cytochemistry. 23, 910-913.

Moreno P.R., Leon M.N., Vyalkov V.A. (1998). Coronary plagque composition and

tissue factor in cigarette smokers. Circulation. 98, 145.

Neaton J.D., Wentworth D. (1992). Serum cholesterol, blood pressure, cigarette
smoking and death coronary heart disease. Overall findings and differences by age
for 316099 white man.

59



Niu W., Qi Y. (2012). Matrix metalloproteinase family gene polymorphisms and risk
forcoronary artery disease: systematic review and meta-analysis. Heart. 98, 1483-
1491.

Ogata T.,Shibamura H., Tromp G., Sinha M., Goddard K., Sakalihasan N., Limet R.,
MacKean G.,Arthur C., Sueda T.,Land S., Kuivaniemi H. (2005). Genetic analysis of
polymorphisms in biologically relevant candidate genes in patients with abdominal

aortic aneurysms. Journal of Vascular Surgery. 41, 1036-1042.

Opstad T, Pettersen A. R.,Weiss T, Akra S, Ovstebo R, Arnesen H., Seljeflot I.
(2012). Genetic variation, gene-expression and circulating levels of matrix
metalloproteinase-9 in patients with stable coronary artery disease. Clinica Chimica
Acta. 413, 113-120.

Opdenakker G., Van den Sten P.E., Dubois B., Nelissen 1., Coillie E.V., Masure S.,
Proost P., Damme J.V. (2001). Gelatinase B functions as regulator and effector in

leukocyte biology. Journal of Leukocyte Biology. 69, 851-859.

Polldanen P., Karhunen P., Mikkelsson J., Laippala P., Perola M., Penttild A., Mattila
M., Koivula T., Lehtimdki T. (2001). Coronary Artery Complicated Lesion Area Is
Related to Functional Polymorphism of Matrix Metalloproteinase 9 Gene.

Arterioscler Thrombosis and Vascular Biology. 21, 1446-1450.

Park J., Shin K., Kim Y. (2005). Polymorphism of Matrix Metalloproteinase-3
Promoter Gene as a Risk Factor for Coronary Artery Lesions in Kawasaki Disease.
The Korean Academy of Medical Sciences. 20, 607-618.

Ribatti D, Vacca A, Presta M. (2002). The discovery of angiogenic factors: A
historical review. Gen Pharmacol. 35, 227-231.

Roald H.E., Orvim U., Bakken 1.J. (1994). Modulation of thrombotic responses in

moderately stenosed arteries by cigarette smoking and aspirin ingestion. Arterioscler.
Thromb. 14, 617- 621.

60



Roberts WC. (1995). Preventing and arresting coronary atherosclerosis. Am. Heart.
Journal. 130, 580-600.

Ross R. (1999). Atherosclerosis: An inflammatory disease. N. Eng. J. Med. 340, 115-
126.

Rundhaug JE. (2005). Matrix metalloproteinases and angiogenesis, Journal of
Cellular and Molecular Medicine. 9, 267-282.

Rudd J , Daavies J, Weisberg P. Topol Textbook of Cardiovascular Medicine. 3th
Ed., Lipincott Williams Wilkins, (2008). 32.

Rybakowski J. (2009). Matrixmetalloproteinase-9 (MMP9) amediating enzyme in
cardiovascular disease, cancer, and neuropsychiatric disorders. Cardiovascular

Psychiatry and Neurology. 10, 1-7.

Sakowicz A.,Fendler W., Lelonek M., Sakowicz B., Pietrucha T. (2013). Genetic
Polymorphisms and the Risk of Myocardial Infarction in Patients Under 45 Years of
Age. Biochem Genet. 51, 230-242.

Scanu A.M. (1998). Atherothrombogenicity of lipoprotein (a): The debate. Am. J.
Cardiol. 82, 260-330.

Saedi M., Raygani A., Khaghani S., Shariftabrizi A., Rezaie M., Pasalar P., Rahimi
Z., Pourmotabbed T. (2012). Matrix metalloproteinas-9 functional promoter
polymorphism 1562C>T increased risk of early-onset coronary artery disease. Mol
Biol Rep. 39, 555-562.

Szczudlik P., Borratynska A. (2010). Association between the —1562 C/T MMP-9
polymorphism and cerebrovasculardisease in a Polish population. Neurologia i
Neurochirurgia Polska. 44, 350-357.

Smallwood L, Allcock R, van Bockxmeer F, Warrington N, Palmer LJ, lacopetta B,
Golledge J, Norman PE. (2008). Polymorphisms of the matrix metalloproteinase 9

gene andabdominal aortic aneurysm. British Journal of Surgery. 95, 1239-1244.

61



Sobin SS, Tremer HM. (1977). Three-dimentional organization of microvascular
beds as related to function. In: Kaley G and Altura BM, editér. Microcirculation.

Baltimore, MD: University Park. 1, 43-67.

Stimbiil Z. (2010). Koroner arter hastaliginda CD 34, VEGF, Homosistein ve
Lipoprotein A Diizeylerinin Koroner Kollateral Gelisimi ile iliskisi. Uzmanlik Tezi.

Cukurova Universitesi T1p Fakiiltesi Kardiyoloji Anabilim Dali. Adana.

Milliyet Blog. Kalp krizinden ani 6liim. http://blog.milliyet.com.tr/kalp-krizinden-
ani-olum-/Blog/?BlogN0=152405. 27/12/2008.

Tiglh H. (2009). Anjiyogenez ile ilgili Trombospondin-1, HIF-1 Ve CA9
Molekiillerinin Bobrek Kanserli Hastalarda Arastirilmasi. Uzmanlik Tezi. Istanbul

Universitesi Saglik Bilimleri Enstitiisii Temel Onkoloji Ana Bilim Dal.

Ufactk O. (2008). Akut Inferior Miyokard infarktiislii Hastalarm Izleminde
Osteoprotegerinin  Prognostik degeri. Uzmanlik Tezi. Trakya UniversitesiTip

Fakiiltesi Kardiyoloji Anabilim Dali. Edirne.

Vasku A., Goldbergova M., Holla L. I., Siskova L., Groch L., Beranek M.,
Tschoplova S., Znojil V., Vacha J. (2004). A Haplotype constituted of four MMP-2
promoter polimorphisms (-1575G/A, -1306C/T, -790T/G and -735C/T) is associated
with coronary triple-vessel disease. Matrix Biology. 22, 585-591.

Vassalli G, Winkelmann BR (2004). Molecular genetics of myocardial infarction:

many genes, more questions than answers. European Heart Journal. 25, 451-453.

Visse R., Nagase H. (2003). Matrix metalloproteinases and tissue inhibitors of
metalloproteinases structure, function, and biochemistry. Circulation Research. 92,
827-839.

Velho F., Cohen C., Santos K., Silvello D.,Martinelli N., Biolo A., Clausell N.,
Rohde L. (2011). Polymorphisms of Matrix Metalloproteinases in Systolic Heart
Failure: Role on Disease Susceptibility, PhenotypicCharacteristics, and Prognosis.
Journal of Cardiac Failure. 17, 115-121.

62


http://blog.milliyet.com.tr/kalp-krizinden-ani-olum-/Blog/?BlogNo=152405
http://blog.milliyet.com.tr/kalp-krizinden-ani-olum-/Blog/?BlogNo=152405

Vu H., Werb Z. (2000). Matrix metalloproteinases: effectors of development and
normal physiology. Genes And Development. 14, 2123-2133.

Wilson PW. (1994). Established risk factors and coronary artery disease: The
Framingham study. Am JHypertens. 7, 7-12.

Woessner F. (1991). Jr.: Matrix metalloproteinases and their inhibitors in connective
tissue remodeling. Federation of American Societies for Experimental Biology
Journal. 5, 2145-2152.

Wood D., Backer G.D., Faergeman O. (1998). Prevention of coronary heart disease
in clinical practice:Recommendations of the Second Joint Task Force of Europan and
Other Societies on Coronary Prevention. Eur Heart J. 19, 1434-1503.

Yasmin C.,McEniery M., Kevin O., Harnett P., Arshad A., Wallace S., Petaja K.,
McDonnell B., Ashby M., Brown J., Cockcroft J., Wilkinson B. (2006). Variation in
the Human Matrix Metalloproteinase-9 Gene Is Associated With ArterialStiffness in

Healthy Individuals. Arterioscler Thrombosis and Vascular Biology. 26, 1799-1805.

Ye S. (2006). Influence of matrix metalloproteinase genotype on cardiovascular
disease susceptibility and outcome. Cardiovascular Research. 69, 636-645.

Yildirnm N. (2009). Polymorphisms of MMP-2 gene are associated with systolic
heart failure prognosis. Clinica Chimica Acta. 404, 119-123.

63



