TURKIYE CUMHURIYETI
KARADENIZ TEKNIK UNIVERSITESI
SAGLIK BILIMLERI ENSTITUSU

TIBBI BIYOKIMYA ANABILIM DALI

KORONER ARTER HASTALARINDA
MMP-2 VE MMP-9 DUZEYLERI ILE
TIiYOL/DISULFID DENGESI
ARASINDAKI ILISKININ INCELENMESI

Esma Nur SEKER

YUKSEK LISANS TEZI

Dr. Ogr. Uyesi Fulya BALABAN YUCESAN

TRABZON-2018






TURKIYE CUMHURIYETI
KARADENIZ TEKNIK UNIVERSITESI
SAGLIK BILIMLERI ENSTITUSU

TIBBI BIYOKIMYA ANABILIM DALI

KORONER ARTER HASTALARINDA
MMP-2 VE MMP-9 DUZEYLERI ILE
TIiYOL/DISULFID DENGESI
ARASINDAKI ILISKININ INCELENMESI

Esma Nur SEKER

YUKSEK LISANS TEZI

Dr. Ogr. Uyesi Fulya BALABAN YUCESAN

TRABZON-2018



ONAY

Bu Tez Yiiksek Lisans Tezi Standartlarina Uygun Bulunmustur
Prof. Dr. Siileyman Caner KARAHAN

Tibbi Biyokimya Anabilim Dali Bagkani

Karadeniz Teknik Universitesi Saglik Bilimleri Enstitiisii Tibbi Biyokimya Anabilim
Dali Yiiksek Lisans 6grencisi Esma Nur SEKER’in hazirladigi “Koroner Arter
Hastalarmda MMP-2 ve MMP-9 diizeyleri ile Tiyol/Disiilfid Dengesi Arasindaki
Iligkinin Incelenmesi” baghkli tez KTU Lisansiisti Egitim-Ogretim ve Sinav
Yonetmeliginin ilgili maddeleri uyarinca kapsam ve bilimsel kalite yoniinden

degerlendirilerek Yiiksek Lisans Tezi olarak kabul edilmistir.

Danigman Dr. Ogr. Uyesi Fulya B. YUCESAN ///%/

Yiiksek Lisans Sinav1 Jiiri Uyeleri

Dr. Ogr. Uyesi Fulya B. YUCESAN

Prof. Dr. Birgiil KURAL

Dog. Dr. Ibrahim TURAN

Bu tez KTU Saglik Bilimleri Enstitiisii Yonetim Kurulu’nun ..../.../.... tarih ve

... sayil1 karariyla onaylanmustir.

Prof. Dr. Ersan KALAY
Saglik Bilimleri Enstitiisii Miidiirii V.



BEYAN

Bu tez caliymasimin KTU Saghik Bilimleri Enstitiisii tez yazim kilavuzu
standartlarina uygun olarak yazildigini, tezin akademik ve etik kurallara bagli kalinarak
gergeklestirilmis 6zgilin bir bilimsel arastirma eserim oldugunu, tezde yer alan ve bu tez
calismasiyla elde edilmeyen tiim bilgi ve yorumlara kaynak gosterdigimi ve kaynaklarin
kaynaklar listesinde yer aldigini, tezin ¢alisilmasi ve yazimi asamalarda patent ve telif

haklarini ihlal edici bir davranigimin olmadigini beyan ederim.

Tarih: 05/11/2018

Esma Nur SEKER



ithaf

Bu yiiksek lisans tezimi, bu giinlere gelmemi en ¢ok isteyen rahmetli babama ve
benim bu giinlere gelmem igin hi¢hir fedakarliktan kaginmayan ve her zaman yanimda

olan sevgili abim Engin TASKIN a ithaf ediyorum.



TESEKKUR

Yiiksek Lisans egitimim boyunca ilminden faydalandigim, insani ve ahlaki
degerleri ile Ornek edindigim, yaninda c¢alismaktan onur duydugum, tez calismam
siiresince her asamada gostermis oldugu hosgorii, inang ve desteginden dolay1 degerli

danigman hocam Sayin Dr. Ogr. Uyesi Fulya BALABAN YUCESAN’a,

Yiiksek lisans egitimimde biiyiikk emekleri olan Biyokimya Anabilim Dal1 6gretim
tiyeleri Sayin Prof. Dr. E. Edip KEHA, Prof. Dr. Orhan DEGER, Prof. Dr. Asim OREM,
Prof Dr. S. Caner KARAHAN, Prof. Dr. Yiiksel ALIYAZICIOGLU, Prof. Dr. Birgiil V.
KURAL, Prof. Dr. Ahmet ALVER, Dog. Dr. Ahmet MENTESE’ye,

Kardiyoloji Anabilim Dal1 gretim iiyesi Prof. Dr. Cihan OREM’e ve Ars. Gor
Dr. Litfullah CANDAN’a,

Calismam sirasinda yardimlarini benden esirgemeyen, destek ve katkilari ile her

zaman yanimda olan Ars. Gor. Serap OZER YAMAN ve Ogr. Gor. Nihal TURKMENe,

Tibbi Biyokimya Anabilim Dali’ndaki tiim arastirma gorevlisi, doktora ve yliksek

lisans 6grencisi arkadaglarima,
Tiim asamalarda varliklarini hissettigim her daim yanimda olan sevgili aileme en

icten dileklerimle tesekkiir ederim.

Esma Nur SEKER

Bu tez calismasi Karadeniz Teknik Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri

Koordinasyon Birimi Tarafindan Desteklenmistir. Proje numarasi: TYL-2018-7322.




ICINDEKILER

KABUL ve ONAY

BEYAN

ITHAF

TESEKKUR

TABLOLAR DIiZINI

SEKILLER DiZINi

KISALTMALAR ve SIMGELER DiZINI

1 OZET

2. SUMMARY

3 GIRIS ve AMAC

4. GENEL BILGILER

4.1.  Koroner Arter Hastaligi

4.2, Ateroskleroz, Risk Faktorleri ve Oksidatif Stres
4.3.  Tiyol/Disiilfid Dengesi ve Koroner Arter Hastalig1
4.4.  Matriks Metalloproteinazlar

4.4.1. Koroner Arter Hastalig1 ile MMP-2 ve MMP-9 Arasindaki Iliski
4.4.2. MMP’ler ve Tiyol/Disiilfid Dengesi

5. GEREC ve YONTEM

5.1. Gereg

5.1.1. Kullanilan Cihazlar, Aletler ve Malzemeler
5.1.2. Kullanilan Kimyasal Maddeler

5.2. Yontem

5.2.1. Calisma Grubunun Olusturulmasi

5.2.2. Glukoz ve Lipid Parametrelerinin Olgiimii
5.2.3. Tiyol ve Disiilfid Diizeylerinin Belirlenmesi
5.2.4. MMP-2 Diizeylerinin Belirlenmesi

5.2.5. MMP-9 Diizeylerinin Belirlenmesi

5.2.6. Kullanilan Istatistik Yéntemleri

6. BULGULAR

6.1.  Calisma Grubunun Temel Ozellikleri

vii

Sayfa

x X

a

coO ~N o1 o1 o1 W N B

11
12
13
13
13
13
14
14
14
14
17
18
19
20
20



10.
11.

Calisma Grubunun Tiyol, Disiilfid, MMP-9 ve MMP-2 Degerleri
TARTISMA ve SONUC

KAYNAKLAR

ETIiK KURUL ONAYI

ONAM FORMU

OZGECMIS

viii

20
23
26
33
35
37



Tablo

Tablo 1.
Tablo 2.
Tablo 3.
Tablo 4.
Tablo 5.
Tablo 6.

Tablo 7.

TABLOLAR DiZiNi

Kullanilan cihazlar, aletler ve malzemeler
Kullanilan kimyasal maddeler ve iiretici firmalar
Toplam tiyol 6l¢limii i¢in uygulanan metod
Dogal tiyol 6l¢timii i¢in uygulanan metod
Kontrol ve hasta gruplarinin temel 6zellikleri
Kontrol ve hasta gruplarina ait tiyol, disiilfid,
MMP-9 ve MMP-2 degerleri

Kontrol ve hasta gruplarina ait korelasyon bulgulari

Sayfa
13
13
16
17
20

21
22



Sekil

Sekil 1.
Sekil 2.
Sekil 3.

Sekil 4

Sekil 5.
Sekil 6.
Sekil 7.

Sekil 8.

SEKILLER DiZiNi

MMP’lerin yapisi ve siniflandirilmasi

MMP proenzim aktivasyonu ve proteolitik aktivite inhibisyonu
Toplam tiyol standart grafigi

Dogal tiyol standart grafigi

MMP-2 standart grafigi

MMP-9 standart grafigi

Kontrol ve hasta gruplarinda toplam tiyol, dogal tiyol ve
disiilfid seviyelerinin dagilimi

Kontrol ve hasta gruplarinda MMP-9 seviyelerinin dagilimi

Sayfa

16
17
18
18

21
22



Xi

KISALTMALAR ve SIMGELER DIiZINi

Kisaltmalar

Apo A-I Apoliprotein A-1

BMI Viicut kiitle indeksi

DKB Diastolik kan basinci

D-TH Dogal tiyol

DTNB 5,5'-ditiyo-bis-(2-nitrobenzoik asit)
ECM Ekstraselliiler matriks

EGF Epitel biiylime faktorii

EC Epitel hiicre

EDTA Etilendiamin tetraasetik asit

GSH-px Glutatyon peroksidaz

GSH Rediikte glutatyon

HDL Yiiksek yogunluklu lipoprotein
HDL-K Yiiksek yogunluklu lipoprotein kolesterol
H202 Hidrojen peroksit

v-GluCys Gama glutamin sistein

IL-1 Interlokin-1

ICAM-1 Hiicreler aras1 adezyon molekiilii-1
KAH Koroner arter hastaligi

LDL Diistik yogunluklu lipoprotein

LDL-K Diistik yogunluklu lipoprotein kolesterol
MMP Matriks metalloproteinaz

MPO Miyeloperoksidaz

MT-MMP Membran tip matriks metalloproteinaz
NaBHz4 Sodyum borhidriir

NaCl Sodyum klortir

NO Nitrik oksit

NADPH Nikotinamid adenin dintikleotid fosfat
ox-LDL Okside diisiik yogunluklu lipoprotein
0?2 Stiperoksit



OH
ONOOr
PAI-1
pro-MMP

PDGF
PGE2
RCT
ROS
SKB
SMC
SNP
SOD
TIMP
T-SH
TG
TGF-p
TNF-a
TK
TRiS-HCI
uPA
VCAM-1
VEGF
VSMC

Xii

Hidroksil radikali

Peroksinitrit

Plazminojen aktivator inhibitorii-1
Zimojen formda konumlanmis matriks
metalloproteinaz

Trombosit kaynakli biiytime faktorii
Prostoglandin E2

Ters yonde kolesterol taginmasi
Reaktif oksijen tiirleri

Sistolik kan basinci

Diiz kas hiicreleri

Tek niikleotit polimorfizim

Siiperoksit dizmutaz

Doku matriks metalloproteinaz inhibitori
Toplam tiyol

Trigliserid

Transforme edici biiyliime faktorii- beta
Tiimor nekrozis faktor-alfa

Total kolesterol

(Hidroksimetil) aminometan hidroklorid
Urokinaz-tip plazminojen aktivatorii
Vaskiiler hiicre adezyon molekiilii-1
Vaskiiler endotelyal biiylime faktorii

Vaskiiler duz kas hiicreleri



1. OZET

Koroner Arter Hastalarinda MMP-2 ve MMP-9 Diizeyleri ile Tiyol/Disiilfid

Dengesi Arasindaki Iliskinin Incelenmesi

Tiyol/disiilfid  dengesi  organizmanin  oksidan-antioksidan ~ durumunu
degerlendirmek i¢in kullanilmaktadir. Koroner arter hastaligi (KAH), diyabet, kanser
gibi ¢esitli hastaliklarda tiyol/disiilfid dengesinin bozuldugu tespit edilmistir. Matriks
metalloproteinazlardan MMP-2’nin ve MMP-9’un koroner arter hastalarinda proteolitik
biyobelirte¢ olarak kullanilabilecegi one siiriilmektedir. Oksidatif stres MMP’lerin
aktivitesini etkileyen faktorlerdendir. Planladigimiz ¢alisjmada MMP-2 ve MMP-9
diizeyleri ile tiyol/disiilfid dengesi arasindaki iliski KAH’da incelendi. Calisma grubu
50 akut koroner sendrom hastasi ve anjiyografisi normal 30 kontrol olmak {izere toplam
80 kisiden olustu. Tiyol ve disiilfid diizeyleri kolorimetrik yontemle, MMP-2 ve MMP-
9 diizeyleri ELISA yoOntemi ile belirlendi. Hasta grubuna ait toplam tiyol ve dogal tiyol
diizeylerinin kontrol grubuna gore azaldigi gozlenirken (p=0.001, p=0.003), MMP-9
diizeylerinin ise arttig1 tespit edildi (p=0.041). Hasta ve kontrol grubunun dogal
tiyol/disiilfid orani, disiilfid ve MMP-2 diizeyleri arasinda fark bulunmadi (p=0.211,
p=0.707, p=0.437). Kontrol ve hasta grubunda, toplam tiyol ile dogal tiyol, toplam tiyol
ile disiilfid diizeyleri arasinda pozitif iligki bulundu (p=0.001, p=0.001). Distilfid
diizeyleri kontrol grubunda HDL-K ile negatif korelasyon gosterdi (p=0.031). Ayrica
hasta grubunda MMP-2 diizeyleri ile dogal tiyol diizeyleri arasinda anlamli negatif
iliski gozlenirken (p=0.020) MMP-9 diizeyleri ile iliski bulunamadi. Sonug olarak,
toplam tiyol ve dogal tiyol diizeylerinin azalmasi ve MMP-9 diizeylerinin artmasina
ragmen, koroner arter hastalarinda MMP-2 ve MMP-9 diizeyleri ile tiyol/disiilfid

dengesi arasinda iliski bulunamamustir.

Anahtar  Kelimeler:  Ateroskleroz, = Kardiyovaskiiler = Hastaliklar, = Matriks
Metalloproteinazlar, Oksidatif Stres, Siilfidril Bilesikleri



2. SUMMARY

Investigation of The Relationship Between Thiol/Disulfide Homeostasis and Levels
of MMP-2 and MMP-9 in Coronary Artery Disease

The thiol/disulfide homeostasis is used to assess the oxidant-antioxidant status of
the organism. It has been found that thiol/disulfide homeostasis has been impaired in
various diseases like coronary artery disease (CAD), diabetes mellitus and cancer. It is
suggested that MMP-2 and MMP-9 from matrix metalloproteinases can be used as
proteolytic biomarkers in coronary artery disease. Oxidative stress is a factor affecting
the activity of MMPs. The relationship between MMP-2 and MMP-9 levels and
thiol/disulfide homeostasis in coronary artery disease was investigated in the planned
study. The study group consisted of a total of 80 subjects, 50 acute coronary sydrome
patients and 30 control which has normal angiography. While thiol and disulfide levels
determined by colorimetric method, MMP-2 and MMP-9 levels determined by ELISA.
While the total thiol and native thiol levels of the patient group decreased (p=0.001,
p=0.003), MMP-9 levels increased (p=0.041) according to the control group. There was
no difference between native thiol/disulphide ratio, disulphide and MMP-2 levels of
both patient and control group (p=0.211, p=0.707, p=0.437). Positive correlation was
found between total thiol and natural thiol, and between total thiol and disulfide levels
in control and patient group (p=0.001, p=0.001). Disulfide levels were negatively
correlated with HDL-C in the control group (p=0.031). Moreover, significant negative
correlation was observed between MMP-2 levels and native thiol levels in the patient
group (p= 0.020) but there was no correlation with MMP-9 levels. In conclusion,
although total thiol and native thiol levels decreased and MMP-9 levels increased,
relationship could not found between MMP-2 and MMP-9 levels and thiol/disulfide

balance in coronary artery disease.

Key Words: Atherosclerosis, Cardiovascular Diseases, Matrix Metalloproteinases,
Oxidative Stress, Sulfhydryl Compounds



3. GIRIS ve AMAC

Kardiyovaskiiler hastaliklar tiim diinyada en Onemli saglik problemi olmaya
devam etmektedir. Ulkemizde de durum farkli olmayip, kardiyovaskiiler hastaliklar
olim sebeplerinin basinda yer almaktadir. Tiirkiye Istatistik Kurumu 2016 yili
istatistiklerine gore 6liim sebeplerinin %39.8’ini olusturan dolasim sistemi hastaliklari
ilk sirada bulunmaktadir (1). Kardiyovaskiiler hastaliklarin altinda yatan baslica sebep
aterosklerozdur. Ateroskleroz orta ve biiylik arterlerin intima tabakasinda gelisen,
“aterom” denilen fibréz-yagli plak olusumu ile karakterize, kronik inflamatuvar bir
hastaliktir. Genetik yatkinlik, hipertansiyon, dislipidemi, diyabet, obezite, sigara,
bakteriyel ve viral enfeksiyonlar ve oksidatif stres ateroskleroza neden olan baslica risk
faktorleridir (2, 3). Oksidatif stres aterosklerozun baslangicinda ve gelisiminde 6nemli

bir role sahiptir (3).

Stiperoksit anyon (O2), hidrojen peroksit (H202), lipid peroksit, peroksinitrit
(ONOO") ve ozon (O3) gibi reaktif oksijen tiirleri (ROS) aracilig1 ile diisiik dansiteli
lipoproteinlerin (LDL) oksidatif modifikasyonu sonucu meydana gelen okside LDL
(oXLDL) aterosklerozun baslangi¢ ve ilerleme safthasinda anahtar rol oynamaktadir (2).
Organizmayr ROS'un zararli etkilerine karsi korumak ig¢in, c¢esitli enzimatik ve
enzimatik olmayan antioksidan mekanizmalar devreye girer. Tiyoller bu antioksidan
mekanizmalarda rolii olan molekiillerdendir (4). Hiicrelerde oksidatif stresin
onlenmesinde kritik rol oynayan tiyoller, bir kiikiirt atomu ve bir hidrojen atomuna
sahip siilfidril grubu (-SH) igeren organik bilesiklerdir. Plazma tiyol havuzu ¢ogunlukla
albumin, sistein (Cys), sisteinil glisin, glutatyon, homosistein ve y-glutamil sistein (y-
GluCys) gibi diisiik molekiil agirlikli tiyollerden olusmaktadir (5, 6). Tiyoller,
oksidanlar varliginda oksidasyon reaksiyonuna girerek disiilfid bagi olusturabilir.
Oksidatif stres durumunda, Cys kalintilarinin oksidasyonu, proteinin tiyol gruplari ve
diisiik molekiil agirlikli tiyoller arasinda disiilfidlerin geri doniisiimlii olusumuna neden
olabilir. Olusan disiilfid baglar1 tekrar tiyol gruplarina indirgenebilir, boylece dinamik
tiyol/distilfid dengesi korunmus olur (6). Dinamik tiyol/disiilfid dengesi antioksidan
korumada, detoksifikasyonda, sinyal iletiminde, apoptozda, enzimatik aktivitenin
diizenlenmesinde, transkripsiyon faktorlerinde ve hiicresel sinyal mekanizmalarinda

kritik rollere sahiptir. Diyabet, kardiyovaskiiler hastaliklar, kanser, romatoid artrit,



kronik bobrek hastaligi gibi ¢esitli hastaliklarda tiyol/disiilfid dengesinin bozuldugu
tespit edilmistir (7-9).

Aterosklerozun baslangi¢c ve gelisim siirecinde ekstraseliiler matriksin (ECM)
sentez ve yikimi arasindaki dengenin bozulmasi anahtar rol oynamaktadir. Bu dengenin
bozulmasinda proteolitik enzimler olan matriks metalloproteinazlar (MMP) yer alir.
MMP’ler ECM ile bazal membran komponentlerini pargalayan ve aktif bolgesinde
¢inko bulunan, kalsiyuma bagimli enzimlerdir (10). Oksidatif stres MMP’lerin
aktivitesini etkileyen faktorlerdendir. Oksidanlarin varligt MMP’leri dogrudan veya
dolayl olarak aktive eder. MMP’ler 6zellikle akut miyokard enfarktiisiine yol agan plak
bozuklugu siireci ile iligkili aterosklerotik kardiyovaskiiler hastaliklarin (KVH)
patogenezinde 6nemli bir rol oynamaktadirlar (11). Ozellikle MMP-2 ve MMP-9
koroner arter hastalarinda (KAH) proteolitik biyobelirte¢ olarak diistiniilmektedir.
MMP-2, kalp kasi hiicrelerinde spesifik hiicre i¢i proteinleri hidroliz eden ve bdylece
kasilma fonksiyonunu azaltabilen Onemli bir proteazdir (12, 13). KAH ve
hipertansiyonda MMP-9 seviyelerinin dolasimda arttigi ve kardiyovaskiiler olaylarla
iliskili oldugu gozlemlenmistir (11). ROS, tiyol gruplariyla reaksiyona girerek MMP-2
ve MMP-9 da dahil olmak iizere birgok farkli MMP'yi aktive eder. MMP-2 ve MMP-9
kopiik hiicrelerinin radikal ajanlar {iretmesi sonucu ECM’de aktiflesirler. Boylece
oksidatif stres MMP zimojenlerinin uyarilmasii artirarak bolgesel metalloproteinaz
etkinliginin artmasina ve arteriyel duvarin yeniden sekillenmesine katkida bulunur (14).
Bununla birlikte, glutatyon, N-asetilsistein (NAC) ve lipoik asit (LA) gibi
antioksidanlar ROS ile indiikklenen MMP aktivasyonuna karsi koruma saglar (15).
Planlanan bu ¢aligmanin amaci1 koroner arter hastalarinda MMP-2 ve MMP-9 diizeyleri

ile tiyol/disiilfid dengesi arasindaki iligkiyi ortaya koymaktir.



4. GENEL BILGILER
4.1. Koroner Arter Hastahg

Koroner arter hastaligi (KAH), immiin hiicrelerin subendotelyal alana gogiiniin
aterosklerotik plaklarin  olusumuna ve/veya ilerlemesine ve arter duvarlarinin
kalinlagsmasina sebep olan inflamasyon ile karakterize bir hastaliktir. KAH gelismis
iilkelerde énde gelen mortalite nedenlerinden biridir. Ulkemizde de bu durum ayn1 olup,
Olim nedenleri arasinda KAH ilk siray1 almaktadir (1, 16). Kardiyovaskiiler

hastaliklarin altinda yatan baslica sebep aterosklerozdur (2).
4.2. Ateroskleroz, Risk Faktorleri ve Oksidatif Stres

Ateroskleroz orta ve biiyiik arterlerin intima tabakasinda gelisen, “aterom” denilen

fibroz-yagli plak olusumu ile karakterize, kronik inflamatuvar bir hastaliktir (16).

Gelismis canlilarda, arter ii¢ histolojik tabakadan olusmaktadir. Bunlar, tunika
intima, tunika media ve tunika adventisyadir. Tunika intima, limene en yakin katmandir
ve vaskiiler duvarin en ince tabakasi olup, membrana bagl tek sira endotel hiicrelerden
olusur. Kollajen ve elastinden olusan ince bir subendotelyal ECM igermektedir. Endotel
sadece kani g¢evresindeki dokudan ayirmak icin fiziksel bir bariyer gérevi yapmakla
kalmaz ayn1 zamanda koagiilasyon, inflamasyon ve damar tonusunun diizenlenmesine
de katilir. Intima tabakasmin kalinlasmasi aterosklerozun en erken evrelerinden biridir.
Tunika medya ise; damar yapisinin orta katmanidir. Yapisal glikoproteinler, hiyaliironik
asit ve dekorin gibi proteoglikanlar ve kollajence zengin bir ECM'ye goémiilii vaskiiler
diiz kas hiicre (VSMC) katmanlarindan olusur. Bu kas tabakasi, kan akiginin
ayarlanmasindan ve vaskiiler tonusun korunmasindan sorumludur. Tunika medyanin
kalinlig1 arter ¢api ile koreledir. Tunika adventisya, kollajen ve fibroblastlarca zengin
damarin dis tabakasidir (17, 18).

Ateroskleroz gelisiminde meydana gelen patolojik olaylar; endotel disfonksiyonu
ve aktivasyonu, monosit/makrofaj adezyonu, aktivasyon ve gogii, oksidatif stres, lipid
birikimi, ECM sentezi, SCM goc¢ii ve proliferasyonu, plagin yeniden damarlanmasidir.
(19, 20).



Ateroskleroz olusumuna neden olan risk faktorlerini; genetik yatkinlik,
hipertansiyon, obezite, diyabet, sigara kullanimi, hiperlipidemi, oksitatif stres, yiiksek
yogunluklu lipoprotein (HDL) seviyesinin azalmasi ve lipid oksidasyonuna bagl kopiik

hiicre olusumu olarak sayabiliriz. (21, 22-24).

Oksidatif stres, serbest oksijen radikallerinin asir1 miktarda {retilmesi ve
antioksidan savunma sistemlerinin oksidan radikalleri ile karsilastirildiginda, yetersiz
olmasi sonucunda ortaya ¢ikar. Oksidatif stres, diyabet ve kardiyovaskiiler hastaliklar
basta olmak {iizere diger bircok kronik hastaligin gelisiminde rol oynamaktadir.
Organizmada gergeklesen metabolik reaksiyonlar sonucu nitrik oksit (NO), 02, ONOO
veya hidroksil (OH) radikali gibi ROS’lar iiretilmektedir. Hiicrelerdeki ROS un baslica
kaynagi mitokondrideki elektron kagaklaridir. Normal sartlarda bunlar enzimatik veya
enzimatik olmayan sistemler tarafindan temizlenmektedirler. Fakat ROS iiretimi
arttiginda metabolizmadaki oksidan-antioksidan denge oksidanlar tarafina kayar. Bu
durum aterosklerozun da yer aldigi ¢esitli kronik ve dejeneratif hastaliklarin

patogenezinde rol oynar (25, 26).

Mitokondride iiretilen ROS’lar, aterosklerotik siirecin hizlanmasinda etkili olan
ONOO’i olusturur. Olusan ONOO™ mitokondrial DNA (mtDNA) kusurlarini,
enflamasyonu ve hiicre yaslanmasini artirarak mitokondriyal fonksiyon bozukluguna
neden olur. Buna gére mtDNA hasarinin kardiyovaskiiler hastaliklarin baglamasinda ve
gelisiminde Onemli bir rol oynadigi diisliniilmektedir (27, 28). ROS’lar DNA
oksidasyonu diginda lipidlerin ve proteinlerin oksidasyonuna da yol agmaktadir. Lipid
oksidasyonu sonucu HDL ve LDL’nin yapis1 bozulur. HDL, apolipoprotein A-1 (apoA-
1) aracihigiyla periferik dokulardan karacigere kolesterol taginimini gergeklestirerek
plazma kolesterol dengesini diizenler. Oksidasyona bagli gelisen HDL’nin alt
tabakasindaki degisiklikler sonucu apoA-1’in etkinligini kaybetmesiyle HDL-C plazma
diizeyi azalir (13, 29, 30).

Diisiik yogunluklu lipoproteinin intima i¢inde O ile oksitlenmesi sonucu oxLDL
meydana gelir. oxLDL'nin varlig1 pro-inflamatuvar genlerin ekspresyonunu baslatarak
intima ig¢ine monosit alimina yol agar. oxLDL'ye yanit olarak intima icerisinde ¢ogalan
monositler makrofajlara farklilagir. Kemokinler tarafindan iiretilen kimyasal sinyaller

vasitasiyla monosit/makrofajlar inflamasyon alanlarina yonelirler. Makrofajlar bu



alanda bulunan oxLDL’yi alarak kopiik hiicrelerine doniisiirler ve aterosklerozun ilk
lezyonu olan yags1 ¢izgiyi olustururlar. Bdylece sitokinler, fibrojenik aracilar ve
bliylime faktorlerinin ekspresyonu baglatilmis olur. Salgilanan bu molekiiller
VSMC’lerin proliferasyonuna ve gogiine neden olur. VSMC'nin go¢ii ve ¢ogalmasi ile
ekstraselliiler matriksin yapilanmasi sonucu aterosklerozun ileri lezyonu olan “aterom
plak” yapist olugur. Olusan bu lezyon hidrolitik enzimler tarafindan pargalanir. Bunu
takiben vazokonstriiksiyon ve trombosit agregasyonu baslatilarak tromboz gelisir.

Gelisen bu tromboz damar tikanikliligina neden olur (31-32).
4.3. Tiyol/Disiilfid Dengesi ve Koroner Arter Hastalig

ROS’lar oksidatif hasardan sorumlu birincil molekiillerdir. Oksidatif hasara kars1
korunmada; ekzojen kaynakli E vitamini, C vitamini ve fenolik bilesikler gibi
antioksidanlar ile endojen kaynakli siiperoksit dismutaz (SOD), glutatyon peroksidaz
(GSH-Px) ve diger tiyol grubu igeren antioksidanlar etkilidir (4, 33). ROS'larin birincil
hedefi sitozolde tiyol grubu igeren proteinlerdir. ROS’larin ilgili proteinlerle
etkilesimini engellemek i¢in ortamda tiyolleri igeren antioksidanlar, ROS’larla disiilfid

bagi olustururlar (34).

Merkaptanlar olarak da adlandirilan tiyoller, siilfidril grubu (-SH) igeren
bilesiklerdir. Tiyoller metabolizmada serbest formda veya proteinlere bagli sekilde
bulunarak plazma tiyol havuzunu olustururlar. Plazma tiyol havuzu; alblimin, sistein,
homosistein, sisteinilglisin, rediikte glutatyon (GSH) ve y-GluCys’den olusmaktadir.
Tiyoller, organizmada yer alan toplam antioksidanlarin biiylik kismini olusturarak
ROS'a kars1 savunmada 6nemli bir rol oynamaktadirlar. Antioksidan tiyol gruplarindan
olan GSH, peroksit ve diger oksidanlarla reaksiyona girerek geri doniisiimlii
yiikseltgenmis glutatyona (GSSG) doniisiir. Daha sonra olusan GSSG tekrar GSH’a
indirgenerek tiyol/disiilfid dengesi korunmusg olur. Bu dengenin 6nemi, antioksidan
korumada, detoksifikasyonda, sinyal iletiminde, apoptozda, enzimatik aktivitenin
diizenlenmesinde, transkripsiyonel olaylarda ve hiicresel sinyal mekanizmalarinda
onemli rollere sahiptir. Tiyol/disiilfid dengesi kardiyovaskiiler hastaliklar1 da igine alan

diger pek ¢ok hastaligin gelisiminde etkilidir (8, 33, 35).

Antioksidanlar, serbest radikal olusumunu, lipid peroksidasyonunu ve KAH
etkeni olan ateroskleroz gelisimini inhibe eder. Oksidatif stres altinda, oksidanlarla tiyol
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gruplarinin etkilisime girmesi sonucu tiyol grubu yiikseltgenir. Metabolizmadaki ROS
diizeyine bagli olarak yiikseltgenmis tiyol gruplarn tekrar indirgenebilir. Boylece
tiyol/distilfid dengesi korunmus olur. Plazma disiilfid diizeyinin artmasiyla bozulan
tiyol/distilfid dengesi, intima tabakasinda ateroskleroz lezyon olusumunu tetikleyerek

KAH’a neden olur (9, 36).
4.4. Matriks Metalloproteinazlar

Matriksinler olarak da adlandirllan MMP’ler; ECM ile bazal membran
komponentlerini yikima ugratan, aktif bolgesinde Zn*" ve Ca** tasiyan endopeptidaz
ailesindendir. MMP’ler, ilk kez 1949 yilinda pargalayici enzimler olarak tanimlanmistir.
Takip eden yillarda, aktiflesmis MMP’lerin tiimor ve timdr benzeri yapilarin
gelisiminde stroma ve damar olusumuna katkida bulundugu diistiniilmiistiir. 1960’11
yillarin sonlarina dogru omurgali canlilardan MMP’ler izole edilirken, ayni1 yillarda
cesitli memelilerden MMP’ler kismen saflagtirilmistir. Seksenli yillarin sonlarina dogru
ilgili enzimlerin yapisal benzerlikleri incelenmistir. Giiniimiizde de MMP’lerin yapisal

ve fonksiyonel 6zellikleri tizerine ¢alismalar devam etmektedir (10, 13, 14, 37).

Matriks metalloproteinazlar ECM yapisin1 diizenleyerek matriksteki molekiiler
sinyallerin kontroliinde, hiicre ¢cogalmasinda, hiicre farklilagsmasinda ve hiicre 6liimiinde
temel rol oynamaktadir. MMP’ler morfogenez, anjiyogenez, doku onarimi ve ECM nin
yeniden yapilanmasi gibi bir¢ok fizyolojik fonksiyon i¢in hayati 6nem tasimaktadir.
Bununla birlikte koroner arter hastaligi, kanser, artrit, nefrit ve kronik tilser gibi gesitli

patolojik durumlarda MMP’lerin asir1 veya diizensiz aktivitesi sz konusudur (38, 39).

Son yillarda yapilan calismalarda 24 farkli gen tarafindan kodlanan 28 tane MMP
enzimi oldugu belirtilmistir. MMP’lerin yapist1 ve smiflandirilmas: Sekil 1°de
verilmistir. Yapisal olarak; pre-domain, pro-domain ve katalitik bolge biitiin MMP’lerde
ortak olup, MMP-7 ve MMP-26 hari¢ tim MMP’lerde hemopeksin benzeri bolgeler
mevcuttur. MMP’ler N-terminalde propeptid kisim 80 aminoasitten olusurken katalitik
bolgede 180 aminoasitten olusmaktadir. Pre-domain bdlge MMP’lerin hiicreden
salimimini diizenlemektedir. Pro-domain bolge, Sistein aminoasitinde bulunan siilfidril
grubuyla ve Kkatalitik bolgedeki ¢inko ile etkileserek MMP’lerin inaktif halde
konumlanmasini saglamaktadir. Bu etkilesim de “Sistein switch” anahtar modeli olarak

adlandirilmaktadir. Pro-domain ve katalitik bolge arasindaki disiilfid baginin
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kirilmasiyla inaktif MMP’ler aktif hale ge¢mektedir. Hemopeksin benzeri bolge ise
substrat ve doku matriks metalloproteinaz inhibitorlerinin (TIMP) baglandigi bolgedir.
MMP’ler yapilarina ve substrat 6zgiinliiklerine goére, endotel hiicreler, makrofajlar,
fibroblastlar, SMC, lenfositler, trombositler, kondrositler, keratinositler, mezensimal
hiicreler, notrofiller, trofoblastlar ve osteoblastlar gibi ¢ok ¢esitli hiicre tipleri tarafindan

uretilmektedir (40-45).

Pre Pro Kanalitik Hemopeksin-benzen
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Sekil 1. MMP’lerin yapisi ve smiflandiriimasi (Oztiirk’den, 40)

Matriks metalloproteinazlar, substrat 6zgiinliigii, sekans benzerligi ve domain
icerigine gore altt gruba ayrilirlar. Bunlar, Kollajenazlar, Jelatinazlar, Stromelisinler,
Matrilizinler, Membran tipi MMP’ler, Makrofaj Elastaz1 ve diger MMP'lerdir.
Jelatinazlar grubunda yer alan MMP-2 (jelatinaz A) ve MMP-9’un (jelatinaz B) katalitik
bolgesinde bulunan fibronektin kisim ilgili jelatinazlarin kollajene, elastine ve jelatine
yiiksek ilgi ile baglanmalarini saglayarak proteolitik etkinliklerini artirir. MMP-9 elastin
ve tip 1V, V, XI kollajenlerini pargalarken, MMP-2 Tip 1, 11, 111 kollajeni ve interstisyel
kollajenazlarin baslattig1 kollajen yikimini tamamlar (46-48, 49).

Matriks metalloproteinazlar inaktif halde sentezlendikten sonra zimojen
formlarinin uyarilmasi, hiicre i¢inde olabilecegi gibi hiicre yiizeyinde de olabilir. Hiicre
yiizeyinde gergeklesen enzim aktiflesmesi, membran tip matriks metalloproteinazlar
(MT-MMP) vasitasiyla olabilecegi gibi zimojen form uyarilmasi proteazlar veya daha

onceden aktiflesmis MMP'ler yoluyla da olabilir. Zimojen uyarilmasini takiben



MMP’nin propeptit bolgesindeki sistein kompleksinden bir ¢inko iyonu serbestleserek
disiilfid bagin kirilmasiyla MMP aktivasyonu gergeklesir (49-53).

Poritif Etkiler Negatif Etkiler
. TGEF-B,
IL-1, TNF-o, PDGF { Heparin,
- Kortikosteroidler :
Transkripsi“-on :'.'. A :
i TIMP Genleri
e
Aktivasyonu
pro- stromelisin
pro-jelatinaz A
o pro-jelatinaz B
frrrreeree e ey = pro-kollajenaz
{ PAI-1 PAL2 ...
R - S
uPA, Plazmin \J ‘ '
) Aktivasyon - TIMP1 2ve3
MT-MMP | '
L . | Aktive Enzimler
Pozitif Geri Bildirim —
Stromelisin
Jelatinaz B H :
Kollajenaz : TIMP 1 :[IMPE :
_...+i Sentetik Inhibitorler
- : :
. Proteoliz
‘ Elestraselliler Matriks E » Digsik Molekul Agirlikli
/ Peptidler

Sekil 2. MMP proenzim aktivasyonu ve proteolitik aktivite inhibisyonu (Dollery’den,
54)

Matriks metaloproteinaz etkiliginin diizenlenmesi Sekil 2’de gosterildigi gibi
transkripsiyon, pro-enzim etkinlesmesi ve TIMP seklinde 1ii¢ basamakta
gerceklesmektedir. MMP gen ekspresyonu, timoér nekrozis faktor-alfa (TNF-o),
interlokin-6 (IL-6), IL-1, trombosit kaynakli biiyiime faktorii (PDGF) ve epidermal
bliylime faktorii (EGF) gibi birgok biliylime faktorii ve hormonlar tarafindan
uyarilmaktadir. Heparin, kortikosteroidler, retinoidler ve prostoglandin E2 (PGE2)
MMP’lerin gen transkripsiyonunu baskilamaktadir. Transforme edici biiytime faktorii-
beta (TGF-B), MMP-2 ve MMP-9’un gen ekspresyonunu uyarirken, MMP-1 ve MMP-
3'in gen ekspresyonunu baskilamaktadir. Pro-MMP’lerin monosit/makrofaj, SMC’ler
veya iirokinaz-tip plazminojen aktivatorii (UPA) araciligiyla aktiflesmektedir. Aktiflesen
enzim diger proenzimlerin de aktiflesmesini saglar. Ateroskleroz gelisiminde VSMC
proliferasyonunun uPA ekspresyonunu arttirdigi  saptanmistir. Sonug¢ olarak uPA
aracilifiyla aktif hale gelen MMP’lerden 6zellikle MMP-2 ve MMP-9’un aktiflesmesi,
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aterosklerotik plak olusumu sirasinda ECM’nin yeniden modellenmesini de i¢ine alan
diger birgok aterosklerotik agsamada etkili oldugu belirlenmistir. uPA, inaktif formdaki
plazminojenin aktif plazmin forma doniisimiinii katalizler. Plazmin pro formdaki
MMP-1’1, MMP-3’ii ve MMP-9’u aktif formlarina doniistiirii. MMP-3’{in, pro-MMP-
1’1 aktiflestirilmesinde de gortldigi tzere, MMP’ler kendi aralarinda etkileserek
birbirlerini aktive edebilirler. Aktif formdaki MMP-1, pro-MMP-9’u, MT-MMP’ler de
diger MMP’leri aktiflestirir. Ayrica oksidatif stres kosullar1 altinda makrofajlarin kopiik
hiicrelerine doniistimii ile artan ROS’lar MMP-2 ve MMP-9’u aktif hale gegirirler. Aktif
hale gegen MMP’lerin aktivasyonunu engellemek i¢in doku matriks metalloproteinaz
inhibitorleri (TIMP) devreye girer. TIMP-1, TIMP-2, TIMP-3 ve TIMP-4 olarak bilinen
dort protein tamimlanmistir.  TIMP’lerin, MMP’in  Zn*™* igeren aktif bolgesine
baglanmasiyla MMP’nin aktivitesinin kaybolmast sonucu MMP’lerin substratina
baglanmasi engellenmis olur. TIMP-1, MMP-9 ile bir kompleks olustururken, TIMP-2
tercihen MMP-2 ile bir kompleks olusturmaktadir (52, 54, 55).

Organizmada iiretilen ROS'lar araciligiyla MMP-2 ve MMP-9’un sistein-Zn*2
etkilesimi bozulmaktadir. Son zamanlarda yapilan ¢alismalarda, sadece siiperoksit ve
NO'nun degil, ONOO”in de MMP aktivasyonuna katildigi gosterilmistir. Gii¢li bir
oksidatif reaktif olarak, protein, lipid ve DNA oksidasyonuna neden olan ONOO™nin
MMP-9 aktivasyonunu da tetikleyebilecegi diistintilmektedir (56-58).

4.4.1. Koroner Arter Hastalig ile MMP-2 ve MMP-9 Arasindaki iliski

Matriks metalloproteinazlarin kardiyovaskiiler hastalik ve plak olusumuna katkida
bulundugu bilinmektedir. Koroner arter hastaliginda monositler, ROS’lar ve
enflamatuar molekiiller MMP’leri aktiflestirirler. Aktif MMP’ler, aterosklerotik plak
olusumu, restenoz ve aort anevrizmasi gibi birgok patolojik olguya neden olurken, plak
olusumunda SMC’lerin go¢iinii arttirir. Devaminda ortamda monosit/makrofaj birikimi
artmaya baglar. Makrofajlarin kopiik hiicrelere doniisiimiiyle fibroz-yagl plakta lipid
cekirdek olusumu baglar. Yanit olarak Tiimor nekrozis faktor-alfa (TNF-a) salgilanir ve
MMP-9 aktivasyonunu uyarir. MMP-9, makrofajlar tarafindan olusturulan fibroz-yaglh
plag1 parcalayarak, tromboz olusumuna ya da Ml'a yol acar. MMP-2'nin proteolitik
aktivasyonu ise akut MI’1n olusumunda etkilidir (17, 38, 59).
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4.4.2. MMP’ler ve Tiyol/Disiilfid Dengesi

ROS’larin antioksidanlar ya da antioksidan enzimler tarafindan etkisiz hale
getirildigi bilinmektedir. Bu antioksidanlar arasinda yer alan tiyoller, ROS’lar ile
etkilesime girerek zararli etkilerini ortadan kaldirirlar. Tiyol grup konsantrasyonu
ortamdaki ROS seviyesiyle ters orantili olarak degisir. Ortamda ROS seviyesinin
artmasina bagli olarak plazma tiyol konsantrasyonu azalir ve tiyol/disiilfid dengesi
bozulmus olur. Bu dengenin bozulmasi ortamda oksitatif stresin daha da artmasina yol

acar. Oksidatif stresle artan ROS tiretimi MMP’lerin aktivasyonunu arttirir (60).
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5. GEREC ve YONTEM

5.1. Gerec

5.1.1. Kullamilan Cihazlar, Aletler ve Malzemeler

Bu tez ¢alismasinda kullanilan cihazlar, laboratuvar aletleri ve malzemeleri tireticCi

firmalari ile birlikte Tablo1’de listelenmistir.

Tablo 1. Kullanilan cihazlar, aletler ve malzemeler

Kullanilan Cihazlar, Aletler ve Malzemeler

Uretici Firmalar

Vorteks

Mikropleyt

Santrifiij

Manyetik karistirict
Cesitli hacimlerde otomatik pipet
Saf su cihazi

Hassas analitik terazi
Mikropleyt okuyucu
Calkalayict

Mikropleyt yikayicist
Deney tiipleri

Derin dondurucu -80 °C
pH metre

Niive, NM 110

Greiner Bio-one

Eppendorf 5804

Ikamag RH

Eppendorf

Aquatron 4 AD

Metler Toledo AB 204-S
Molecular DevicesVERSA max
Niive SL 350

Biotek

SH&GLASS

Thermo

Hanna Instruments, HI 9321

5.1.2. Kullanilan Kimyasal Maddeler

Calismada kullanilan kimyasal maddeler ve iiretici firmalar1 hakkinda bilgi Tablo

2’de verilmistir.

Tablo 2. Kullanilan kimyasal maddeler ve iiretici firmalar

Kullanilan Kimyasal Maddeler

Uretici Firma

Rediikte glutatyon (GSH)

5-5' Ditiyobis-2-nitrobenzoik asit (DTNB)
Etilendiamin tetraasetik asit (EDTA)
Sodyum borhidriir (NaBH4)

Sodyum kloriir (NaCI)

Tris-HCI

Formaldehid

Metanol

Insan MMP-2 ELISA Kiti

Insan MMP-9 ELISA Kiti

SIGMA (G4251
SIGMA 67H1095
SIGMA E6758
MERCK S5139573

SIGMA

SZBE1470V

SIGMA  SLBL6398V
MERCK 818708
MERCK 113351
R&D SYSTEM

R&D SYSTEM
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5.2. Yontem

Bu proje KTU Tibbi Biyokimya Anabilim Dali ve Kardiyoloji Anabilim Dali
isbirligi ile gerceklestirilmistir. Projemiz KTU Tip Fakiiltesi Bilimsel Arastirmalar Etik
Kurulu tarafindan 25.09.2017 tarihli ve 6 numarali karar ile onaylanmis (Bkz. Etik
Kurul Onay Belgesi) ve Karadeniz Teknik Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri
Koordinasyon Birimi BAP06-Lisansiistii Tez Projesi destegi almistir (Proje numarasi:
TYL-2018-7322).

5.2.1. Calisma Grubunun Olusturulmasi

Calisma grubu Karadeniz Teknik Universitesi Tip Fakiiltesi Kardiyoloji Anabilim
Dalinda Klinik endikasyon dahilinde koroner anjiyografi yapilmis 50 akut koroner
sendrom hastas1 ve koroner arterlerinde lezyon bulunmayan anjiyografisi normal 30
kontrol olmak iizere toplam 80 kisiden olustu. Hasta ve kontrol gruplarindan koroner
anjiyografi oncesinde ayrintili 6ykii alinarak viicut kiitle indeksi (BMI), bel ¢evresi,
nabiz, sistolik kan basinci (SKB) ve diastolik kan basinct (DKB) oSl¢iimleri yapildi.
Buna ek olarak hipertansiyon, sigara, aile Oykiisii, diabetes mellitus ve hiperlipidemi
gibi KAH risk faktorleri belirlendi. Malign neoplazmi, sistemik enfeksiyonu, ciddi
karaciger veya bobrek hastaligi olanlar ve 18 yas alti hastalar ile gebeler ¢aligma
grubuna dahil edilmedi. Calisma grubunda yer alan bireylerden antikoagiilansiz ve
antikoagiilan olarak EDTA igeren vakumlu tiiplere kan 6rnekleri alindi, 3000 rpm’de 15
dk santriflij edildikten sonra serum ve plazma kisimlar1 saklama tiiplerine alinarak -80

°C’de muhafaza edildi.
5.2.2. Glukoz ve Lipid Parametrelerinin Ol¢iimii

Glukoz, total kolesterol (TK), trigliserid (TG), LDL-K ve HDL-K &lgiimleri KTU
Farabi Hastanesi Rutin Biyokimya Laboratuarinda gergeklestirildi. Bu parametrelerin

6l¢iimleri Beckman Coulter AU5800 otoanalizoriinde orjinal kitleri kulanilarak yapildi.
5.2.3. Tiyol ve Disiilfid Diizeylerinin Belirlenmesi

Serum tiyol ve disiilfid diizeyleri Erel ve Neselioglu (6) tarafindan gelistirilen
yontem kullanilarak belirlendi. Yontemin prensibi Ellman reaktifi ile 415 nm’de
spektrofotometrik Slgiime dayanmaktadir. Bu yonteme gore numunedeki toplam tiyol

(T-SH) ve dogal tiyol (D-SH) diizeyleri belirlendi. Numunenin toplam tiyol igerigi
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sodyum borhidriir (NaBH4) ile modifiye edilmis Ellman reaktifi [5,5'-ditiyo-bis-(2-
nitrobenzoik asit) (DTNB)] kullanilarak 6lgiildii. NaBHs serumdaki disiilfid baglarini
(-S-S-) tiyol gruplarma (-SH) indirger, reaksiyon karisimindaki kullanilmayan fazla
NaBH4 formaldehitle uzaklastirilir. Boylece D-SH ve NaBHs ile indirgenmis disiilfid
baglariin toplamindan olusan T-SH belirlenmis olur. Numunedeki D-SH diizeyi ise
klasik Ellman reaktifi ile belirlendi. T-SH miktarindan D-SH miktar1 ¢ikarilip ikiye

boliinerek numunedeki disiilfid miktar: bulundu.
Kullanilan Cozeltiler:

Reaktif 1A (10 mM NaBH4, % 50 v/v): 3.78 mg NaBHs, 5 mL metanol ve 5 mL
distile su ¢ozeltisinde ¢ozerek toplamda 10 mL’lik ¢6zelti hazirlandi.

Reaktif 1B (10 mM NaCl, % 50 v/v): 58.5 mg NaCl, 50 mL metanol ve 50 mL distile

su ¢ozeltisinde ¢ozerek toplamda 100 mL’lik ¢6zelti hazirlandi.

Reaktif 2 (6.715 mM formaldehit, 10 mM EDTA): 0.5 mL formaldehit ve 3.8 g
EDTA 1000 mL 100 mM pH 8.2 Tris tamponunda ¢6ziildii.

Reaktif 3 (10 MM DTNB): 39.63 mg DTNB 10 mL metanolde ¢6ziildii.

Standart: GSH standart olarak kullanildi. 1000, 500, 250, 125, 62.5, 31.25, 15.625
uM’lik standartlar hazirlandi. Kor olarak saf su kullanildi. 3.0732 mg GSH bir miktar
saf suda ¢oziiliip son hacmi 10 mL’ye tamamlanarak 1000 uM’lik standart hazirlandi.

Seri diliisyon yapilarak diger standartlar hazirlandi.

Toplam Tiyol Ol¢iimii (T-SH): Reaktif 1A, 2 ve 3 6l¢iim icin kullanildi. Toplam tiyol
ol¢iimii i¢in takip edilen asamalar Tablo 3’te verildi. ikinci absorbans degerinden ilk
absorbans degeri ¢ikarilarak delta absorbans bulundu, hesaplamalarda delta absorbans
degerleri kullanildi. Konsantrasyon hesabi Sekil 3’te verilen standart grafik kullanilarak

yapildi. Toplam tiyol 6l¢limii i¢in intra-assay % CV degeri 8.11 olarak bulundu.
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Tablo 3. Toplam tiyol 6l¢iim asamalar1

Kor (uL) Serum (pL) Standart (uL)
Kor 10 - -
Serum - 10 -
Standart - - 10
Reaktif 1A 10 10 10
Reaktif 2 110 110 110
415 nm’de ilk absorbans okundu.
Reaktif 3 10 10 10
Oda sicakliginda 5 dk bekledikten sonra 415 nm’de ikinci absorbans
okundu.
0,7 y = 0,0006x
R2=0,9977

Absorbans (415 nm)

200 400

600 800 1000
GSH Konsantrasyonu (pM)

1200

Sekil 3. Toplam tiyol standart grafigi

Dogal Tiyol Olgiimii (D-SH): Reaktif 1B, 2 ve 3 &l¢iim igin kullamldi. Dogal tiyol

ol¢limii igin takip edilen asamalar Tablo 4’te verildi. ikinci absorbans degerinden ilk

absorbans degeri ¢ikarilarak delta absorbans bulundu, hesaplamalarda delta absorbans

degerleri kullanildi. Konsantrasyon hesabi, Sekil 4’te verilen standart grafik kullanilarak

yapildi. Dogal tiyol 6l¢iimii i¢in intra-assay % CV degeri 8.06 olarak bulundu.
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Tablo 4. Dogal tiyol 6l¢iimii asamalari

Kor (uL) Serum (pL) Standart (uL)
Kor 10 - -
Serum - 10 -
Standart - - 10
Reaktif 1B 10 10 10
Reaktif 2 110 110 110
415 nm’de ilk absorbans okundu.
Reaktif 3 10 10 10
Oda sicakliginda 5 dk bekledikten sonra 415 nm’de ikinci absorbans
okundu.

Disiilfid Miktarimin Hesaplanmasi: T-SH miktarindan D-SH miktar1 ¢ikarilip ikiye

boliinerek numunedeki disiilfid miktar: bulundu.

y = 0,0006x
R% =0,9994

o
Ll
1

=
~

Absorbans (415 nm)
[e»] [e»]
o 98]

o
[EEY

o

0 200 400 600 800 1000 1200
GSH Konsantrasyonu (puM)

Sekil 4. Dogal tiyol standart grafigi

5.2.4. MMP-2 Diizeylerinin Belirlenmesi

Serum MMP-2 miktar1 sandvi¢ ELISA yontemi ile MMP-2 kiti (R&D Systems
Quantikine Human MMP-2 Immunoassay, Lot: P164097, Katalog No: MMP200)
kullanilarak belirlendi. Kit protokoliine uygun olarak MMP-2 6l¢iimii yapildi. Sekil 5
teki standart grafik kullanilarak MMP-2 konsantrasyonu hesaplandi. Sonuglar ng/mL

olarak verildi.
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Sekil 5. MMP-2 standart grafigi

5.2.5. MMP-9 Diizeylerinin Belirlenmesi

Serum MMP-9 miktar1 sandvi¢ ELISA yontemi ile MMP-9 kiti (R&D Systems
Quantikine Human MMP-9 Immunoassay, Lot: P162217, Katalog No: DMP900)
kullanilarak belirlendi. Kit protokoliine uygun olarak MMP-9 6l¢iimii yapildi. Sekil 6
daki standart grafik kullanilarak MMP-9 konsantrasyonu hesaplandi. Sonuglar ng/mL

olarak verildi.

y =0,0002x%- 0,0078x?+ 0,2112x
R?=0,9999

N
wu
1

o]

Absorbans (450-540 nm)
=
= w
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w
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Sekil 6. MMP-9 standart grafigi
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5.2.6. Kullanilan istatistik Yontemleri

Calismada elde edilen veriler, normal dagilima uyan parametreler i¢in aritmetik
ortalama ve standart sapma, normal dagilima uymayan parametreler i¢in ortanca ve
ceyrekler arasi oran ile ifade edildi. Parametrelerin normal dagilima uygunlugu
"Kolmogorov-Smirnov" testi yapilarak belirlendi. Normal dagilima uyan parametrelerde
hasta ve kontrol grubu karsilastirmasi "Student t-test" yapilarak, normal dagilima
uymayan parametrelerde hasta ve kontrol grubu karsilastirmas: "Mann-Whitney U" testi
yapilarak degerlendirildi. Hasta ve kontrol grubu risk faktorleri yiizde olarak verildi ve
Iki grubun karsilastirmasi1 “ki-kare” testi ile yapildi. Parametreler arasindaki iliskiyi
degerlendirmek igin "Pearson™ veya "Spearman” korelasyon analizi yapildi. P<0.05

degerleri istatistiksel olarak anlamli kabul edildi.
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6. BULGULAR

6.1. Calisma Grubunun Temel Ozellikleri

Kontrol ve hasta gruplarinin temel O6zellikleri Tablo 5’te sunuldu. Calismaya

katilan hasta grubunun yas ortalamasi kontrol grubuna gore yiiksekti. BMI, bel ¢evresi,
SKB, DKB, nabiz, TK, TG, HDL-K ve LDL-K diizeyleri agisindan gruplar arasinda

anlamli fark bulunmadi. Gruplar risk faktorleri bakimindan karsilastirildiginda

hipertansiyon ve diabetes mellitus dykiisii hasta grubunda anlamli olarak ytiksekti.

Tablo 5. Kontrol ve hasta gruplarinin temel 6zellikleri

Kontrol Hasta p
n=30 n=>50

Yas (yil) 56.8£15.6 65.2+10.7 0.013

Min-Max 24 -85 37-82 -
Erkek, n (%) 16 (53) 36 (72) 0.090
BMI (kg/m?) 282 +4.4 28.7+4.1 0.700
Bel cevresi (cm) 98.5+10.7 99.4 +12.02 0.700
SKB (mmHg) 124 + 14 127 £15.2 0.430
DKB (mmHg) 80 (75-81.25) 70 (75-80) 0.060*
Nabiz (vurus/dk.) 73.8 £8.05 73.5+11.3 0.900
TK (mg/dL) 167 +35.12 178 +37.95 0.280
TG (mg/dL) 106 (75-180) 129 (75-177) 0.210*
HDL-K (mg/dL) 39.9+£10.6 36.4+8.6 0.110
LDL-K (mg/dL) 121 £29.4 131 +31.5 0.150
Glukoz (mg/dL) 95 (84-114) 106 (87-143) 0.061*
Risk faktorleri (%)

Hipertansiyon 30 64 0.003**

Sigara 7 20 0.106**

Aile oykiisii 46 32 0.206**

Diabetes Mellitus 7 26 0.032**

Hiperlipidemi 17 32 0.131**

*p degeri "Mann Whitney U testi" ne gore verildi. Degerler ortanca (¢eyrekler arasi oran) ile

ifade edildi. ** p degeri "Ki-Kkare testi" ne gore verildi.

6.2. Calisma Grubunun Tiyol, Disiilfid, MMP-9 ve MMP-2 Degerleri

Calismaya katilan kontrol ve hasta gruplarima ait tiyol, disiilfid, dogal
tiyol/distilfid orani, MMP-9 ve MMP-2 degerleri Tablo 6’da verildi. Hasta grubuna ait
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toplam tiyol ve dogal tiyol diizeylerinin kontrol grubuna gore azaldigi gozlendi (Sekil
7). Fakat hasta ve kontrol grubunun disiilfid diizeyleri ve dogal tiyol/disiilfid oranlar
arasinda fark bulunmadi. Bunun yaninda hasta grubunda MMP-9 diizeylerinin kontrol
grubuna gore arttig1 tespit edilirken (Sekil 8), hasta ve kontrol grubunun MMP-2

diizeyleri arasinda fark bulunmadi.

Tablo 6. Kontrol ve hasta gruplarina ait tiyol, distilfid, MMP-9 ve MMP-2 degerleri

Kontrol Hasta
n=30 n=>50 P
Toplam tiyol (uM) 271+37.8 238 +34.7 0.001
Dogal tiyol (uM) 194 +32.01 170 +32.7 0.003
Disiilfid (uM) 38.8+15.4 342+ 15.15 0.211
Dogal tiyol/disiilfid oran: 4.76 (3.5-6.4) 4.97 (4-8.5) 0.706*
MMP-9 (ng/mL) 508 (360-829) 745 (461-1031) 0.041*
MMP-2 (ng/mL) 248 + 66.1 235+73.3 0.437

* p degeri "Mann Whitney U testi" ne gore verildi. Degerler ortanca (¢eyrekler arasi oran) ile
ifade edildi.

350 B Toplam tiyol (uM)
ODogal tiyol (uM)
300
B Distilfid (uM)
250
200
150
100
50
IS
. \\\\

Kontrol Hasta

Sekil 7. Kontrol ve hasta gruplarinda toplam tiyol, dogal tiyol ve disiilfid seviyelerinin
dagilimi. *Toplam tiyol ve dogal tiyol degerleri kontrole gére p<0.05
diizeyinde anlamlidur.
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Sekil 8. Kontrol ve hasta gruplarinda MMP-9 seviyelerinin  dagilimi. *p< 0.05

diizeyinde anlamlidur.

Kontrol ve hasta gruplarina ait korelasyon bulgular1 Tablo 7’de verildi. Hem

kontrol hem de hasta grubunda toplam tiyol ile dogal tiyol, toplam tiyol ile disiilfid

diizeyleri arasinda pozitif iliski bulundu. Disiilfid diizeyleri her iki grupta da HDL-K ile

negatif korelasyon gosterirken, bu iliski kontrol grubunda istatistiksel olarak anlamli

bulundu. Kontrol ve hasta grubunda toplam tiyoliin yas artis1 ile beraber anlamli

diizeyde azaldigi tespit edildi. Hasta grubunda MMP-2 diizeyleri ile dogal tiyol

diizeyleri ve dogal tiyol diizeyleri ile yas arasinda anlamli negatif iliski gozlenirken,

kontrol grubunda bu iki degisken arasinda iliski bulunamadi.

Tablo 7. Kontrol ve hasta gruplarina ait korelasyon bulgulari

Kontrol

Degiskenler r p r p

Toplam tiyol — Dogal tiyol 0.625 0.001 0.597 0.001
Toplam tiyol — Disiilfid 0.581 0.001 0.501 0.001
Disiilfid - HDL-K -0.417 0.031 -0.224 0.135
Dogal tiyol - MMP-2 - - -0.343 0.020
Toplam tiyol — Yas -0.518 0.006 -0.328 0.026
Dogal tiyol — Yas - - -0.359 0.014
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7. TARTISMA ve SONUC

Koroner arter hastalarinda organizmanin oksidan-antioksidan durumunu
degerlendirmek i¢in kullanilan tiyol/disiilfid dengesi ile MMP-2 ve MMP-9 diizeyleri
arasindaki iliskiyi ortaya koymayir amacgladigimiz calismamizda hasta grubuna ait
toplam tiyol ve dogal tiyol diizeylerinin kontrol grubuna gore azaldigi, disiilfid
diizeylerinin ve dogal tiyol/disiilfid oraninin degismedigi gozlemlendi. Caligmamizla
paralel olarak Altiparmak ve ark. (61) koroner arter hastalarinda toplam tiyol ve dogal
tiyol diizeylerinin azaldigin1 ve bu azalisin koroner arter hastalik ciddiyeti ile iliskili
oldugunu tespit ettiler. Bunun yaninda disiilfid/dogal tiyol oranmin degismedigini
gozlemlediler. Ayni sekilde Kundi ve ark. (5) akut miyokard infarktiis ge¢iren hastalarin
toplam tiyol ve dogal tiyol diizeylerini kontrol grubuna gore daha diisiik bulurken,
distilfid diizeyini hasta grubunda daha diisiik bulmalarina ragmen, disiilfid/dogal tiyol
oranini hasta grubunda anlamli yiliksek buldular. Ates ve ark. (4) tarafindan yapilan
primer hipertansiyonu olan hastalarda ve Kiziltung ve ark. (9) tarafindan yapilan bagka
bir caligmada koroner arter ektazi hastalarinda toplam ve dogal tiyol diizeylerinin hasta
grubunda azaldig, disiilfid diizeyinin artt1g1, dogal tiyol/disiilfid oraninin azaldig: tespit
edildi. Calismamizda ve yukarida sozii edilen calismalarda serum tiyol ve disiilfid
diizeyleri Erel ve Neselioglu (6) tarafindan gelistirilen yontem kullanilarak belirlendi.
Bu yonteme gore numunedeki toplam tiyol (T-SH) ve dogal tiyol (D-SH) diizeyleri
belirlendi. Disiilfid bagi iki kiikiirt atomunu birlestiren tek bag oldugu i¢in T-SH
miktarindan D-SH miktar1 c¢ikarilip ikiye boliinerek numunedeki disiilfid miktar
bulundu. Yontemin prensibi temelde Ellman reaktifi ile spektrofotometrik Ol¢lime
dayanmaktadir. Toplam tiyol serumda bulunan indirgenebilir disiilfid baglar1 sodyum
borhidriir ile indirgendikten sonra Ellman reaktifi kullanilarak o6l¢iildii. Serumda
bulunan dogal tiyol diizeyi ise indirgeyici ajan kullanilmadan klasik Ellman reaktifi ile
belirlendi. Serum tiyol iceren molekiiller yoniinden incelendiginde serum tiyol havuzu
bliylik oranda albiimin ve protein tiyollerinin yaninda daha az oranda sistein, glutatyon,
homosistein gibi diisiik molekiil agirlikli tiyol bilesiklerinden olugmaktadir. Bu
molekiillerde bulunan tiyol gruplart ROS’lar tarafindan oksidasyona ugrar ve distilfid
baglar1 olusur. Olusan distilfid baglar1 antioksidanlar tarafindan tekrar tiyol gruplaria
indirgenir ve bdylece tiyol/disiilfid dengesi korunmus olur. Calismamizda kontrol grubu

ile karsilagtirildiginda hasta grubunda bu dengenin korunmus oldugunu gérmekteyiz.
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Aslinda koroner arter hastaliginin altinda yatan baslica sebep olan ateroskleroz
gelisiminde rolii oldugu bilinen artan oksidatif stres ile sonuglanan oksidan-antioksidan
dengenin bozularak tiyol/disiilfid dengesinin disiilfid yoniine kaymasini ve bu oranin
azalmasin1 beklemekteydik. Hasta grubunda tiyol diizeylerinin azalmasimma ragmen
distilfid diizeyinin degismeden kalmasi mevcut antioksidan mekanizmalarin olusan

distilfidlerin bertaraf edilmesi konusunda yeterli oldugunu diisiindiirebilir.

Koroner arter hastaliginin progresyonunda rolii olan ECM sentez ve yikimi
arasindaki dengenin bozulmasinda proteolitik enzimler olan MMP’ler yer alir. Oksidatif
stres MMP’lerin aktivitesini etkileyen faktorlerdendir. Koroner arter hastalarinda
proteolitik biyobelirte¢ olarak diigiinilen MMP-2 ve MMP-9 diizeylerini de
belirledigimiz ¢alismamizda hasta grubunda MMP-9 diizeyleri kontrol grubuna gore
anlamli yiiksek iken MMP-2 diizeylerinde degisim gozlenmedi. Literatiirde elde
ettigimiz bu sonug ile uyum gosteren arastirmalar mevcuttur. Wu ve ark. (62) MMP-9
diizeylerinin KAH grubunda kontrol grubuna gore arttigini belirlediler. Ferroni ve ark.
(63) yapmus olduklar1 ¢aligmalarinda akut miyokard enfaktiis geciren hastalarin MMP-9
diizeylerini anlamli derecede yiiksek bulurken, MMP-2 diizeylerinde bir farklilik
bulamadilar. Tan ve ark. (64) karotid ateroskleroz ciddiyeti ile serum MMP-9
diizeylerinin arttigin1 gozlemlediler. MMP’lerin transkripsiyonunu ve aktivasyonunu
baglatan etkenlerden birtanesi de oksidatif strestir. Organizmadaki ROS diizeyinin artis1
MMP’lerin gen ekpresyonunda artisa ve bunun sonucunda MMP-2 ve MMP-9
seviyelerinin artisina neden olabilir. Dolayisiyla artan oksidatif stres kosullari altinda
MMP-2 ve MMP-9 diizeylerinde artis gozlenebilir (65). Ortamda ROS’un artmasi ve
endojen kaynakli antioksidanlarin azalmasi sonucu MMP-2 ve MMP-9 aktive olarak
kollajen  yikimim1  arttirir.  Boylece  miyokardin  yeniden yapilanmasi ve
patofizyolojisinde 6nemli rol oynar (66). ROS artisi ile aktiflesen MMP-9 aterom plagin
fibroz tabakasini pargalayarak tromboz olusumuyla kararsiz anjina veya MI’a yol
acabilir (38). Ayrica makrofajlar tarafindan salinan MMP-9 ECM’nin yapisin1 bozarak
SMC’lerin intima tabakasina goglinli kolaylastirarak ateroskleroz lezyonunun
olusumuna katki saglar. Bunun yaninda tiyol bilesiklerinin MMP aktivitelerini
degistirdigini gosteren ¢alismalar da bulunmaktadir. Bogani ve ark. (60) endotel hiicre
kiltirinde yaptiklar1 ¢alismada N-asetilsistein, glutatyon ve lipoik asit gibi tiyol
bilesiklerinin ROS ile indiiklenen MMP-2 ve MMP-9 aktiviteleri ilizerinde farkl
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diizeyde artis veya azalisa neden olduklarini belirlediler. Tiyollerin MMP’ler {izerinde
etkilerinin farkli olmasini tiyol gruplar tagiyan antioksidanlarin yapisal farkliliklar: (N-
asetilsistein ile GSH’nin monotiyol ve lipoik asitin ditiyol gruplarina sahip olmasi)
sebebi ile MMP’nin katalitik bolgesine farkli etki edebileceklerini ve organizmadaki

tiyol konsantrasyonunun da MMP’lerin aktivitesini etkileyebilecegini one siirdiiler (60).

Calismamizda tiyol ve disiilfid diizeyleri ile MMP-2 ve MMP-9 diizeyleri
arasindaki iligski degerlendirildiginde, hem kontrol hem de hasta grubunda toplam tiyol
ile dogal tiyol, toplam tiyol ile disiilfid diizeyleri arasinda pozitif iliski bulundu. Analiz
yontemi goz Oniine alindiginda bu beklenen bir iliskidir. Ashfaq ve ark. (35) sub-klinik
ateroskleroz ile plazma glutatyon redoks potansiyeli (En GSH/GSSG) arasindaki iligkiyi
ortaya koyduklar1 c¢alismalarinda geleneksel risk faktorlerinden bagimsiz olarak
glutatyon redoks potansiyelinin saglikli bireylerde erken ateroskleroz gelisimini
belirlemede faydali bir oksidatif stres biyobelirteci olabilecegini ileri siirdiiler.
Calisgmamizda hasta grubunda MMP-2 diizeyleri ile sadece dogal tiyol diizeyleri
arasinda anlamli negatif iliski gdzlenirken, MMP-9 ile parametreler arasinda anlamli bir

iliski gbzlenmedi.

Artan oksidatif stres hipertansiyon, diyabet, hiperlipidemi gibi standart KAH risk
faktorlerinin olusumuna neden olabilir ya da tam tersi s6z konusu olabilir. Artan
oksidatif stres de MMP-2 ve MMP-9 proteinazlarin direk yada indirek aktivasyonuna ve
MMP-2 ve MMP-9 diizeylerinde artisa neden olabilir. Calismamizda elde ettigimiz
bulgular sonucunda koroner arter hastalarinda toplam tiyol ve dogal tiyol diizeylerinin
azalmast ve MMP-9 diizeylerinin artmasina ragmen, oksidatif stress durumunu
degerlendirmek icin kullandigimiz tiyol/disiilfid dengesi ile MMP-2 ve MMP-9

diizeyleri arasinda iliski bulunamamustir.
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9. ETiK KURUL ONAYI

KARADENIZ TEKNIK
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Konu: Etik Kurul onay belgesi

Sayin; Y.Dog. Dr. Fulya BALABAN YUCESAN
Tibbi Biyokimya ABD.

“Koroner Arter Hastalarinda MMP-2 ve MMP-9 Diizeyleri ile Tiyol/Distilfid Dengesi
Arasindaki lliskinin Incelenmesi™ bashkh etik kurul 2017/149 protokol numarali tez calismasi
raportdr ve etik kurul goriisleri dogrultusunda: ubbi ctik acidan uygun olduguna karar

verilmistir.

Prof.Dr.Faruk AYDIN
L:tik kurul Baskan

Bilginizi ve geregini rica ederim.

Ek: 1 adet onay belgesi
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10. ONAM FORMU

ASGARI BILGILENDIRILMIS
GONULLU OLUR FORMU ORNEGI

Ben Karadeniz Teknik Universitesi T1p Fakiiltesinde yiiriitiilmekte olan “Koroner Arter
Hastalarinda MMP-2 ve MMP-9 diizeyleri ile Tiyol/Disiilfid Dengesi Arasindaki
Iliskinin Incelenmesi” adli arastirmaya denek olarak katilmay1 goniilliiliikkle kabul

ediyorum.

Bana, tarafindan arastirmanin amaci anlatildi. Yapilacak olan bu ¢alismada benden bir
kereligine mahsus olmak tizere 2 tiip kan alinacagi, konu ile ilgili biyokimyasal
analizler yapilacagi ve ilgili sonuglarin tarafima bildirilecegi anlatildi. Arastirmadan
tibbi olarak bir yarar saglanmasi s6z konusu olmadigi, ancak bu caligmadan ¢ikarilan
sonuclarin gelecekte baska insanlarin yararma kullanilabilecegi ve dogrudan yarar
gormeyi ya da tedavinin seyrinin degistirilmesini beklememek gerektigi tarafima
bildirildi.

Arastirmaya katilimin istege bagl oldugu ve istedigim zaman, herhangi bir cezaya veya
yaptirima maruz kalmaksizin, hi¢cbir hakkimi kaybetmeksizin arastirmaya katilmayi
reddedebilecegimi veya arastirmadan ¢ekilebilecegimi ve aragtirmanin sagligim {izerine

herhangi bir tehlikesinin olmadigini biliyorum.

Arastirma siiresince kendimle ilgili bir olumsuzluk hissettigimde (Dr.Cihan OREM) ve
(Fulya B.YUCESAN’a) 0 533 2374615 nolu telefondan 24 saat ulasabilecegimi

biliyorum.

Arastirma sonuglarinin, egitim ya da bilimsel amaglarla kullanilmasi sirasinda benim
mahremiyetime saygi gosterilecegine inaniyorum. Arastirma sirasinda arastirma ile
dogrudan yada dolayli olarak iligkisi olan herhangi bir saglik sorunum oldugunda bu
sorunun giderilecegi giivencesi verildi. GoOniillii olarak katilmaya karar verdigim
aragtirmanin ekonomik sorumlulugunun bana ait olmadig1 ve arastirma i¢in 6ngoriilen

stirenin 6 ay oldugu sdylendi.
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Bu aciklamalar1 anladim ve goniilliiliikkle bu onami verdim. S6z konusu arastirmaya,

hicbir baski ve zorlama olmaksizin kendi rizamla katilmay1 kabul ediyorum.

Hasta/Denegin:
Adi1 Soyadz:
Imzas:

Adresi Telefon:

Tanik/Vekil:
Adi Soyad:
Imzast:

Adresi Telefon:

Aydinlatan Hekim Adi Soyadi ve Imzas:
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