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OZET

Miyokard Infarktiislii Hastalarda Trombospondin Gen Polimorfizmlerinin

Incelenmesi
KOCAOGLU YUCEL, Hatice
Yiksek Lisans Tezi, Biyoloji Bolimi
Danisman: Prof. Dr. Mehmet OZASLAN
Haziran 2013, 59 Sayfa

Ekstraselluler matrikste bulunan protein ailelerinden biri olan trombospondinler
(TSP), hucre-hiicre ve hiicre-matriks etkilesimini saglayan adeziv proteinler olup, 5
subtipi tanimlanmistir. Her biri farkli bir gen {irlinii olan ve miyokardiyal damar
tikanikhigi ile iliskili tiyeler, TSP1, TSP2 ve TSP4 farkli kromozomlar iizerinde
bulunmaktadir. TSP, anjiyogenik uyaranlarin degisik tiirlerine cevap olarak endotel
hiicrelerde hiicre gociinii durdurma, apoptozu uyarma ve yeni damar olusumunu
Oonleme yetenegine sahip potansiyel bir anjiyogenez baskilayicist olup miyokard
infartisi (MI) gelisiminde rol almaktadir. Bu ¢alismada anti-anjiogenik faktorlerden
olan TSP1, TSP2 ve TSP4 genlerinde meydana gelen SNP lerin MI ile iliskisinin
incelenmesi amaclanmigtir. Bu amagla akut MI tanisi konmus 150 hasta ile
kendisinde ve birinci derece yakininda herhangi bir kalp rahatsizligi bulunmayan 150
saglikli birey ¢alismaya dahil edilmistir. TSP1 (N700S), TSP2 (3’UTR) ve TSP4
(A387P) gen bolgelerinde meydana gelen polimorfizmler PCR-RFLP yontemi
kullanilarak analiz edilmistir. Verilerin istatiksel analizi sonucunda TSP2 (3’UTR)
gen bolgesinde meydana gelen SNP’lerin MI ile iligkisi anlamli bulunmustur. TSP1

ve TSP4 ile MI arasinda ise herhangi bir iliskiye rastlanmamustir.

Anahtar Kelimeler: Ml (Miyokard Infarktiis), TSP (Trombospondin), SNP (Tek

Nukleotid Polimorfizmi).



ABSTRACT

The Determination of Thrombospondine Gene Polymorphisms in Patients with

Myocardial Infarction
KOCAOGLU YUCEL, Hatice
Master Thesis, Biology Department
Supervisor: Prof. Dr. Mehmet OZASLAN
Haziran 2013, 59 pages

Thrombospondines (TSPs) are proteins that are in extracellular matrix as nature and
they are adhesive proteins interact with cell-cell and cell-matrix, their 5 subtype was
defined. Each of these subtypes are encoded from different genes and some of them
which are related with myocardial vascular obstruction, TSP1,TSP2 and TSP4 are in
different chromosomes. TSP, that stops cell migration in endothelial cells in response
to different kinds of angiogenic stimulus, stimulates apoptosis and prevents from
occuring neovascularization, is a potential suppressive for angiogenesis and has a
role in MI progression. In this study, the determination of association between Ml
and single nukleotit polymorphisms that occur in TSP1, TSP2 and TSP4 genes which
are anti- angiogenic factors was aimed. This study was studied on 150 patients with
MI and 150 controls. Polymorphisms in TSP1 (N700S), TSP2 (3’UTR T/G) and
TSP4 (A387P) were analyzed with PCR-RFLP. As a result of statical data analysis,
SNPs in TSP2 are significant and association with Ml highly. In contrast to TSP2,
TSP1 and TSP4 are not significant and they have no association with M.

Key words: MI (Miyocard Infarctiis), TSP (Thrombospondin), SNP (Single
Nukleotit Polymorphisms).
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BOLUM 1
GIRIS

Iskemik kalp hastaliklar, tiim diinyada ana saglik problemlerinden biridir. Iskemik
kalp hastaligi, miyokardin oksijen ihtiyact 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 hastalig: siklikla koroner kalp hastaligi veya

koroner arter hastalig1 olarak adlandirilir.

Koroner arter hastalifi, Birlesik Devletler ve Avrupa dahil olmak {izere, diinyanin
ekonomik olarak gelismis tilkelerindeki 6limlerin tek basina en sik nedenidir ve bu
tilkelerde oliimlerin yaklasik {igte birinden sorumludur (Giileg, 2006) Koroner arter
daralmasinin orani ve ciddiyeti ile iligkili olarak bazi sendromlar goriiliir. Bu
sendromlardan biri akut miyokard infarkttsudur (MI) (Kumar vd., 2003). M1 uzamis
iskemi sonucu meydana gelen geri doniisiimsiiz kalp kasi nekrozudur. MI’iin siddeti,
miyokardin O talebi ile koronere kan sunumu arasindaki dengesizligin derecesi ve
sresi ile yakin iligkilidir. MI’Un %85°1 aterosklerozla daralmis bir koroner arteri
tikayan akut bir trombiisle olusur (GOk, 1996). Birlesik Devletlerde, her yil 1,5
milyon kadar kisi MI gegirmekte, bunlarin yaklasik 500.000 i dlmektedir (Glleg,
2006). Akut MI riski hayat boyunca progresif olarak artmaktadir. 45 ve 54 yaslar
arasinda, erkekler de kadinlara kiyasla MI gelisme olasilig1 4-5 kat daha fazladir.
Bununla birlikte iskemik kalp hastaligi riski 80 yasindan sonra her iki cinste esit
olarak gorilmektedir (Kumar vd., 2003). Akut MI icin bir ¢ok risk faktorl
tanimlanmistir. Bunlar kalitsal ve edinilen olarak iki gruba ayrilir. Cinsiyet, yas, aile
Oykiisii ve genetik faktorler kalitsal risk faktorleri olarak verilebilir. Sigara,
kolesterol, yiiksek kan basinci, obezite, stres, diyet, alkol de edinilen risk faktorlerine
ornek olarak verilebilir (Kumar vd., 2003). Bu tip risk faktorlerinin etkilesimlerinin

ortaya konmasi MI’iin ortaya c¢ikisi hakkinda 6nemli bilgiler vermesi ve dogru



yaklasimlar gelistirilmesi i¢in onemlidir. Koroner arter hastaliklariyla ilgili yapilan
caligmalar, MI ile ilgili genetik faktorlerin ve aday genlerin bulunmasi, hastaliklarin
altinda yatan ve cogu bilinmeyen genetik etkilerin ortaya ¢ikarilmasi agisindan
onemlidir. Bu calismada anjiyogenik uyaranlarin degisik turlerine cevap olarak
endotel htcrelerde hiicre gocunu durduran, apoptozu uyaran ve yeni damar
olusumunu O6nleme yetenegine sahip potansiyel bir anjiyogenez baskilayicist olup
MTI’i gelisiminde rol alan trombospondin (TSP) gen ailesine ait TSP1, TSP2 ve
TSP4 genlerinin polimorfik sikliklarinin arastirilmasit ve ongoriilen sonuglarin
anlamli  bulunmasiyla beraber bu genlerin MI erken tanisinda aday belirteg ve
kardiyovaskiler  hastaliklarin ~ tedavisinde  ideal  hedefler  olarak  rol

oynayabileceklerinin arastirilmasi amaglanmistir.



BOLUM 2
GENEL BILGILER
2.1. Damar Olusum (Vaskiilarizasyon) Calismalarimin Tarihcesi

Yeni damar olusumu, anjiyogenezis ya da vaskiilarizasyon, hakkindaki galismalarin
genellikle 18. yiizyilda basladig1 goriilmektedir. 1747 yilinda Boerhaave, yaralarda
bulunan cerahatin farkli damarlarin birbirlerine baglanti yapmasina yardim ettigini
dusinmustiir. Kapiller damar biiyiimesi hakkinda ilk g¢alismalardan biri kurbaga
larvalar1 (tadpole) lizerinde Platner (1844) tarafindan ortaya konulmustur. Meyer
(1852) ve Travers (1844) yara iyilesmesinde yeni kan damarlarinin olustugunu
gozlemlemislerdir. Civciv embriyosunda ve farkli timorlerde kapillerin gogaldig
Billroth (1856) tarafindan gozlenmistir. Arnold ise 1871 ve 1872 yillarinda
inflamasyon ve rejenarasyon donemlerinde kapillerin olustugunu bildirmistir
(Hudlicka, 1984a ve1984D).

Yeni kan damarlarinin olugmasi ile ilgili 6énemli ¢alismalar 19.ylizyilin baslarinda
Goldman tarafindan tiimorde yapilmaya baglanmistir. Goldman goézlemlerini,
“normal olarak gelisen dokunun kan damarlar1 anormal sekilde gelismekte olan ve
asir1 kan damar igeren tiimor tarafindan bozulmakta ve 6zellikle tiimore komsu olan
bolgelerdeki kan damarlar1 genislemis ve diizensiz bir sekil almistir” diye bildirmistir
(Goldman, 1907). Clark ve arkadaslar1 tavsanlarin kulaklarinda gelistirdikleri
transparan ¢emberleri kullanarak implante ettikleri timorlerde damar buyimesini

gozlemleyerek radyografik bulgular elde etmislerdir (Clark vd., 1931).

Son yillarda yapilan c¢alismalarda vaskiilarizasyonun olusmasinda endotel
hlcrelerinin rolinun son derece énemli oldugu gosterilmistir. Yeni kan damarlarinin
olusmasinin “anjiyojenezis (angiogenesis)” terimi ile tanimlanmasi 1935 yilinda
Hertig’in hamile maymunlarin plasentasi iizerinde yaptig1 bir ¢alismayla yapilmistir

(Hertig, 1935).



Sonraki yillarda yeni kan damarlarinin olusumu endometriumda, kil folikiilleri
cevresinde, dislerde, iskelet ve kalp kasinda, beyinde vb. dokularda calisilmaya
baslanmistir. Anjiyojenezis konusunda Ozellikle iskelet ve kalp kasinda yapilan
arastirmalarda egzersiz, hipoksik ve kalbin bradikardik olarak isledigi sartlarda
calisilmist1 (Hudlicka, 1984a).

Arastirmacilar kan damarlarimin bazi organlarda fazla bazilarinda az oldugunu
gozlemlemislerdir. Bu gozlemlerden yola ¢ikarak Sobin ve Tremer (Sobin ve
Tremer, 1977) organlardaki kan damarlarinin basitge besin gereksinimleri i¢in olan
damar aglar (iskelet, kalp ve diiz kaslar, merkezi sinir sistemi ve mesane vb) ve belli
bir gorev igin olan damar aglar1 (Deri, akciger, karaciger, bobrek, endokrin bezler
vb.) seklinde bu iki kosula gore olabilecegini bildirmislerdir. Bununla birlikte kabaca
metabolizmasi yiiksek ya da yaptigi is biiylik olan organlarda kan damarlar fazla,
metabolizmasi diisiik ya da yaptig1 is az olanlarda az bulunur diye bildirilmistir
(Hudlicka, 1984a). Kapiller sayisin1 arastiran ilk ¢aligmalardan birinde incelenen
dokularda mm?’deki kapiller sayisinin bébreklerde en fazla, yag dokusunda en az

oldugu gozlenmistir (Kety, 1951).

Tumor ve yara iyilesmesi gibi konularda olusan fizyolojik ve patolojik anjiyojenezis
hakkinda ciddi calismalar ve tartismalar 1970’li yillarda, o6zellikle Folkman ve
arkadaslarinin (Folkman, 1971a) ¢alismalariyla hiz kazanmistir. Yine ayn1 dénemde
ayni grup tarafindan ilk anjiyojenik faktor timaor anjiyojenik faktor (TAF) adi altinda
sican meme tlimor ekstresinden izole edilmistir (Folkman vd., 1971b). Sonraki
yillarda da tiimdr tarafindan salinan ve etrafa difiize olabilen vaskiiler endotelyal
blylme faktori (VEGF) ve fibroblast blyiime faktorleri (FGF) gibi birgok faktorin
oldugu belirlenmistir (Kerbel, 2000; Ribatti vd., 2002).

Anjiyogenezis olusumunda énemli rolleri olan buyume faktorlerinden aFGF, bFGF
ve VEGF 1980°1i yillarda izole edilmistir (Maciag vd., 1984). Bu faktorler ve diger
faktorlerin elde edilmesi ile sonraki yillarda miyokard infarktisii ve alt bacak
ekstremitelerinde goriilen iskemik hastaliklarin tedavisinde anjiyojenezisi stimiile
eden degisik biliylime faktorlerinin kullanilmasi igin ¢alisilmistir (Hudlicka vd.,
1992). Anjiyojenezisden sorumlu anjiyojenik faktorlerin  kesfinden sonra
antianjiyojenik etkili faktorlerin de bilinmesiyle kanser, diyabetik retinopati ve



romatoid artrit gibi inflamatuar hastaliklarin tedavisi yoluna gidilmeye baslanmistir

(Ferrara ve Henzel, 1989).
2.2 Anjiyogenezis

Anjiyogenez mevcut kan damarlarindan yeni kan damarlarimin gelismesidir.
Proanjiyogenik ve antianjiyogenik etmenler tarafindan kontrol edilir (Carmeliet,
2003). Aniyogenezin fizyolojik ve patolojik olmak iizere 2 ¢esidi vardir. Fizyolojik
angiyogenez gelismekte olan fetlisde baslar ve dogum sonrasinda, erigkin
dokulardaki normal kan damarlarin1 olusturacak bigimde devam eder. Fizyolojik
anjiyogenez kendi kendini sinirlayan bir olay olmasina ragmen patolojik anjiyogenez
uzun stre 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 damarlari (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 gecirgendirler. Yiizeylerinde pek cok
biiyiime etmeni almaglar1 bulunmaktadir (Leung vd., 1989; Dibbens vd., 1999).

Endothelial Migrating

cells Endothelial Dividing )
Cell “\i% :k g:izthellal
o
Ll | L i
A < | 1TE
— J ifﬁ% 4 “ % :
Pericytes Basement ; :\D]

Mewbrane

Sekil 2.1 Yeni Damar Olusumu (Tigl, 2009)

Anjiyogenezin siki bigimde denetlendigi déllenmeden sonra plasentanin gelismesi,
yara iyilesmesi, menstruasyondan sonra uterus i¢ tabakasinin yenilenmesi gibi
fizyolojik durumlar disinda anjiyogenez organizmada olduk¢a sinirlidir (Allure,
2003). Normal kosullarda anjiyogenez, endotel hiicrelerinin ¢ogalmasin1 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 biiylik Oneme sahiptir. Anjiyogenez ayrica iskemik
kardiyovaskiiler hastaliklar, retinopatiler, yara iyilesmesi ve enflammasyon gibi pek
¢ok onemli hastalik durumunu da 6nemli 6lclide etkiler (Dibbens vd., 1999;Ferrara
vd., 2003). Kalbin koroner kan dolagiminin belli bir bolgede yetersiz kalmasi sonucu
o bolgedeki kalp kasi dokusunun Glmesi olarak tanimlanan miyokard infarktiisii
siklikla koroner damarlarin ateroskleroz sonucu daralma ya da tikanmalarina
baglhidir. Miyokard (kalp kas1) o kadar kalindir ki kalp kanla dolu olmasina ragmen
kanin kas dokusunun derinliklerine ulasmasi i¢in koroner damarlara gerek vardir.
Dolayisiyla kalp kasi dokusunun beslenmesi ve miyokard infarktlisii gorulme
sikliginin azalmasinda anjiyogenez 6nemli bir yer tutmaktadir. Anjiyogenez oldukca
karmasik bir mekanizma ile ger¢eklesir. Hiicre dis1 matriks ve matriksi ¢evreleyen
hiicrelerden salinan pek ¢ok biiylime etmeni, sitokinler ve bunlarin almaglar
anjiyogenezde temel rol oynar (Leung vd., 1989; Lawrence ve Diegelmann, 1994,
Goodsell, 2003).

2.2.1.Anjiyogenezi Uyaran ve Engelleyen Etmenler

Anjiyogenik ve antianjiyogenik faktorlerin 6nemli olan bazilar1 tablo 2.1.°de

verilmigtir.

Tablo 2.1. Anjiyogenezi Uyaran ve Engelleyen Etmenler

Anjiyogenezi Uyaran Etmenler Anjiyogenezi Engelleyen Etmenler
VEGF (Vaskiler endotelyal buyume | Trombospondin- 1

etmeni)

PGF (Plasental buyiime etmeni) Anjiostatin

FGF (Asidik, bazik fibroblast blyime | Endostatin

etmeni)

FGF-3 (Fibroblast bliyiime etmeni-3) | Vazostatin

FGF-4 (Fibroblast blylime etmeni-4) | Vaskuler eldotelyal  buyume  faktori
inhibitori

TGF-a (Transforme edici biyiime | Trombosit factor-4 pargacigi
etmeni-o)

TGF-B (Transforme edici biyiime | Prolaktin derivesi

etmeni-p)
EGF (Epidermal buyiime etmeni) Restin
HGF (Hepatosit biyime etmeni) Proliferinle ilgili protein




Anjiyogenezi Uyaran Etmenler Anjiyogenezi Engelleyen Etmenler

TNF-a (Tiimor nekroz etmeni-a.) Interferon-o-f

PDGF (Trombosit kaynakli biiyiime | Anjiopoetin-2
etmeni)

GCSF (Granilosit koloni uyaran | Antitrombin-3 fragmani
etmen)

IL- 8 (Interlokin-8) Interferon ile indiiklenebilen protein- 10

Anjiogenin

Proliferin

2.3. Koroner Kalp Hastahg

Kalp kasilmasmi saglayan miyokard adi verilen kas tabakasinin beslenmesini,
dolayisiyla kalbin beslenmesini saglayan damarlara koroner damar (koroner arter)
ad1 verilir (Hurst, 1990). Koroner arterlerde olabilecek hastaliklar dogrudan kalbin
caligmasin1 ve verimini etkileyeceginden dolayi, bu damarlar biiyiilk Onem
tasimaktadir. Bu damarlarda goriilen en onemli hastalik koroner arter hastaligi
(KAH) dir. KAH genellikle ateroskleroz sonucu gelismektedir. Koroner damarlarda
basta kolesterol olmak iizere lipidler, makrofajlar, diiz kas hiicreleri ve hiicre dis1
maddelerin birikmesi plak olusumuna sebep olur. Olusan plaklar zamanla damar
icinde biiyliyerek normalde esnek olan damarlarin esnekligini azaltir ve damarin
tikanmasina yol agar. Damarin ttkanmasi sonucu olusan hastaliga ateroskleroz denir.
Ateroskleroz veya bagka bir nedenle miyokardin ihtiyac1 olan oksijenin yeterince
kargilanamamasi sonucu olusan iskemi (dokunun kanlanamamasi), koroner arter
hastaligina sebep olur. Koroner arter hastaligi, genetik faktorler ile cevresel
faktorlerin birbirlerini etkilemesi sonucu olusan multifaktériyel (¢ok yonlii) bir
hastaliktir (Vassalli ve Winkelmann, 2004). Koroner arter hastaligi igin belirlenen
hipertansiyon, obezite, hiperkolesterolemi, diyabet, sigara, fiziksel inaktivite ve
pozitif aile oykiisii gibi risk faktdrlerinin yani sira, son zamanlarda aday genlerdeki
DNA polimorfizmlerinin (gen ¢ok yapililik) neden oldugu genetik yatkinlik da
6nemli bir risk faktorl olarak gosterilmektedir (Gonzales vd., 2006).




2.4. Koroner Arter

Kani pompalamakla gorevli olan kalp, bu gorevini yapabilmek i¢in dakikada
ortalama 70 kere kasilir ve her defasinda ortalama 70 ml kani1 organlara gonderir.
Organlarin canliligini  koruyabilmeleri ve goérevlerini yapabilmeleri igin besin
maddeleri ve oksijene ihtiyaclar1 vardir. Bunlar organlara atardamar (arter) yolu ile
tasinan kan ile ulagtirilir. Kanin arterlere pompalanmasini saglayan kalbin, ihtiyac¢
duyulan seviyede calisabilmesi i¢in kanlanmasi yani beslenmesi gerekir (Hurst,
1990). Kroner arter Kalp kasilmasini saglayan miyokard adi verilen kas tabakasinin

beslenmesini, dolayisiyla kalbin beslenmesini saglar.
2.4.1.Koroner Arterlerin Anatomisi

Aort damarindan ayrilan, epikardial arterler seklinde tanimlanan major koroner
arterler, kalbin dis yiiziinde sulkus adi verilen oluklarda bulunurlar (Gok, 1996).
Baslangigta sag ve sol koroner arter olmak {izere 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).
2.4.1.1. 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 karincik arasi
bolmenin arka kismini besler. Bu koroner arterden, akut marjin, sol ventrikil, siniis

diigtimii arteri gibi dallar ¢ikmaktadir (Hurst, 1990).
2.4.1.2. Sol koroner arter (LCA)

Aort kokiindeki sol koroner valsalva siniisiinden ¢ikar (GOk, 1996). 1-25 cm
uzunlugunda olup, ¢ap1 2-5,5 mm’dir. Sol koroner arter kalbin daha blylk bir
boliimiini beslediginden dolay1 daha 6nemlidir. (GOk, 1996; Hurst, 1990).

2.4.1.2.1. Sol 6n inen arter (LAD)

Kalbin 6n yizunde yukaridan asagiya dogru uzanir. Uzunlugu 10-13 cm, ¢ap1 ise 2-5
mm’dir. Sol koroner arterden ayrilan bu arter, sol karincigin 6n yiizii ile iki karmcik

arast bolmenin 6n kismini besler, dolayisiyla kalbin 6n yiizliniin kanlanmasini saglar.



Kendisinden ¢ikan dallar diagonal ve septal dallar olarak adlandirilir. Kalp kasinin en
biiylik boliimiinii besleyen damar oldugundan dolayi, kalbin en 6nemli damaridir. Bu

damara bagli MI’de kalp kas1 hasar1 daha biiyiik olur (Ers6z, 2008)
2.4.1.2.2. Sirkumfleks arter (Cx)

Uzunlugu 6-8 cm, cap1 1,5-5,5 mm olan sirkumfleks arter, atrium (kulak¢ik) ve
ventrikiilleri (karincik) arasindan dolanip kalbin arkasina yonelerek, kalbin yan ve
arkasii besler. Kendisinden ¢ikan yan dallara obtus ad1 verilir (Erséz, 2008) (Sekil
2.2.).

Saol ana Koroner Arber

Sirkumiieks Arter

Obtus Dials

Diagonal

Sag Koroner Arter Dallar

Sal Uin inen Arter

Alort Marjin Dah Inen Arter

Sekil 2.2 Kalbin arterleri (Hurst 1990)
2.4.2 Koroner Arterlerin Histolojisi

Arterler histolojik yapilarina gore elastik arterler, muskuler arterler ve arterioller
olmak iizere ii¢ gruba ayrilirlar (Crowford 2004). Koroner arterler muskiiler arter
yapisindadir. Muskdiler arterlerin ¢aplar1 genellikle 0,5-10 mm arasindadir. Muskiiler
arterler tim arterlerde oldugu gibi, icten disa dogru intima, media ve adventisya

olmak {izere ii¢ tabakadan olusan bir duvar yapisina sahiptir (Sekil 2.3).
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Sekil 2.3. Kroner arterlerin yapis1 (Crowford, 2004)
2.4.2.1 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
diizgiin ve kesintisiz bir sinir olusturan tek sira dizilmis hiicrelerden olusan bir
tabakadir. Endotelin baslica {i¢ gorevi vardir: Kan elemanlar1 ile arter duvar
arasindaki gecirgenligi saglamak, damar tonusunu kontrol etmek ve hemostaz ve
inflamasyona (iltihaplanma) go6re damar ylzeyinin &zelliklerini dlzenlemektir
(Crowford, 2004).

2.4.2.2 Media tabakasi

Bag dokusu ile sarmalanmig olan bu tabaka c¢ok katli, spiral sekilli diiz kas hiicreleri
ve bu hiicreler arasindaki matriksten olusmustur (Crawford, 2004). Dis sinirlarini
internal ve eksternal laminia olusturur ve media’yr 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).

2.4.2.3 Adventisya tabakasi

Koroner arter duvarmin en dis tabakasidir. Bu tabaka genellikle uzunlamasina

yerlesim gosteren fibroblastlar, elastik ve kollajen fibrillerin olusturdugu gevsek
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yapida bir bag dokusundan meydana gelir. Adventisya herhangi bir membranla
siirlanmaksizin, ¢evre bag dokusu ile devam eder. Bu tabaka vaza vazorum da
denilen kapiller, veniil ve arteriollerle damar duvarinin beslenmesin saglar (Hurst,

1990; Crawford, 2004).
2.5.Ateroskleroz

Ateroskleroz lipidler, fibroblastlar, makrofajlar, diiz kas hiicreleri ve hiicre dis1
maddeleri degisik oranlarda igeren intimal plaklara bagli olarak meydana gelen,
arterlerin esneklik ve antitrombotik Ozelliklerinin bozulmasina yol acan bir
hastaliktir. Ateroskleroz arter duvarinin intima tabakasindaki degisimlerin eslik
ettigi, lipidlerin, kanin diger yap1 taslarinin ve fibréz dokunun yerel birikiminden
dogan degisikliklerin bir kombinasyonu olarak da tanimlanir (Wilson,1994).
Komplikasyonlari ile birlikte gelismis iilkelerde mortalite ve morbiditenin en 6nde
gelen nedenidir (Rudd vd., 2008). 4 major hastalik grubunu igerir. Bu hastaliklar

sunlardir:

1) Koroner kalp hastalig1r (MI, anjina pektoris, kalp yetersizligi ve koroner 6ltim )
2) Serebrovaskiiler hastaliklar (Strok ve gecici iskemik atak)

3) Periferik arter hastaligi

4) Aortik ateroskleroz (Torasik veya abdominal aort anevrizmasi)

2.5.1. Epidemiyoloji

Kardiyovaskiiler hastaliklar genel popiilasyonda yaygin olarak goriilmekte ve
ozellikle 60 yas tistii eriskinleri etkilemektedir. Gelismekte olan iilkelerde 6nde gelen
6lim nedenidir. Son iki yiizyil boyunca bu nedenle ABD’de 1 milyon kisi hayatini
kaybetmistir (Stimbul, 2010). Yasam siiresi uzadik¢a kardiyovaskiiler hastaliklar,
koroner kalp hastaliklar1 ve strok nedeniyle 6liim orani artmaktadir. Ancak 1990°dan
sonra artis hizi yavaglamistir (Murabi vd., 2003). Koroner kalp hastaliklari
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) gegirdigi tahmin edilmektedir. Bu say1 ABD’de 1 milyon, Tiirkiye’de
300.000’den fazladir (Stimbal, 2010).
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2.5.2 Aterosklerozun Risk Faktorleri

Risk faktorleri;

e Aterosklerotik siireci uzatmasi (plak yayginlig),

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

e Lokal (plak trombojenitesi) ya da sistemik faktorlerle trombozun uyarilmast
seklinde etkili olabilir (Davies, 2001). Aterosklerozun Risk Faktorleri tablo

2.2’te verilmistir.

Tablo 2.2. Aterosklerozun Risk Faktorleri (Glzel, 2008)

Major Risk Faktorleri

Minor Risk Faktorleri

a) Degistirilebilir Olanlar

b) Degistirilemeyenler

* Dislipidemi: LDL-
kolesterol yuksekligi,
HDLKkolesterol

disuklagu,
*Hipertrigliseridemi,
*Lipoprotein (a) yuksekligi
* Sigara

* Diabetes Mellitus

* Hipertansiyon

* Obezite

* Fiziksel inaktivite

* Genetik yatkinlik-aile
Oykusu

* Cinsiyet
*Yas

* Stres

* Kisilik yapisi

* Hiperdrisemi

* Hiperkoagulabilite

* Hiperkalsemi

* Homosistein

* Alkol

*Antioksidan diizeyinin
distklugi

* Eser elementler ( Demir,
Cinko, Bakir, Selenyum..)
* Vazektomi

* Kalp transplantasyonu

2.5.2.1. Degistirilebilir Major Risk Faktorleri

2.5.2.1.1 LDL-Kolesterol Yiiksekligi: Plazmadaki kolesteroliin ¢ok biiyiik bir kism1

LDL-kolesterol partikulleri icinde tasinir. Total plazma kolesterol diizeyi ile

kardiyovaskiiler hastaliklarin olusumu arasinda c¢ok siki bir korelasyon vardir. Bir
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cok ¢alismada 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 yiiksek serum LDL
kolesterolu (ya da total kolesterol) diir. Total kolesterol diizeyinin 150 mg/dl altinda
oldugu toplumlarda baska bir major risk faktoru olsa bile aterosklerotik olaylar
seyrektir (Roberts, 1995). Bu riskin ¢ogu LDL-kolesterol ile agiklandig1 igin total
kolesterole oranla arttk LDL kolesterol dikkate alinmaktadir. LDL-kolesterol
diizeyindeki her % 1’lik bir farkin koroner arter hastaligi riskini %2 ile %3 arasinda

degistirdigi gorilmistur (Gizel, 2008).

2.5.2.1.2 Trigliserid Yiiksekligi: Trigliseridlerin aterosklerozla baglantisi tartigma
konusu olagelmistir. Ateroskleroz; dusuk yogunluklu lipoproteinler (LDL-
kolesterol), orta yogunluklu lipoproteinler (IDL) ve c¢ok disuk yogunluklu
lipoproteinleri (VLDL) igeren aterojenik lipoproteinlerin intimaya girmesi, birikmesi
ve modifiye edilmelerine baghdir. Lipoproteinlerin ateroskleroza yol agma
kapasitelerinin kismen biiyiikliiklerine bagli olmasi arter duvarindan gecemeyecek
kadar buyuk olan VLDL ve silomikronlarin aterojenik olmamasini agiklar. Kiigiik
VLDL ve IDL’lere bagl daha az siddetli hipertrigliserideminin aksine silomikronlara
ve biiylik VLDL formlarina bagl hipertrigliseridemi aterojenik degildir (Wood vd.,
1998). Bazi galismalar HDL-kolesterol ve trigliseridlerin ayr1 ayri ele alinmamasi
gerektigi, ylksek trigliserid dizeyi ile dusuk HDL kolesterol dizeyi
kombinasyonunun birlikte koroner arter hastaligt riskini artirdigt sonucuna
varmiglardir (Castelli, 1992). VLDL ile HDL kolesterol metabolik olarak yakindan
iliskilidir ve trigliserid konsantrasyonu yiksek oldugunda HDL-kolesterol
konsantrasyonu genellikle dasuktir (Wood vd., 1998). Hipertrigliserideminin
koroner arter hastaligi riskini artirmasi; kiigiik ve yogun LDL-kolesterol,
postprandiyal lipemi, artmis silomikron kalintilari, artmig VLDL kalintilari, azalmis
HDL-kolesterol diizeyi, abdominal obezite, insulin direnci, trombosit agregasyonu ve

tromboz olusma yeteneginde artisa bagl gériilmektedir (Genest ve Cohn, 1995).

2.5.2.1.3 HDL-Kolesterol Diisiikliigii: Ortalama kolesterol dlzeyinin ylksek
oldugu toplumlarda disik HDL-kolesterol diizeyi iskemik kalp hastaligini (IKH)
6ngoren guclu bir olcittir. Ancak serum total ve LDL-kolesterol diizeylerinin distk

oldugu toplumlarda belirleyici olmayabilir. Bu agidan diisuk HDL-kolesterol diizeyi,
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diger major risk faktorleri gibi (sigara, hipertansiyon ve diabet) koroner
aterosklerozu ancak yuksek LDL-kolesterol duzeyleri soz konusu oldugunda uyarir
(Grundy vd., 1990). Bu durum 6zellikle total ve LDL-kolesterol orta diizeyde yuksek
oldugunda (190-250 mg/dl ve 115-175 mg/dl) gecerlidir. En kicuk lipoprotein olan
HDL-kolesterol damar duvarindan kolesterolii uzaklagtirarak koruyucu etki
yapmaktadir (Wood vd., 1998). HDL-kolesterol ile ateroskleroz arasinda ters yonde
sik1 bir iliski mevcuttur. HDL kolesteroliin her 1 mg/dl azaldigi durumda KAH
olaylari riskinin % 2 ile % 3 arasinda artig1 bildirilmektedir (Gordon vd., 1989).

2.5.2.1.4 Lipoprotein(a) Yiiksekligi: Yiksek plazma (Lp(a)) konsantrasyonlari,
iskemik kalp hastalig1 riski yiiksek olan bireyleri tanimlar. Ancak Lp(a) ile tikayici
arter hastalig1 arasinda neden-sonug iliskisi olup olmadig1 bilinmemektedir. Plazma
Lp(a) dizeyi, KAH i¢in anlamli bir risk faktorii olarak gorilmektedir. Lp(a) on
planda aterosklerotik plaklarda yerlesir (Scanu, 1998). Ozellikle LDL-kolesterol
seviyesi de yuksekse lipoprotein(a) risk faktorii olarak daha anlamli hale gelmektedir
(Fuster, 1994). Geng yasta KAH saptanan hastalarin % 10-20’sinde ylksek Lp(a)
diizeyi saptanmasi Lp(a)’ y1 prematiir koroner arter hastaliklar1 ile birlikte bulunan en

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

2.5.2.1.5 Sigara: Sigara igen saglikli gen¢ erigkinlerde endotel bagiml
vazodilatasyonda doza bagli ve geriye donebilen bir bozulma saptanmistir
(Celermajer vd., 1993). Koroner arter hastaligina bagli ani oliimlerde, sigara
igenlerde sigara igmeyenlerden daha sik koroner trombiis saptanmistir (Burke vd.,
1998). Mevcut bilgiler, sigaranin doku faktor ekspresyonunu artirarak plagin
trombojenitesini artirabilecegini disundirmektedir (Moreno vd., 1998). Anjiyografik
olarak sigara yavas plak progresyonundan (ateroskleroz) ¢ok koronerlerde hizla
tikanmayla (tromboz) iliskilidir (Bottcher ve Falk,1990; Grines vd., 1995). Akut MI’
da tromboliz sonrasi sigara igenlerde, igmeyenlere oranla daha az rezidiel duvar
hastalig1 kalir (Grines vd., 1995). Sigara sistemik hipertrombotik durumla (trombin
uretimi, aktive trombositler, yiksek fibrinojen) iliskilidir (Roald vd., 1994). Sigara
ile koroner tromboz arasindaki baglant1 altta yatan ateroskleroza gore daha gucludur
ve sigaranin birakilmasiyla akut MI riskinin hizla ve ciddi sekilde azalmasi, sorumlu
stirecin geriledigini gosterir (Bottcher ve Falk, 1999). Sigara igimine son verilmesi

ile akut M1 riskinde % 50-70 oraninda azalma saptanmistir (Manson vd., 1992).
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2.5.2.1.6 Diabetes Mellitus: Diabetes Mellitusun (DM) her iki tipinde de koroner
arter hastaligr riski ylksektir. Diyabet; KAH riskini orta yash erkeklerde 2 Kkat,
kadinlarda 3 kat artirmaktadir (Baret-Conner vd., 1991). iIKH olusumunda DM ve
hiperkolesterolemi giicli 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 6lum
sebebi KAH, serebrovaskiiler olaylar ve periferik damar hastaliklaridir. Insiiline bagl
diabeti olan hastalarda Lp(a) yiksektir. Insiilin, damar duvarinda diiz kas
proliferasyonunu uyararak ve arter duvarinda kolesterol esterlerinin toplanmasini
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 duzeyleri
yukselir (Falk ve Fuster, 2001). Endotel disfonksiyonu siklikla gdzlenir ve DM’lu
hastalarda koroner trombozdan, plak riptirtinden ziyade endotel erozyonu sorumiu
gibi gorinmektedir (Davies, 1997). Diyabetin; KAH risk faktorlerinin ortaya
¢ikmasini kolaylastirirken, akut M1 riskini bagimsiz olarak artirdigi diistinilmektedir.
Ancak diyabetli hastalarda kan glukoz diizeyinin siki kontroliiniin koroner risk

Uzerine etkisi ¢ozulememistir (Manson vd., 1992).

2.5.2.1.7 Hipertansiyon: Sistemik arteryel hipertansiyon, patogenetik olarak
kolesterole bagimli bir ateroskleroz hizlandiricis1 olmakla birlikte, IKH igin bagimsiz
bir risk faktoradir. Hipertansiyon ve hiperkolesterolemi koroner ateroskleroz
olusumunda guclt 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
artmasiyla hizlandirdigi genel olarak kabul edilen goriistir. Ama sistemik ve/veya
bolgesel renin anjiyotensin sistemleriyle Gretilen anjiyotensin Il gibi eslik eden
hormonal degisikliklerin de rolt olabilecegi ileri surtilmektedir (Ross, 1999).
Hipertansiyonla KAH ve inme arasinda dogrudan bir iliski vardir. Diastolik kan
basinci artikca MI ve 6liim riski de artmaktadir. Ornegin; diastolik kan basinci 76
mmHg’dan 105 mmHg’ya ciktiginda KAH goreceli riski 5-6 kat artmaktadir.
Hipertansiyon genelde diger risk faktorleriyle birlikte etki gosterir (Guzel, 2008).
Kan basincinin temel bilesenleri arasinda kararl bir bilesen (ortalama arter basinci)

ve pulsatil bir bilesen (nabiz basinci) yer almaktadir. Orta ve ileri yaslarda blyik
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arterlerin katilig1 artig i¢in sistolik basing yiikselir ve diyastolik basing diiser bdylece
nabiz basinci artar. Framingham calismasma gore IKH riskini éngérmede nabiz
basinct sistolik ve diyastolik basingtan daha Ustiindiir. Yasla birlikte arterlerin
katilasmasi yashlarda IKH riskinde 6nemli bir paya sahip olabilir (Franklin vd.,
1999).

2.5.2.1.8 Obezite: Sismanligin 6zellikle kadinlarda olmakla birlikte her iki cinsiyette
de koroner kalphastalig: ile iligkili oldugu gortlmustir (Hubert vd., 1983). Baslica
risk faktorlerinin timl ile dogrudan iliskisi olan sisman Kisilerin ideal vicut
agirhigina sahip olanlara kiyasla % 35-45 oraninda daha fazla AMI riski tasidigi
saptanmistir (Manson vd., 1992) Obezitenin aterosklerotik ilerleyise yardimu;
hipertansiyon, bozulmus glukoz toleransi, insiilin rezistansi, hiperglisemi, LDL-
kolesterol artisi ve HDL-kolesterol dusukluguna icerir. Abdominal obezitenin
kalcada belirgin olan obeziteye gore KAH ile daha cok iligkili oldugu bulunmustur
(Donahue vd., 1987).

2.5.2.1.9 Fiziksel Inaktivite: Fiziksel aktivite; HDL-kolesterol diizeyini artirir,
insiilin rezistansin diizeltir, viicut agirligini azaltir ve kan basincini diizenler (Giizel,
2008). Duzenli 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 akut MI riski
sedanter yasayanlara oranla %35-55 daha dusik olarak ol¢tilmustir (Manson vd.,
1992).

2.5.2.2. Degistirilemeyen Major Risk Faktorleri

2.5.2.2.1 Aile Oykisu: Aile oykisii olanlarda aterosklerozun cocukluk yaslarinda
basladigi diistinilerek daha ciddi olarak ve erken vyaslarda arastiriimasi
Onerilmektedir. Aile Oykiisii pozitif olanlarda; genetik yatkinlik, obezite,
hipertansiyon, dislipidemi, DM gibi birka¢ risk faktori bir arada olabilir (Gizel,
2008)

2.5.2.2.2 Cinsiyet ve Yas: KAH ’larinin % 60’1 erkeklerde gorulir. Erkeklerde KAH
riski ve mortalitesinin kadinlara gore artmis oldugu gosterilmistir (Vartiainen, 1994).
MI’deki 6limlerin 4/5’inde yas 65 ve Ustudir (Guzel, 2008).
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2.6. Miyokard Infarktiisii (M)

MI uzamig iskemi sonucu meydana gelen geri doniigiimsiiz kalp kast nekrozudur.
Koroner arterler lizerindeki fiziksel stresler (her atimda miyokard kompresyonu ve
cekilmesi gibi) ve oksijen talebindeki degisiklikler, miyokarda kan sunumunu
belirler. Koroner arterler icindeki otoregulatuar mekanizmalar, aterosklerotik plaklar
bulunsa bile miyokarda yeterli oksijen sunumunu genellikle devam ettirirler. Ancak
bu koruyucu mekanizmalar bozuldugunda, uzamis iskemi veya MI gelisebilir
(Ceylan, 2005).

Amerika’da her yil 1,5 miyondan fazla insanin infarktus gecirdigi belirlenmistir.
(Ufacik 2008). Gegcen 30 yil igerisinde, gerek insidans ve gerekse mortalitesinde
belirgin diisiis saglanmis olsa da gliniimiizde yine ana 6liim sebeplerinden biridir
(butln 6ltmlerin % 25’inden sorumludur). MI’den 6liimlerin ¢ogu medikal tedaviye

baslamadan 6nce gelisse de hastane i¢i mortalite oran1 % 10-15’tir (Ceylan, 2005).

IKH’nin diger klinik sekilleri gibi MI'nun siddeti de, miyokardin O talebi ile
koroner kan sunumu arasindaki dengesizligin derecesi ve suresi ile yakin iligkilidir.
Infarktusun uzun sureli sonuglari, bilyiik oranda nekroze olmus miyokard
yaygimligina baghdir. Hastanin semptom ve bulgulart uzamis iskemi sirasinda

gelisen fizyolojik, hiicresel ve biyokimyasal degisiklikleri yansitir (Ceylan, 2005).

MI’niin % 85’1 aterosklerozla daralmis bir koroner arteri tikayan akut bir trombusle
olusur. Bdyle bir trombds; aterosklerotik plak, koroner damar endoteli, dolasimdaki
trombositler ve damar duvarinin dinamik vazomotortonusu arasindaki etkilesimlerle
gelisir. Miyokard iskemisi ve infarktisind hazirlayan ateroskleroz dis1 diger

mekanizmalar da bulunabilir (Ceylan, 2005).
Miyokard infarktlstnin sebepleri:
e Tikayici trombiisle birlikte olan ateroskleroz
e Vaskiilit sendromlari
e Koroner emboli (suni kapak vb. sebeplerle)

e Konjenital koroner arter anomalileri
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e Koroner arter travma veya anevrizmast
e (Ciddi koroner arter spazmi (primer veya nikotin yahut kokainle uyarilmis)
e Kan viskozite artisi
e Miyokard O talebinde asir1 artma (aort darligr gibi)
2.6.1.Epidemiyoloji

Akut MI Kuzey Amerika ve Avrupa’da 6limlerin 6nde gelen nedenidir. Amerika
Birlesik Devletlerinde KAH’na baghh yillbik 6lim  800.000 (zerindedir
(Christofferson, 2010). ABD’de her yil 1 milyondan fazla kiside akut MI
goriilmektedir. Ayrica 300.000’den fazla kisinin hastaneye bagvurmadan Once akut
MI nedeniyle 61diigii tahmin edilmektedir. Her 25 saniyede bir Amerikali akut Ml
gecirmekte ve yaklasik her 36 saniyede bir kisi kardiyovaskiiler hastalik nedeniyle
dlmektedir. Son 30 yil icinde koroner bakim {initelerinin (KBU) ¢ogalmas,
fibrinolitik tedavi ve kateterle reperfiizyonun gelismesi nedeniyle siklig1 ve mortalite
azalma gozlenmesine ragmen, akut MI’de hastaneye bagvurmadan once 6lenler dahil
tim mortalite hiz1 % 30’dan fazladir. Primer peruktan koroner girisimlerin (PKG)
mortaliteyi diistirticl etki gostermesine ragmen akut MI hastalarinin biiyiik bir kismi
bu tedaviye uygun degildir. Hastalarin cogu akut MI i¢in 24 saat dogrudan perkiitan
koroner girisim (PKG) uygulanabilecek hastanelere ulagamamaktadir. Akut MI’nin
insidans ve mortalitesinin yiiksek oldugu ileri yas niifus oranin artmasi ve bu
hastalarin fibrinolitik tedaviye uygunlugunun azalmasi nedeniyle, ileriki yillarda da
yine Olimlerin en 6nde gelen nedeni olarak kalabilecegi diisiiniilmektedir. Dahasi,
Bat1 tarzi diyet ve yasam stiline global bir yonelmeden dogan obezite ve diyabet
insidansindaki artis da gelecekte KAH bagli gelisecek hasarlar1 artiracaktir
(Christofferson, 2010).

2.6.2.Fizyopatoloji

Akut MI genellikle daha 6nceden ateroskleroz ile daralmis arterlerdeki koroner kan
akiminin kesintiye ugramasiyla olusur (Libby, 2000). Yavas koroner arter darligi
genellikle akut infarkta yol agmaz; ¢unkl bu durumda zaman iginde zengin kollateral

dolagim ag1 gelisir. Ancak vaskiiler hasar bdlgesinde korone rarter trombdst aniden
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olusursa infarkt meydana gelir. Bu hasar sigara, hipertansiyonve lipid birikimi ile
kolaylastirilir. Birgok vakada aterosklerotik plak catladiginda, riiptiire oldugunda ya
da iilserlestiginde ve lokal yada sistemik sartlar trombogenezi kolaylastirdiginda
infarkt olusur (Akbulut, 2006).

Aterosklerotik plagin riiptiirii trombositlerin adezyon, agregasyon ve tromboksan A2
(TXAZ2), serotonin, adenozin difosfat (ADP), trombin, platelet aktive edici faktor,
doku faktori, serbest oksijen radikalleri, kollajen ve epinefrin gibi 6zel mediatérlerin
salmmmi ile sonuglanir. Bu mediat6rlerin birikimi trombosit agregasyonunu
hizlandirir. TXAZ2, serotonin, trombin ve platelet aktive edici faktor endotelyal hasar
cevresindeki vazo konstriktorlerdir. Serotonin, adenozin ve doku faktorinin
mitojenik etkisi mevcuttur ve neointimal proliferasyonun gelisimine Onculik eder.
ProstoglandinF20. (PGF2a), doku plazminojen aktivatorii ve endotel kaynakli
gevsetici faktor (nitrikoksit)’in endotelyal hasar bolgesindeki goreceli azligida
tromboz gelisimi, vazo konstriksiyon ve neointimal proliferasyon ile iliskilidir
(Akbulut, 2006).

Miyokardiyal hasarin miktar1 etkilenen damarin besledigi duvarin biiyiikliigiine,
trombustn erken spontanlizisini saglayan dogal faktorlere kollateral damarlarla
getirilen kan miktarina ve kanlanmas1 azalmig miyokardin oksijen ihtiyacina gore
degisir. Artmis miyokard infarktiisii riski tasiyan hastalar kararsiz ya davaryant
anjinasit olup, diger koroner risk faktorlerini tasiyan hastalardir. Diger nadir
predispozan durumlar hiperkoagulabilite, kollajen vaskiler hastalik, kokain
bagimlilig1 ve koroneremboli olusturabilecek intrakardiyak trombiis ve kitlelerdir

(Akbulut, 2006).
2.7.Trombospondinler

Trombospondinler, ekstraselliiler matrikste dogal olarak bulunan bir proteinlerdir.
Hicre-hlcre ve hiicre-matriks etkilesimini saglayan adeziv proteinler olup, 5 alttipi
tanimlanmistir. Her biri farkli bir genin {iriiniidiir ve miyokardiyal damar tikanikligi
ile iliskili tiyeler (TSP1, TSP2 ve TSP4) farkli kromozomlar iizerinde bulunmaktadir
(sirasiyla 15, 6 ve 5) (Olga vd., 2007).

TSP, anjiyogenik uyaranlarin degisik tiirlerine cevap olarak endotel hiicrelerde hiicre

gbclinli durdurma, apoptozu uyarma ve yeni damar olusumunu Onleme yetenegine

19



sahip potansiyel bir anjiyogenez baskilayicisi olup MI gelisiminde rol almaktadir
(Schellings vd., 2009). MI’de bir¢ok anjiogenetik inhibitorler rol almaktadir. Bu
acidan endotel hiicreleri ve diiz kas hiicrelerinde oldukg¢a diizenli bir sekilde yer alan
anjiyogenez inhibitorii TSP gen ailesi énemli rol oynar. Bunlardan ilk tanimlanan
TSP1 450 kDA, trimerik bir glikoproteindir (Goddard vd., 2002; loachim vd., 2006).
[lk olarak trombositlerde kesfedilmis olup sonradan endoteliyal hiicreler,
fibroblastlar, diiz kas hiicreleri, keratinositler, makrofajlar ve notrofiller gibi ¢esitli
hiicre tiplerinde de gdsterilmistir (Ioachim vd., 2006). TSP1’in hem anjiyogenik
hem de antianjiyogenik etkilerinin oldugu rapor edilmistir. Bu multi fonksiyonel
yapist, makromolekiil yapist ve farkli hiicre yiizey reseptorleri ile iliskilendirilmistir.
Matriks proteinleri fibronektin, laminin ve kollojen iceren TSP1 ile etkilesir
(Sargiannidou vd., 2004). TSP1, damar duvari, endotel hiicreleri, diiz kas hiicreleri
ve fibroplastlarin 3 ana tipi tarafindan eksprese edilir ve trombositlerde fazla
miktarda bulunur (Lawler, 2000; Bornstein, 2001). TSP1, antianjiyogenik etkisini,
endoteliyal hiicre proliferasyonu ve goginl inhibe ederek ve endoteliyal apoptozise
neden olarak goéstermektedir (Sargiannidou vd., 2004). TSP1 molekiliinde 2 bdlge,
triptofandan zengin WSXW bdlgesi ve CD36 baglayan bdlge antianjiogenik
aktiviteye sahiptir. Bu bdlgelerden elde edilen sentetik peptidler, timdrde yeni damar
olusumunu inhibe etmekte kullanilmiglardir. Normalde CD36 ifade etmeyen endotel
hicreleri, TSP1’in apoptotik aktivitesine duyarsizdirlar. Hiicreler, CD36 ifade
ettiklerinde TSP1’in apoptotik aktivitesine duyarl hale gelmektedirler (Sargiannidou
vd., 2004). Onkogen aktivasyonu ve timor silipresor genlerdeki degisiklikler de
direkt ve indirekt olarak TSP1 ifadesiyle iligkilidir. TSP1’in, ekstrasellller
depolardan VEGF saliniminin diizenlenmesinde etkili olmasi da énemli bir noktadir.
TSP1’in yoklugunda VEGF’in ve reseptori VEGFR’nin arttigi gosterilmistir
(Rodriguez-Manzaneque vd., 2001).

TSP2 daha dnce aterogenez ile iliskilendirilmemis olmasina ragmen TSP1 ile yuksek
derecede homologtur ve ¢ok sayida ortak fonksiyona sahiptir. Her iki protein de
trimerdir ve benzer domain yapisina sahiptirler: her ikisi de Tip-1 tekrar bolgesine
sahiptir ve bu bolge antianjiogenik, MMP aktivitesini inhibe eden ve bulyime
faktorlerinin baglandigi bir bolgedir (Stenina vd, 2004) (Sekil 2.4).
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TSP-1
TSP-2

colled Type 1 Type 2
NTD coil vWF-C repeats repeats repeats CTD

(EGF-like) (Ca2+* binding)

Sekil 2.4. TSP1 ve TSP2 * nin domain yapist.

Nitekim TSP2, TSP1’ deki potansiyel anti-anjiogenik rol oynayan ve MMP
aktivitesini inhibe eden TGF-1 baglayici1 sekansa 6zdes bir sekansa sahiptir. TSP2’
nin Tip-2, Tip-3 tekrarlar1 ve globuler C- terminal domaini igeren C-terminal kismi
gen ailesinin diger iiyeleri ile homologtur. Bu benzerlik TSP’lerin asil fonksiyonunu
gostermektedir. TSP1 ve TSP4 MI SNP’lerinin korunmus boélgedeki lokalizasyonu
TSP2 nin de iginde bulundugu TSP iiyelerinin vaskiiler hiicre cevaplarinda 6nemli
rol oynadigini gostermektedir. Bu yiizden TSP1 homolojisine bagl olarak TSP2
vaskiler hucreleri Uzerinde benzer etki gosterir ve t3949g tek nikleotit
polimorfizminden kaynaklanan ekspresyonundaki potansiyel degisiklik onun
koruyucu etkisinden sorumlu olabilir.

t3949g polimorfizmi TSP2 mMRNA’ nin protein ekspresyonunun post-
transkripsiyonel diizenlenmesinde etkili yaygin bir bolge olan 3° UTR bdlgesinde
lokalizedir. TSP2 ekspresyonu yara iyilesme siirecinde belirleyicidir (Kyriakides vd.,
1999) (Sekil 2.5.).

TSP2 3°’UTR polimorfizmi protein ekspresyonu degisikligi icin ve homolog
bolgelerinin varligina baglh olarak TSP’ lerin yaygin fonksiyonunun varsayimi igin
potansiyel tasimaktadir. 3’'UTR bdlgesindeki polimorfizmler, TSP2’nin ekspresyon

seviyesini degistirerek kardiyovaskiiler hastaliklara karsi koruyucu olabilmektedir.

start stop g
ATG 3949
TSP-2 & T':A O
240 bp 3548 bp 192bp 2900 bp
5'UTR coding J'UTR

Sekil 2.5.TSP2 deki t3949¢ polimorfizmi, mRNA’ nin 3° UTR bdlgesindedir ve

translasyon stop kodonunun 192 niikleotid asagisindadir.
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TSP ailesinin bir iiyesi olarak TSP4 ilk kez 1993 yilinda Xenopus spp.’da ortaya
cikarilmigtir. mRNA s1 kurbaga, insan ve oOzellikle kalp ve cizgili kasta tespit
edilmistir. Tip-1 tekrarlar1 disinda, Tip-3 ve C-terminal tekrar bolgelerinde diger TSP
genleri ile blylk bir homoloji gostermektedir (Sekil2.6.). insandaki TSP4 geni RGD
sekansi igermektedir ve proteaz duyarlilig: {izerindeki Ca*? etkisine bagli olarak Ca*?
baglayicidir. TSP4 proteini miyoblast adezyonunu, akson uzantisini ve kollajen ve

kollajen olmayan matriks proteinleri ile interaksiyonu destekler (Stenina vd, 2004).

TSP-4 coiled Type 2 Type 3

NTD coil repeats repeats CTD
(EGF-like)  (Ca2+ binding)

Sekil 2.6.TSP4’ iin domain yapisi.
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BOLUM 3
LITERATUR BILDIRISLERI

Ailesel prematiire miyokardiyal infarktls ile trombospondin gen ailesinde meydana
gelen polimorfizmlerin iligkili oldugunu bildiren Topol vd. (2001), miyokardiyal
infarktiis, revaskiilarizasyon ya da erkekte 45 ve bayanda 50 yas dncesi olmak tizere
onemli koroner arter lezyon olusum hikayesi olan 398 aile {izerinde ¢alisma
yapmuglardir. Toplamda 62 vaskiler biyoloji geni ve 72 polimorfizmi
degerlendirmislerdir. TSP4 (A387P) polimorfizmi miyokardiyal infarktls ile
istatiksel olarak en gii¢lii iligkiyi veren gen olmustur. Bunu TSP2 (3° UTR) ve TSP1
(N700S) polimorfizmleri takip etmistir. Bu biiylik 6l¢ekli ¢alisma sonucunda ailesel
prematire miyokardiyal infarktis ile trombospondin gen ailesinde meydana gelen

polimorfizmler istatiksel olarak biiyiik oranda iliskili oldugu rapor edilmistir.

TSP1 (N700S), TSP2 (3 UTR T>G) ve TSP4 (A387P) genlerinde meydana gelen
polimorfizmlerin erken koroner arter hastaligi ve erken MI riskini modiile edecegi
diisiincesiyle (Boekholdt vd., 2002) 503 hasta iizerinde calisma yapmuslardir.
Calisma sonucunda erken koroner hastaligi ile TSP1 (N700S) polimorfizmi arasinda
bir iligki olmadigimi, TSP4 (A387P) polimorfizmi i¢in daha detayli galismalar
gerektigini; ancak TSP2 (3° UTR T>G) polimorfizminin erken MI ile iliskili
oldugunu rapor etmislerdir (Boekholdt vd., 2002).

Wessel vd. (2004), 474 MI hastast ve 472 MI riski tagimayan saglikli kisilerle
yaptiklar1 olgu-kontrol ¢aligmasiyla TSP4 geni A387P polimorfizmi ile MI arasinda
onemli bir iligski oldugunu rapor etmislerdir. Ayn1 zamanda yas faktoriiniin 6nemli

bir degisken olmadigini vurgulamiglardir.

Schroen vd. (2004), transgenik ratlar (Ren-2) ve aort darligi olan hastalardan alinan
biyopsi Ornekleri iizerinde mikroarray teknolojisi kullanilarak 48 farkli genin
ekspresyonuna bakilmiglardir. Hem ratlardan hem de insanlardan alinan Ornekler

tizerinde yapilan ¢alismada diger genlerden biiylk farkla ifade edilen gen TSP2 geni
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olmustur. Yapilan c¢alisma sonu¢ olarak TSP2 geninin kardiyak matriksin
biitiinligiiniin saglanmasinda onemli bir regiilatér oldugunu desteklemektedir.
Ayrica TSP2 ekspresyonu kalp yetmezligine egilimli hipertrofik kalplerde benzersiz

bir sekilde aktive olan erken-evre molekiiler programin gostergesidir.

Stenina vd.(2004), koroner arter hastaliklart ve trombospondin gen ailesinde
meydana gelen SNP’ ler arasindaki iligkiyi GeneQuest analizini kullanarak
incelemislerdir. Ailesel ya da prematiire koroner arter hastaligi ve miyokardiyal
infarktisle en yiiksek iliskiye sahip polimorfizmin TSP1, TSP2 ve TSP4 genlerinde

meydana geldigini rapor etmislerdir.

Zhou vd.(2004) tarafindan Cin popiilasyonunda yapilan ¢alismada akut MI tanisi
konmus 406 hastada ve 400 saglikli bireyde TSP1 N700S polimorfizmi PCR-RFLP
metodu kullanilarak tespit edilmistir. Sonug olarak Cin popiilasyonunda MI ile TSP-

1 N700S polimorfizmi arasinda anlamli bir iligki bulunmadig1 rapor edilmistir.

Newfoundland popiilasyonunda 2006 yilinda yapilan bir ¢alismada MI ile TSP4
1186 G>C bolgesindeki homozigot CC genotipinin 6zellikle yash kadinlarda zayif
bir risk faktorii oldugu ve cinsiyet bagimli iliskinin oldugu vurgulanmistir (Cui vd.

2006).

Sporadik prostat kanserinde, TSP1 (N700S) ve MMP9 (-1562C/T) genlerinde
meydana gelen polimorfizmlerin prostat kanseri karsinogenezinde ve agresifliginde
risk faktorii olup olmadigini incelemislerdir. TSP1 GG ve MMP9 TT varyantlar
prostat kanseri icin yiiksek risk faktorii olarak rapor edilmistir. Genetik risk faktorii
olarak MMP9 T alelinin TSP1 varyantlarindan daha fazla belirleyici oldugu
vurgulanmistir (Sfar vd., 2007).

Koch vd. (2008), Avrupali ya da Avrupa kokenli Amerikanlardan olusan 3657 MI
tanis1 konmus hasta ve 1211 saglikl kisi ile yaptiklar1 ¢galismada trombospondin gen
polimorfizmlerinin MI ile iligkisini meta-analiz ve olgu- kontrol g¢aligmalariyla
incelemis ve TSP2 (rs8089)polimorfizmi ile MI arasinda 6nemli derecede iliski
bulunmusken TSP-1 (rs2228262) ve TSP-4 (rs1866389) polimorfizmleri ile MI

arasinda anlaml iligkiye rastlanmamustir.
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Kardiyak TSP4 ekspresyonunun MI ve basing yiikii ile iligkisinin in vivo arastirildigi
calismada bilingli normotansif ve hipertansif siganlar olusturulmus ve sol 6n inen
koroner arterin ligasyonu ile MI olusturulmustur. Sonugta akut basing yiikiiniin ve

MI’ in TSP4 gen ekspresyonunu artirdigi rapor edilmistir (Mustonen vd., 2008).

TSP1’ in kardiyovaskiiler fizyolojide rol alip almadigim tespit etmek icin TSP1 ve
onun reseptorii olan CD47 den yoksun farelerde vazoaktif stres cevaplarinin test
edildigi bir ¢alismada vazoaktif stres olusturmak igin nitrik oksit (NO)
kullanmiglardir. TSP1 ve CD47 yoksun farelerde periferal kan basinci asir1 azalmais,
kardiyak ¢ikislar artmig ve NO’ e yanit olarak ejeksiyon fraksiyonu artmistir. Sonug
olarak, TSP1 ve CD47 kan basincinin akut fizyolojik regiilator olarak gorev yaptigi
ve stres altinda global hemodinamigi korumak i¢in vazopressor aktivite sagladigi

rapor edilmistir (Isenberg vd., 2009).

Cesitli koroner arter hastaliklarinda TSP2 (3' UTR T>G) polimorfizminin sikliginin
arastirlldigl ¢alismada Burke vd. (2010), plak erozyondan ve plak riiptiiriinden
kaynakl1 akut tromboz ve akut tromboz disindaki diger koroner hastaliklardan aniden
Olen ve kontrol grubu olarak herhangi bir koroner hastaligi olmadan ani 6liim
gerceklesen toplam 439 bireyden alinan doku ornekleriyle calismistir. T>G TSP2
polimorfizminin sadece plak erozyonunda az oldugu ve diger koroner arter

hastaliklarla ve kontrol grubu arasinda siklik farki olmadigi rapor edilmistir.

Ashokkumar vd. (2011), Giiney Hindistan halki koroner arter hastaligi ve MI tanis1
konmus 511 hastada TSP1 ve TSP2 genlerinde meydana gelen tek nukleotit
polimorfizmlerini aragtirmistir. Bu genlerde gozlenen polimorfizmlerle koroner arter
hastalig1 ya da MI arasinda istatiksel olarak énemli iliski olmadigini; TSP1 ve TSP2
geninde meydana gelen polimorfizmlerin, bu hastaliklar i¢in risk olusturmadigi rapor

edilmistir.

HDL kolestrolii ve C-reaktif protein (CRP) seviyesi yuksek olan MI geciren
hastalarda TSP4 (A387P) polimorfizminin kardiyovaskiiler riskin habercisi oldugu
(Corsetti vd., 2011) tarafindan yapilan ¢alismada rapor edilmistir.

Matriks icerigini ve hipertansiyon ya da yaslanan kalpteki miyosit canliliginm
dizenleyen TSP2 nin o6zellikle akut viral miyokarditis sirasinda meydana gelen

kardiyak inflamasyonu ve hasarin etkileyip etkilemedigini arastiran Papageorgiou

25



vd. (2012) TSP2 null farelerde insan Coxsackie virus B3 (CVB3) ile indiklenen
miyokarditis olusturmuslardir. Yapilan g¢aligma sonucunda TSP2 nin kardiyak
inflamasyona, hasara ve akut viral miyokarditisteki disfonksiyona kars1 koruyucu bir

rolii oldugu tespit edilmistir.
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BOLUM 4

MATERYAL-METOT

4.1. CIHAZLAR, KIMYASAL MADDELER ve SOLUSYONLAR

4.1.1. DNA Izolasyon Asamasi

Santrifiij (P Selecta Centronic-BL II, Ispanya )

Vorteks (Biometra, Almanya)

Mikropipetler 1-10 pl,10-100 pl ve 100-1000 pl (Eppendorf, Almanya)

Steril filtreli 10 pl, 100 pl ve 1000 pl’lik mikropipet uglar1 (Gilson, Amerika)
0,2 ml, 0,5 ml ve 1,5 mI’lik ependorf tlipler (Axygen, Kanada )

Steril lateks eldiven (Helmed, Turkiye)

Buzdolab1 (Argelik, Tiirkiye)

Derin dondurucu (Ugur, Tiirkiye)

4.1.2. DNA Amplifikasyonu

Thermal Cycler Gradient PCR (Takara, Japonya)

Mikropipetler 1-10 pl,10-100 pl ve 100-1000 pl (Eppendorf, Almanya )
Steril filtreli 10 ul, 100 pl ve 1000 pl’lik MIkropipet uglar1 (Gilson, Amerika)
0,2 ml, 0,5 ml ve 1,5 ml’lik ependorf tlpler (Axygen, Kanada)

Vorteks (Biometra, Almanya)

Otoklav (Nlve, Turkiye)
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0,5 ml ve 1,5 mI’lik tupler icin standlar (Isolab, Almanya)
Steril lateks eldiven (Helmed, Turkiye)

Deiyonize su

DNA Taq Polimeraz (Biolabs, ingiltere)

dNTP karisimi (Fermentase, Amerika)

2mM stok dNTP igin;

2 ul dATP

2 ul dGTP

2 ul dCTP

2l dTTP

92 pl dH20

Primerler;

TSP1 (N700S) bolgesi icin;

(Forward) 5’-~ACACTCTTCCAAATGGAGCCT-3’

(Reverse) 5’-CTCCCT TTGGGAGATTTAATC-3’

TSP2 (3’UTR T/G) bdlgesi icin;

(Forward) 5’-AACCCAAGTGCCTTCAGAGGAT-3’

(Reverse) 5’-CTCCACATAAAGTCTCATATATCAC-3’

TSP4 (A387P) bolgesi icin;

(Forward) 5’-AATTCCGCATCTTCACTTCAC-3’

(Reverse) 5’-AACCGGTTCTGCTTTGATAAC-3’
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Primerler stok olarak 100 pmol/ul olacak sekilde seyreltilmis ve 50 pmol/ul

konsantrasyonunda hazirlanarak kullanilmigtir.
4.1.3. Enzim Kesimi
e Mikropipetler 1-10 ul,10-100 pl ve 100-1000 pl ( Eppendorf, Almanya)
o Steril filtreli 10 pl, 100 pl ve 1000 pl’lik mikropipet uglari (Gilson, Amerika)
e 0,2ml, 0,5mlve 1,5 ml’lik ependorf tipler (Axygen, Kanada)
e Etliv (Memmert, Almanya)
e Kesim enzimleri: Alul, Avall, BseNI (Fermentas, Amerika)
4.1.4. Agaroz Jel Elektroforezi
e Yatay Elektroforez (Cleaver, Ingiltere)
e Gii¢ Kaynagi (Cleaver, Ingiltere)
e Mikrodalga Firin (Argelik, Tiirkiye)
e Erlen Mayer (250ml) (Isolab, Almanya)
e Mezirler (100ml, 250ml) (Isolab, Almanya)
e 10X Tris Borat Tamponu (TBE) :

= Trizma base-108 gr (Sigma, Almanya)

= Borik asit-55 gr (Merck, Amerika)

= Disodium- EDTA-9,37 gr (Amresco,
Amerika)

Distile su ile 1000 ml’ye tamamlanir. pH: 8,3 olacak sekilde ayarlanip, otoklavlanir.
Agaroz jel elektroforezi igin deiyonize su ile seyreltilerek 1XTBE olarak kullanilir.
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1X Tris Borat Tamponu (TBE):

100 ml 10XTBE

e 900 mldH20

e 6X Yukleme Tamponu (Fermentas, Amerika)

e Agaroz (Vivantis, Amerika)

e Etidyum Bromur (10 mg/ml) ( Sigma, Almanya): Etidyum bromdr 1 gr
Deiyonize su 100 ml

e DNA markir: 100 bp DNA Ladder (Fermentas, Amerika)

e Goriintiileme Cihazi (Transliiminator) (BioRad, Almanya)
4.2. Metot
4.2.1.Kan Orneklerinin Eldesi

Calismaya Aralik 2010-Aralik 2012 tarihleri arasinda Gaziantep bdlgesinde MI
gecirmis 150 hasta ve 150 saglikli birey olmak iizere toplam 300 birey dahil
edilmigtir. Bireylerden yas, cinsiyet, diyabet, hipertansiyon, viicut kiitle indeksi
(VKI), teshis yas1, anjiyo, bypass, perkiitan koroner girisim gibi demografik bilgiler
toplanmistir. Bireylerden toplanan periferik kan Ornekleri steril EDTA’l tiipler
icerisine alinmuistir. Toplanan kanlar DNA izolasyon asamasina kadar -20°C’ de
saklanmustir. Calisma, Gaziantep Universitesi Tip Fakiiltesi, Klinik aragtirmalar Etik
Kurulu'nun  14.02.2012 tarih ve 14.02.2012/36 nolu onayr alinarak
gergeklestirilmistir.

4.2.2. DNA Izolasyonu

Toplanan kan 6rneklerinden DNA izolasyonu tuz c¢okturme yontemi kullanilarak

gerceklestirilmistir (Sambrook ve Russell, 2001).
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DNA izolasyonunda Kullanilan soliisyonlar;
Amonyum Asetat:

148 gr amonyum asetat distile su ile ¢oziilereck 200 ml’ye tamamlanmis ve oda

sicakliginda muhafaza edilmistir.
Cekirdek Lizis Tamponu (pH: 8.2):
e 10 mM Tris-HCL 1,576 gr
e 400 mM NaCl 23,4 gr
e 2mM NazEDTAOQ,7 gr

Distile su ile g¢oziilerek 1 L’ye tamamlandi. Cozelti pH’s1, NaOH ile 8,2 olacak
sekilde ayarlanmigtir. Cozelti otoklavlanarak buzdolabinda (+4 °C) muhafaza

edilmistir.
SDS %10:

SDS’den 10 gr almip distile su ile ¢oziilerek 100 ml’ye tamamlanmistir. Membran

filtre ile sterilizasyon yapilarak oda sicakliginda muhafaza edilmistir.
TE Tampon Cozeltisi (pH: 7.5):

e 1 Mm Tris-HCI 0,394 gr

e 1Mm Na2EDTA 0,093 gr

Distile su ile ¢oziilerek 250 ml’ye tamamlanmis ve otoklavlanarak buzdolabinda (+4

°C) muhafaza edilmistir.
e Proteinaz K (Fermentas, Amerika)
DNA izolasyon Asamasi:

e 5 cc kan 50 ml’lik tiiplere alinarak iizerine 20 ml soguk steril distile su
eklenmis ve eritrositleri patlatmak amaciyla tiipler 1-2 dk asagi yukari

cirpilmastir.
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e Tupler 2000 rpm’de 10 dk santrifilj edilmistir.

e Siipernatan atild1 ve pelletin {izerine hacim 10 ml’ye tamamlanacak sekilde

soguk steril distile su eklenip, pellet ¢ozulene kadar tiipler ¢irpilmustur.
e Tiupler, 2000 rpm’de 10 dk santrifiij edilmistir.

e Siipernatan atild1 ve pelletin iizerine 1,5 ml Cekirdek lizis tamponu, 100 ul
Sodyum Dodesil Sulfat (SDS) ve 75 ul Proteinaz K eklendi ve karisim

vorteks ile homojenize edilmistir.
e Tipler 37°C’de 16 saat inkiibasyona birakilmustir.

e 16 saatlik inkibasyondan sonra tuplerin icerisine 1 ml amonyum asetat

eklenip 1 dk sallandmistir ve oda sicakliginda 10 dk bekletilmistir.
e Tiupler, 3500 rpm’de 15 dk santrifiij edilmistir.

e Sipernatan toplanarak baska bir tiipe aktarilmis ve Uzerine toplam Ornek

hacminin iki kat1 kadar etanol eklenmistir.

e Tiipler yavasca dondiiriilerek DNA nin toparlanmasi saglanmaistir.

e DNA 250 ul TE (Tris-EDTA) tamponunda ¢Ozdirtldikten sonra

kullanilacagi zamana kadar -80 °C” de muhafaza edilmistir.
4.2.3. Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PCR)

Bu calismada DNA analizi i¢in kullanilan PCR teknigi, ¢alisilan DNA dizisinin in
vitro sartlarda ¢ogaltilmasina dayanmaktadir. GunUmizde molekuler biyolojik
caligmalarda genis kullanim alanina sahip bir tekniktir. PCR tekniginin prensibi

tekrarlanan li¢ basamaga baghdir;
1. Denaturasyon
2. Primerlerin baglanmasi

3. Uzama basamaklarindan olusur.
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Trombospondin gen bolgelerinin  ¢ogaltilmast  islemi PCR  teknigi ile

gerceklestirilmistir.
4.2.3.1.Primer Tasarimi

MI gecirmis hastalarda ve saglikli grupta trombospondin gen ailesinden TSP1
(N700S), TSP2 (3’UTR T/G) ve TSP4 (A387P) gen bolgelerine ait primerler NCBI
veri tabanindan (www.ncbi.nlm.nih.gov.tr) elde edilmistir. Ticari firmaya
sentezletilen bu primerlerin ileri ve geri dizilimleri, tirtin biiyiikliigii ve bu bolgeler

ait kesim enzimleri Tablo 1.3’te verilmistir.

Tablo 4.1.Primerlerin ileri ve geri dizilimleri, iiriin biyiikliigii ve bu bolgelere ait

kesim enzimleri

Primer Ad1 Primer Baz Dizisi Kesim U'r.uq Lo

Enzimi | Bilyiikliigii
TSP1 (N700S) Sense 5’-AAG AAC GCC AAG TGC AAC TAC-3

BseNI 360 bg

($2228262 Antisense | 5’-AGA GCT AGC CCT GTT CAT GTT-3’
TSP2 (3’UTR | Sense 5’-AACCCAAGTGCCTTCAGAGGAT -3’
T/G) Alul 101 bg
rs8089 Antisense | 5’-CTCCACATAAAGTCTCATATATCAC-3’
TSP4 (A387P) Sense 5-AATTCCGCATCTTCACTTCAC -3

Avall 221 bg
rs1866389 Antisense | 5’-AACCGGTTCTGCTTTGATAAC -3’

4.2.3.2. PCR kosullarinin optimizasyonu

PCR tepkimesinde kullanilan primer ¢iftlerinin en verimli ¢alisabilecekleri baglanma
sicakliklarinin tespit edilmesi ve ¢alisma kosullarinin saglanmasi amaci ile 300 6rnek
icerisinden 1 O6rnek DNA sec¢ilmis ve 3 ¢ift primer takimi igin iyilestirme ve
gradiyent PCR yapilmisgtir ve 3 ayr1 bolge igin bu islem uygulanmstir. Gradiyentli
PCR cihazinda ii¢ bolgeye ait primerlerin baglanma sicakliklar1 ¢alisilip, optimize

edilmistir (Resim 4.1., 4.2. ve 4.3.).
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-« 360bg

Resim 4.1.TSP1 (N700S) Bolgesi Gradiyent PCR Jel Goruntisi. (7 numarali
kuyucuktaki Griiniin baglanma sicakligi (64.5°C ) bu bolge igin standart alinmistir.)

«— 101bg

Resim 4.2.TSP2 (3’UTR T/G) Bolgesi Gradiyent PCR Jel Goriintiisii. (8 numaralt
kuyucuktaki iiriiniin baglanma sicaklig1 (60 °C ) bu bolge icin standart almmustir.)

221 be

Resim 4.3.TSP4 (A387P) Bolgesi Gradiyent PCR Jel Goriintiisii. (6 numarali
kuyucuktaki {iriiniin baglanma sicakligi (59 °C ) bu bolge i¢in standart almmustir.)

Bu bolgeler ait son optimizasyon PCR karigimlarinin miktarlar1 ve primerlerin

baglanma sicakliklar1 Tablo 4.2.de verilmistir.
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Tablo 4.2. TSP1 (N700S), TSP2(3’UTR T/G) ve TSP4 (A387P) Boélgelerinin PCR
Reaktifleri

Kimyasallar Konsantrasyon
ddH2 O -
10X Tampon 1X
MgCl2 (25 mM) 1-4 mM
dNTP Karisimi (2 mM) | 0.2 mM (herbiri igin)
fleri Primer 0.1-1 uM
Geri Primer 0.1-1 uM
Taq Polimeraz (0,5 U) 1,25 u/50pl
DNA 10pg-1 pg/50 pl

Tablo 4.3.TSP1 (N700S), TSP2 (3°'UTR), TSP4 (A387P) Bolgelerinin primer

baglanma sicakliklar1 ve dongl Sayist

Bolge Primer Baglanma Sdre Dongii Sayisi
(Annealing) Sicakhgi

TSP1(N700S) 64.5°C 45 sn 32
TSP2(3’UTR 60°C 30 sn 35
T/G)

TSP4(A387P) 59°C 30 sn 32

150 hasta 150 de saglikli olmak {izere 300 6rnek i¢in toplam 900 PCR reaksiyonu
yapilmistir. PCR sonunda elde edilen amplifikasyon iirlinlerinin kontrol edilmesi igin
%2’lik agaroz jel hazirlanip 120 voltta 30 dk ydritilerek UV 1sik altinda

gorunttlenmistir.
4.2.4. Agoroz Jel Elektroforezi

2 gr agaroz hassas terazide tartilip bir erlen igerisine alinmis ve {izerine 100 ml
1 XTBE tampon soliisyonu ilave edilmistir. Agarozun tampon sollisyonu i¢erinde tam
olarak c¢oOzilinebilmesi i¢in mikrodalga firinda 360 Watt’ta 6 dk kaynatilmistir.
Firindan alian soliisyon igerisine 25 ul EtBr ilave edilip hava kabarcigi kalmayacak

sekilde jel tankina dokiilmiistiir. Tarak yerlestirildikten sonra jel 40 dk donmaya
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birakilmistir. Jel donduktan sonra elektroforez tankina yerlestirilip iizerini ortecek
sekilde 1XTBE tampon soliisyonu ilave edilmistir. Her bir kuyucuga {izerine 6X
yiikleme tamponu eklenen PCR firiinleri, orta kuyucuga da 100 bg¢’lik DNA
belirleyici ayr1 ayri yiiklenmistir. Ornekler 120 V’ta 30 dk yiiriitiilmiistiir. Bu

islemden sonra bantlarin UV 151k altinda gézlenmesi saglanmistir.

Ug ayr1 bolgeye ait PCR iiriinlerinin amplifikasyon sonrasi kontroliiniin yapilmasi

icin % 2’ lik agaroz jel elektroforezinden yararlanilmistir.

4.25.RFLP (Restriksiyon Parca Uzunluk Polimorfizmi) ile Trombospondin
Genine ait TSP1, TSP2, TSP4 Polimorfizmlerinin Analizi

PCR amplifikasyonu yapilan ve agaroz jelde goriintiilenen 6rneklerden net bant
goriilemeyenler igin tekrar PCR yapilmistir. Bant g6zlenebilen Ornekler kesim
reaksiyonuna tabi tutulmustur, agaroz jel elektroforezinde yiiriitiilerek jel tizerindeki
bantlara gore degerlendirme yapilip, her bir bolge icin bant gbzlenemeyen drnekler

calisma dis1 birakilmustir.

PCR ile gogaltilan TSP1, TSP2, TSP4 gen bolgeleri 6zgil restriksiyon endonikleaz
(RE) enzimlerle tretici firmanin 6nerdigi kosullarda kesilmis ve etiivde inkiibasyona
birakilmigtir. Kesim enzimlerinin inklibasyon kosullar1 ve karigim miktarlari Tablo
4.4,45ve 4.6’ da verilmistir.

Kesim sonucu olusan DNA fragmanlar1 agoroz jel elektroforezinde yiiriitiilmiis,
etidyum bromiir ile boyanmis ve UV 151k altinda goriintiilenerek biiyiikliiklerine gore

yorumlanmustir.

Tablo 4.4. TSP1 (N700S) i¢in Kesim Karigim Protokolii

Kimyasallar | Miktar(ul) | Inkiibasyon Kosullar:
ddH>0 9

10XBuffer B 1

BseNI 0,5 65 °C’de 16 saat
PCR urdnu 5

Toplam 15,5
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Tablo 4.5. TSP2 (3° UTR T/G) igin Kesim Karigim Protokolii

Kimyasallar Miktar(ul) | Inkiibasyon Kosullari
ddH>0 9

Buffer Tango 1

Alul 0.5 37 °C’de 16 saat
PCR urdnu 5

Toplam 15,5

Tablo 4.6. TSP4 (A387P) igin Kesim Karigim Protokolii

Kimyasallar Miktar(ul) | Inkiibasyon Kosullar:
ddH>0 4

10XBuffer R 1

Avall 0.5 37 °C’de 16 saat
PCR urdna 10

Toplam 15,5

4.2.5. istatistiksel Analiz

Istatistiksel analizler GraphPad Instat (version 3.05) program kullanilarak
gergeklestirilmistir. Sonuclar standart sapma yada ylizde olarak ifade edilmistir.
Istatistiksel anlamlilik smir1 p<0.05 olarak alinmis olup, genotip ve allellerinin
goriilme sikliginin, gruplar arasi farkliliklarla beraber degerlendirilmesi i¢in Ki kare
(x2 )testi ve Fisher’s exact test kullanilmistir. Gruplar aras1 farklar ve anlamlilik

sinirlar1 the unpaired Student’s t test kullanilarak gerceklestirilmistir.
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BOLUM 5
BULGULAR

MI geciren hastalarda trombospondin gen ailesinden TSP1, TSP2 ve TSP4
genlerinde meydana gelen polimorfizm sikligimin incelendigi bu caligmada; 150
bireyi kapsayan hasta grubu ve yine 150 bireyi kapsayan kontrol grubu olmak Gzere
2 grup olusturulmustur. Ancak DNA izolasyonunu takiben elde edilemeyen ve
dolayisiyla PCR-RFLP ¢alismasi yapilamayan DNA’larin elenmesi neticesinde hasta
grubundan 136, kontrol grubundan ise 119 Ornekle ¢alismaya devam edilmistir.
Deney grubunu olusturan akut MI gecirmis hastalar ve kontrol grubu hastalarindan

toplanan demografik bilgiler istatiksel olarak degerlendirilmistir (Tablo 5.1., 5.2.).

Tablo 5.1 Demografik Ozelikler

Kontrol Grubu Hasta Grubu p Degeri
(n=119) (n=136)
Yas 48,13 £13,13 64,70+13,24 <0.0001
Boy 165,88+6,744 166,16+7,622 0,758
Kilo 74.076+13.59 73,934+14,56 0,936
Cinsiyet n (E/K, %) 47/72 (39,5/60,5) 83/53 (61,0/39,0) | 0,0009

Ayrica hasta grubuna ait klinik bilgilerin ise yiizde degerleri bulunarak Tablo 4.2” de

verilmistir.

Tablo 5.2 Hasta Grubu Klinik Bilgilerinin Istatiksel Olarak Karsilastiriimasi

Hasta Grubu (n=136)
Sigara n (%) 63 (46,3)
Diyabetes Mellitus n (%) 49 (36,0)
Insiiliin n (%) 21 (15,3)
Hiper Tansiyon n (%) 76 (55,9)
Anjio n (%) 61 (44,7)
Bypass n (%) 23 (16,9)
Anjioplasti n (%) 40 (29,4)
Romatizmal Kapak n (%) 20 (14,7)
EF (<50%)n (%) 64 (47,1)
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5.1. TSP1 Geni N700S Bélgesi icin Elde Edilen PCR ve RFLP Sonuclar
5.1.1. TSP1 (N700S) Bolgesi PCR Uriinii Tle Tlgili Bulgular

Bu bolgeye ait PCR drinleri % 2’ lik agaroz jelde yiiriitiilerek kontrol edilmis ve 360
b¢ uzunlugundaki bant UV 1s1k altinda goériintiilenmistir. 11. Kuyucuga 100 bg lik
DNA belirleyici yiiklenmistir. (Resim 5.1.)

38 39 40 41 42"|43 g iaeeReteid/ . M, 48> 49

360 b

Resim 5.1.TSP1 N700S Gen Bolgesi PCR Sonuglarinin Kontrol Edildigi Agaroz Jel
Fotografi.

5.1.2. TSP1 (N700S) Bélgesi PCR Uriinlerinin BseNl Enzimi ile Kesim

Sonuglari

PCR tepkimesi sonrast 360 bg¢’lik PCR diriinii veren N700S bolgesi BseNI
restriksiyon enzimi ile kesilmistir. Bu bolgede adenin (A) iceren allel kesim noktasi
tasimaktadir. Homozigot A alleli tasiyan bireylerde (AA) enzim bir noktadan kesim
yaparak 360 b¢ olan DNA parcasini 240 b¢ ve 120 bg olarak 2 parcaya ayirir.
Adeninden — Guanine (A—G) bir niikleotit degisimi olmasi halinde 360, 240 ve
120 bg uzunlugunda 3 bant olusur. Homozigot G alleli tasiyan bireylerde enzimin
tanidi@1 bolge ortadan kalkmaktadir. Bu bireylerde (GG) 360 bg¢’lik tek bant

g6zlenmektedir (Resim 5.2.)
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Resim 5.2.TSP1 Geninin N700S Bolgesi Polimorfizminin BseNI Enzimi Ile Kesimi

Sonucu Olusan Bantlar.

N700S polimorfizmi incelendiginde hasta grubunda 114 bireyde AA genotipi
(%98.3), 2 bireyde AG genotipi (%1.7), 0 bireyde GG genotipi (%0) saptanirken
kontrol grubunda 100 bireyde AA genotipi (%97.1), 3 bireyde AG genotipi (%2.9)
saptanmis ve GG genotipine 0 (%0) sahip birey saptanmamistir. Hasta grubunda A
alleli goriilme sikligr %99.1 iken G alleli goriilme sikligi %0.9 olarak bulunmus;
kontrol grubunda ise A alleli goriilme sikligr %98.5 ve G alleli goriilme sikligi %1.5
olarak saptanmistir (Tablo 5.3)

Tablo 5.3 Trombospondin geni TSP1(N700S) polimorfizminin genotip ve allel

dagilimi
Genotipler/ Kontrol MI p OR (95% ClI)
Alleller (n=103)  n (n=116)n (%)
(%)
A/A 100 (97,1) 114 (98,3)
AlG 3(2,9 2(1,7) 0,6679 0,585 (0,096-3,572)
G/G 0 (0,0) 0 (0,0)
A 203 (98,5) 230 (99,1)
G 3(1,5) 2(0,9) 0,6696 0,588 (0,097-3,558)

OR: Odds orani, CI: giivenlik aralig1

TSP1(N700S) bolgesinin polimorfik dagilimlari karsilastirildiginda; Hasta ve kontrol
gruplar1 arasindaki fark hem genotip hem deallel siklig1 agisindan istatistiksel olarak

anlamli bulunmamistir (p>0.05).
5.2. TSP2 Geni 3’ UTR T/G Bélgesi i¢in Elde Edilen PCR ve RFLP Sonuclar
5.2.1.TSP2 (3’ UTR T/G) Bélgesi PCR Uriinii ile ilgili Bulgular

Bu bolgeye ait PCR urunleri % 2’ lik agaroz jelde yiiriitiilerek kontrol edilmis ve 101
b¢ uzunlugundaki bant UV 1s1k altinda goriintiillenmistir. Kuyucuga 100 bg lik DNA
belirleyici yiikklenmistir. ( Resim 4.3.).
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Resim 5.3.TSP2 3’'UTR T/G Gen Bolgesi PCR Sonuglarinin Kontrol Edildigi
Agaroz Jel Fotografi.

5.2.2.TSP2 (3° UTR T/G) Bélgesi PCR Uriinlerinin Alul Enzimi ile Kesim

Sonuglar:

PCR tepkimesi sonrasi 101 b¢’lik PCR Urunu veren 3’UTR T/G bolgesi Alul
restriksiyon enzimi ile kesilmistir. Bu bolgede timin (T) igeren allel kesim noktasi
tasimaktadir. Homozigot T alleli tasiyan bireylerde (TT) enzim bir noktadan kesim
yaparak 101 b¢ olan DNA pargasini 87 bg ve 14 bg olarak 2 pargaya ayirir.
Timinden—Guanine (T—G) bir niikleotit degisimi olmas1 halinde 101, 87 ve 14 b¢
uzunlugunda 3 bant olusur. Homozigot G alleli tasiyan bireylerde enzimin tanidigi
bolge ortadan kalkmaktadir. Bu bireylerde (GG) 101 b¢’lik tek bant g6zlenmektedir
(Resim 5.4.)

M 22 2324 2526 27 28 29 30 31 32 33 34 35 36 37 38 39 40

Resim 5.4.TSP2 Geninin 3> UTR T/G Bélgesi Polimorfizminin Alul Enzimi ile

Kesimi Sonucu Olusan Bantlar.

3’UTR T/G polimorfizmi incelendiginde hasta grubunda 133 bireyde GG genotipi
(%98,5), 0 bireyde GT genotipi (%1,5), 0 bireyde TT genotipi (%0) saptanirken
kontrol grubunda; 54 bireyde GG genotipi (%46.6), 62 bireyde GT genotipi (%53,4)
saptanmis ve 0 bireyde TT genotipi (%0) saptanmistir. Hasta grubunda G alleli
goriilme siklig1 % 99,3 iken T alleli goriilme sikligi % 0,7 olarak bulunmus, kontrol
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grubunda ise G alleli goriilme siklig1 % 73.3 ve T alleli goriilme siklig1 % 26.7 olarak
saptanmistir (Tablo 5.4).

Tablo 5.4 Trombospondin geni TSP2 (3’UTR T/G) polimorfizminin genotip ve allel

dagilimi
Genotipler/ Kontrol MI P OR (95% CI)
Alleller (n=116) n (n=135) n (%)
(%)
G/G 54 (46,6) 133 (98,5)
GIT 62 (53,4) 2 (1,5) <0,0001 0,0131 (0,0031-0,0555)
T/T 0 (0,0) 0 (0,0)
G 170 (73,3) 268 (99,3)
T 62 (26,7) 2(0,7) <0,0001 0,0205 (0,0049-0,0848)

OR: Odds orani, CI: giivenlik aralig1

TSP2 (3°’UTR T/G) bolgesinin polimorfik dagilimlart karsilastirildiginda; Hasta ve
kontrol gruplar1 arasindaki fark hem genotip hem de allel siklig1 agisindan

istatistiksel olarak anlamli bulunmustur (p<0,05).
5.3. TSP4 Geni A387P Bolgesi Icin Elde Edilen PCR ve RFLP Sonuglar
5.3.1. TSP4 A387P Bolgesi PCR Uriinii ile Ilgili Bulgular

Bu bolgeye ait PCR uruinleri % 2’ lik agaroz jelde yiiriitiilerek kontrol edilmis ve 221
b¢ uzunlugundaki bant UV 1sik altinda goriintiilenmistir. 9. kuyucuga 100 bg lik
DNA belirleyici yliklenmistir (Resim 5.5.).
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Resim 5.5.TSP4 A387P Gen Bolgesi PCR Sonuglarinin Kontrol Edildigi Agaroz Jel
Fotografi.

5.3.2. TSP4 (A387P) Bolgesi PCR Uriinlerinin Avall Enzimi ile Kesim

Sonuclan

PCR tepkimesi sonrasi 221 bg¢’lik PCR iiriinii veren A387P bolgesi Avall
restriksiyon enzimi ile kesilmistir. Bu bolgede sitozin (G) iceren allel kesim noktasi
tasimaktadir. Homozigot G alleli tasiyan bireylerde (GG) enzim bir noktadan kesim
yaparak 221 bg¢ olan DNA pargasini 143 bg ve 78 bg olarak 2 parcaya ayirir.
Guaninden—Sitozine (G—C) bir niikleotit degisimi olmasi halinde 221, 143 ve 78
b¢ uzunlugunda 3 bant olusur. Homozigot C alleli tasiyan bireylerde enzimin tanidigi
bolge ortadan kalkmaktadir. Bu bireylerde (CC) 221 b¢’lik tek bant gdzlenmektedir
(Resim 5.6.).

K 96 97 98 99 100 101102103104 M 105 106 107 108 109 110 111

221 b
143 bg

78 bg

Resim 5.6.TSP4 Geninin A387P Bolgesi Polimorfizminin Avall Enzimi ile Kesimi

Sonucu Olusan Bantlar.

A387P polimorfizmi incelendiginde hasta grubunda 92 bireyde GG genotipi (%67,6),
44 bireyde GC genotipi (%32,4), 0 bireyde CC genotipi (% 0) saptanirken, kontrol
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grubunda, 88 bireyde GG genotipi (%73,9) 26 bireyde GC genotipi (%21,9) 5
bireyde CC genotipi (% 4,2) saptanmistir. Hasta grubunda G alleli goriilme siklig1

%83,8 iken C alleli goriilme sikligi %16,2 olarak bulunmus, Kontrol grubunda ise G

alleli goriilme siklig1 %84,9 ve C alleli goriilme siklig1 %15,1 olarak saptanmustir.

(Tablo 5.5).

Tablo 5.5 Trombospondin Geni TSP4 (A387P) Polimorfizminin Genotip ve Allel

Dagilimi1
Genotipler/ Kontrol Ml p OR (95% CI)
Allelter (n=119) (n=136) n (%)

(%)
G/G 88 (73,9) 92 (67,6)
G/C 26 (21,9) 44 (32,4) 0,1253 1,619 (0,919-2,852)
CIC 5(4,2) 0 (0,0) 0,0591 0,087 (0,005-1,597)
G 202 (84,9) 228 (83,8)
C 36 (15,1) 44 (16,2) 0,8388 1,083 (0,670-1,749)

OR: Odds orani, CI: giivenlik aralig1

TSP4 (A387P) bolgesinin polimorfik dagilimlari karsilastirildiginda; hasta ve kontrol

gruplar1 arasindaki fark hem genotip hem de allel sikligi agisindan istatistiksel

olarak anlamli bulunmamustir (p>0.05).
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BOLUM 6
TARTISMA VE SONUC

MI’ 1n etiyolojisi olduk¢a komplekstir ve bu etiyolojide gevresel faktorlerle genetik
faktorlerin karsilikli olarak etkilesimine inanilir. Sigara ve diyet gibi yiiksek kolestrol
ve obeziteye neden olabilen ¢evresel faktorler kigilerin bu hastaligi neden kazandigi
sorusunu kismen yanitlayabilirken genetik faktorlerin bu olgulara daha kesin yanit
olabilecegi ortadadir.

KAH ve MI’ a yatkinlik bakimindan pozitif aile dykiisiine sahip olmanin hastalik
riskini 12 kat arttirdig1 bildirilmektedir (NCEP, 2002). Yiksek riskli ailelerde KAH
ile iligkili genlerin belirlenmesi i¢in genetik calismalar yapilmis ve bugiine kadar dort
genom taramasi sonucunda 3 farkli kromozomun 5 farkli lokusunun iligkili oldugu
bulunmustur (Pajukanta vd., 2000; Franche vd., 2001; Broeckel vd., 2002; Harrap
vd., 2002).

Son zamanlarda MI” 1n genetik temelinin maskesini diisiirmek i¢in yapilan ¢alismalar
arasinda alternatif bir yaklasim da calismamiza benzer olarak aday bir gen iizerine
vaka-kontrol iligkili ¢aligmalardir.

TSP’ ler ekstraselliiler matrikste dogal olarak bulunan ve 5 Uyeyle (TSP1, TSP2,
TSP3, TSP4 ve TSPS) temsil edilen bir protein ailesidir. Vaskiiler sistemde ¢ok farkli
islevlere sahip olan bu protein ailesinin kardiyovaskiiler patoloji ile ilgisi hala net
degildir. Aterosklerotik KAH ve bunu patolojik sonucu olan MI gelismis iilkelerde
6lim nedenlerinin basinda gelmesi ve ciddi bir sosyo-ekonomik kayip olmaya

basladigindan beri MI patogenezinde TSP’ lerin roliinlin anlasilmasi i¢in detayli
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aragtirmalar agikc¢a bir gérev haline gelmistir ve bu arastirma gérevini tistlenen bilim
insanlar tarafindan ¢ok ¢eligkili bulgularin elde edilmesiyle sonug¢lanmistir (Wessel
vd., 2004; Yamada vd., 2002; Ashokkumar vd. 2011;).

SNP ler insan genomundaki yaklasik her 1200 b¢ nde bir meydana gelen sekans
varyanslarinin en yaygin seklidir (Zheng vd., 2005). Bunlar insan genom dizisindeki
belirli noktalardaki farkliliklardir ve insan viicudundaki haritalanmis polimorfik
bolgeler genetik analizler i¢in ¢ok yararlidir. Genomda farklilasma olasiliginin
yiiksek oldugu boélgeler tibbi ve bilimsel amacla 6zgiil DNA dizilerini fenotip ile
iliskilendirmeye yarar. Insan genom dizisindeki SNP’ lerin ¢ogunun fenotipe etki
etmedigi distiniilse de bunlarin bir kisminin kalitilan bireysel 6zelliklerden sorumlu
olmas1 beklenir. Bu noktada en zor olan ise insan genetiginde dogal cesitlilikten
kaynaklanan farklar icinde islevsel agidan Onem tasiyan cesitlilikleri
saptayabilmektedir (Alberts., 2002).

Bu zamana kadar KAH/MI ve secilen aday genler arasindaki iliskiyi arastirmak
amacli 3 biiyiik 6l¢ekli SNP analizi gerceklestirilmistir. Bunlardan ilki 62 aday gende
Kafkas Amerikalilarinda 72 SNP’ nin tarandig1 ve en yiiksek frekansa sahip olan
TSP1, TSP2 ve TSP4 genlerinin MI ile iliskisinin ¢ok onemli bulundugu; ikincisi
Japon populasyonunda KAH/MI hastalarinda TSP4’ teki degisimin 6nemli derecede
iliskili bulundugu c¢alismadir (Yamada vd., 2002). Uciinciisii ise oldukca biiyiik
Olgekli 92.788 SNP’ nin tarandig1 ve a-limfotoksin geniyle KAH arasinda guclu bir
iliskinin bulundugu ¢alismadir (Ozaki vd., 2002).

Bu c¢alisma ile Gaziantep ilinde Aralik 2010-2012 tarihleri arasinda akut MI tanisi
konmus 150 hasta bireyde TSP1, TSP2 ve TSP4 genlerinde meydana gelen
polimorfizm sikliginin incelenmesi ve bu hastalarin demografik ve klinik bilgileri ile

tespit edilen SNP ler arasindaki iligkinin incelenmesi amaglanmistir. Gaziantep
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Giineydogu Anadolu Bolgesi’ nin hasta potansiyeli yiksek bir ilidir ve cevre illerden
yogun hasta transferi yapilmaktadir. Dolayisiyla hasta popillasyonumuzu olusturan
grup sadece Gaziantep ilinde yasayan insanlarla sinirli kalmamakta ayni zamanda
Gilineydogu Anadolu Bdlgesi’ nin diger illerini (6zellikle; Sanlurfa, Adiyaman ve
Kahramanmaras) de temsil etmektedir.

Bu ¢alismada MI gegirmis hastalar ile kendinde ve birinci derece yakininda herhangi
bir kalp rahatsizlig1 olmayan saglikli bireyler arasinda boy ve kilo agisindan anlamli
bir farkliliga rastlanmamistir. Fakat hasta grubu kontrol grubundan hem yasga biiyiik
hem de g¢ogunlukla erkeklerden olusmustur. Hasta bireylerde erkek populasyonu
fazla iken (p=0,0009) hasta grubunu yas ortalamasi ise 64,98+13,27 seklinde olup p
degeri <0,0001 olarak bulunmustur. Ozellikle akut MI tanis1 konmus hastalarin 60
yas iizeri erkek bireylerde yogunlasmis olmasi hastaligin yas ve cinsiyet ile iliskisini
artirmaktadir. Ancak 2004 yilinda Beyaz Amerikan populasyonunda yapilan
calismada TSP-4 geni A387P polimorfizmi ile MI arasinda 6nemli bir iligki
oldugunu rapor eden Wessel vd. (2004) ayni1 zamanda yas faktoriiniin énemli bir
degisken olmadigini vurgulamiglardir.

TSP1, TSP ailesinin en iyi karakterize edilen Uyesidir ve endotelyal hiicreler,
makrofajlar, fibroblastlar ve diiz kas hiicreleri (VSMC) gibi ¢ok ¢esitli hiicrelerde ve
plateletlerde sentezlenir ve salgilanir (Lawler vd., 1978). TSP1 primer endojen
anjiyogenez inhibitoradir ve endotelyal hiicre proliferasyonu ve migrasyonu inhibe
etme kabiliyetine sahiptir (Iruela-Arispe vd., 2004; Taraboletti vd., 1990). Bunlardan
dolayt TSP1’ in ateroskleroz ve KAH patogenezinde 6nemli bir rol oynayabilecegi
diistiniilmektedir. Kromozom 15q15° te lokalize lokalize olan TSP1 geninin 13.
eksonunda 8831 A>G SNP’ si, TSP1’ in Ca*? baglama tekrar bdlgelerinde bulunan

700. rezidiide asparajin yerine serin aminoasidinin gegmesine neden olur (N700S) li
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bu da molekiilin Ca*? affinitesinin azalmasina ve TSP1 proteininin uzun zincirli
konformasyonel yapisini degistirir (Hannah vd., 2003; 2004; Lawler vd., 1985).
Buradan yola ¢ikarak Topol ve ark. (2001) homozigot ser700 varyantina sahip
bireylerin plazma TSP1 seviyelerinin 2 kat daha az oldugu ve 9 kat daha fazla MI
riski tasidiklar1 sonucuna varmigtir. Fakat bizim ¢alismamizda TSP1 (N700S) ile M1
arasinda herhangi bir iliskiye rastlanmamustir (p<0,05). Bu verilerin aksine Italya
popiilasyonunda yapilan calismada TSP1 N700S polimorfizmi ile MI arasinda
anlaml iligkiye rastlanmis ve TSP1 N700S bolgesinin MI i¢in potansiyel bir genetik
risk faktorii oldugu vurgulanmistir (Zwicker vd., 2006).

Ayrica Koch vd. (2008) tarafindan Avrupalilar {izerinde yapilan ¢alismada da Ml ile
TSP1 N700S polimorfizmi arasinda anlamli iliskiye rastlanmamistir. Calismamiza
paralel olarak Giiney Hindistan popiilasyonunda yapilan bir ¢alismaya goére MI ile
TSP1 polimorfizmi arasinda istatiksel olarak anlamli iliskinin bulunmadigi rapor
edilmistir (Ashokkumar vd., 2011).

Alman ve Japon popiilasyonlarinda son zamanlarda 2 yeni ¢alismada da benzer
bulgular elde edilmis ve TSP1 ile MI arasinda herhangi bir iliski saptanamamustir.
(Boekholdt vd., 2002; Yamada vd., 2002).

TSP2 (3’UTR T/G) bdlgesinin polimorfik dagilimlar1 karsilastirildiginda; hasta ve
kontrol gruplari arasindaki fark istatistiksel olarak anlamli bulunmustur (p<0,05).
2002 yilinda Boekholdt vd. tarafindan yapilan g¢alismada TSP2 (3’'UTR T/G)
polimorfizmi ile erken MI arasinda istatiksel acidan anlamli iligkinin bulunmas;
bunun aksine TSP1 N700S polimorfizmi ile anlamli bir iligkinin bulunamamasi
TSP1 ve TSP2 i¢in elde ettigimiz istatiksel bulgular1 destekler niteliktedir. Benzer
sekilde Koch vd. (2008) tarafindan Avrupali ve Avrupa orijinli Amerikan

populasyonu iizerinde yapilan ¢alismada da TSP2 (3’UTR T/G) polimorfizmi ile Ml
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arasinda onemli derecede iliski oldugu vurgulanmistir. Ayrica transgenik ratlar ve
aort darlig1 olan hastalar iizerinde yapilan gen ekspresyonu calismasi ise TSP2
geninin kardiyak matriksin biitiinliigiiniin saglanmasinda Onemli bir regiilatér
oldugunu vurgulayarak farkli bir agidan TSP2 nin kardiyovaskiiler hastaliklar i¢in
Onemini ortaya koymustur (Schoren vd., 2004).

TSP2 geninin MI i¢in prognostik bir faktdr oldugunu gdsteren bu ¢alismalarin aksine
koroner arter hastalar1 {izerinde yapilan baska bir ¢alismada TSP2 (3’UTR T/G)
polimorfizminin istatiksel agidan 6nem tasimadig1 vurgulanmistir (Burke vd., 2010).
Fakat ayn1 ¢calismada plak erozyonuna bagli ani 6liimlerde TSP2 (3’ UTR T/G) SNP’
nin frekansinin azaldigi ve Topol vd. (2001) tarafindan timinden guanine olan bu
degisimin homozigot varyant bireylerde MI’ a kars1 koruyucu oldugu bulgusu
desteklenmistir. (Burke vd., 2010).

TSP2’ nin t3949g SNP’ si TSP2 mRNA’ sinin 3° UTR (3’ untranslated region)
bolgesinde yer alir ve genellikle protein ekspresyonunun post-transkripsiyonel
diizenlenmesinde etkilidir. mRNA’ nin sekonder yapisindaki bu tiir bir degisiklik
protein ekspresyonunu degstirecektir. 3949 SNP’ nin neden oldugu vaskiler
duvardaki TSP2 ekspresyonunun azalmasiyla MI’ a karsi koruyucu bir aktivitenin
goriilmesini saglar (Topol vd., 2001).

Topol vd. (2001) miyokardiyal infarktus, revaskilarizasyon ya da erkekte 45 ve
bayanda 50 yas Oncesi olmak {izere onemli koroner arter lezyon olusum hikayesi
olan aileler {lizerinde yaptig1 ¢calismanin sonucunda TSP4 A387P polimorfizmi ile Ml
arasinda istatiksel olarak giiclii iliskinin oldugunu vurgulamistir. Yine Wessel vd.
(2004), MI hastalar1 ve MI riski tasimayan saglikli kisilerle yaptiklart olgu-kontrol
caligmasiyla TSP-4 geni A387P polimorfizmi ile MI arasinda 6nemli bir iliski

oldugunu rapor etmislerdir. Cui vd., (2006) yalnizca yash bayanlarda TSP4 387P
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varyantinin zayif bir risk faktorii oldugunu vurgulamistir. Corsetti vd., (2011) ise
HDL kolestrolii ve C-reaktif protein (CRP) seviyesi yuksek olan MI geciren
hastalarda TSP-4 (A387P) polimorfizminin kardiyovaskiler riskin habercisi
oldugunu vurgulamislardir.

Kromozom 5q13’ te yer alan TSP4 geninin 9. eksonunda G29926C varyanti A387P
missense varyantini olusturur ve bu varyant KAH ve MI ile yiiksek iliskili
bulunmustur (Topol vd., 2001). TSP4 varyantlari, TSP4 proteinini hem yapisal hem
de fonksiyonel olarak etkiler. TSP1’ e olduk¢a yakin olan TSP4 geninin Ca*
baglama bolgesindeki degisiklikle beraber proteinin Ca* affinitesi azalir ve
fonksiyonel olarak degisiklik goriiliir. Bu degisikligin MI ile iliskisinin bulundugu
bildirilse de (Topol vd., 2001; Corsetti vd., 2011) aksine bildiriler de mevcuttur
(Boekholdt vd., 2002; Koch vd., 2008).

Calismamizda TSP1 gibi TSP4 (A387P)’ iin de MI ile iliskisine rastlanmamustir.
TSP4 A387P polimorfizm siklig1 ile MI arasindaki iligkinin istatiksel agidan anlamli
olmamas1 Cin, Alman, Japon, Avruplai veAvrupa kokenli Amerikan popiilasyonunda
daha once yapilan bazi ¢alismalar tarafindan desteklenmistir (Koch vd., 2008; Zhou
vd., 2004; Boekholdt vd., 2002; Yamada vd., 2002).

Sonug olarak; TSP1, TSP2 ve TSP4 genlerindeki SNP’ lerin MI ile iligkisinin
arastirildigr bu ¢alismada yalnizca TSP2 geninin 3° UTR bolgesindeki SNP* nin Ml
ile iligkili oldugu sonucuna varilmistir. TSP genlerinin MI ile iliskisinin bulundugu
ilk biliylik ¢alisma Toplo vd. (2001) tarafindan yapilmig olup American Heart
Association (AHA)’ in 2001 yilinda top 10’ da yer almistir. Bununla beraber
tilkemizde TSP genleri ile MI arasindaki iliskinin arastirildigi herhangi bir ¢alismaya
rastlanmamis olup elde ettigimiz veriler iilkemiz i¢in ilk bulgulardir. Takip eden

yillarda yapilan ¢aligmalarda ise destekleyen ve aksini iddia eden raporlar
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yayinlanmistir. Bu farkli bulgular1 agiklamak i¢in en olas1 hipotez etnik kokene bagl
olarak goriilen genetik heterojenitedir. Ciinkii bu konuda gergeklestirilen tiim
caligmalar farkli popiilasyonlarda gergeklestirilmistir. KAH ve MI ile iligkili
olabilecegi diisiiniilen TSP genleri i¢in daha genis ve bakir popiilasyonlarda yeni

caligmalarin yapilmasi 6nerilmektedir.
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