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OZET

Akut Koroner Sendrom’lu Hastalarda M atriks M etalloproteinaz-1 (MM P-1),
Doku Inhibitérii (TIMP-1) ve Oksidel DL’ nin Koroner Anjiografi Bulgularyilefligkilerinin
Degerlendirilmes

Stabil olmayan gogus agrisindan akut miyokard enfarktisiine (AMI) kadar degisebilen
farkli klinik tablolarla karsimiza ¢ikan akut koroner sendrom (AKS)'un gelisiminde bir takim
inflamatuvar streglerle birlikte aterosklerotik plak olusumu rol almaktadir. Farkli tipteki matriks
metalloproteinazlar (MMP), doku inhibitorleri ve OksLDL’'nin bu inflamatuvar sirecte ve
gelisen iskemi-reperfizyon hasarimin farkli asamalarinda yer aldigr ileri strtlmektedir. Ancak
gunumuizde koroner reperfizyonun ilk dakikalarinda erken 6lumcll hasar olusturdugu ileri
sirilen MMP-1 ve OksLDL arasindaki iligski ve bunlarin miyokardial hasar olusumu stirecindeki
degisimleri tam olarak agikliga kavusmanmustir.

Calismamizda MMP-1, doku inhibitord (TIMP-1) ve OksLDL’in AKS' deki tamisal ve
prognostik degerlerini belirlemek amac ile klinik olarak stabil anjina, anstabil anjina ve AMI
tamsi almis 39 hastadan ve kardiyojenik problemi olmayan 17 kisiden olusan kontrol grubundan
alinan kan drneklerinde analizler ELISA yontemi ile gerceklestirildi. TUm parametreler diger
kardiyak belirtecler ile kiyaslama yapilarak, koroner anjiyografi bulgulari ile birlikte
degerlendirildi. ilk periferik kan 6rnekleri hastaneye basvurduktan sonraki 6.-12. saat arasinda,
ikinci ornekler ise ilk 6rnekten sonraki 18.-36. saatler arasinda alindi. Anjiyografi ncesi alinan
kan orneklerinde es zamanli calisilan MMP-1 ve TIMP-1 dizeylerinin orant ile damar
lezyonlarimin ciddiyetini gosteren Gensini Skoru arasinda orta derecede bir korelasyon saptandi (
r =0.501, p<0.048 ). MI'l1 hastalarda baslangicta belirlenen MMP-1 dizeyleri ile, 18-36 saat
sonra alinan 2. 6rnekteki TIMP-1 duzeyleri arasinda korelasyon saptand: ( r = 0.811, p<0.001).

Sonug olarak calismamiz kardiyak kateterizasyon isleminin olcllen parametreler Uzerine
olan etkisinin bertaraf edilerek MMP-1 ve TIMP-1 dizeylerinin birlikte degerlendirilmesinin
damar lezyonunun yayginligint belirlemede yardimci olabilecegini gostermistir. Ancak non-
invaziv bir prognostik belirtegc olarak kullamlmalari daha genis capli calisma gruplarinda
yapilacak klinik ve biyokimyasal calismalara ihtiyag gostermektedir.

Anahtar kelimeler: Akut koroner sendrom, MMP-1, TIMP-1, OksLDL, Modifiye Gensini
Skoru



SUMMARY

Evaluating the relationship of matrix metalloproteinase-1 (MM P-1), tissue inhibitor
(TIMP-1) and oxidized LDL with coronary angiography results in patients with acute

coronary syndrome

The formation of atherosclerotic plague with some inflammatory processes plays arolein
the development of acute coronary syndrome which occurs with variable clinical diseases
changing from unstable angina pectoris to acute myocardial infarction. It has been suggested that
different subgroups of matrix metalloproteinases, tissue inhibitors and oxidized LDL were
included in these inflammatory processes and seperate pathways of developing ischaemia-
reperfusion injury. Today, the relation between MMP-1 and OxLDL which are proposed to
congtitute early mortal injuries in the first minutes of coronary reperfusion and their changes in
myocardial injury processis not clarified yet.

In our study to determine the value of MMP-1, TIMP-1 and OxLDL in diagnosis and
prognosis of patients with ACS, the assays in blood samples that have been collected from 39
patients with the diagnosis of stable angina, unstable angina, acute myocardial infarction and 17
people forming the control group who had no cardiovascular diseases were studied with ELISA.
First blood samples were collected 6.-12. hours after registration and second samples were
collected 18.-36. hours after the first samples. All samples were taken before coronary
angiography. MMP-1, TIMP-1 and OxLDL were compared to coronary angiography results and
the other cardiac markers. A moderate correlation was found between the ratio of the simultan
blood levels of MMP-1, TIMP-1 and Gensini score which predict the severity of vessel lesions ( r
=0.501, p<0.048 ). A correlation was found between the first sample levels of MMP-1 and
second sample levelsof TIMP-1 (r = 0.811, p<0.001).

Our study suggested that the ratio of MMP-1 and TIMP-1 levels in patients with ACS
might have a prognostic value to determine the vascular lesion severity with elimination of the
effect of cardiac catheterization. For their use as a non-invasive prognostic marker, well
controlled and defined studies in larger study groups should be considered.

Key words: ACS, MMP-1, TIMP-1, OxLDL, Modified Gensini Score



1. GiRIiS VE AMAC

Akut Koroner Sendrom (AKS), koroner arterlerin akut hastaligi olup farkli klinik
Ozellikler gostermektedir. Ani 6limlerin basta gelen nedenlerindendir. Hastaligin gelisiminde
aterosklerotik plaklar rol alirken, bir takim inflamatuvar olaylar stirecinde bu plaklarin olusmast
sekillenmektedir. Hicreleraras: kollajen, aterosklerotik plaklarin ana komponentidir. Kollajen
yikimindan sorumlu matriks metallo proteinaz (MMP)’ lar plak yirtilmasinda etkin rol alarak plak
instabilitesine ve damarin yeniden yapilanmasina neden olmaktadirlar. Yapilan deneysel ve
klinik calisgmalarda, damar endotel ve duz kas hicreleri ile makrofajlarin MMP-1 ve TIMP-1
ekspresyonu gosterilmistir. Yiksek MMP-1, TIMP-1 ve OksLDL dizeyleri ile seyreden koroner
arter hastalarinda bu parametrelerin komplike plak gelisiminde rol oynadigi, aym zamanda bu
kisilerin daha sonradan olusabilecek kardiyovaskiler olaylar agisindan yuksek risk tasiyabilecegi
dustnulmuastir. MMP-1'in OksLDL ile salimminin arttig:r ve TIMP-1 ile inhibe oldugu yapilan
ayri deneysel calismalarda gosterilmistir. Tim bunlar MMP-1, TIMP-1 ve OksLDL’nin
bahsedilen inflamatuvar stiregte rol oynadiklarini dustindtrmstar.

TIMP-1 ve MMP-1'in AKS'li hastalarda aktif plak riptiriinde ve ekstraseltler matriks
yikiminda birbirleriyle denge halinde bu yikim sekillendirdikleri distnuldiginde MMP-1 ile
TIMP-1'in es zamanh calisilip aralarindaki iliskinin AKS'li hastalarin prognozunda faydal1
olabilecegi hatta bu iliskinin bagimsiz bir belirte¢ olarak kullanilabilecegi ileri sirdlebilir. Bu
amacla MMP-1 ve TIMP-1 iliskisinin, koroner arter hastalarinda olusan lezyonun yayginligim ve
ciddiyetini derecelendiren ‘Modifiye Gensini Skoru’ ile degerlendirilmesi hedeflendi.

Daha Once yapilan deneysel calismalarda LDL’'nin oksidasyonu ile MMP-1  salinimi
arasinda bir iliski oldugu ileri surulmustir. Ancak yaptigimiz literatlr taramasina gore bu iligki
hentiz klinik bir calismada gosterilememistir. Bu nedenle bizim ¢alismamizda AKS'li ve SAP' i
hasta gruplarinda OksLDL ile MMP-1 duzeyleri arasindaki iliskinin degerlendirilmesi de
amaglandh.

AKS'li hastalarda plak olusumu ve riptirt sirecinde, MMP-1, TIMP-1 ve OksLDL
duzeylerinin degerlendirilmesinin bu hasta grubunda erken tam ve prognoz agisindan degerli
sonuglar verebilecegi dustnildu. Calisma ile AKS li hastalarda erken tam ve prognoz agisindan
MMP-1, TIMP-1 ve OksLDL ' nin degerleri ve birbirleriyle iliskilerinin arastirilmas: amagland.

Tant ve prognostik agidan MMP-1, TIMP-1 ve OksLDL dizeylerinin gunimtzde
kullanilan Troponin-I ve CRP gibi kardiyak belirteclerle iliskilendirilmesi planlandi. Koroner



arter hastaliklariyla iliskisi bilinen HDL, LDL gibi lipid profili parametrelerinin OksLDL ile
baglantilarimin arastirilmasinin faydali olabilecegi distintldu.

Y apilan deneysel ve klinik ¢alismalarda koroner arter ligasyonu uygulanan kobaylarda ve
AKS'li hastalarda MMP-1 , TIMP-1 ve OksLDL dizeylerinin ortalama 24 saat iginde degistigi
gogerilmistir. Kardiyak kateterizasyon isleminin de MMP-1 , TIMP-1 ve OksLDL dizeylerini
etkiledigini gosteren calismalar mevcuttur.

Buradan yola cikilarak calismamizda ayrica MMP-1, TIMP-1 ve OksLDL diizeylerinin
degerlendirilmesinde kardiyak kateterizasyon isleminin 6l¢llen parametreler tizerine olan etkisini
bertaraf etmek amaciyla akut siliregte hastaneye yatista ilk ve ilk 6rnekten 18.-36. saat sonra 2.

orneklerin anjiyografi islemden 6nce alinmasi planlandh.



2. GENEL BiL GiLER

2.1. AKUT KORONER SENDROM VE ATEROSKLEROZ

2.1.1. Akut Koroner Sendrom ( AKS)

AKS, koroner arterlerin akut hastaligi olup farklt klinik Ozellikler gosterir. Bu klinik
farkliliklar stabil olmayan gogis agrisindan mindr miyokard hasarli Ml ve AMI’ya kadar
degisebilmektedir. Tum bu klinik spektrumun altinda yatan ortak patofizyolojik mekanizmalar
mevcuttur. Temel 6zellik aterosklerotik plagin erozyona ugramasi veya fissiirlesmesi sonucu bu
bolgeye trombosit agregasyonunun gerceklesmesi ve trombls olusumudur. Klinik ozellikler
etkilenen koroner arterdeki obstriksyonun derecesine, kollateral dolasimin  olusup
olusmamasina, myokartta etkilenen bolgenin hacmine ve oksijenlenmesine baglidir. Tam
oklizyonla giden akut iskemiler enfarktlise sonucglanirken, kismi obstriksiyon ve distal iskemi
mindr miyokard hasarina, okliize olmayan trombozlar stabil olmayan gogus agrisina neden
olmaktadir. AMI tipik klinik 6yki, EKG'de ST yiksekligi, yeni dal blogu veya posterior Ml ile
tanmmlanmaktadir. Bu hastalarda Q dalgasi gelisirken kardiyak enzim yuksekligi normal aralik
st limitinin iki katim gegmektedir (1).

2.1.2. Ateroskleroz ve Koroner Arter Hastahg fliskis

Gelismis dinyamizda ateroskleroz, hastalik ve olumlerin temel nedenidir. Ateroskleroz
kolesterol parcaciklarimin orta veya biyuk capli arterlerdeki makrofajlarda birikmesiyle
karakterizedir. Bu birikim arter duvarinda belli hicre tiplerinin proliferasyonuna neden olarak
[Gmenin daralmasina ve kan akisinin engellenmesine neden olmaktadir. Kan akisinin bu lezyon
Uzerindeki yikict etkileri sonucunda arter duvarimin derin kismindaki komponentler dolasima
gecip tromboza neden olmaktadirlar. Kalp ve beyne kan akimimin azalmasina bagli atak ve
inmeler meydana gelmektedir. iki orgam ilgilendiren bu sendromlar kardiyovaskiiler hastaliklar
altinda toplanmaktadir. Altta yatan patolojiye gore kardiyovaskuler hastalik gelisimine neden
olan cevresel ve genetik faktdrler mevcuttur (2). Simiflama yapilacak olursa:



Major risk faktorleri
Y aslanma
Erkek cinsiyet
Aile hikayesi
Genetik yatkinlik
Hiperlipidemi
Hipertansiyon
Sigara
Diyabet hastaligi
Minor risk faktorleri
Sismanlik
Stres
Hareketsizlik
Post menapozal 6strojen eksikligi
Y uksek yag ve karbonhidrat ile beslenme
Y Uksek homosistein seviyesi
Y Uksek lipoprotein (a) seviyesi
Gecirilmis klamidya pnédmonya infeksiyonu (2, 3)

2.1.3. Aterosklerozun Morfolojik Ozellikleri:

Normal arter duvar: lUmenin etrafim saran U¢ konsantrik katmandan olusmaktadir. Her
katman degisik kompozisyonda hiicre ve ekstraseltler matriks icermektedir. Lumene en yakin
katman intima, daha sonra media ve en dista adventisya bulunmaktadir. Ug katman aralarinda
bulunan internal elastik lamina ile ayrilmaktadir. internal elastik lamina konsantrik elagtin
tabakalar1 icermektedir. Limen yizeyini bazal membran Gzerine oturmus olan endotel hicreleri
dosemektedir. Bu hicreler kan ile stroma arasinda bir bariyer gorevi gormektedir. Trombozu,
damar tonusunu ve lokositleri regile etmektedirler. Intima endotel hiicrelerinden baska
ekstraselller matriks ve proteoglikan icermektedir. Diiz kas hicreleri genellikle bulunmaktadir.
Media, agirlikli olarak duz kas hicrelerinden olusmaktadir. Sikliklari arter boyutuna gore
degismektedir. Ektraseluler matrikste, elastin fibrilleri ve daha az proteoglikan iceren kollajen
bulunmaktadir. Bilindigi gibi birbiri etrafinda bir Gglt heliks halinde sarilan U¢ a-zincirinden

olusan sert ve esnemeye direncli kollajenin tersine elastin lastik benzeri 6zellikleri olan bir bag



dokusu proteinidir. Elastin ve glikoprotein mikro liflerinden olusmus elastik lifler akcigerlerde,
blylUk arter duvarlarinda ve elastik ligamanlarda bulunmaktadir. Adventisya elastin, kollgjen,
fibroblast ve diz kas hicresi icermekle birlikte zayif bir bag dokusudur. Damarlara néronal
iletimin yayilmasi adventisya araciligiyla olmaktadir. Adventisyanin reaktif oksijen metabolitleri
Uretimi ile damar yeniden yapilanmasini ve nitrik oksit aktivitesini kontrol ettigi distntlmektedir
(2).

Histolojik olarak ateroskleroz kendini arter lezyonu plaklar seklinde gostermektedir.
Plak lezyonlar1 alti1 grupta toplanabilmektedir. Hastaliktaki erken, gelismekte olan ve oturmus
lezyonlar1 gostermektedirler. Lezyona egilimli arter bolgelerindeki ilk degisiklik intimanin
kalinlasmasidir. Makrofajlar lipid biriktirmeye devam edip lipid ile dolu hale gelmekte ve kdpik
hiicrelerini  olusturmaktadirlar. Bu lipidlerin nodiler bolgelerde goraldigt tip 11 lezyon
olusmaktadir. Devam eden kopuk hticre olusumu ve makrofajlarin nekrozu sonucu tip 111 lezyon
olusmaktadir. Bu lezyonda ufak ekstraselller lipid havuzcuklar: gozlenmektedir. Tip 1 ve Il
lezyonlar erken lezyon olarak bilinirken, Gglncl dekatta aortik ylzeyin Ucte biri kadar bir alan
isgal edebilmektedirler. Tip IV lezyonda ekstraseltler lipidler bir merkezde toplanarak arter
[Gmeninden ayrilan kalin bir tabaka olusturmaktadirlar. Tip V lezyonda bu lezyonun Gzerinde
sapka seklinde fibréz bir kalinlasma olmaktadir. Tip IV ve V lezyonlar Gglncl ve dordunci
dekatta koroner arterler, karotis ve abdominal aortada gozlenebilmektedirler. Olgunlasmis tip VI
lezyonlar gozle gorllebilen Ulserasyonlar iceren kalsifiye fibréz aanlar icermektedirler.
Genellikle semptom yada embolizasyonla birliktedirler (2, 4).

Ileri lezyonlarda fibroz sapka ile normal alan arasindaki kisim plagin omuz bolgesini
olusturmaktadir. Hiicresel olarak zengindirler ve bol makrofaj, diz kas hiicresi hatta T-lenfosit
icermektedirler. Kopmaya en elverisli bolim olmakla birlikte daha 6nceki kopmus parcalara delil
olarak fisslrler gosterebilmektedirler (2, 4). Sekil 1'de ateroskleroz evreleri belirtilmistir.
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2.2. ATEROSKLEROZ OLUSUM MEKANiZMASI iCIN HIPOTEZLER

Aterosklerozun patogeneziyle ilgili G¢ hipotez bulunmaktadir. Bu hipotezler birbirini
desteklemesede aterosklerotik

vurgulamaktadirlar. Bunlar sirasiyla hasara cevap hipotezi,

lezyonlarin  gelisimi  igcin gerekli ve yeterli olaylar

retansiyona cevap hipotezi ve
oksidatif modifikasyon hipotezidir.

Ross ve Glomset’ in hasara cevap hipotezine gore olaylar: endotel hiicresinin hasarlanmasi
baslatmaktadir.

Bu hasarlanma normal damar hemostatik Ozelliklerini  bozan birgok



kompanzatuvar cevaba neden olmaktadir. Endotel adezyon molekdllerinin Iokosit ve
trombositlere sunulmasi ve lokal antikoagtlanlarin prokoagulanlar lehine degismesi 6rnek olarak
verilebilmektedir. Toplanan I6kosit ve trombositlerden vazoaktif ajanlar, biyume faktorleri ve
sitokinler salgilanarak diiz kas hicrelerinin intimaya gocu ve orda proliferasyonuyla karakterize
inflamatuvar yamit baslamaktadir. inflamatuvar cevabin diger bir komponenti diiz kas
hiicrelerinin damar duvarinda toplanmalaridir. Bu makrofajlar LDL partikullerini blinyesinde
toplayip kopuk hicrelerini olusturmaktadirlar. Devam eden inflamasyon hiicre nekrozuna ve
blyume faktorleri, sitokinler ve proteolitik enzimlerin salinmasina neden olarak lezyonun
intimada yer kaplamasina yol agmakta, bilylyen lezyon damar |Umenini daraltmaya
baglatmaktadir. Hipotezin orijini endotel hicrelerinin dokilmesine dayanmaktadir. Ancak
guniimtizde gosterilmistir ki endotel dokulmesi sik olmayip gelisen aterojenik lezyonlar da
endotel hicreleriyle kaplanmaktadirlar. Bu durum endotel hiicre dokilmesinden ¢ok endotel
disfonksiyonuyla agiklanmaya calisilmaktadir. Buna gore aterojenik lipoproteinlere karsi
gecirgenligin artmasina neden olan endotel disfonksiyonu aterogenezi baslatmak icin yeterlidir.
Normal arter segmentlerinde de asir1 miktarlarda LDL birikiminin gozlenmesi olayin endotel
disfonksiyonuna bagli olmadigim diustndirmektedir. Olasi lezyon gelisebilecek bdlgelerde
aterojenik apolipoprotein-B lipoprotein birikimi gozlenmektedir. TUm bunlar aterogenez igin
yeni hipotezlere itmektedir (2, 5).

Retansiyona cevap hipotezinde aterogenez icin temel hadise lipoproteinlerin
retansiyonudur. Burada subendotelde kucuk molekil capli lipoproteinler birikmektedir. Bu
nedenle tri-acil-gliserolden zengin lipoproteinlerin subendotele gegmesi igin lipoprotein lipaz
aktivitesinin 6nemli oldugu belirtiimektedir. Yine de arter duvarinda lipoprotein retansiyonunun
ekstraselller matriks komponentleriyle i¢ ice oldugu dustinilmektedir (6). ApolipoproteinB-
100’ Un arter duvarinda birikimi duvardaki proteoglikanlarla iliskili gordlmustar ki bu iliskinin
hayvanlarda mutasyona ugratilmas: aterogeneze karsi koruyuculuk saglamustir. ApolipoproteinB-
100 ile yaklasik aym derecede aterojenik tutulan ApolipoproteinB-48'in de farelerde
proteoglikanlara baglandig: gosterilmistir (7). Proteoglikana baglanmanin yanminda ekstraseller
matriksteki lipolitik ve lizozomal enzimlerin de rol oynadigi dustiniilmektedir. Ornegin in vitro
olarak lipoprotein lipaz, enzimatik aktiviteden bagimsiz olarak LDL adezyonunu
hizlandirmaktadir. LDL duvarda biriktiginde mikroagregatlar olusturabilmektedir. Bu olusumda
sekretuvar sifingomyelinaz ya da lizozomal enzimlerden katepsin-D ile lizozomal asit lipaz rol
alabilmektedir. En 6nemlisi agrege olan LDL hemen makrofa) ve diz kas hiicrelerince alinarak
kopuk hicre olusumu desteklenmektedir (2).



Oksidatif modifikasyon hipotezinde normal LDL'nin aterojenik potansiyeli olmadig:
dustnulmektedir. Burada belirgin olan kimyasal modifiye LDL’lerin ¢Opgl reseptorler
vasitasiyla makrofajlara alinmasidir. Lezyona megilli arter bolgelerinde LDL subendotel
alamndan gegerken lipidlerinin oksidasyonuyla birlikte ApolipoproteinB-100"deki lizin gruplar:
modifikasyona ugramaktadirlar. Boylelikle lipoprotein partikillerinin negatif yuki artmaktadir.
ApolipoproteinB-100'deki bu modifikasyonlar lipoprotein partikillerinin ¢Opgl reseptorler
araciligiyla makrofgjlara alinmasina olanak saglamaktadir ve kolesterol ester iceren kopuk
hiicreler olusmaktadir. Biriken bu kopuk htcreler aterosklerotik lezyon gelisiminin merkezini
olusturmaktadir. LDL’nin oksidasyonu proaterojenik potansiyeli olan birgok olaylar1 da
icermektedir. LDL lipidlerinin modifikasyonu esnasinda ApolipoproteinB-100’in degismedigi
durumlar mevcuttur. Olusan yapt minimal modifiye LDL olarak bilinmektedir (2). Minimal
modifiye LDL’nin in vitro olarak diz kas ve endotel hicrelerinde inflamatuvar hicrelerin
toplanmasini saglayan monosit kemotaktik protein-1 sentezini indukledigi gosterilmistir (8, 9).
Monosit kemotaktik protein-1 reseptori bulunmayan farelerin ateroskleroza direncli olduklart
belirtilmistir (10, 11). Belki de oksidasyon esnasinda olusan lizofosfotidilkoline bagli olarak,
OksLDL’nin monosit ve T-hicrelerine kars1 kemotaktik oldugu disunilmektedir. OksLDL’nin
diiz kas hiicre proliferasyonunu stimule ettigi gosterilmistir. OksLDL’ nin otoantikor tretimine ve
immin kompleks olusumuna neden olmasi, bunlarin makrofgjlarca algilanmasindan dolay:
immunojenik oldugu belirtilmistir (2).

Ozetle tim hipotezler ateroskleroz icin kompleks bir takim olaylar1 agiklamaya
caligmaktadir. Hasara yanmit hipotezinde damar hasar1 ateroskleroz icgin bagslatici etken iken
retansiyona yanit hipotezinde lipoproteinlerle matriks arasindaki etkilesimler, oksidatif
modifikasyon hipotezinde LDL lipidlerinin oksidatif modifikasyonu kritik rol oynamaktachr. Ug
hipotezin ortak yoni olarak inflamasyonun 6nemli bir bolumini icermeleri ve LDL nin ana
partikul olusu sayilabilmektedir.

2.3. EKSTRASELULER PROTEOLiZz

2.3.1. Ekstraseltiler Proteoliz ve Proteazlar

Ekstraselller proteoliz, dokunun yeniden yapilanmasi, yara iyilesmesi, embriyogenez gibi
birgok biyolojik olayda 6nemli rol oynamaktadir. Kanser, inflamatuvar hastaliklar, ateroskleroz
gibi kardiovaskuler durumlar olmak Uzere gesitli patofizyolojik olaylarda da anahtar role sahiptir
(12).
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Peptidazlar olarak da bilinen proteazlar, peptid baglarin hidroliz eden enzimler olup
asagidaki gibi siniflandirilabilmektedir;

1.Endopeptidazlar

- Treonin endopeptidaz
- Aspartat endopeptidaz
- Metalloproteinaz

- Serin peptidaz

- Sistein peptidaz
2.Ekzopeptidazlar

Endopeptidazlar ve ekzopeptidazlar olmak Uzere iki gruba ayrilmaktadirlar.
Endopeptidazlar peptid zincirlerinin i¢ bolgelerinde gorev alirlarken, ekzopeptidazlar peptid
sonlarda gorev alip tek, dipeptid veya tripeptid amino asit kalintilarinin olusumuna olanak
saglamaktadirlar.  Endopeptidazlar ekstraseliler proteinleri yikan ana enzimlerdir. Aktif
bolgelerine ve hidrolitik yikim mekanizmalarina gore alt gruplara ayrilmaktadirlar. Bunlar
treonin endopeptidaz, aspartat endopeptidaz, metalloproteinaz, serin peptidaz ve sistein
peptidazdir. Aktivitesi icin ATP ye gereksinim duyan ATP-bagimli peptidazlar, endopeptidaz
olmasina ragmen bu alt grupta simiflandirilmamaktadir. Endopeptidazlardan metalloproteinaz,
serin peptidaz ve sistein peptidaz ekstraseluler aralikta gorev almaktadirlar. Bunlardan
metalloproteinaz ve serin peptidaz, optimal olarak nétral pH da fonksiyon gosterdiklerinden,
ekstraseluler aralikta aktivasyon gosteren temel enzimlerdir. Sistein peptidazlar ise asidik
lizozomlar gibi genellikle asidik ortamlarda optimum fonksiyon gormektedirler (12).

Bir endopeptidaz olan metalloproteinaz enzim ailesi de yap1 ve etkilerini gosterdikleri
substratlarina  gore  kendi  aralarinda  simflandirilabilmektedir.  Tlerideki  bolimde
metalloproteinazlar daha detayl1 olarak incelenecektir.
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2.3.2. Metalloproteinazlarin Yapis ve Siniflandirilmas

Metalloproteinazlar (zinkin) aktif bolgelerinde metal atomu ile karakterizedirler. Bu tipik
olarak ¢inko atomundan olusmaktadir. Histidin-glutamik-X-X-histidin(HEXXH) motifi
icermektedirler. Burada X herhangibir residu olabilmektedir. Metalloproteinazlarin bir alt grubu
olan metzinkin genislemis ¢inko baglayan sekansa sahiptir. (HEXXHXXGXXH). Cinko iyonu
ve 3 histidin kalintisina yakin bir bolgeye lokalize metionin icermektedir. Metzinkinlerde ginko
baglayan motif iceren katalitik bolgeye ek olarak ekstraselller proteaz sekresyonu yapan sinyal
peptidi ile enzimi latent formda tutan propeptid kisimlar: bulunmaktadir. Metzinkinler daha sonra
matriksin (matriks metallo proteinaz), adamalizin (reprolizin), papalizin, serralizin ve astasin alt
gruplarina ayrilmaktadirlar. Bunlardan ilk gl ateromatOz plaklarda gosterilmistir (12).

M etalloproteinazlar:

-Metzinkinler:

Matriksin(matriks metallo proteinaz)
Adamalizin(reprolizin)

Papalizin

Serralizin

Astasin

2.3.21. Matriks M etalloproteinazlarin Yapia ve Simiflandirilmas

MMP ailesinde 25'den fazla enzim bulunmaktadir. Ekstraseltler matriks komponentini
yikmaktadirlar. Neredeyse timul latend proform olarak salgilanmakta ve etki gosterebilmeleri
icin aktive olmalar1 gerekmektedir. Bunun istisnast MMP-11'dir. MMP-11, ECM’ ye aktif enzim
olarak salgilanmaktadir. Aktif bolgelerinde cinko igermektedirler. Stabiliteleri icin kalsiyuma
ihtiyag duymakla birlikte nétral pH’ de fonksiyon gostermektedirler. TIMP (metalloproteinazlarin
doku inhibitdrd)’ ler ile inhibe olmaktadirlar  (13).

MMP'ler en az ¢ homolog protein parcasi tasimaktadirlar. Bunlardan sinyal peptid
parcasi enzimin sekresyonunu saglamaktadir. Propeptid pargcast enzim aktive oldugunda
ayrilmaktayken, cinko iceren ve enzimin proteolitik aktivitesinden sorumlu kisim katalitik
parcasidir. MMP' lerin yapisal farklarina bakacak olursak jelatinazlarda katalitik bolgede jelatin
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baglayan parca mevcuttur. Bu parca fibronektinin kollogen baglayan parcasiyla homologdur.
Matrilizinlerde bulunmayan hemopeksin pargas;, substrat baglamada rol alirken,
metalloproteinaz doku inhibitdrleri ile de etkilesim igindedir. Membran tip MMP lerde C-
terminal ucunda transmembran parcasi bulunmaktadir (13). ( Sekil 2)

MMP ailesi, yap1 ve substrat spesifitilerine gore baslica dort grupta toplanabilmektedir.

Matriks metalloproteinazlar:
Kollajenazlar

Jelatinazlar

Stromelizinler

MT-MMP ler

Diger (Tablo1)

Ik grup kollajenazlar olarak bilinmektedir. MMP-1 (hiicreler arasi kollajenaz), MMP-8
(notrofil kollajenaz), MMP-13 (kollajenaz 111) ve MMP-18 (kollajenaz 1V) bu grubun Uyeleridir.
Tumu fibriler kollajen tip I, 11 ve [11"G aywrabilmektedir. Jelatini yikabilen jelatinazlar grubunda
MMP-2 (jelatinaz A) ve MMP-9 (jelatinaz B) bulunmaktadir. Jelatinazlar bazal membran
yapisinda bulunan tip 1V kollajeni de yikabilmektedirler. Stromelizinler grubunda MMP-3, 10 ve
11 bulunmaktadir. Yaygin bir ECM komponentlerine kars: etkileri vardir. Bunlar arasinda
proteoglikanlar, lamininler, fibronektin, vitronektin ve bazi kollajen tipleri sayilabilmektedir. Son
grup olan membran tip MMP ler birgok ECM komponentini yikmakla birlikte diger MMP’ lar1
aktive etmektedirler. Hicre membramna ya glikofosfotidilinositol vasitasiyla ya da kuguk
sitoplazmik kuyruklari olan transmembran pargasiyla baglanabilmektedirler. Bu gruplara dahil
olmayan diger MMP' ler MMP-7, 12, 20, 23, 26 ve 19'dur (13). ( Tablo 1)
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ENZIM MMP aniflamas SUBSTRAT

Jelatinazlar

Jelatinaz A MMP-2 Jelatin, kallgen |, 1V, V,VII, X, fibronektin, laminin,
agregan, tenaskin-C, vitronektin

Jelatinaz B MMP-9 Jelatin, kallgen IV, V, X1V, agregan, elastin, entaktin,
vitronektin

Kollajenazlar

Hucrelerarast kollegenaz MMP-1 Koallajen |, 1, 111, VII, X, agregan, jelatin, entaktin

Notrofil kollegenaz MMP-8 Kollajen 1, Il, 111, agregan

Kollajenaz 111 MMP-13 Kollajen |, 11, 11, jelatin, tenaskin, fibronektin, laminin

Kollgjenaz IV MMP-18 Bilinmiyor

Stromelizinler

Stromelizin 1 MMP-3 Jelatin, fibronektin, laminin, kollgen 111, 1V, IX, X,
tenaskin-C, vitronektin

Stromelizin 2 MMP-10 Kollajen IV, fibronektin, agregan

Stromelizin 3 MMP-11 Fibronektin, jelatin, laminin, kollgjen IV, agregan

MT-MMP ler

MT1-MMP MMP-14 Kallgen I, II, 1lI, fibronektin, proteoglikan, vitronektin,
laminin, aktive proMMP-2 ve 13

MT2-MMP MMP-15 Aktive proMMP-2

MT3-MMP MMP-16 Bilinmiyor

MT4-MMP MMP-17 Aktive proMMP-2

MT5-MMP MMP-24 -

MT6-MMP MMP-25 -

Digerleri

Matrilizin MMP-7 Jelatin, fibronektin, laminin, kollgien IV, agregan, tenaskin-
C, eladtin, vitronektin

Metdloelastaz MMP-12 Elastin

Enamelisin MMP-20 Agregan

MMP-23 -
Endometaz MMP-26 -
ismsiz MMP-19 Bilinmiyor

Tablo 1: Matriks Metalloproteinazlarin Siniflandirilmasi (13).
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2.3.2.2. Matriks M etalloproteinazlarin Regilasyonu

Kardiyovaskiler sistemde MMP'ler endotel hticreleri (EC), duz kas hiicreleri (SMC) ve
makrofajlarca Uretilmektedirler. Yapilan bazi calismalarda enfarktils sonrasi sol ventrikdl
yeniden yapilanmasi esnasinda kardiomiyositlerce de Uretildigi gosterilmistir (14, 15). MMP ler
pre-proenzim olarak sentezlenmektedirler. Translasyon asamasinda sinyal peptid ayrilmakta ve
proMMP ler olusmaktadir. MMP aktivitesi icin bu zimogenlerin aktivasyonu onemli bir
regulatuar basamaktir (16). MMP lerin regllasyonu transkripsiyon, proenzim aktivasyonu ve
inhibisyon olmak Uzere Ui¢ seviyede siki kontrol altindadir (17).

1.Transkripsiyonel regtlasyon:

MMP lerin Gretimi genlerinin transkripsiyonel aktivitesine ve ekspresyonlarini etkileyen
faktorlere baglidir. Bazi MMP genlerindeki polimorfizm, genlerin transkripsiyonlarinmn
artmasina yada azalmasina neden olmakla birlikte bunun klinik bir anlami olabilecegi rapor
edilmistir. MMP lerin 6nemli bir Ozelligi genlerinin indiklenebilir olmasidir. MMP Uretimini
hizlandiran bircok neden vardir. Bunlar arasinda epitelyal biyime faktort (EGF), trombosit
kaynakli buyume faktori (PDGF), fibroblast buyuime faktori (FGF), adezyon molekulleri
(ICAM, VCAM), bazi proinflamatuvar sitokinler (IL1, TNF-a) ,CD40 ve NFkappaB
sayilabilmektedir. IL 4, TGF-B (jelatinazlar harig), steroidler ve retinoidler MMP gen
ekspresyonunu inhibe eden faktorler arasindadir (14).

Plaktaki htcrelerde  proinflamatuvar sitokinlerden interferon-y, TNF-a ve IL1-$
gogerilmistir. Bunlardan IFN-y damar diiz kas hiicresinde kollgjen sentezini baskilamaktadir.
Damar diz kas hicreleri ve endotel hiicreleri temel olarak MMP-2 olmak Uzere bir miktar da
TIMP-1 ve 2 ekspresyonu gostermektedirler. TNF-a ve IL1- hem diz kas hem endotel
hiicresinde MMP-1, 3, 8 ve 9'u indiklemektedirler. Mekanik gerilme her iki hiicrede MMP-2
dretimini stimule etmektedir. PDGF ve FGF duz kas hiicresinde MMP-9 vel'i induklemektedir.
Aterogenezin olasi baglaticilarindan olan OksLDL, endotel hiicresinde MMP-1'i , diz kas
hiicresinde MT1-MMP'yi ve makrofajda MT3-MMP'yi induklemektedir (17).

T hicresindeki CD154' Uin plaktaki CD40’a baglanmasi sonucu endotel, diiz kas hticresi
ve makrofajlar, inflamasyon ile birlikte MMP-1, 2, 3, 8, 9 indiksiyonunu belirgin olarak stimule
etmektedirler. IL1 ve TNF-a monositten tireyen makrafgjlarda selektif bir MMP-9
induksiyonuna neden olurken ana kollaenazlar olan MMP-1 ve 3'U etkilememektedirler.
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OksLDL’'ye maruz kalma MMP-2 aktivasyonunu arttirarak MT3-MMP indiksiyonunu
huzlandirabilmektedir (17).

MMP Uretimi igin birgok stimulanin varligindan soz edilebilirken, TIMP Uretimi igin bu
stimulanlar oldukca azdir. Duiz kas ve endotel hiicresi temel olarak TIMP-1 ve 2 ekspresyonu
gogerirken, aterom plaktaki makrofajlar TIMP-1 ve 3 ekspresyonu gostermektedirler. PDGF ve
TGF-p diuz kas hiucresinde TIMP-1 ve 3'U induklemektedirler. Sonucta plaktaki sitokinler ve
inflamatuvar hiicreler, MMP ve inhibitorlerinin dizeylerini proteoliz lehine dengelemektedirler
(17).

2.Proenzim aktivasyonu:
Neredeyse tum MMP ler aktivasyona ihtiyaci olan zimogenler seklinde salinmaktadirlar.
Bu nedenle MMP proteini enzimatik aktivitenin gosterges degildir. MMP'ler ile diger

proteinazlar ve faktorler arasinda birgok aktivasyon basamagi mevcuttur. Sekil 3, MMP-2
aktivasyonu sisteminin ne kadar kompleks oldugunu gostermektedir.
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Sekil 3: MMP-2 aktivasyonu. MMP-2'nin potent olarak aktivasyonu, MT1-MMP ve TIMP-2 komplekderiyle
etkilesimine bagli olabilir MT1-MMP golgide furinlerce aktive olup hiicre membranina transloke ol maktadir. Burada
TIMP-2 ile bir kompleks ol usturup inhibe edilmektedir. Daha sonra proMMP-2 hemopeksin pargas: vasitastyla TIMP-
2'ye baglanmaktadir. Bu durum aktif MT1-MMP tarafindan proMMP-2'nin ayristirilmasina olanak saglamaktadir.
Olusan MMP-2 kismi olarak aktif olup diger aktif MMP-2'ler propeptidin son ayrismasimi tamamlamaktadirlar. Seklin
Ust kisminda MM P-2 aktivasyonuna neden olan diger mekanizmalar gosterilmektedir. Buradaki mekanizmalarda serin
proteazlar veya reaktif oksijen metabolitleri rol almaktadir. Kirmizi oklar aktif MMP-2 olusturan basamaklar
gosterirken mavi oklar déngiideki basamaklar1 gostermektedir (17).
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Hucre ylzeyinde proMMP aktivasyonunda temel mekanizma, inhibitérti olan TIMP-
2'nin MT1-MMP e baglanmasidir. ProMMP-2 hemopeksin pargasiyla TIMP-2'ye baglanarak
hiicre membraninda lokalize olmaktadir. ProMMP-2, aktif MT1-MMP ile etkilesime girip kismi
aktif sekline donismektedir. Daha sonra aktif MMP-2'ler son ayristirmay: yaparak kismi aktif
MMP-2'yi aktif hale donustirmektedirler. Bu paradoks bir durum olup MMP inhibitéri olan
TIMP-2'nin MMP aktivitesini hizlandirabilecegini gostermektedir. Plaktaki plasmin (MT1-MMP
varliginda), notrofil elastaz, katepsin G, trombin, mast hicre kimazlar1 ve triptazlar MMP-2
aktivasyonuna neden olan diger proteinazlardir (17).

MMP aktivasyonunda sadece proteinazlar rol oynamamaktadir. Kopuk hiicreden tireyen
reaktif oksijen metabolitleri de  patolojik etkilesimlerin  kuvvetle muhtemel oldugu
mekanizmalarla proMMP-2'yi aktive etmektedirler. Notrofil elastaz gibi serin proteazlar
TIMP leri inaktive edip matriks yikimina destek olmaktadirlar (17).

MMP-9 gibi diger MMP' lerin aktivasyonu da baskin olarak plazmine baglidir. uPA’ nin
etkisi tPA’ya gore yiksektir. MMP'ler birbirlerini aktive edebilmektedirler. Ornegin MMP-3
kendisi ve MMP-9 dahil diger MMP’ leri aktive edebilmektedir. MMP-3 tarafindan aktive edilen
MMP-7 daha sonra MMP-1'i aktive edebilmektedir. Sekil 4'de MMP etkilesimleri
gogterilmektedir (17).

3.Inhibisyon:

TIMP ler MMP aktivasyonun spesifik inhibitorleridir. Daha az spesifik inhibitorlere
ornek olarak a-2-makroalbumini ve ekzojen madde olarak heparin verilebilmektedir. o-2-
makroalbuminin etkisi biylk molekul boyutu nedeniyle limitlidir. TIMP ler bag dokusu
metabolizmasinin  regulasyonu igin ¢ok yonlt proteinler olarak salgilanmaktadirlar. Diger
TIMP lerin aksine TIMP-3 ekstraselller matrikse baglamp apopitozis ve inflamasyonda 6nemli
rol oynamaktadir. Damar hasar1 kobaylarda TIMP-4'U regile ederken bu durum insan

ateromasinda gosterilmemistir (17).
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2.3.2.3. Matriks M etalloproteinazlarin Doku inhibitorleri (TIMP's)

2.3.2.3.1. Siiflandiriimas ve Y apis

TIMP ailesinde dort tye bulunmaktadir. Bunlar TIMP-1, TMIP-2, TIMP-3 ve TIMP-4' {ir.
MMPler ile nonkovalent kompleksler olusturarak MMP lerin  fonksiyonlarim inhibe
etmektedirler. Bu inhibisyonun spesifitidesi tum TIMP ler icin farklidir. TIMP ler MMP' lerin
katalitik bolgelerindeki cinko baglayan kisimla etkilesime girmekte ve substrat baglanmasini
engellemektedirler. Aym zamanda MMP' lerin amino terminaline baglanarak otoaktivasyonlarim
engelleyebilmektedirler (13).

TIMP ler 184-194 amino asitten olusan MMP inhibitorleridir. N-terminal ve C-terminal
bolgeden olusmaktadirlar. Her bdlgede U¢ korunmus distilfit bagi bulunmaktadir (16). On iki
sistein rezidisl igermekte olup bunlarin olusturdugu alt: distlfid bag: proteine kivrimlt bir yap:
saglamaktadir (18). N-terminal bdlge MMP aktivitesinin inhibisyonundan sorumlu olan kisimdir.
TIMP lerin gorinimi kama seklinde olup N-terminaldeki Cysl-Thr-Cys-Val4 reziduleri, diger
Glu67-Ser-Val-Cys70  reziduleri ile bitisik olan tepelerinden disulfid baglariyla
baglanmaktadirlar. Bu kissm MMP lerin aktif bolgesiyle etkilesime girmektedir. MMP-3'Un
katalitik bolgesiyle TIMP-1'in olusturdugu komplekste, protein-protein etkilesimin %75’ bu
bdlgeye aittir. Katalitik ¢inko atomu N-terminal amino grubu ve Cysl'in karbonil grubu ile
selatize olarak bir su molekultni birakmaktadir (16, 17). ( Sekil 5)

TIMP-1 yogun olarak glikozillenmis 184 aa. igeren bir proteindir. On iki adet sistein
rezidusi ve alt1 adet distlfit bagi icermektedir. Bu baglar molekile alt1 kivrimli ve tg diagimlt
bir gbrinim saglamaktadirlar. Molekul agirligi 28.5 kDa olup glikozilli hali 34 kDa a kadardr.
N-bagli oligosakkaritler sialik asit, mannoz, galaktoz ve N-asetilglikozamin igermektedir.
Fonksiyon gorebilmesi icin uygun tim bolgelerin glikozillenmesi her zaman gerekmemektedir.
Bu glikozillenme proteinin dogru sekilde kivriml1 yapi alabilmesi, hiicre membranina transportu
ve stabilitesine katki saglamaktadir (18).

TIMP-2 glikozillenmemis 21 kDa'luk bir proteindir. 194 aa. icermektedir. TIMP-1 ile
%40 sekans homolojisi gostermektedir. Alti korunmus distlfid bagi aym pozisyonlarda
bulunmaktadir.

TIMP-3 molekilt 21 kDa olup glikozillenmemistir. TIMP-1 ile % 30 TIMP-2 ile %38
lik bir sekans homolojisi mevcuttur. Digerlerinin ¢ozinebilir formunun aksine TIMP-3
ekstraseluler matriks komponentlerine bagli olarak bulunmaktadir.
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TIMP-4 son tammmlanmus Uye olup 22 kDadur. TIMP-1 ile %37 TIMP-2 ve3 ile %51
sekans homolojisi gostermektedir (19).

TIMP-1

N-tetrninal L1erminal MN-tetmuinal {-tetminal

Sekil 5: TIMP-1 ve 2'nin kivriml1 yapiSi. TIMP-1'deki Cys 1, THR 2, Cys 3, Va 4, Ser 68
ve Thr 98 rezidlleri ve TIMP-2' deki karsiliklar: kiresel olarak gosterilmistir. Distlfid baglar sar1
renktekilerdir (17).

2.3.2.3.2. Fonksiyonlari

TIMP ler MMP lerin dokudaki dogal inhibitorleridir ve aktivitelerini kisitlamaktadirlar.
Bag dokusu metabolizmasini reglile edecek sekilde salgilanan ¢ok yonlu proteinlerdir. Bazal
membran ve ekstraselller matriks yikimini inhibe etmektedirler (17).

TIMP-1, MMP-2 ve MT1-MMP haric kalan MMP'leri kuvvetli sekilde inhibe
etmektedir. Yine TIMP-2, MMP-9 hari¢ diger MMP leri kuvvetli sekilde inhibe etmektedir. Ek
olarak TIMP-2nin MT1-MMP ile hicre membraminda kompleks olusturma 6zelligi
bulunmaktadir. Bu kompleks MMP-2'nin  proteolitik aktivasyonunda regulatuar rol
oynamaktadir. TIMP-3'lin ¢ozinmeyen bir ekstraseller matriks bagiyla MMP-1, 2, 3, 9 ve 13'e
baglandig1 gosterilmistir. TIMP-4'Un MMP-1, 3, 7'yi inhibe ettigi, yetiskin insan kalp dokusunda
yuksek seviyede ekspresyonu gosterilmistir (13). Diger TIMP lerin aksine TIMP-3 ekstraselller
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matrikse baglamp apopitozis ve inflamasyonda ©nemli rol oynamaktadir. Damar hasari
kobaylarda TIMP-4' i reglle ederken bu durum insan ateromasinda gosterilememistir (17).

TIMP lerin diger bir fonksiyonu anjiyogenezi inhibe etmeleridir. Endotel hiicre
migrasyonu, endotelyal tip olusumu, matriks bagimli anjiyogenik faktorlerini inhibisyonu gibi
cesitli basamaklarda anjiyogenezi inhibe etmektedirler. Hicre buyumesini ilerletici etkileri
vardir. Apopitozisi engellemektedirler. Hematopoez gelisimi  esnasinda  eritroid — seri
farklilasmasim ve hicre sag kalimim indikleyerek rol amaktadirlar. Embriyogenik ve

steroidojenik aktiviteleri vardir. TUmOr invazyon ve metastazinda rol almaktadirlar (18).

2.4. LiPOPROTEINLER

2.4.1. Yams, Siniflandirilmas ve M etabolizmasi

Lipoproteinler non-kovalent baglarla birbirine bagl: olan lipid ve proteinlerden olusmus
partiktllerdir. Merkezde kolesterol ester ve triagilgliserol, dis kissmda fosfolipid, esterlesmemis
kolesterol ve protein icermektedirler. Yogunluk, boyut ve protein igeriklerine gore silomikronlar,
cok dusuk dansiteli lipoprotein (VLDL), dustuk dansiteli lipoprotein (LDL) ve yiuksek dansiteli
lipoprotein (HDL) olarak siniflandiriimaktadirlar (20). HDL de HDL2 ve HDLs3 alt
fraksiyonlarina ayrilabilmektedir. Lipoprotein(a), LDL'ye yapisal benzerlik gosteren bir
lipoproteindir. Her iki lipoprotein de partikul basina bir apo-B ve benzer lipid kompozisyonu
gostermektedir. LDL’den farkl: olarak lipoprotein(a), apo B-100'e disllfit bag: ile baglanmis
karbonhidrattan zengin bir protein olan apo(a) icermektedir (21).

LDL plazmadaki baslica lipid tasiyicist olup kolesterol ester (toplam kitlenin %29 u),
fosfolipid (%28), protein (%21), serbest kolesterol (%11) ve trigliserid (%9) icermektedir. Statik
tek protein komponenti ApoB-100’dur. ApoB-100, 500kDa luk tek bir peptid zincire sahip olup
bilinen en blydk monomerik proteinlerdendir. Farkli lipoprotein partikilleri arasinda
apolipoprotein  A,C ve FE'ler degistirilebilirken ApoB ¢6zinmez olup bu 6zelligi
gostermemektedir (20).

Apo-B karaciger ve bagirsakta sentezlenip VLDL ve silomikronlarin yapisina
katilmaktadir. Dietle alinan lipidler bagirsaklardan emilmekte ve silomikronlara
donismektedirler. Silomikronun ana komponenti ApoB-48 olup ApoB’'nin N-terminal yarisi
bagirsaklarda sentezlenmektedir. Silomikronlar dolasimda lipoprotein lipazlar ile hidroliz
olurken silomikron kalintilar1 olusmaktadir. Bu kalintilar karaciger tarafindan alimp lipid

komponentleri ve yeni sentezlenen Apo-B ile VLDL'ye donustirilmektedirler. Dolasima gegen

23



VLDL lipazlar ile hidroliz edilmektedirler. Bu esnada TG icerik ve yogunlugu azalirken, Apo-C
ve Apo-E kayh ile birlikte LDL'ye donismektedirler. Y ogunluk, boyut, kimyasal igeriklerindeki
farklilik ile karakterize LDL alt gruplarimn klinik 6nemi buyuktir. OksLDL ile TG’ den zengin
VLDL’ nin intravaskiler olarak yeniden yapilanmasiyla olustugu distnilen kiictiik dansiteli LDL,
koroner kalp hastaliklar: riskinde artma ile iligkilendirilmistir (20).

2.4.2. LDL Oksidasyonu ve Okside LDL

Dolasimda antioksidanlar bulunmasindan dolay1 LDL oksidasyonunun burada olmadigina
inanilmaktadir. Dolasimdaki LDL'nin bir kismu uzaklastirilmak Uzere subendotelyal alana
gecmektedir. Bu aralikta LDL’nin hiicreden kaynaklanan oksidan maddelere daha sik maruz
kaldigi ve dolasimdaki antioksidanlarin  koruyucu  Ozelliginden  faydalanamadigi
distntlmektedir. LDL’nin subendotelyal bolgeden cift yonlt gecis 6zelliginden dolay: buradan
bir miktar OksL DL’ nin tekrar dolasima gegmesi soz konusudur (20).

OksLDL’nin yapilan insan ve hayvan c¢alismalarinda aterosklerotik plaklarda bulundugu
gogerilmigtir. Aktif metallerin bulundugu bir ortamda LDL’'nin tek katli arter endotel
hicreleriyle inkiibasyonu sonucunda LDL, makrofgjlar tarafindan daha hizli alinan bir LDL
formuna  donUstUrdlmistir.  Ateroskleroz  gelisiminde LDL  oksidasyonunun  rolini
inceleyebilmek igin bircok deneysel modifiye LDL modeli olusturulmustur. Bunlar arasinda
asetil LDL (22), malondialdehit LDL (MDA-LDL) (23) , bakir bagli OksLDL (Cu-OksLDL)
(24) modelleri bulunmaktadir. in vitro olarak LDL oksidasyonu olusturabilmek icin serbest
radikal Uretebilen 2,2-azobis (2-amidinopropan) dihidroklorid (AAPH) ve ozonun kullamldig:
calismalar bulunmaktadir. (25, 26). LDL oksidasyonu sirasinda hem lipidler hem ApoB
modifikasyona ugramaktadir. Reaktif oksijen metabolitleri, ApoB’nin molekul agirligi 14 ila
500kDa arasinda degisen peptid fragmanlarina ayrilmasimi indiklemektedir. Kolesterol ester,
fosfolipid ve TG'lerdeki ¢oklu doymamis yag asitleri de serbest radikal aracili oksidasyona
ugrayip daha kuclk fragmanlara ayrilabilmekte, amino lipid veya ApoB’nin aldehit ve keton
konjugatlar: olusabilmektedir (20).

OksLDL’nin makrofajlara ¢opgl reseptorler araciligiyla alinmasi arter duvarinda lipid
iceren kopuk hicre olusumuna neden olur ki bu olay aterosklerotik plak gelisiminde erken
basamaklardandir. Modifiye LDL formlari igin makrofajlarda yapisal olarak birbirinden farkl:
ondan fazla hiicre ytizey reseptori mevcuttur. Copglu reseptor A (SR-A) ve B (SR-BI), CD36,
CD68, leptin benzeri OksLDL reseptdrt (LOX-1), fosfotidilserin’ e baglanan ¢opgu reseptor (SR-
PSOX)'U bunlar arasinda sayilabilmektedir (Tablo 2). Yapilan bir ¢alismada SR-A ve CD-36
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reseptorlerinin modifiye LDL’nin makrofajlara alinmasinda en 6nemli reseptorler oldugu rapor
edilmistir (20).

Class Name Ligands Dhstribution Specific characteristics
A SR-A AcLDL, OxLDL Mph Twro izoforms (SR-AL SR-ALT)
Trimeric coiled-eoil structure
MARCO
B SR-BI (mouse) OxLDL, HDL Steroidgenic czlls, Cholesteral delivery via
CLA-] (human SR-BI) liver selective transport system
CD36 OxLDL, FEA, OxPC Mph, platelsts
PS, apoptotic cells Heart tissue
SR-EII AcLDL
C SR-C (dorosophila)
Cloquemort (insects)
D Macrosialin (mouse) OxLDL Mph Highly glyeosilated
CD68 (human) OxLDL
E LOX-1 OxLDL EC. Mph, SMC C-Type lectin
F SREC AcLDL EC T isofarms (SREC-1, SREC-IT)
Ohthers CL-PL OxL.DL EC Collectin farnily
SROX-PS OxLDL, PS Mph (THP-1)

Tablo 2: Copcl reseptorler
Mph; makrofgj, EC; endotel hiicresi, SMC; diiz kas hticresi, AcLDL; asetile LDL, OksLDL;
Okside LDL, PS; fosfotidilserin, OxPC; okside fosfotidilkolin (28).

LDL nin hafif oksidasyonu minimal modifiye LDL (mmLDL) olusumuna neden
olmaktadir. Bu olaya LDL reseptorleri aracilik ederken makrofaj ¢Opcl reseptorleri olaya
katilmamaktadir. Bu Ozellikler mmLDL’yi modifiye OksLDL’den ayirmakla birlikte mmLDL
bircok pro-aterojenik ozelliklere sahip olmaktadir. Bu 6zellikler arasinda endotel hticrelerine
monosit adezyonunun indiksiyonu, CSF, monosit kemotaktik protein-1 ve TF Uretimi
sayilabilmektedir (20).

Son yirmi yildir oksidatif stres ve dolayisiyla LDL oksidasyonunun aterosklerozu
induikleyebilecegi ve plazmada LDL oksidasyonunu saptayan belirteclerin bu hastalarda faydal1
olabilecegi dusunulmektedir. Yapilan bir calismada subklinik ateroskleroz (klinik belirti
gorulmeksizin ultrasonda karotis ve femorel arterde aterosklerotik degisiklikler) ve inflamatuvar
degiskenlerle (CRP, TNF-a, IL-6) iliskili bulunmakta, neden gosterilemese de oksidatif modifiye
LDL nin ateroskleroz gelisiminde 6nemli rol oynadigi distinilmektedir. OksLDL'nin antijenik
Ozelliklerinden dolayr anti-OksLDL antikorlarinin oksidasyonu saptamada faydali olabilecegi
dustnulmektedir. Koroner kalp hastaliklariyla ilgili olan anti-kardiolipin antikorlariyla anti-
OksLDL antikorlar1 arasinda guicla bir iliski bulunmaktadir (33). Ehara ve arkadaslarinin 45 M,
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45 UAP, 45 SAP ve 46 kontrol olusturarak yaptiklari calismada OksLDL seviyeleri
degerlendirilmistir. M1’l1 grupta tim gruplara gore OksLDL duzeyleri yuksek saptanmis hasta
gruplar1 arasinda HDL, LDL ve Total kolesterol agisindan fark bulunamamistir. UAP ve SAP'li
hastalardan elde edilen 33 endarterektomi 6rneginde UAP li grupta SAP’li gruba gore OksLDL
pozitif makrofajlarda fazlalik saptanmustir (29). Nishi ve arkadaslar: tarafindan endarterektomiye
giden karotis aterosklerozu bulunan hastalarda OksLDL seviyesinin kontrol grubuna gére 1.5kat
yuksek oldugu saptanmiustir (30). Toshima ve arkadaslar tarafindan anjiyografik olarak stenozu
%50’ nin Uzerinde olan hastalarda OksLDL seviyesinin ayni yas grubundaki kontrol grubuna gére
1.9 kat yuksek oldugu bulunmus aym zamanda OksLDL seviyelerinin diger lipid parametrelerine
gore daha iyi bir belirteg olabilecegi vurgulanmistir (31). AMI, serebral enfaktis ve perkitan
transluminal koroner anjiyografi (PTCA) gibi girisimlerden hemen sonraki akut donemde
OksLDL seviyelerinin yukseldigini gosteren calismalar bulunmaktadir. Bu galismalardaki
gbzlemlerde OksL DL’ deki yukselisin olaydan sonraki akut donemde gogunlukla dailk t¢ gliinde
ciktig1 daha sonra normale dondug belirtilmistir. RUptire plaklardan salimmin bu yikselisin
nedeni olabilecegi  disunulmiistir (32, 33, 34). MONICA/CORA calismasinda OksLDL
duzeylerinin saglikl1 erkeklerde AKS agisindan bir belirteg olup olamayacag: degerlendirilmistir.
6 y1l boyunca gozlenen 9796 kisiden 88'inde akut miyokard hastalig: ortaya ¢ikmis olup bu grup,
yas grubu uyan 258 saglikl1 kisiyle karsilastirilmistir. Hasta grubunda OksLDL ve CRP duizeyleri
kontrol grubuna gore yuksek bulunmustur. OksLDL ile CRP  arasinda korelasyon
bulanamadigindan dolay: her birinin bagimsiz birer risk faktori olabilecegi distnulmustir.
Sonug olarak OksLDL o6lguminin kardiyovaskiler hastaliklar agisindan faydal: bir belirteg
olabilecegi 6ne strdlmustdr (35).

2.5. AKUT KORONER SENDROM VE KARDIYAK BELIRTECLER

AKS, koroner arterlerin akut hastaligi olup farkl: klinik ozellikler gosterir. Bu klinik
farkliliklar stabil olmayan gogus agrisindan mindr miyokard hasarli Ml ve AMI'a kadar
degisebilmektedir. Tum bu klinik spektrumun altinda yatan ortak patofizyolojik mekanizmalar
mevcuttur. Temel 6zellik aterosklerotik plagin erozyona ugramasi veya fissiirlesmesi sonucu bu
bolgeye trombosit agregasyonunun gerceklesmesi ve trombls olusumudur. Klinik ozellikler
etkilenen koroner arterdeki obstriksyonun derecesine, kollateral dolasimin  olusup
olusmamasina, miyokartta etkilenen bolgenin hacmine ve oksijenlenmesine baglidir. Tam
okluzyonla giden akut iskemiler enfarktiisle sonuglanmirken, kismi obstriksiyon ve distal iskemi

mindr miyokard hasarina, okliize olmayan trombozlar stabil olmayan gogus agrisina neden
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olmaktadir. AMI tipik klinik 6ykid, EKG' de ST yuksekligi, yeni dal blogu veya posterior Ml ile
tanimlanmaktadir. Bu hastalarda Q dalgasi gelisirken kardiyak enzim yuksekligi normal aralik
st limitinin iki katim gegmektedir (1).

Kardiyak belirtecler kardiyak hasari degerlendirmek icin kullamlan testlerdir. En sik
kullanilanlar CK izoenzimleri, laktat dehidrogenaz, myoglobin ve troponinlerdir.

CK, kreatin ve adenozin trifosfat (ATP) kullanarak fosfokreatin olusumunu
katalizlemektedir. Sitozolik ve mitokondriyal izoenzimleri mevcuttur. Sitozolik form M ve B alt
unitelerinden olusmaktadir. Sitozolik izoenzimler CK-1 (BB), CK-2 (MB) ,CK-3 (MM) olup
CK-MM kalp ve iskelet kasinada yaygin iken, CK-MB miyokardiyuma 6zguldr (36).

Laktat dehidrogenaz (LD) sitoplazmada bulunmaktadir. iskelet kasi, karaciger, kalp,
bobrek ve kirmizi kiirelerde yaygindir. Kasigin M ve kalp igin H olmak Uzere belirlenmis iki ayr1
tipten kaynaklanan dort alt Unite peptidinin olusturdugu en az bes izoenzimi mevcuttur. LD
dokuya 6zgul bir enzim olmadig: igin kalp hastaligi da dahil olmak lzere pek cok hastalikta
serum total LD duzeyi yikselmektedir (36).

Miyoglobin, kardiyak ve iskelet kaslarinin oksijen baglayan proteinidir. Kas hasarindan
sonra dustk molekiler agirligi ve sitoplazmik yerlesimi dolasimda erken yiikselmesine neden
olmaktadir. Ezici hasarlar ve AMI gibi durumlarda serum degerleri yikselmektedir. Dokuya
0zgul olmadigindan iskelet kasina olan ufak travmalarda bile degerleri yiukselerek AMI yanlis
tamist konmasina neden olabilmektedir.

Troponinler miyofibrillerin  kontraktil proteinleridir. Ug alt (niteden olusan bir
komplekstirler. Troponin C kalsiyum baglarken, Troponin | inhibitor bilesen, Troponin T ise
Tropomiyozin baglayici bilesendir % 94-97'si miyofibrillere yerlesmisken % 3-6'lik kigtk bir
kisminin sitoplazmik bileseni mevcuttur. Hasar ile dolasima salinmaktadirlar. Troponin C'nin
onemli iki izoformu yavas kasilan iskelet kasi ile benzer oldugundan kalp igin 6zgul degildir.
Kalp igin 6zgul formlar Troponin T (cTnT) ve Troponin | (cTnl)’ dir (36).

Son donemde AKS'li hastalarin belirtecleri ilgi konusudur. Bunlar iginden en buyuk
dikkati troponinler gekmektedirler. Glnumuizde tani, karar verme ve prognoz belirlemede yaygin
olarak kullanilmaktadirlar. Farkli AKS tiplerinde troponinlerle ilgili pek ¢ok calisma
bulunmaktadir. Y Uksek troponin dizeyine sahip AKS'li hastalarin timunun kotd prognozla
gitmedigi aym zamanda disuk troponin dizeyleri ve gogis agristyla gelen hastalarin her zaman
iyi prognoza sahip olmadigi belirtilmistir. Bu ytuzden EKG bulgular1 ve troponin degerleri
yaninda baska belirteclere de ihtiyag duyulmaktadir. Aterosklerotik hastalik gelisiminde
inflamasyonun rolt dustnuldigtinde CRP’ nin bunlardan biri olabilecegi belirtilmektedir (37).
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CRP 118 kDa agirliginda, akuz faz reaktan olan bir plazma proteinidir. Bes alt birimden
olusan CRP primer olarak karacigerde sentezlenmektedir. Hicre oliminde olusan ya da
patojenlerin yizeyinde bulunan 6zel molekiler yapilara baglanmaktadirlar. Enfeksiyonla olusan
doku hasar1 sonrasi sentezinin artmast ve IL-6 ile rigulasyonunun diizenlenmes immiin cevap
sisteminin bir parcasi oldugunu gostermektedir. Endotel hicrelerinde adezyon molekill
ekspresyonunu regule etmektedirler. Okside fosfotidilkolinler araciligiyla OksLDL'ye
baglanirken bu reaksiyonu normal LDL'ler ile gostermemektedirler. OksLDL’nin Fcy reseptor
araciligiyla makrofagja baglanmasim hizlandirmaktadirlar  (20). Arastirmalar sonunda ST
yuksekligi gozlenmeyen AKS'li hastalarda faydali oldugu belirtilmektedir. Troponin ve CRP
birbirinden bagimsiz belirtegler iken faydalar: toplanabilmektedir. ST yuksekligi gdzlenmeyen
AKS'li hastalarda coklu belirteg stratgjisiyle troponinlerle birlikte kullamlmaktadirlar.
Troponinlerin aksine tamsal degeri ve terapatik kararlarda kullammi zayif olup daha cok
hastaligin klinik seyri icin degerlidirler. Sonug olarak orta ve uzun dénem mortalitede 6nemli bir
belirteg olup basit bir yontemle ¢alisilabilmeleri avantajlaridir (37).
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and CK isoforms
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Sekil 6: M1 sonrasi kardiyak belirtecler (38)
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2.6. AKUT KORONER SENDROM VE MATRIKSMETALLOPROTEINAZLAR

Aterosklerotik plaklarin ana komponenti hicreleraras: kollajendir (39, 40). Ana
hiicrelerarast kollajenaz olan MMP-1'in, aterosklerotik plaklarda bulunan diiz kas, endotel
hiicreleri ve makrofajlar tarafindan Uretilip eksprese edildigi yapilan ¢alismalarda gosterilmistir
(41, 42, 43).

Zhonghua ve arkadaslari tarafindan 42 kadavrada yapilan calismada, MMP-1
ekspresyonu gosterilmeye calisilmistir. Onceden MI, UAP ve SAP tamst almis deneklerin tim
koroner arterlerinde yapilan ¢alismamn sonucunda AKS'li hastalardan plak ruptirt olanlarda
olmayanlara gore MMP-1 ekspresyonunu daha yiksek oldugunu belirtilmistir (13, 44).

Inoue ve arkadaslar: tarafindan 2003 yilinda koroner siniisten alinan 6rneklerde MMP-1
diizeyleri degerlendirilmistir. Calisma grubu 20 UAP,20 SAP ve 20 kontrolden olusturulmustur.
UAP'li grupta diger gruplaragore MMP-1 diizeyleri yiksek bulunmustur (45).

2005 yilinda Ryuichi Kato ve arkadaslar: tarafindan ise daha buyik bir hasta grubunda
ve lezyon morfolojisi de dikkate alarak MMP-1 ve CRP duzeyleri degerlendirilmistir. Koroner
arter hastalig1 sUphesiyle elektif koroner anjiyografi yapilan 185 hasta calismaya dahil edilmistir.
Buna gore CRP duzeyleri, koroner arter hastaligi olan 128 hastada koroner arter hastaligi
olmayan 57 hastaya gore yiksek kaydedilirken (p<0.05) MMP-1 diizeyleri agisindan anlaml1 bir
fark bulunamamustir. Ancak lezyon morfolojisine gore yapilan degerlendirmede koroner arter
hastalig1 olan grupta, MMP-1 duzeyleri komplike plak lezyonu olan 32 hastada komplike plak
lezyonu olmayan 96 hastaya gore yuksek bulunurken (p<0.05) CRP dizeylerinde anlamli bir
farklilik kaydedilememistir. Ayni zamanda komplike plak lezyonu olan grupta MMP-1 dizeyleri
koroner arter hastalig1 olmayan gruba gore yuksek bulunmustur (p<0.05) Tutulan damar sayisi ve
stenoz bolgesine gore MMP-1 diizeyleri agisindan anlaml1 bir fark bulunamamistir. Koroner arter
hastaligi olan hastalarda yuksek MMP-1 dizeylerinin plak instabilitesini yansitabilecegi iddia
edilmistir. Sonug olarak yiksek MMP-1 duzeyleri ile seyreden koroner arter hastalarimin daha
sonra olusabilecek kardiyovaskiler olaylar agisindan yiksek risk tasiyabilecegi distntlmusttr
(46).

TIMP ler MMP lerin dokudaki dogal inhibitorleridir ve aktivitelerini kisitlamaktadirlar.
Bazal membran ve ekstraseliler matriks yikimini inhibe etmektedirler. Bag dokusu
metabolizmasin regiile edecek sekilde salgilanan ¢ok yonlu proteinlerdir (19). TIMP-1, MMP-2
ve MT1-MMP disinda kalan ttm MMP’ leri kuvvetli sekilde inhibe edebilmektedir (13). Silence
ve arkadaglar1 tarafindan farelerde TIMP-1 geni inaktive edilerek yapilan deneysel ¢alismada
TIMP-1 inaktivasyonunun MMP etkisiyle torasik aortada aterosklerotik lezyonlar1 azaltip
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anevrizmalar arttirdigini gosterilmistir. Calismada TIMP-1'in, anevrizmalar1 azalttigi ve ayni
zamanda aterosklerotik lezyonlar arttirdig: vurgulanmistir (47).

Galis ve arkadaslarinca 1994 yilinda yapilan ¢alismada insan diz kas hicrelerinin de
TIMP ekspresyonu gosterdigi belirtilmistir (48). Daha sonraki yillarda insanda TIMP-1 ve AKS
iliskisi UGzerine calismalar devam etmistir.Yine de AKS'li hastalarda TIMP-1 ile yapilan
calismalar oldukga azdir. 2005 yilinda Lubos ve arkadaslarinca yapilan ¢alismada koroner arter
hastalig1 stphesiyle gelen ve anjiyografi yapilan 1979 hastada TIMP-1, CRP ve BNP dizeyleri
degerlendirilmistir. 1945 hastada TIMP-1 seviyeleri 6-2667 ng/mL araliginda saptanirken
ortalama 697 = 223 ng/mL olarak bulunmustur. Hastalar 2.6 = 1.2 yil boyunca kardiyolojik
hadise ve 6lumler agisindan takip edilmistir. Olimctil kardiyolojik olay geciren hastalarda TIMP-
1 degerlerinin (ort: 820 ng/mL) gecirmeyen hastalara (ort: 692 ng/mL) gore yuksek oldugu
bulunmustur (p<0.001). Takip edilen grupta KVH yizinden ¢len hastalarda BNP ve CRP
duzeyleri beklenildigi gibi ylksek bulunmustur (p< 0.001, p< 0.001). SAP'li ve AKS'li hastalar
arasinda TIMP-1 duzeyleri agisindan ise herhangi bir fark saptanamamistir. Biyokimyasal
belirtecler kendi aralarinda degerlendirildiginde, ileride olusan kardiyovaskiler 6lumlerle BNP
en iliskili belirteg olarak saptanirken, TIMP-1 ve CRP BNP'nin iliskisine oldukga yakin
bulunmustur. Sonug olarak anjiyografi ile KAH saptanan hastalarda kardiyovaskiler 6lum
acisindan TIMP-1"in bir risk faktort oldugu iddia edilmistir (49).

Benzer bir calisma Cavusoglu ve arkadaslar tarafindan New York State Universitesinde
yapilmistir. Anjiyografi yapilan 389 hasta ¢alismaya alinmustir. M1’ hastalar kardiyolojik ve
kardiyolojik olmayan 6ltim gorilme agisindan 24 ay siireyle takip edilmistir (hastalarin %97’ si).
Calismanin verilerine gore TIMP-1 tim 6lumler ve MI icin bagimsiz bir belirleyici olarak
saptanirken, TIMP-IMMP-9 oram kardiyak olumler igin bagimsiz bir belirleyici olarak
bulunmustur (50).

Kardiyak oOlumler igin bir risk faktori olarak TIMP-1'in degerlendirildigi temel
caligmalardan biri de Inokubo ve arkadaslarina aittir. 20 MI'10, 9 UAP'li, 17 SAP |1 hastada ve
20 koroner hastaligi bulunmayan bireyde yapilan calismada anjiyografi esnasinda aort koku ve
kardiyak venden es zamanli 6rnek alinip TIMP-1 ve MMP-9 diuzeyleri degerlendirilmistir. Aort
kokunden alinan o6rneklerde 4 grup agisindan anlamli bir fark bulanamamistir. TIMP-1 ve MMP-
9'un kardiyak ven ile aort koki dizeyleri arasindaki farki Mi’li ve UAP'li grupta kontrol
grubuna gore yuksek bulunmustur. Ek olarak 9 MI’'l1 hastada periferik kandan alinan seri
orneklerde 21 gunlik siregte TIMP-1 ve MMP-9 dizeyleri saptanmistir. MMP-9 da bir fark
bulunamazken TIMP-1 dizeyleri 2.gin yukselmis ve bu 21gunlik periotta yiksek olarak
kaydedilmistir. Sonu¢ olarak AKS'li hastalarin koroner dolasiminda TIMP-1 ve MMP-9 un
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yuksek seviyeleri saptanmistir. AKS de TIMP-1 ve MMP-9'un aktif plak riptardnde rol aldigint
One surulmastur (51).

Yapilan diger bir calismada Kruk ve arkadaslari tarafindan SAP'li  hastalarda
metalloproteinazlarla yiuksek risk Ozellikleri gosteren koroner plaklarin iliskisi incelenmistir.
Damarici ultrasonla 36 hastamn 75 lezyonu 2567 Kkesitte incelenip degerlendirilmeleri
yapilmistir. Sonug olarak SAP'li hastalarda TIMP-1 dizeyleri yiksek komplikasyon riski tasiyan
plaklarla korele bulunmustur (52).

Deneysel olarak MI sonrasi metalloproteinazlarin zamana bagli salimminin ilk gosterimi
Herzog ve arkadaslarinca yapilmistir. Farelerde koroner arter ligasyonunu takiben 30 dakika ile
24 saat icinde zimografi yontemi ile metalloproteinaz aktiviteleri degerlendirilmistir.
Ligasyondan 1 saat sonra enfarktiis bdlgesinde ve septumda MMP-1 ve 2 artisi gdzlenmis,
2.sagtte artis slrerken 4.sagtte azalma 24.saatte tekrar yikselme ve en yiksek seviye
saptanmustir.  Enfarktlis olmayan bolgedeki aktivite kollogen yikimi, enfarktis alanimin
genislemesi ve dokudaki yeniden yapilanmaya baglanmistir. Sonug olarak farelerde ligasyon
sonrasi enfarkte ve enfarktis olmayan bolgede MMP-1 ve 2 aktivite artis1 gosterilmistir (53).

Yapilan diger bir calismada Cluetjens ve arkadagslar1 tarafindan 6.saat ile 28.gunlik bir
siregte zimografi ile Northern blotting ve in situ hibridizasyon yontemleri kullanilarak
metalloproteinaz aktivite ve ekspresyonu gosterilmeye calisilmistir. Enfarktls bdlgesinde
2.ginde MMP-1 aktivitesinde kontrole gore 4.5 kat bir artis gozlemlenirken bu artis 7.gtinde pik
seviyesine ulasip 6.5 kat olarak saptanmistir. Daha sonra MMP-1 aktivitesi azalma egilimine
girerken MMP-2 ve 9 aktiviteleri yukselmistir. MMP-1 mRNA’si enfarktis bolgesinde 7.giinde
artis gostermistir. Enfarktiis bolgesinde 7. saatte 2 katlik bir TIMP-1 mRNA transkripsiyon artisi
saptanirken bu artis 2.giinde pik yapip 8 kata ulasmistir. Sonug olarak hiicreler arasi havuzdaki
MMP-1 azalisiyla birlikte MMP-1 mRNA sentezinin arttigi vurgulanmustir. Enfarkte bolgedeki
kollajenoliz miktarimmn MMP -1 aktivasyonu ve TIMP-1 inhibisyonu arasindaki dengede
belirleyici oldugu, bu esnada matriks metalloproteinaz aktivasyonlariin TIMP-1 mRNA
sentezini regule ettigi belirtilmistir (54).

Chen ve arkadaslarinca kizil 6tes florasans gorintileme yontemiyle yapilan calismada
farelerde enfarktis bolgesinde M1 sonrast 2.ginde MMP-1 aktivitesinde artma gosterilmistir
(55).

MMP nin salintmina bagli yapilan klinik calismalar oldukga azdir. Hisashi ve arkadaslar:
calismaya aldiklari 33 AKS, 17 SAP ve 17 kontrolde MMP-2 ve 9 duzeylerini
degerlendirmiglerdir. AKS'li hastalarda kontrol grubuna gore MMP-2 ve 9 duzeylerinde
yukseklik saptamuglardir. Medikal tedavi goren 22 AKS'|i hastada MMP-2 dizeylerinin
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yuksekligini korudugu , MMP-9 diizeylerinin bazilarinda 3.gun pik yaptigim bazilarinda 7.gun
dusUse gectigi gozlemlenmistir. Sonug olarak AKS'li hastalarin serum MMP-2 ve 9 diizeylerinde
seri degisiklikler rapor edilmistir (56). Hirohata ve arkadaglar: tarafindan AMI sonrast MMP-1
ve TIMP-1'deki degisikliklerin enfarktis iyilesmesini ve yeniden yapilanmasim yansittig
hipotez gosterilmeye calisilmistir. ilk kez AMI gegiren ve reperfiize edilen 13 hastada 28.gline
kadar 8 er 6rnek toplanmistir. MMP-1 diizeylerinin kontrole gore 4.gune kadar disuk seyrettigi
sonra yukselise gegip 14.gunde pik yaptig1 ve sonratekrar normale dondigt goralmustar. TIMP-
1'de ise yine kontrole gore baslangicta disuklik saptamirken 14.gtinde pik godzlemlenmistir.
Sonug olarak AMI sonrast MMP-1 ve TIMP-1 duizeylerinde 28 guinlik suregte seri degisiklikler
oldugu vurgulanmistir (57).

MMP dizeylerinin stent implantasyonu veya balon anjiyoplasti sonrasi yukselebilecegini
gosteren deneysel calismalar mevcuttur. Feldman ve arkadaslarinca hiperkolesterolemik farelerin
iliak arterlerinde yapilan calismada MMP dizeylerinin stent implantasyonu sonrasi diger
girisimlere gore daha fazla yukseldigi gosterilmistir. Yine yaptiklari calismada kardiyak
girisimler sonrasi TIMP-1 ve 2 duizeylerinde gegici yukseklikler saptamiglardir (58).

Eckart ve arkadaslarinca AKS stiphesiyle gelen ve kardiyak kateterizasyon uygulanan 100
hastada seri MMP-1, 2 ve 9 olcumleri degerlendiriimeye calisilmstir. Ornekler
kateterizasyondan dnce, hemen sonra ve 24 saat sonra alinmistir. KAH olan ve olmayan grup
arasinda basal degerlerde bir fark bulunamamistir. MI’l1 hastalarda M1 gegirmeyenlere gore
kateterizasyondan 24 saat sonra MMP-1 dizeylerinde ylkselme saptanmistir. Kateterizasyon
uygulanan hastalarda uygulanmayanlara gore 24.saatte MMP-1 ve 9 dizeylerinde yukseklik
bulunmustur. Sonug olarak MI ve perkiitan revaskilarizasyon esnasinda zamana bagli MMP
Olcimlerinde farkl: alt gruplarda degisiklikler saptanmis ve bu olaylar esnasinda farkli MMP alt
gruplarinin degisik roller oynayabilecegi dustintlmustir (59).

2.7. AKUT KORONER SENDROM VE OK SIDE LDL

Ml sonrasi OksLDL’nin MMP-1 ekspresyonunu arttirdigint gosteren ve miyokardial
hasar olusum mekanizmasim aciklayan bazi hipotezler mevcuttur (Sekil 7). Huang ve
arkadaglarinca yapilan ¢calismada umblikal ven ve aort endotel hiicrelerinden MMP-1 saliniminin
OksLDL ile stimule oldugu gogterilmistir. Aynt zamanda OksLDL’nin MMP-1 ekspresyonunu
arttirchigr ve LDL oksidasyonunun MMP-1 mRNA ekspresyon seviyesi ile korele oldugu
belirtilmistir (60). Akiba ve arkadaslarinca insan koroner diiz kas hicresinde OksLDL ve 4-
hidroksinonenal stimulasyonu ile MMP-1 Gretiminin olustugu basamaklarda PDGFR-3 (platelet-
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derived growth factor receptor) ve ERK1/2 (extracellular-regulated kinase) aktivasyonlarinin rol
oynadig1 6ne strtlmuistr (61). Yine Akiba ve arkadaslar: tarafindan yapilan baska bir ¢calismada
OksLDL ile induklenen PDGFR-[ aktivasyonunun ginkgo biloba 6zitiyle baskilanmasi sonucu
koroner duiz kas hticresinde MMP-1 Uretiminin azaldig: belirtilmistir (62). LOX-1, OksLDL igin
yeni kesfedilen lektin benzeri bir reseptordir. Oksidatif strese duyarli p38MAPK (mitogen-
activated protein kinase) aktivasyonu yaparak OksLDL ile olusan hiicre hasarina mediyatorlik
yaptig1 distintlmustir (63). Li ve arkadaslarinca farelerde miyokardiyal iskemi ve reperfiizyon
olusturuldugunda LOX-1 ekspresyonunun arttigir bunun da MMP-1 ve P-selektin, damar hiicresi
adezyon molekult-1 gibi bazi adezyon molekillerinin ekspresyonunu arttirdigir gozlenmistir.
Farelere LOX-1 regulasyonunu azaltmak icin LOX-1 antikoru verildiginde yine MMP-1 ve
adezyon molekilleri ekspresyonunun azaldigi kaydedilmistir. LOX-1 ile adezyon molekuilleri
iliskisini aciklamak icin oksidatif strese duyarli P38BMAPK ekspresyonu incelendiginde
aktivitesinin artmisg oldugu gordlmustir. Sonug olarak miyokardial iskemi ve reperfiizyonun
LOX-1 ekspresyonunu regile ettigi, P3BMAPK aktivasyonu ile de MMP-1 ve adezyon
molekulleri ekspresyonunu arttirdigi vurgulanmustir (64).

Ehara ve arkadaslarinca 45 MI, 45 UAP, 45 SAP ve 46 kontrol olusturularak yapilan
calismada OksLDL seviyeleri kiyaslanmaya calisilmigtir. MI'li grupta tim gruplara gore
OksLDL duzeyleri yuksek saptanmustir. Hasta gruplar: arasinda HDL, LDL ve Total kolesterol
acisindan fark bulunamamistir. UAP ve SAFP'|i hastalardan elde edilen 33 endarterektomi
orneginde UAP’li grupta SAP'li gruba gore OksLDL pozitif makrofgjlarda fazlalik saptanmstir
(29). Nishi ve arkadaslarinca endarterektomiye giden karotis aterosklerozu bulunan hastalarda
OksLDL seviyesinin kontrol grubuna gore 1.5kat yiksek oldugunu saptanmustir (30). Toshimave
arkadaglar1 tarafindan anjiyografik olarak stenozu %50 nin Uzerinde olan hastalarda OksLDL
seviyes aym yas grubundaki kontrol grubuna gore 1.9 kat yiksek bulunmustur. Aym zamanda
OksLDL seviyelerinin diger lipid parametrelerine gore daha iyi bir belirteg olabilecegi
vurgulanmigtir (31). AMI, serebral enfaktlis ve perkitan transluminal koroner anjiyografi
(PTCA) gibi girisimlerden hemen sonraki akut donemde OksLDL seviyelerinin yukseldigini
gosteren calismalar mevcuttur. Bu calismalardaki gozlemlerde OksLDL’deki yikselisin olaydan
sonraki akut donemde cogunlukla da ilk U¢ ginde ciktigi daha sonra normale dondigu
belirtilmistir. Riptire plaklardan salimmin bu yikselisin nedeni olabilecegi distntlmustir (32,
33, 34). MONICA/CORA calismasinda OksLDL diizeylerinin saglikli erkeklerde AKS agisindan
bir belirteg olup olamayacag: degerlendirilmistir. 6 yil boyunca gozlenen 9796 kisiden 88’inde
akut miyokard hastaligi ortaya ¢ikmis olup bu grup, yas grubu uyan 258 saglikli kisiyle
karsilastirilmistir. Hasta grubunda OksLDL ve CRP dizeyleri kontrol grubuna gore yuksek
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bulunmustur. OksLDL ile CRP arasinda korelasyon bulunamadigindan dolay: her birinin
bagimsiz birer risk faktorii olabilecegi dusunulmistir. Sonug olarak OksLDL 6lgiminin
kardiyovaskiler hastaliklar agisindan faydali bir belirteg olabilecegi 6ne stiriIlmustir (35)

Ischaemiaireperfusion injury
#_'__,f L i :
Platelet L1 expression
activation and activation
‘|r i Adhesion molecule
Oridative stress Equeason
MMP-2 release ONOO™? *.
I} # PMN attachment/
tiszue infiltraticn
Y TIME-1 P28 MAPK
Trogorin | activation ,l.
degradation S ¢
T MMP .9 release
Y " MMP-1 activation
Mechanical - L
dy=function T )
" ¥ Tissue necrosis
ECM breakdown LI
death
“entricular Mechanical
remodeling dysfunction
Current Opinion in Pharmacology

Sekil 7 : Akut miyokardial iskemi-reperflizyon hasar: olusum mekanizmasi

(Current Opinion in Pharmacology 2004, 4:132—-138)




3. GEREC VE YONTEMLER

3.1. ARAC VE GERECLER

3.1.1. Cihazlar

Tablo 3 : Tez ¢aligmasinda kullamlan cihazlarin listesi

Cihaz Ad Marka M odel Uretici Firma

Otoanalizor Architect C16000 Abbott Diag.

Otoanalizor Immulite 2500 Siemens Diag.

ELISA plak | Biotek ELx800 Biotek,USA

okuyucusu

ELISA plak | Biotek ELx50 Biotek,USA

yikayicis

Saf su cihaz Milipore Mili-Q ZL X55003Y Hettich Co,Almanya

Santrifij Hettich Rotina 35 Hettich
Zentrifugen,Almanya

Anjiyografi cihazi Philips Integris Integris 5000 Philips,USA

Otomatik pipetler Finnpipette

Derin dondurucu Thermo VLT1740-5-V40 Thermo Electron
Corporation,USA

Tablo 4 : Tez caligmasinda kullanilan kitlerin listesi

Kit adi Y Oontem Katalog No Firma

OksLDL Enzim Immiinassay K7810 Immun Diag.,Almanya

MM P-1 Enzim Immiinassay ECM490 Chemicon,USA& Canada

TIMP-1 Enzim Immiinassay KHC1492/1491 | Biosource,USA

HDL Enzimatik Kolorimetrik | 3K33-20 Abbott Diag.,USA

LDL Enzimatik Kolorimetrik 1E31-20 Abbott Diag.,USA

Total Kolesterol | Enzimatik Kolorimetrik | 7D62-20 Abbott Diag.,USA

Trigliserid Enzimatik Kolorimetrik | 7D74-20 Abbott Diag.,USA

CRP Ultra Immiino Turbidimetrik | 6K2601 Abbott Diag.,USA

Troponin-| Kemiluminesans L5KSTI2 Siemens Diag.,USA

Immiinometrik
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3.2. ORNEKLERIN TOPLANMASI VE SAKLANMASI

3.2.1. Olgularin Segimi

Calisma gruplarimn DEUTF Kardiyoloji A.D.’na klinik 6yku, laboratuar verileri, EKG
bulgular1 dogrultusunda AKS ile gelen ve anjiyografi planlanan hastalardan olusturulmast
dustnuldd. 16 MI, 15 anstabil, 8 SAP'li hasta ile sikayeti olmayan rutin tarama tetkikleri igin
merkez laboratuvar kan alma Unitesine basvuran es deger yas grubunda 17 kontrol calismaya
dahil edildi.

6 ay ve dncesinde MI 6ykusii olan, perkitan koroner girisim ya da koroner arter by-pass
OykUsl olan hastalar ayrica kalp yetmezligi, kardiyomyopati, ya da kalp kapak hastaligi bulunan
hastalar, statin kullananlar, kanser hastalari, romatoid artrit gibi kronik ve inflamatuvar
hastaliklar: olanlar galismaya dahil edilmedi.

Etik kurul raporu adiktan sonra calismaya katilacak tim hastalar yazili olarak
bilgilendirilip imzali onamlar: alindi (Ek 1). Her hastamin klinik ve laboratuar bilgileri ‘hasta
bilgi formu’ naislendi (Ek 2).

3.2.2. Orneklerin Toplanmas ve Saklanmas

Ornekler icin 6nkol venlerinden 20 cc. kan alindi. Koruyucu ve antikoagiilan icermeyen
duz tdpler kullanildi. Alinan ornekler iki saat iginde 3000 rpm’de 10 dakika santriflij edildikten
sonra serumlarina ayrildi. Tim serumlar 6 ay1 gegmemek suretiyle -40°C’ de sakland:.

AKS'li hastalardan 2, SAP ve kontrollerden 1'er kez kan alindi. Ml ve UAF'li hasta
gruplarindan hastaneye basvurudan sonraki 6.-12. saat icinde ilk 6rnekler, ilk drnekten sonraki
18.-36. saat icinde ise ikinci ornekler alindi. MI , UAP ve SAP'li hastalarin kanlarinin timii
anjiyografi isleminden 6nce alind.

3.2.3. Anjiyografi Sonuglarinin Degerlendirilmes
Anjiyografi islemleri Dokuz Eylil Universitesi Kardiyoloji Anabilim Dalindaki tnitede
uzman kardiyologlar tarafindan yurutuldi. Koroner arter hastaligr (KAH) bulunan grup, tikali

damar sayisi, arter segmentlerinin tammlanmasi ve koroner arter lezyonlarimin yerlesimine gore

degerlendirildi. Aterosklerotik lezyonlar ‘Modifiye Gensini Skoru' ile hesapland: (65). Gensini

36



tarafindan gelistirilip modifiye edilen bu skorlama ile plaklarin buyuklikleri tutulan damar ve
lezyon sayisi da dikkate alinarak degerlendirildi.

Lezyonlarin darlik yapici etkisine gore %25-49 darliklar 1, %50-74 darliklar 2, %75-
89 darliklar 4, %90-98 darliklar 8, %99 darlik 16 ve %100 darlik 16 katsayisi ile carpildi.

Lezyonlarin lokalizasyonuna gore ise sag koroner arterin (RCA) proksimali, mid bdlgesi
ve distali 1 katsayist ile carpildi. Sirkiimfleks arterin proksimali 2.5 , distali, optus marjinal
(OM), arka inen dal1 (PD) 1, posterolateral dal (PL) 5 ile carpildi. Sol ana koroner arterdeki
(MLCA) lezyonlar 5 ile carpilirken devaminda yer alan sol koroner arterin (LAD) proksmali 2.5,
mid bolgesi 1.5, apikali 1 ,distali 0.5 , birinci diagonal (1° ) 1, ikinci diagonal (2° ) 5 ile
carpildi.Her bir lezyon igin darlik ve lokalizasyon katsayilari garpildiktan sonra tim lezyonlarin
carpimlari toplanarak skor elde edildi (65).

3.3. BiYOKIMYASAL ANALIZLER

3.3.1. OksLDL Olgiim Y 6ntemi

Olguim igin OksLDL ELISA kitleri (immun Diag.,Almanya ) kullanildi. OksLDL 6lglim
prensibi, serumdaki OksLDLyi direk teshit eden enzim linked sorbent assay (ELISA) yontemine
dayanmaktadir. Bu teknikte standartlar, kontroller ve hasta 6rnekleri yiksek afiniteli antikorla
kaplt kuyucuklara ekilmektedir. Ilk inkiibasyon sonunda bu antikorlar hastalardaki antijenleri
yakalamaktadirlar. Yikama ile uzaklastirilan baglanmayan komponentlerin ardindan ortama
peroksidaz ile konjuge edilmis ikinci antikor ilave edilmektedir. Tetrametilbenzidin (TMB),
peroksidazin substrati olarak kullaniimaktadir. Reaksiyonu sonlandirmak icin son basamakta
asidik solusyon kullanilmaktadir. Olusan sart rengin  yogunlugu o©rnekteki OksLDL
konsantrasyonu ile direk olarak oranlidir. 450nm’ de standartlar yardimiyla elde edilen absorbans-
konsantrasyon egrisinden 6rneklerin konsantrasyonlar: hesaplanmaktadir.

Standartlar ve hazirlanmslari:
1. Standart liyofilize halde olup 500pL distile su ile ¢ozildukten sonra 20 dakika beklenip iyice
karstirildi.
2. Standart konsantrasyonlar1 sirasiyla0, 9, 27,80 ve 250 ng/mL olarak belirlendi.

Uygulama basamaklarz:
1. Tum reaktif ve ornekler odasisina getirildi, iyice karistirildi ve pozisyonlar: belirlendi.
2. Hasta6rnekleri drnek dilisyon tamponuyla 1:10 seyreltildi.
3. Herbir kuyucuk 250uL yikama tamponuyla beser kez yikandi ve 100pL standart, kontrol ve
ornek ekildi.
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4. Kuyucuklarin tizeri kaplanip odasinda 4 saat yatay mikserde inktibe edildi.
5. Icerik aspire edilip herbir kuyucuk 250uL yikama tamponuyla beser kez yikandi.
6. Her bir kuyucuga diltie edilmis 100uL konjugat eklenip kaplandiktan sonra oda 1sisinda yatay
mikserde 1saat inkiibe edildi.
7. igerik aspire edilip herbir kuyucuk 250uL yikamatamponuyla beser kez yikandh.
8. Her bir kuyucuga 100uL substrat eklenip kaplandiktan sonra oda 1sisinda 20 dakika yatay
mikserde inkiibe edildi.
9. Her bir kuyucuga 50puL stop solusyonu eklenip iyice karistirild.
10. Absorbanslar 450nm’ de ELISA plak okuyucusu ile kisa siirede belirlendi.
11. Standart absorbanslart ve konsantrasyonlar: kullamlarak 3.derece polinomik denklem ile
uyumlu egri cizildi. Orneklerin konsantrasyonu bu denklem ile hesaplanip dillisyon katsayis: 10
ile carpildiktan sonra gercek degerler belirlendi.
12. Kontrol absorbansi 0.676 bulundu. Formilde yerine konuldugunda 40.12 ng/mL bulundu.
(Beklenen deger: 23.3-43.1 ng/mL )

| Konsantrasyon = -6.5833 + 63.33 A + 3.277 A2+ 7.7575 A3

OKSIDE-LDL STANDART EGRISI

300

250 +

200 +

150 «

100 +

50«

Observed

-50 _ _ _ _ = Cubic
0,0 ,5 1,0 1,5 2,0 2,5

standart konsantrasyonu (ng/mL)

Grafik 1: OksLDL standart egrisi
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3.3.2. MMP-1 Olglim Y 6ntemi

MMP-1 kiti iki basamakli sandvi¢ immiinoassay yontemini igermektedir. Kuyucuklar
antikor ile kaphdir. Enzim isaretli diger antikorlar aym MMP-1 molekulinin diger antijenik
bolgelerine  baglanarak sandvic modelini  olusturmaktadirlar.  Sandvig  molekulinin
inktibasyonundan sonra kuyucuklara renk olusumundan sorumlu olan enzim substrat ve 3,3'5,
5 -tetrametilbenzidin (TMP) eklenir.Peroksidaz enzim aktivitess MMP-1 antijen miktar: ile

orantilidir.

Standartlar ve seri diltisyonlar:

1. Standart stok solusyonu konsantrasyonu 3.6 ng/mL “dir.

2.3.6,1.8,0.9,0.45, 0.23, 0.11, 0 olmak Uzere yedi tup isaretlendi.

3. Stok solusyonu hari¢ tim tiplere 250uL tampon solusyonu eklendi.

4. 3.6 ng/mL’lik standart stok solusyonundan 250uL 1.8'lik tipe pipetlenip vortekslendi.
5.1.8'lik tipten 0.9'luk tupe 250uL pipetlenip vortekdendi. Aym islem sirayla diger tuplere
uyguland: ancak 0 tipiine pipetleme yapilmadi.

Uygulama basamaklarz:

1. Tum reaktif ve ornekler odasisina getirildi, iyice karistirildi ve pozisyonlar: belirlendi.

2. Herbir kuyucuga 100pL standart ve 6rnek ekildi tzerleri kaplamp oda 1sinda 2 saat inkiibe
edildi.

3. Igerik aspire edilip herbir kuyucuk yikama tamponuyla dorder kez yikand.

4. Ornek ve standart iceren her bir kuyucuga 100uL enzim isaretli antikor solusyonu eklenip
kaplandiktan sonra oda 1sisinda 1 saat inkiibe edildi.

5. Icerik aspire edilip herbir kuyucuk yikama tamponuyla dorder kez yikand.

6. Ornek ve standart iceren her bir kuyucuga 100uL renk reaktifi eklenip kaplandiktan sonra oda
1sisinda 30 dakika inktibe edildi.

7. Imol/L’lik stlfirik asitten 100pL eklenerek reaksiyon durduruldu.

8. Standart egrisi icin sadece tampon solusyonu iceren kor kullamilarak 450nm'de okumalar
yapildL.

9. Standart absorbanslari ve konsantrasyonlar: kullamlarak dogrusal egri cizildi ve denklemi
hesapland:. Orneklerin konsantrasyonu bu denklem ile hesaplandh.
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Konsantrasyon = ( A - 0,0146) / 0,4836

MMP-1 STANDART EGRISI
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Grafik 2 : MMP-1 standart egrisi

3.3.3. TIMP-1 Olglim Y 6ntemi

Biosource TIMP-1 kiti, kat1 faz ELISA sandvi¢ yontemini icermektedir. Kuyucuklar
monoklonal antikorla kaplidir. Ornek ve standartlarin pipetlenmesinden sonra biotinlenmis ikinci
monoklonal antikor ilave edilmektedir. Boylelikle TIMP-1 antijeni farkli iki bdlgesinden
baglanmaktadir. ikinci antikor fazlaliklarimn uzaklastiriimasindan sonra ortama streptavidin-
peroksidaz enzimi eklenmektedir. Bu enzim biotinlenmis antikora baglamp 4 tyeli sandvig
modelini tamamlamaktadhr. Tkinci inkiibasyon ile fazlaliklar uzaklastirildiktan sonra bagli enzim
ile reaksiyona girecek ve renk olusturacak substrat solusyonu eklenmektedir. Olusan bu rengin
yogunlugu drnekteki TIMP-1 konsantrasyonuyla orantilidir.

Standartlar ve seri diltisyonlar:

1. Standart stok solusyonu konsantrasyonu 25 ng/mL ‘dir.
2.25,125,6.25, 3.12, 1.56, 0 olmak Uizere alt1 tup isaretlendi.
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3. Stok solusyonu hari¢ tim tUplere 150uL standart diltient solusyonu eklendi.

4. 25 ng/mL’lik standart stok solusyonundan 150uL 12.5' lik tipe pipetlenip vortekslendi.

5. 12.5'lik tlpten 6.25'lik tupe 150pL pipetlenip vortekslendi. Ayni islem sirayla diger tuplere
uyguland: ancak 0 tipine pipetleme yapilmadi.

Uygulama basamaklarz:

1. Tum reaktif ve 6rnekler odasisina getirildi, iyice karistirildi ve pozisyonlar: belirlendi.

2. Hasta 6rnekleri standart diltisyon tamponuyla 1:20 seyreltildi.

3. Her kuyucuga 50uL standart diliisyon tamponu pipetlendi. Kor icin ayrilan kuyucuk bos
brrakildi.

4. Herbir kuyucuga 50uL standart ve 6rnek ekildi.

5. Herbir kuyucuga 50uL biotinlenmis anti-TIMP-1 solusyonu pipetlenip Gzerleri kaplanip oda
1sinda 2 saat inkuibe edildi. Kor kuyucuguna pipetleme yapilmadi.

4. Herbir kuyucuk 400uL yikama tamponuyla dorder kez yikandiktan sonra kdr kuyucugu haric
tim kuyulara 100uL  streptavidin-HRP solusyonu eklendi.

5. Uzerleri kaplamp oda 1sinda 30 dakika inkiibe edildikten sonra 400uL yikama tamponuyla
dorder kez yikandi.

6. Her kuyucuga 100uL stabilize kromojen eklendi. Kuyucuklardaki sivi mavi renge donusta.
Uzerleri kaplanip oda 1sisinda ve karanlikta 30 dakika inkiibe edildi. Kaplama icin aliiminyum
folyo ya da metal parcalar kullanmaktan kaginildi.

7. Tum kuyulara 100pL stop solusyon pipetlendi. Maviden sariya renk degisimi gozlendi.

8. Stabilize kromojen ve stop solusyonu igeren kore karsi 450nm’ de absorbanslar okundu.

9. Standart absorbanslari ve konsantrasyonlar: kullamlarak dogrusal egri cizildi ve denklemi
hesaplandi. Orneklerin konsantrasyonu bu denklem ile hesaplanmip diltisyon katsayisi olan 20 ile

carpildi
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Konsantrasyon = ( A - 0.0757) / 0.079

TIMP-1 Standart Egrisi
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Grafik 3: TIMP-1 standart egrisi

3.3.4. Troponin-I Olglim Y éntemi

Immulite 2500 Stat Troponin |, kat1 faz enzim isaretli kemiluminisant immunometrik
yontemidir. Kat1 faz (boncuk) monoklonal sican anti-troponin | antikoru ile kaplidir. Sivi faz
poliklonal keci anti-troponin | antikoruna konjuge alkalen fosfotaz (sigir bagirsagindan)
icermektedir.

Hasta ornekleri ve reaktif, kapli boncuklarla 10 dakika inkiibe edilmektedir. Bu siirede
Ornekteki troponin I monoklonal sican anti-troponin | antikoru ve konjuge alkalen fosfotaz
iceren poliklonal kegi anti-troponin | antikoru ile sandvi¢ kompleksi olusturmaktadir.
Baglanmayan hasta 6rnekleri ve konjuge enzimler santrify)j ile ortamdan uzaklastirilmaktadir.
Son olarak boncuklar: iceren reaksiyon tUpine kemiluminisant substrati eklenmektedir. Bagli

enzim ile orantili olarak sinyal Uretimi olusmaktadhr.
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3.3.5. CRP Ultra Olglim Y 6ntemi

CRP Ultra 6lcuimleri, Architect C16000 (Abbott Diag.,USA) otoanalizériinde yapild..

C Reaktif Protein (CRP) Ultra kiti 6lcim icin  yiksek derecede hassas
immunoturbidimetrik yontem kullanmaktadir. Lateks partikillerine absorblanmis anti-CRP
antikoru ile Ornek serumundaki CRP arasinda reaksiyon meydana geldiginde agregasyon
olusmaktadir. Agregasyon, 550-580nm’'de absorbans degisikligi olarak turbidimetrik olarak
saptanmaktadir. Bu agregasyondaki degisiklik ornekteki CRP miktariyla oranlitilidir.

3.3.6. Total Kolesterol Olgiim Y éntemi

Total Kolesterol olgumleri, Architect C16000 (Abbott Diag.,USA) otoanalizbrinde
yapildr.

Total Kolesterol Kkiti 6lcim icin enzimatik kolorimetrik yontem kullanmaktadir.
Kolesterol esterler, kolesterol esteraz ile enzimatik olarak kolesterol ve serbest yag asitlerine
hidroliz olmaktadir. Serbest kolesterol daha sonra kolesterol oksidaz ile Kolest-4-en-3-on ve
hidrojen perokside okside olmaktadir. Son olarak hidrojen peroksit, hidrobenzoik asit (HBA) ve
4-aminoantipirin ile reaksiyona girerek 500nm’de okunan kromoforu (quinoneimine dye)
olusturmaktadr.

Kolesterol esteraz

v

Kolesterol ester + H20 Kolesterol + RCOOH

Kolesterol oksidaz

v

Kolesterol + 02 Kolest-4-en-3-on + H202

Peroksidaz

H202+ HBA + 4-aminoantipirin » Kromofor
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3.3.7. Trigliserid Olgiim Y 6ntemi

Trigliserid dlcumleri, Architect C16000 (Abbott Diag.,USA) otoanalizortinde yapildh.

Trigliserid kiti 6lglim igin enzimatik kolorimetrik yontem kullanmaktadir. Trigliseridler
enzimatik olarak lipaz tarafindan yag asitlerine ve gliserole hidrolize edilmektedirler. Gliserol,
gliserol kinazli (GK) adenozin trifosfat (ATP) tarafindan gliserol-3-fosfat ve adenozin difosfat
(ADP) olusturmak icin fosforile edilmektedir. Gliserol-3-fosfat, gliserol fosfat oksidaz (GPO) ile
dihikroksiaseton fosfata (DAP) oksidize edilmekte ve hidrojen peroksit (H202) Uretilmektedir.
Peroksidaz ile katalize edilen bir renkli reaksiyonda, H202 kirmizi renkli bir boya olusturmak igin
4-aminoantipirin (4-AAP) ve 4-klorofenol (4-CP) ile reaksiyona girmektedir. Bu boyanin
absorbansi 6rnekteki trigliserid varligimn konsantrasyonu ile orantilidir. Bu analitik metodoloji
Fossati ve ekibi ile McGowan ve ekibi tarafindan agiklanan reaksiyon sirasini temel almaktadir.
Bu reaktifte, Fossati ve McGowan'in calismalarinda kullandlan 2-hidroksi-3,5-diklor-

obenzensiilfonat yerine 4-klorofenol kullamlmaktadir.

Lipaz
Trigliserid > Gliserol + RCOOH
Gliserol kinaz
Gliserol + ATP > Gliserol-3-fosfat + ADP
Gliserol fosfat oksidaz
Gliserol-3-fosfat + O2 » Dihikroksiaseton fosfata + H202
Gliserol fosfat oksidaz
H202+ 4-aminoantipirin + 4-klorofenol » Kirmizi renkli boya




3.3.8. HDL Kolegterol Olgiim Y 6ntemi

HDL o6lcumleri, Architect C16000 (Abbott Diag.,USA) otoanalizoriinde direkt homojen
enzimatik kolorimetrik yontem kullanilarak yapildi.

Y 6ntem, HDL’ den kaynaklanmayan esterlesmemis kolesterol ile kolesterol oksidaz (CO)
reaksiyonunun hizlandiriimas: ve 0zel deterjan kullanarak HDL kolesteroltiin spesifik olarak
¢Ozinmesi esasina dayanmaktadir.

Analiz 6ncesi herhangi bir dnislem veya santrifligasyon basamag: olmaksizin iki asamal1
bir analiz yontemi kullamimaktadir. Birinci basamakta kolesterol oksidaz enziminin etkisi ile
serbest kolesterolden ( HDL’'den kaynaklanmayan) aciga cikan hidrojen peroksit, peroksidaz
enzimi ve N,N,bis (4-sulphobutyl)-m-toluidine-disodium (DSBmT)’ la reaksiyona girerek
renksiz bir Uriin olusturmaktachr. ikinci basamakda ise HDL kaynakli kolesterol bir deterjan
yardimu ile lipoproteinden ayrilarak, kolesterol esteraz ile reaksiyona girmektedir. Olusan serbest

kolesterol 4-aminoantipryrine ile renkli Grtin olusturmaktadhr.

3.3.9. LDL Kolesterol Hesap Y ontemi

LDL hesaplamalari, Architect C16000 (Abbott Diag.,USA) otoanalizorinde yapild.
Hesap icin ‘Friedewald Formuld’ kullanildi.

LDL Kolesterol = Total Kolesterol — ( HDL Kolesterol + Trigliserid/ 5)

3.4. ISTATISTIK SEL ANALIZLER

3.4.1. Verilerin Kaydedilmes

Analizlerden elde edilen veriler ‘Mikrosoft Office Excel 2003' program: kullanilarak
kaydedildi.

3.4.2. Verilerin Analizi ve Tablolar ile Gosterilmes

Istatistiksel degerlendirmeler ve tablo hazirlama amaciyla ‘SPSS for Windows 11.0’

programi kullamldi.
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Elde edilen verilerin degerlendirilmesi icin dncelikle ortalama deger ve standart sapmalari
hesaplandi. Gruplarin ortalama degerlerinin birbirinden anlaml1 derecede farkli olup olmadigim
belirlemek igin nonparametrik Kruskal-Wallis varyans analizi kullamildi. Kruskal-Wallis ile
anlaml1 farklilik gorulen parametreler igin ikili grup analizi yapildi. Grup sayisi 30’ dan az oldugu
icin Mann Whitney U testi tercih edildi. Grup parametreleri arasindaki korelasyonu belirlemek
icin Spearman Korelasyon testi kullanildh.
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4.BULGULAR

4.1. HASTA GRUBUNU TANIMLAYICI BULGULAR

4.1.1. Calisma Grubu

Calisma grubu 16 miyokard enfarktlls, 15 anstabil anjina pektoris, 8 stabil anjina

pektorisli hastadan olusturuldu. Sikayeti olmayan rutin tarama tetkikleri icin merkez laboratuvar

kan alma tnitesine bagvuran 17 kisi de kontrol grubu olarak degerlendirilmeye alindi.

4.1.2. Yas Dagilim

Tablo 5 : Olgularin yas dagilim:

Calisma n Alt Deger | Ust Deger | Ortalama | Standart | Medyan
grubu Sapma

Hasta grubu 39 33 80 60.28 12.45 60
Kontrol grubu | 17 46 83 59.88 11.08 57
Toplam 56 33 83 60.16 11.95 59.5

Bu bulgulara gére hasta ve kontrol grubu arasinda yas
bulunamad: ( p=0.910).

acisindan anlamli bir fark

4.1.3. Calisma Gruplarimn Ozellikleri

Tablo 6 : Calisma gruplarinin dzellikleri

Grup n HT HT % | DM DM % | Sigara Sigara %
MI 16 |7 43.8 4 25 9 56.3
Anstabil AP |15 |9 60 33.3 6 40

Stabil AP 8 6 75 25 3 375
Kontrol 17 7 41.2 4 235 5 294
Toplam 56 29 51.8 15 26.8 23 41.1
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4.2BiYOKIMYASAL PARAMETRELERE AiT BULGULAR

4.2.1. Troponin | Duzeyleri

Troponin | dizeyleri ortalamast M1’ 1 grupta 43.6 + 24.32, UAP'li grupta 21.33 + 7.55,
SAFP'li grupta 2.64 £+ 1.97, kontrol grubunda 0.20 £ 0.0 ng/mL olarak saptand:.

Troponin | dizeyleri MI'li ve UAFPli gruplarda digerlerine goére yiksek bulundu.
(Grafik 4).

150
—
£
S, 100 1
c
X
q) *
=
o]
é 50. * %
k=
c
S
o
|_
-50
N= 16 15 8 17
1 2 3 4
Grup

Grafik 4 : Troponin | Duzeyleri

1: miyokard enfarktis 2: anstabil anjina pektoris 3: stabil anjina pektoris 4: kontrol

*  Miyokard enfarktiisl i grubun Troponin | diizeyleri stabil gruba ve kontrol grubuna gore belirgin yiiksek bulundu
( p< 0.05).

** Anstabil anjina pektorisli grubun Troponin | diizeyleri stabil gruba ve kontrol grubuna gore belirgin yiksek
bulundu ( p< 0.05).
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4.2.2. CRP Duzeyleri

CRP dizeyleri ortalamast MI'l1 grupta 40.89 = 10.89, UAP'li grupta 44.84 + 14.31,
SAPli grupta 9.91 + 3.33, kontrol grubunda 4.05 + 0.80 mg/dL olarak saptandh.

AKS'li hastalarda CRP dizeyleri digerlerine gore yuksek bulundu. Aym zamanda SAP’ li
grubun CRP diizeyleri kontrollere gore yuksek saptandh ( Grafik 5).
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Grafik 5: CRP Duzeyleri

1. miyokard enfarktiis 2: anstabil anjina pektoris 3: stabil anjina pektoris  4: kontrol

*  Miyokard enfarktiid U grubun CRP diizeyleri stabil grubave kontrol grubuna gére belirgin yiuksek bulundu ( p< 0.05).
**  Anstabil anjina pektorisli grubun CRP dizeyleri stabil gruba ve kontrol grubuna gore belirgin yiksek bulundu ( p< 0.05).
*** Stabil anjina pektoridi grubun CRP diizeyleri kontrol grubuna gére belirgin yuksek bulundu ( p< 0.05).
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4.2.3. Lipid Profili Duzeyleri

Kolesterol dizeyleri ortalamasi MI’l1 grupta 181.88 + 11.66, UAP'li grupta 191.33 +
8.14, SAFP'li grupta 192 + 6.73, kontrol grubunda 207.06 + 9.61 mg/dL olarak saptand.

TG diuzeyleri ortdlamast MI’l1 grupta 187.25 = 17.65, UAFP'li grupta 214.93 + 20.76,
SAP'li grupta 123.63 * 5.74, kontrol grubunda 174.71 + 26.51 mg/dL olarak bulundu.

HDL duzeyleri ortalamast MI’l1 grupta 36.63 = 2.1, UAP'|i grupta 39 = 2.97, SAPli
grupta 49.25 + 2.03, kontrol grubunda 49.24 + 2.82 mg/dL olarak saptanch.

LDL duzeyleri ortalamast MI'l1 grupta 107.75 = 9.82, UAP'li grupta 109.27 + 6.81,
SAP'li grupta 118 + 5.14, kontrol grubunda 124.12 + 8.07 mg/dL olarak bulundu.

Beklenildigi sekilde MI'l1 grup ile UAP'li grubun HDL duzeylerini kontrol grubuna gore
anlamli olarak dusUk tesbit edildi. Ayrica MI’l1 grupta total kolesterol diizeyi kontrol grubuna
gore anlamli olarak dusuk kaydedildi (Grafik 6).
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Grafik 6 : Lipid ve Lipoprotein Profili

1: miyokard enfarktiis 2: unstabil anjina pektoris 3: stabil anjina pektoris 4: kontrol

* Stabil anjina pektoridi grubun HDL diizeyleri anstabil ve miyokard enfarktislii gruba gore anlamli olarak yiksek, trigliserid
diizeyleri ise belirgin olarak distik bulundu ( p< 0.05).

** Kontrol grubunun HDL dizeyleri anstabil ve miyokard enfarktiisl i gruba gére anlaml: olarak yiiksek bulundu (p< 0.05).

*** Miyokard enfarktiislii grubun LDL diizeyi stabil gruba ve kontrol grubuna gore belirgin diistik bulundu ( p< 0.05).

**%* Miyokard enfarktiislii grubun total kolesterol diizeyi kontrol grubuna gore belirgin disiik bulundu ( p< 0.05).
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4.2.4. OksLDL Duzeyleri

OksLDL duzeyleri ortalamast MI’'l1 grupta 318.87 + 155.35, UAP'li grupta 145.42 +
65.62, SAP' i grupta 1333.22 + 397.45, kontrol grubunda 87.86 + 13.09 ng/mL olarak saptand:.

SAP'li grubun OksLDL dizeyleri, MI'l1 grup, UAP'li grup ve kontrollere gore anlamli
olarak yuksek bulundu (Grafik 7). Ayrica ikinci 6rnek OksLDL dizeyleri degerlendirildiginde
M1’ |1 grubun ikinci 6rnek OksLDL duzeyleri UAP’li grubunkine gore anlamli olarak yuksek
bulundu. ( Grafik 8)
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Grafik 7 : OksLDL Duzeyleri

1: miyokard enfarktis 2: anstabil anjina pektoris 3: stabil anjina pektoris 4: kontrol

* Stabil anjina pektorisli grubun okside LDL duzeyleri tim gruplara kiyaslandiginda anlamili
olarak yiksek bulundu (p< 0.05)
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Grafik 8: ZamanaBagli OksLDL dizeyleri
1: miyokard enfarktis 2: anstabil anjina pektoris

* Miyokard enfarktisli grubun ikinci 6rnek oksLDL dizeyleri anstabil gruba gore bdirgin yiksek
bulundu ( p< 0.05).
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4.2.5. MM P-1 Duzeyleri

MMP-1 dizeyleri ortalamasi M1’ |1 grupta 3.88 + 0.35, UAFP'li grupta4.18 £ 0.29, SAP i
grupta4.47 + 0.20, kontrol grubunda 3.52 + 0.31 ng/mL olarak saptand:.

M1’ 11 grupta 2 hastada grubun ortalamasindan ¢ok yiuksek MMP-1 diizeyleri saptanmustir.

SAFP'li grup ile kontrol grubu arasinda anlaml1 farklilik bulundu. ( Grafik 9).
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Grafik 9: MMP-1 Duzeyleri

1: miyokard enfarktiis 2: anstabil anjina pektoris 3: stabil anjina pektoris 4: kontrol

* Stabil anjina pektorisli grubun MMP-1 dizeyleri kontrol grubuna gore anlamli olarak yiksek
bulundu (p< 0.05)
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4.2.6. TIMP-1 Duzeyleri

TIMP-1 dizeyleri ortalamast M1’ 1 grupta 331.91 + 16.49, UAF li grupta 344.78 + 26.16,
SAFP'li grupta410.90 + 17.19, kontrol grubunda 322.94 + 14.50 ng/mL olarak saptand.

SAFP'li grubun TIMP-1 diizeyleri MI’l1 grup ve kontrol grubuna gore anlamli olarak
yuksek bulundu (Grafik 10).
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Grafik 10 : TIMP-1 Duzeyleri

1: miyokard enfarktiis 2: anstabil anjina pektoris 3: stabil anjina pektoris 4: kontrol

* Stabil anjina pektorisli grubun TIMP-1 diizeyleri tim gruplara kiyaslandiginda anlaml1 olarak
yuksek bulundu ( p < 0.05).



427. TIMP-1/ MMP-1 Oranlari

GRUP N | Alt Deser | Ust Deger | Ortalama | Standart Hata
1 TIMP-/MMP-1] 16 28,52 546,79 118,4600 29,9704
2 TIMP-/MMP-1] 15 51,54 170,18 86,3693 8,4074
3 TIMP-/MMP-1 8 70,37 124,45 93,3900 5,7733
4 TIMP-/MMP-1 17 53,89 377,41 112,9771 18,7583

Tablo 7 : Gruplarin TIMP-1/ MMP-1 Oranlari

Gruplarin ortalama TIMP-1/ MMP-1 oranlar: arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark

saptanamadi.
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Tablo 8: Hasta ve Kontrol Gruplarimin Veri Tablosu

GRUP OksLDLO | OksLDL24 | TIMPO | TIMP24 | MMPO | MMP24 | TIM O | T/M 24 CRPO [ CRP24 | TropO | Trop24
1 Mean 318,87 356,88 331,91 | 376,02 | 3,88 3,93 118,46 | 127,80 40,89 | 42,27 | 43,60 | 25,46
N 16,00 16,00 16,00 | 16,00 16,00 | 16,00 16,00 | 16,00 16,00 | 16,00 | 16,00 | 16,00
Std. Error of Mean 155,35 138,81 16,49 | 16,27 0,35 0,38 29,97 | 29,16 10,89 | 8,58 24,32 | 12,06
Minimum 18,51 30,16 147,92 | 250,96 | 0,58 0,46 28,52 | 74,00 6,93 6,85 0,20 0,20
Maximum 2516,04 2293,07 430,20 | 449,44 | 5,42 5,41 546,79 | 550,66 143,04 | 118,61 | 385,00 | 191,00
Median 93,43 186,25 330,58 | 390,46 | 3,83 4,28 89,08 | 91,82 21,69 | 36,17 | 6,71 6,54
2 Mean 145,42 183,86 344,78 | 348,55 | 4,18 4,00 86,37 | 95,74 44,84 | 4456 | 21,33 | 18,59
N 15,00 15,00 15,00 | 15,00 15,00 | 15,00 15,00 | 15,00 15,00 | 15,00 | 15,00 | 15,00
Std. Error of Mean 65,62 107,99 26,16 | 15,67 0,29 0,31 8,41 9,09 1431 | 12,95 | 7,55 7,00
Minimum 10,12 3,69 121,85 | 249,95 | 2,36 2,20 51,54 | 52,55 0,76 0,98 0,20 0,20
Maximum 985,50 1679,80 555,52 | 465,90 | 5,39 5,42 170,18 | 179,52 180,78 | 165,35 | 99,50 | 77,80
Median 50,33 75,91 351,72 | 342,86 | 4,30 4,20 77,69 | 89,18 23,64 | 32,37 12,90 | 2,37
3 Mean 1333,22 410,90 4,47 93,39 9,91 2,64
N 8,00 8,00 8,00 8,00 8,00 8,00
Std. Error of Mean 397,45 17,19 0,20 5,77 3,33 1,97
Minimum 380,19 345,65 3,24 70,37 3,82 0,20
Maximum 3232,79 503,11 4,91 124,45 32,47 16,10
Median 923,14 404,26 4,73 89,12 6,14 0,20
4 Mean 87,86 322,94 3,62 112,98 4,05 0,20
N 17,00 17,00 17,00 17,00 17,00 17,00
Std. Error of Mean 13,09 14,50 0,31 18,76 0,80 0,00
Minimum 24,33 232,99 1,10 53,89 0,47 0,20
Maximum 239,97 416,28 5,43 377,41 11,70 0,20
Median 79,20 308,94 3,99 84,60 2,68 0,20
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Tablo 8: Hasta ve Kontrol Gruplarimin Veri Tablosu

GRUP LDLO LDL24 KOLESO | KOLES24 | TGO TG24 HDLO HDL24
1 Mean 107,75 107,56 181,88 176,13 187,25 165,25 | 36,63 35,63
N 16,00 16,00 16,00 16,00 16,00 16,00 16,00 16,00
Std. Error of Mean 9,82 9,49 11,66 11,24 17,65 12,10 2,10 2,41
Minimum 67,00 60,00 115,00 103,00 81,00 66,00 24,00 21,00
Maximum 223,00 210,00 | 310,00 296,00 360,00 236,00 | 53,00 53,00
Median 99,50 95,50 169,00 162,00 186,50 188,50 | 36,00 36,00
2 Mean 109,27 114,33 191,33 194,13 214,93 196,87 39,00 40,47
N 15,00 15,00 15,00 15,00 15,00 15,00 15,00 15,00
Std. Error of Mean 6,81 8,00 8,14 8,30 20,76 21,57 2,97 2,81
Minimum 57,00 63,00 147,00 131,00 114,00 89,00 8,00 10,00
Maximum 155,00 164,00 | 248,00 246,00 334,00 359,00 | 55,00 51,00
Median 105,00 111,00 183,00 198,00 213,00 158,00 | 39,00 44,00
3 Mean 118,00 192,00 123,63 49,25
N 8,00 8,00 8,00 8,00
Std. Error of Mean 514 6,73 574 2,03
Minimum 94,00 160,00 102,00 40,00
Maximum 146,00 225,00 151,00 58,00
Median 118,50 192,50 121,00 49,50
4 Mean 124,12 207,06 174,71 49,24
N 17,00 17,00 17,00 17,00
Std. Error of Mean 8,07 9,61 26,51 2,82
Minimum 64,00 140,00 57,00 32,00
Maximum 191,00 286,00 552,00 76,00
Median 121,00 207,00 155,00 50,00
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4.3. KORELASYON ANALIZLERI

4.3.1. Grup | (Miyokard Enfarktis) Analizleri

4.3.1.1. Gensini Skoru ile TIMP-1/ MM P-1 Oraninin K orelasyonu

MI"11 grupta Gensini Skoru ile TIMP 1/ MMP 1 arasinda orta derecede korelasyon
saptand: ( p: 0.048, r: 0.501, Grafik 11).
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Grafik 11 : Gensini Skoruile TIMP 1/ MMP 1 Korelasyonu
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4.3.1.2. TIMP-1ile MMP-1 Korelasyonu

M1’ 11 grupta TIMP-1 (ikinci 6rnek) degerleriyle MMP-1 (ilk 6rnek) degerleri arasinda
korelasyon bulundu ( p: 0.00, r: 0.779, Grafik 12).
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Grafik 12 : TIMP-1(ikinci 6rnek) ile MMP-1(ilk 6rnek) Korelasyonu

MI'lt grupta TIMP-1 (ikinci 0rnek) degerleriyle MMP-1 (ikinci Ornek) degerleri

arasinda korelasyon saptandi.( p: 0.00, r: 0.811, Grafik 13).
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Grafik 13 : TIMP-1(ikinci 6rnek) ile MMP-1(ikinci drnek) Korelasyonu
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4.3.1.3. MM P-1 (ilk 6rnek) ile MM P-1 (ikinci 6rnek) K orelasyonu

M1’ 11 grupta MMP-1 (ilk 6rnek) degerleriyle MMP-1 (ikinci 6rnek) degerleri arasinda
korelasyon bulundu ( p: 0.00, r: 0.885, Grafik 14 ).
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Grafik 14: MMP-1 (ilk 6rnek) ile MMP-1 (ikinci drnek) Korelasyonu

4.3.1.4. Okside LDL (ilk 6rnek) ile Okside LDL (ikinci 6rnek) K orelasyonu

MI'l1 grupta OksLDL (ilk ornek) degerleriyle OksLDL (ikinci Ornek) degerleri
arasinda korelasyon bulundu ( p: 0.002, r: 0.709, Grafik 15).  Ayrica MI’l1 grupta 24 saat
icindeki OksLDL degisimleri ile gensini skoru arasinda negatif korelasyon bulundu. ( p:
0.023,r: - 0.564 )
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Grafik 15: OksLDL (ilk 6rnek) ile OksLDL (ikinci 6rnek) Korelasyonu
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4.3.1.5. Troponin-1 (Ilk 6rnek) ile Troponin-I (ikinci 6rnek) K orelasyonu

MI’11 grupta Troponin-l (ilk 6rnek) degerleriyle Troponin-I (ikinci 6rnek) degerleri
arasinda korelasyon saptandi ( p:0.008 , r:0.639, Grafik 16 ).
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Grafik 16 : Troponin-I (ilk 6rnek) ile Troponin-1 (ikinci 6rnek) Korelasyonu
4.3.2. Grup Il ( Anstabil Anjina Pektoris) Analizleri
4.3.2.1. MMP-1 (ilk 6rnek) ileMMP-1 (ikinci 6rnek) K orelasyonu

UAFP'li grupta MMP-1 (ilk 6rnek) degerleriyle MMP-1 (ikinci Ornek) degerleri
arasinda korelasyon kaydedildi ( p: 0.00, r: 0.943, Grafik 17).

MMP 1 ( 24.saat)

MMP 1 ( 0.saat)

Grafik 17 : MMP-1 (ilk 6rnek) ile MMP-1 (ikinci 6rnek) Korelasyonu
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4.3.2.2. Okside LDL (ilk 6rnek) ile Okside LDL (ikinci 6rnek) K orelasyonu

UAFP'li grupta OksLDL (ilk 6rnek) degerleriyle OksLDL (ikinci Ornek) degerleri
arasinda korelasyon bulundu ( p: 0.00, r: 0.901, Grafik 18).
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Grafik 18: OksLDL (ilk 6rnek) ile OksLDL (ikinci 6rnek) Korelasyonu
4.3.2.3. Troponin-1 (Ilk 6rnek) ile Troponin-I (ikinci 6rnek) K orelasyonu

UAP'li grupta Troponin-1 (ilk ornek) degerleriyle Troponin-I (ikinci 6rnek) degerleri
arasinda korelasyon saptandi ( p:0.00, r:0.888 , Grafik 19).
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Grafik 19 : Troponin-I (ilk 6rnek) ile Troponin-1 (ikinci 6rnek) Korelasyonu
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4.3.3. Grup Il ( Stabil Anjina Pektoris) Analizleri

4.3.3.1. OksideLDL ileTIMP-1/MMP-1 Oram Korelasyonu

SAFP'li grupta OksLDL ile TIMP 1 / MMP 1 oram arasinda negatif korelasyon
bulundu ( p: 0.004, r: -0.881, Grafik 20).
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Grafik 20: OksLDL ile TIMP-1/ MMP-1 Korelasyonu

NOT : Tum grafikler igin O.saat terimi alinan ilk Ornegi, 24.saat ise alinan ikinci Ornegi
belirtmektedir.

Korelasyon analizleri ile MMP-1, TIMP-1, oksLDL ve Gensini Skoru nun
birbirleriyle iligkileri tek tek degerlendirilmis sadece anlamlilar grafik olarak belirtilmistir.
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5. TARTISMA VE SONUC

5.1. TARTISMA

Aterosklerotik plaklarin ana komponenti htcrelerarast kollaendir (39, 40). Ana
hiicrelerarast kollajenaz olan MMP-1'in, aterosklerotik plaklarda bulunan diiz kas, endotel
hicreleri ve makrofgjlar tarafindan dretilip eksprese edildigi  yapilan calismalarda
gogterilmistir (41, 42, 43).

Zhonghua ve arkadaslar1 tarafindan 42 kadavrada yapilan calismada, AKS'li
hastalarda artmis MMP-1 ekspresyonu gosterilmeye calisiimistir. Onceden M1, UAP ve SAP
tamst almig deneklerin tum koroner arterlerinde yapilan galismanin  sonucunda AKS'li
hastalardan plak rUptirt olanlarda olmayanlara gore MMP-1 ekspresyonunun daha yuksek
oldugu belirtilmistir ( 44).

Inoue ve arkadaslari tarafindan 2003 yilinda gercgeklestirilen calismada da koroner
sinisten alinan drneklerde MMP-1 diizeyleri degerlendirilmistir. Calisma grubu 20 UAP, 20
SAP ve 20 kontrolden olusturulmustur. UAP li grupta diger gruplara gore MMP-1 diuizeyleri
yuksek bulunmustur (45).

2005 yilinda Ryuichi Kato ve arkadaslari tarafindan ise daha buylk bir hasta
grubunda ve lezyon morfolojisi de dikkate alarak MMP-1 ve CRP dizeyleri
degerlendirilmistir. Koroner arter hastalig1 suphesiyle elektif koroner anjiyografi yapilan 185
hasta calismaya dahil edilmistir. Buna gore CRP duzeyleri, koroner arter hastaligi olan 128
hastada koroner arter hastaligi olmayan 57 hastaya gore daha yiksek kaydedilirken (p<0.05)
MMP-1 dizeyleri agisindan anlamli bir fark bulunamamistir. Ancak lezyon morfolojisine
gore yapilan degerlendirmede koroner arter hastalig1 olan grupta, MMP-1 dizeyleri komplike
plak lezyonu olan 32 hastada komplike plak lezyonu olmayan 96 hastaya gore yuksek
bulunurken (p<0.05) CRP dizeylerinde anlamli bir farklilik kaydedilememistir. Ayni
zamanda komplike plak lezyonu olan grupta MMP-1 dizeyleri koroner arter hastaligi
olmayan gruba gore yiksek bulunmustur (p<0.05) Tutulan damar sayisi ve stenoz bdlgesine
gore MMP-1 diuizeyleri agisindan anlamli bir fark bulunamamustir. Koroner arter hastaligi olan
hastalarda yuksek MMP-1 dizeylerinin plak instabilitesini yansitabilecegi iddia edilmistir.
Sonug olarak yiuksek MMP-1 dizeyleri ile seyreden koroner arter hastalarimin daha sonra
olusabilecek kardiyovaskuler olaylar agisindan yuksek risk tasiyabilecegi distintlmusttr (46).



Bizim calismamizda ise komplike plak lezyonu olabilecegini disindigimiz AKS i
hastalarda MMP-1 dizeyleri degerlendiriimeye alindi. AKS'li hastalarda kontrol grubuna
gore MMP-1 dizeylerinde hafif bir yikseklik olmasina ragmen istatistiksel olarak anlamli bir
fark bulunamadi. Ancak SAPli grubun MMP-1 dizeyleri kontrol grubuna gére anlaml:
olarak daha yuksek bulundu (p= 0.043, Grafik 9). Daha 6nce yapilan ¢alismalara gére M1’ |1
grupta daha yiksek MMP-1 diuzeyleri beklenirken, bizim calismamizda bu durumun tesbit
edilememesinin genel olarak hasta sayisinin az olmasindan kaynaklanabilecegi disunuldu..
Kato ve arkadagslarinca lezyonun yayginlig: tutulan damar sayisiyla degerlendirilirken, bizim
calismamizda lezyonun yayginligi ve sayisint daha iyi bir sekilde temsil eden Gensini Skoru
ile degerlendirilmeye ¢alisildi. Ancak yapilan degerlendirmede hem tutulan damar sayist hem
de Gensini Skoru ile MMP-1 diizeyleri arasinda anlamli bir iliski bulunamadi. Bu sonug Kato
ve arkadaglarinin galisma sonuclari ile uyumlu olarak degerlendirildi. Bununla birlikte
calismamizda M1’ 1 hasta grubundaki 2 hastada grubun ortalamasindan ¢ok yiksek MMP-1
diizeyleri saptanmustir. ileride yapilacak calismalarda bu uc degerlere sahip hastalarin
takibinin yapilmasimin yiksek risk tasiyan kardiyovaskiler komplikasyonlarin belirlenmesi
acisindan degerli olabilecegi dustinuld.

TIMPler MMPlerin dokudaki dogal inhibitorleridir  ve  aktivitelerini
kisitlamaktadirlar. Bazal membran ve ekstraseltler matriks yikimini inhibe etmektedirler. Bag
dokusu metabolizmasini regiile edecek sekilde salgilanan ¢ok yonli proteinlerdir (17). TIMP-
1, MMP-2 ve MT1-MMP disinda kalan tim MMP leri kuvvetli sekilde inhibe edebilmektedir
(13). Silence ve arkadaslar1 farelerde TIMP-1 genini inaktive ederek yaptiklar1 deneysel
calismada TIMP-1 inaktivasyonunun MMP etkisiyle torasik aortada aterosklerotik lezyonlar:
azaltip anevrizmalart arttirdigini  gostermiglerdir. Calismada TIMP-1 in, anevrizmalar
azalttig1 ve aym zamanda aterosklerotik lezyonlar: arttirchg ileri surtimuistir (47).

Galis ve arkadaslarinca 1994 yilinda yapilan ¢alismada ise insan diiz kas htcrelerinin
de TIMP ekspresyonu gosterdigi belirtilmistir (48). Daha sonraki yillarda insanda TIMP-1 ve
AKS iliskisi Uzerine calismalar devam etmistir.Yine de AKS li hastalarda TIMP-1 ile yapilan
calismalar oldukga azdir. 2005 yilinda Lubos ve arkadaslarinca yapilan ¢aligmada koroner
arter hastaligi sUphesiyle gelen ve anjiyo yapilan 1979 hastada TIMP-1, CRP ve BNP
duzeyleri degerlendirilmistir. 1945 hastada TIMP-1 seviyeleri 6-2667 ng/mL araliginda
saptanirken ortalama 697 + 223 ng/mL olarak bulunmustur. Hastalar 2.6 £ 1.2 yil boyunca
kardiyolojik hadise ve 6limler agisindan takip edilmistir. Olumctl kardiyolojik olay gegiren
hastalarda TIMP-1 degerlerinin (ort: 820 ng/mL) gegirmeyen hastalara (ort: 692 ng/mL) gore
istatistiksel olarak anlamli yuksek oldugu bulunmustur (p<0.001). Takip edilen grupta KVH
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yuzinden dlen hastalarda BNP ve CRP dizeyleri beklenildigi gibi yiksek bulunmustur (p<
0.001, p< 0.001). SAPIli ve AKS'i hastalar arasinda TIMP-1 duzeyleri agisindan ise
herhangi bir fark saptanamamustir. Kardiyak biyokimyasal belirtecler kendi aralarinda
degerlendirildiginde, ileride olusan kardiyovaskiler dlimlerle BNP en iliskili belirteg olarak
saptanirken, TIMP-1 ile CRP ise BNP' nin iliskisine oldukga yakin bulunmustur. Sonug olarak
anjiyografi ile KAH saptanan hastalarda kardiyovaskiler 6lum agisindan TIMP-1'in bir risk
faktorl oldugu iddia edilmistir (49).

Benzer bir calisma Cavusoglu ve arkadaslari tarafindan New York State
Universitesinde yapilmistir. Anjiyografi yapilan 389 hasta calismaya alinmustir. M1’ 11 hastalar
kardiyolojik ve kardiyolojik olmayan 6lim gorilme riski agisindan 24 ay sireyle takip
edilmistir (hastalarin %97'si). Calismamin verilerine gore TIMP-1 tim olumler ve Ml igin
bagimsiz bir belirleyici olarak saptamirken, TIMP-1/MMP-9 oram kardiyak olumler igin
bagimsiz bir belirleyici olarak bulunmustur (50).

Kardiyak olumler icin bir risk faktori olarak TIMP-1'in degerlendirildigi temel
calisgmalardan biri de Inokubo ve arkadaslarina aittir. 20 MI'l1, 9 UAP'li, 17 SAP'li hastada
ve 20 koroner hastaligi bulunmayan bireyde yapilan calismada anjiyografi esnasinda aort
koki ve kardiyak venden es zamanli Ornek aliip TIMP-1 ve MMP-9 dizeyleri
degerlendirilmistir. Aort kokinden alinan Orneklerde 4 grup agisindan anlamlt bir fark
bulanamamistir. TIMP-1 ve MMP-9'un kardiyak ven ile aort koku duzeyleri arasindaki farki
MI’11 ve UAP li grupta kontrol grubuna gore yuksek bulunmustur. Ek olarak 9 MI’l1 hastada
periferik kandan alinan seri Orneklerde 21 gunlik siregte TIMP-1 ve MMP-9 dizeyleri
saptanmigtir. MMP-9'da bir fark bulunamazken TIMP-1 dizeyleri 2.gun yukselmis ve bu
21gunltk periotta yuksek olarak kaydedilmistir. Sonug olarak AKS'li hastalarin koroner
dolasiminda TIMP-1 ve MMP-9'un yuksek seviyeleri saptanmistir. AKS'de TIMP-1 ve
MMP-9 un aktif plak rupturinde rol aldigim 6ne strdlmuistdr (51).

Yapilan diger bir calismada Kruk ve arkadaslari tarafindan SAPli hastalarda
metalloproteinazlar ve yuksek risk 6zellikleri gosteren koroner plaklarin iligkisi incelenmistir.
Damarici ultrasonla 36 hastamin 75 lezyonu 2567 kesitte incelenip degerlendirilmeleri
yapilmistir. Sonug olarak SAP'li hastalarda TIMP-1 dizeyleri yiksek komplikasyon riski
tasiyan plaklarla korele bulunmustur (52).

Daha once yapilan calismalarin isiginda TIMP-1'in damar diz kas hicrelerince
eksprese oldugu, AKS' li hastalarda aktif plak rupttrinde rol oynadig: ve ekstraseltler matriks
yikiminda MMP-1 ile denge halinde bu yikimi sekillendirdigi dustnuldigiinde MMP-1 ile
TIMP-1'in es zamanli ¢alisilip aralarindaki iliskinin AKS'li hastalarin prognozunda faydal:
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olabilecegi hatta bu iliskinin bagimsiz bir belirteg olarak kullanibilecegi ileri sirdlebilir.
Calismamizda TIMP-MMP-1 oranlar1 degerlendirildiginde gruplar ve kontroller arasinda
anlamli bir fark saptanamadh. Ayrica MI’ 11 hasta grubunda Gensini Skoru ile TIMP-/MMP-1
orant arasindaki iliski degerlendirildiginde, orta derecede bir korelasyon oldugu gozlendi
(Grafik 11). AKS'li hastalarda lezyonun yayginligimin bir gostergesi olan Gensini Skoru ile
TIMP-UMMP-1 oram arasinda bir korelasyon olmasi, bu oranin hastalarin takibinde
kullanilabilecek bir parametre olarak kullamlma potansiyelini desteklemektedir. Ancak bu
konuda daha genis capli hasta gruplarinda yapilan ve daha uzun sire izlemli ¢alismalara
ihtiyac oldugu dustnilmektedir.

AKS olusumu ve lipoprotein metabolizmas: arasindaki yakin iliski gecmiste yapilan
bir cok calismada gosterilmis ve bireyler koroner kalp hastaligina yakalanma riski agisindan
sahip olduklar1 LDL dizeylerine gére belirli risk derecelendirilmesine tabi olmuslardir. Son
yillarda yapilan calismalarda OksLDL ve MMP-1 ekspresyonu arasindaki iliski gosterilmeye
calisilmistir. Huang ve arkadaslarinca yapilan bu calismada umblikal ven ve aort endotel
hicrelerinden MMP-1 saliniminin OksLDL ile stimule oldugu gosterilmistir. Ayni zamanda
LDL oksidasyonunun MMP-1 mRNA ekspresyon seviyes ile korele oldugu belirtilmistir
(60). Akiba ve arkadaslarinca yapilan calismada ise insan koroner diz kas hicresinde
OksLDL ve 4-hidroksinonenal stimulasyonu ile MMP-1 GUretiminin olustugu basamaklarda
PDGFR-p (platelet-derived growth factor receptor) ve ERKL1/2 (extracellular-regulated
kinase) aktivasyonlarinin rol oynadig: 6ne strilmustur (61). Akiba ve arkadaslar: tarafindan
OksLDL ile indiklenen PDGFR-B aktivasyonunun ginkgo biloba 6zittyle baskilanmast
sonucu koroner diz kas hucresinde MMP-1 Uretiminin azaldigi belirtilmistir (62). LOX-1,
OksLDL icin yeni kesfedilen lektin benzeri bir reseptordir. Oksidatif strese duyarlh
p38MAPK (mitogen-activated protein kinase) aktivasyonu yaparak OksLDL ile olusan hiicre
hasarina mediyatorluk yaptigi dusunulmistur (63). Li ve arkadaslarinca farelerde
miyokardiyal iskemi ve reperflizyon olusturulan diger bir calismada ise LOX-1
ekspresyonunun arttigi bunun da MMP-1 ve P-selektin, damar hiicresi adezyon molekili-1
gibi bazi adezyon molekdllerinin ekspresyonunu arttirdigi gozlenmistir. Farelere LOX-1
regulasyonunu azaltmak igin LOX-1 antikoru verildiginde yine MMP-1 ve adezyon
molekilleri ekspresyonunun azaldigi kaydedilmistir. LOX-1 ile adezyon molekilleri iligkisini
aciklamak igin oksidatif strese duyarli P38MAPK ekspresyonu incelendiginde aktivitesinin
artmig oldugu gorulmustur. Sonug olarak miyokardial iskemi ve reperfiizyonun LOX-1
ekspresyonunu regule ettigi, P38MAPK aktivasyonu ile de MMP-1 ve adezyon molekilleri
ekspresyonunu arttirchigr vurgulanmustir (64).
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Ehara ve arkadaslarinca 45 MI, 45 UAP, 45 SAP ve 46 kontrol grubu olusturularak
yapilan calismada OksLDL seviyeleri kiyaslanmaya ¢alisilmistir. M1'11 grupta tim gruplara
gore OksLDL duzeyleri yuksek saptanmistir. Hasta gruplarr arasinda HDL, LDL ve Tota
kolesterol agisindan fark bulunamamistir. UAP ve SAPli hastalardan elde edilen 33
endarterektomi 6rneginde UAP'li grupta SAP'li gruba gore OksLDL pozitif makrofgjlarda
fazlalik saptanmistir (29). Nishi ve arkadaslarinca endarterektomiye giden karotis
aterosklerozu bulunan hastalarda OksLDL seviyesinin kontrol grubuna gore 1.5kat yuksek
oldugunu saptanmistir (30). Toshima ve arkadaslar: tarafindan anjiyografik olarak stenozu
%50’ nin Uzerinde olan hastalarda OksLDL seviyesi ayni yas grubundaki kontrol grubuna gére
1.9 kat yuksek bulunmustur. Ayn zamanda OksLDL seviyelerinin diger lipid parametrelerine
gore daha iyi bir belirte¢ olabilecegi vurgulanmistir (31). AMI, serebral enfaktls ve perkitan
transluminal koroner anjiyografi (PTCA) gibi girisimlerden hemen sonraki akut donemde
OksLDL seviyelerinin yikseldigini gosteren calismalar mevcuttur. Bu calismalardaki
gozlemlerde OksLDL deki yukselisin olaydan sonraki akut donemde cogunlukla da ilk ¢
gunde c¢iktigi daha sonra normale dondugl belirtilmistir. Riptire plaklardan salinimin bu
yikselisin nedeni olabilecegi disunulmistir (32, 33, 34). MONICA/CORA calismasinda
OksLDL duzeylerinin saglikli erkeklerde AKS agisindan bir belirteg olup olamayacag:
degerlendirilmistir. 6 yil boyunca gozlenen 9796 kisiden 88 inde akut miyokard hastaligi
ortaya ¢ikmis olup bu grup, yas grubu uyan 258 saglikli kisiyle karsilastirilmistir. Hasta
grubunda OksLDL ve CRP dizeyleri kontrol grubuna gore yuksek bulunmustur. OksLDL ile
CRP arasinda korelasyon bulunamadigindan dolay: her birinin bagimsiz birer risk faktoru
olabilecegi dustnulmustir. Sonug olarak OksLDL ol¢iimunin kardiyovaskiler hastaliklar
acisindan faydal1 bir belirteg olabilecegi 6ne stirtilmustdr (35).

TUm bu yapilan deneysel ¢calismalar OksLDL’ nin AKS'de bir belirteg olabilecegini ve
aynmi zamanda LDL’nin oksidasyonu ile MMP-1 salimm arasinda bir iligki oldugunu
disundurmektedir. Ancak yaptigimiz literatlr taramasina gore bu iliski hentiz klinik bir
calismada gosterilememistir. Bu amacgla bizim calismamizda AKSli ve SAPli hasta
gruplarinda OksLDL ile MMP-1 duzeyleri arasindaki iliski degerlendirilmeye calisildi.
Calismamizda gruplar arast OksLDL duzeyleri degerlendirildiginde SAP'li grubun OksLDL
dizeyleri diger gruplar ve kontrollere gére anlamli olarak yiksek bulunmasina ragmen,
OksLDL ile MMP-1 salinimi arasinda istatistiksel olarak anlamli bir iliski saptanamad:
(Grafik 7). Ayrica hastalarin sikayetleri nedeniyle hastaneye basvurduktan 24 saat sonra
alinan 6rneklerinde OksLDL dizeyleri MI'l1 grupta UAP li grubunkine gére anlamli olarak
daha yuksek bulundu ( Grafik 8 ). Bizim sonuclarimiz Ehara ve arkadaglarinin M1’
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hastalarda bulduklari OksLDL sonucglari ile uyumlu gordlmektedir. Ancak bizim
calismamizin sonuglarina gore AMI sonrasi OksLDL dizeylerinin 24. sastte yukseldigi
vurgulanabilir. Gelecekte planlacak calismalarda, bu 24 saatlik dilimde daha fazla seri 6rnek
alinarak OksLDL'nin pik yaptigi saat belirlenebilir. Ehara ve arkadaslar: tarafindan da
kaydedildigi sekilde bizim calismamizda da OksLDL'nin, AKS'|i hastalarda diger lipid
parametrelerinden bagimsiz bir belirteg oldugu gosterilmistir

Deneysel olarak MI sonrast metalloproteinazlarin zamana bagli salintmimin ik
gogerimi Herzog ve arkadaslarinca 1998 yilinda yapilmistir. Farelerde koroner arter
ligasyonunu takiben 30 dakika ile 24 saat icinde zimografi yontemi ile metalloproteinaz
aktiviteleri degerlendirilmistir. Ligasyondan 1 saat sonra enfarktiis bolgesinde ve septumda
MMP-1 ve 2 artis1 gozlenmis, 2.saatte artis siirerken 4.saatte azalma 24.saatte tekrar yukselme
ve en yuksek seviye saptanmustir. Enfarktlis olmayan bolgedeki aktivite kollogen yikimu,
enfarktUs alaninin genislemesi ve dokudaki yeniden yapilanmaya baglanmistir. Sonug olarak
farelerde ligasyon sonrasi enfarkte olan ve olmayan bdlgede MMP-1 ve 2 aktivite artis
gogerilmistir (53).

Y apilan diger bir calismada Cluetjens ve arkadaslar: tarafindan 6.saat ile 28.gunlik bir
siregte zimografi ile Northern blotting ve in situ hibridizasyon yontemleri kullanilarak
metalloproteinaz aktivite ve ekspresyonu gosterilmeye calisiimistir. Enfarktiis bolgesinde
2.gunde MMP-1 aktivitesinde kontrole gbre 4.5 kat bir artis gozlemlenirken bu artis 7.glinde
pik seviyesine ulasip 6.5 kat olarak saptanmustir. Daha sonra MMP-1 aktivitesi azalma
egilimine girerken MMP-2 ve 9 aktiviteleri yukselmisti. MMP-1 mRNA’st enfarktis
bolgesinde 7.giinde artis gbstermistir. Enfarktiis bolgesinde 7. saatte 2 kathk bir TIMP-1
MRNA transkripsiyon artis1 saptanirken bu artis 2.gunde pik yapip 8 kata ulasmustir. Sonug
olarak hucreler arasi havuzdaki MMP-1 azalisiyla birlikte MMP-1 mRNA sentezinin arttigi
vurgulanmistir. Enfarkte bolgedeki kollajen yikim miktarimin MMP -1 aktivasyonu ve TIMP-
1 inhibisyonu arasindaki dengede belirleyici oldugu, bu esnada matriks metalloproteinaz
aktivasyonlarimin TIMP-1 mRNA sentezini regule ettigi belirtilmistir (54).

Chen ve arkadaslarinca kizil Otesi florasans goruntileme yontemiyle yapilan
calismada farelerde enfarktis bolgesinde M| sonrasi 2.giinde MMP-1 aktivitesinde artma
gogerilmistir (55).

MMP lerin salimimina bagli yapilan klinik calismalar oldukga azdir. Hisashi ve
arkadaglar tarafindan calisilan 33 AKS, 17 SAP ve 17 kontrolde MMP-2 ve 9 dlzeyleri
degerlendirilmistir. AKS'|i hastalarda kontrol grubuna gére MMP-2 ve 9 dizeylerinde
yukseklik saptanmustir. Medikal tedavi goren 22 AKS|i hastada MMP-2 dizeylerinin
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yuksekligini korudugu , MMP-9 duzeylerinin bazilarinda 3.gun pik yaptigim bazilarinda
7.gun duslse gegtigi gbzlemlenmistir. Sonug olarak AKS'li hastalarin serum MMP-2 ve 9
diizeylerinde seri degisiklikler rapor edilmistir (56). Hirohata ve arkadaslar: tarafindan yapilan
bir calismadaise AMI sonrast MMP-1 ve TIMP-1'deki degisikliklerin enfarktis iyilesmesini
ve yeniden yapilanmasin yansittigi hipotezi desteklenmeye calisilmustir. Ilk kez AMI gegiren
ve reperflize edilen 13 hastada 28.gune kadar 8 er ornek toplanmistir. MMP-1 diizeylerinin
kontrole gore 4.gune kadar dusuk seyrettigi sonra yukselise gecip 14.glinde pik yaptigi ve
sonra tekrar normale dondugt gorilmustir. TIMP-1'de ise yine kontrole gore baslangigta
dusukluk saptanirken 14.ginde pik gozlemlenmistir. Sonug olarak AMI sonrast MMP-1 ve
TIMP-1 dizeylerinde 28 gunluk stiregte seri degisiklikler oldugu vurgulanmustir (57).

MMP dizeylerinin  stent implantasyonu veya balon anjiyoplasti sonrasi
yukselebilecegini gosteren deneysel calismalar da mevcuttur. Feldman ve arkadaslarinca
hiperkolesterolemik farelerin iliak arterlerinde yapilan ¢alismada MMP dizeylerinin stent
implantasyonu sonrasi diger girisimlere gore daha fazla yikseldigi gosterilmistir. Yine
yaptiklar: calismada kardiyak girisimler sonrasi TIMP-1 ve 2 diizeylerinde gegici yukseklikler
saptamuglardir (58).

Eckart ve arkadaslarinca AKS stiphesiyle gelen ve kardiyak kateterizasyon uygulanan
100 hastada seri MMP-1, 2 ve 9 oOlcimleri degerlendiriimeye calisilmistir. Ornekler
kateterizasyondan dnce, hemen sonra ve 24 saat sonra alinmigtir. KAH olan ve olmayan grup
arasinda basal degerlerde bir fark bulunamamustir. MI’l1 hastalarda M1 gecirmeyenlere gore
kateterizasyondan 24 saat sonra MMP-1 dizeylerinde yukselme saptanmistir. Kateterizasyon
uygulanan hastalarda uygulanmayanlara gore 24.saatte MMP-1 ve 9 dizeylerinde yikseklik
bulunmustur. Sonug¢ olarak MI ve perkitan revaskilarizasyon esnasinda seri MMP
Olcimlerinde farkl1 alt gruplarda degisiklikler saptanmis ve bu olaylar esnasinda farkli MMP
alt gruplarinin degisik roller oynayabilecegi dustunilmustir (59).

Y ukarida bahsedilen gerek deneysel gerek klinik calismalarda M| sonrasi ortalama 24
saat icinde MMP-1 ve TIMP-1 duzeylerinin degistigi saptanmustir. Yine yapilan ¢alismalarda
AKS'li hastalarda yapilan kardiyak kateterizasyon islemi sonrass MMP-1 ve TIMP-1
diizeylerinin etkilendigi vurgulanmistir. Bu nedenle bizim ¢alismamizda MMP-1 ve TIMP-1
duzeylerindeki degisikliklerin  kardiyak kateterizasyon isleminden kaynaklanabilecek
faktorlerden etkilenmemesi amaci ile, kan Ornekleri kateterizasyon isleminden ©nce alind.
MI'lt grup ile UAP'li grupta ilk drnek MMP-1 degerleriyle ikinci 6rnek MMP-1 degerleri
arasinda istatistiksel olarak anlaml1 bir korelasyon bulundu ( Grafik 14 ve Grafik 17 ). Aym
gruplarda, ilk Ornek TIMP-1 dizeyleri ile MMP-1 dizeyleri agisindan bir korelasyon

70



saptanamazken M1l grupta ikinci 6rnek TIMP-1 duzeyleri ile ilk drnek MMP-1 duzeyleri
arasinda ve ikinci ornek TIMP-1 duzeyleri ile ikinci 6rnek MMP-1 duzeyleri arasinda
istatistiksel olarak anlamli bir korelasyon saptand: ( Grafik 12 ve Grafik 13 ). MI’lh grup ile
UAP'li grupta ilk ornek OksLDL degerleriyle ikinci 6rnek OksLDL degerleri arasinda da
korelasyon bulundu. ( Grafik 15 ve Grafik 18). Tim bu bulgulardan yola cikarak hentiz
kateterizasyon uygulanmamis AKS'li hastalarda MMP-1 ve OksLDL dizeylerinin 24 saat
icinde degistigi yine bu slirecte MMP-1 ile TIMP-1 arasinda bir etkilesim oldugu sdylenebilir.
TIMP-1'in AKS'li hastalarda aktif plak riptirinde rol oynadigi ve ekstraseliler matriks
yikiminda MMP-1 ile denge halinde bu yikimi sekillendirdigi dustnuldigiinde MMP-1 ile
TIMP-1'in es zamanli ¢alisilip aralarindaki iliskinin AKS'li hastalarin prognozunda faydal
olabilecegi hatta bu iliskinin bagimsiz bir belirteg olarak kullanibilecegi ileri strtilebilir.

Yaptigimiz ¢alismada Troponin | dizeyleri ortalamast MI'l1 grupta 43.6 + 24.32,
UAP'li grupta 21.33 £ 7.55, SAP'li grupta 2.64 + 1.97, kontrol grubunda 0.20 + 0.0 ng/mL
olarak saptandi. Troponin | dizeyleri MI’l1 ve UAP'li gruplarda beklenildigi gibi digerlerine
gore yuksek bulundu ( Grafik 4 ). AKS'li hastalarda Troponin-I (ilk 6rnek) degerleriyle
Troponin-I (ikinci 6rnek) degerleri arasinda korelasyon saptand: ( Grafik 16 ve Grafik 19).
Troponin | duzeyleri ile MMP-1, TIMP-1 ve OksLDL duzeyleri degerlendirildiginde
aralarinda bir iliski saptanamadh.

Vaskiler inflamasyonun bir gostergesi olan yiksek sensitif CRP ( kardiyak-CRP )
diizeylerine baktigimizda, calisma gruplarindaki CRP ortalamalarimin MI’l1 grupta 40.89 +
10.89, UAFP'li grupta 44.84 + 14.31, SAFP'li grupta 9.91 + 3.33, kontrol grubunda 4.05 + 0.80
mg/dL oldugu saptandi. AKS'li hastalarda CRP duzeyleri kontrol grubu ve SAFP'li hasta
grubuna gore istatistiksel olarak anlamli yiksek bulundu. Ayni zamanda SAP li grubun CRP
diizeyleri kontrollere gore yiksek saptandi. ( Grafik 5). Troponin-I ile benzer sekilde, CRP
duzeyleri ile MMP-1 ,TIMP-1 ve OksLDL duzeyleri degerlendirildiginde aralarinda bir iligki
saptanamadi. CRP ve Troponin-I’'mn AKS ve SAP ayriminda uygun birer kardiyak belirteg
olduklar1 bizim ¢alismamizda da dogrulanmustir.

Kolesterol dizeyleri ortalamast M1’ |1 grupta 181.88 + 11.66, UAP'li grupta 191.33 +
8.14, SAP'li grupta 192 + 6.73, kontrol grubunda 207.06 + 9.61 mg/dL olarak saptandi. TG
diizeyleri ortalamast MI'lh grupta 187.25 £ 17.65, UAP'li grupta 214.93 + 20.76, SAF'li
grupta 123.63 + 5.74, kontrol grubunda 174.71 + 26.51 mg/dL olarak bulundu. HDL dizeyleri
ortalamast MI’l1 grupta 36.63 + 2.1, UAFP'li grupta 39 = 2.97, SAP'li grupta 49.25 + 2.03,
kontrol grubunda 49.24 + 2.82 mg/dL olarak saptandi. LDL dizeyleri ortalamast MI’l1 grupta
107.75 + 9.82, UAF'li grupta 109.27 + 6.81, SAP'li grupta 118 + 5.14 kontrol grubunda
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124.12 + 8.07 mg/dL olarak bulundu. Beklenildigi sekilde M1’ 11 grup ile UAP’li grubun HDL
diizeyleri kontrol grubuna gore anlamli olarak distk tesbit edildi. TG, kolesterol ve LDL
acisindan gruplar arasinda farkhiliklar olmasinin  bireysel olarak lipid dusrict ilag
kullammindan kaynaklanabilecegi dusunildi (Grafik 6). Diger taraftan teshit edilen
kolesterol dustikltgt, daha onceki calismalarda belirtildigi  gibi M1’ dan hemen sonra alinan
kan orneklerinde beklenen bir durum olup, hastalik mortalitesi ile iliskili olabilir (66, 67).
Ancak mortalite ile kolesterol dizeyleri arasindaki bu iligkinin net olarak ortaya konabilmesi
i¢in uzun sire izlemli ¢calismalaraihtiyag vardr.

Y uksek MMP-1, TIMP-1 ve OksLDL duzeyleri ile seyreden koroner arter hastalarinda
bu parametrelerin komplike plak gelisiminde rol oynadigi aymi zamanda daha sonradan
olusabilecek kardiyovaskiler olaylar agisindan yuksek risk tasiyabilecegi dustntlmustir (32,
33, 35, 45, 46, 47, 49). MMP-1'in OksLDL ile salintminin arttigi ve TIMP-1 ile inhibe oldugu
yapilan ayr1 deneysel calismalarda gosterilmistir (13, 60, 61, 62, 63, 64). Calismamzda
AKS'li 31 hasta, SAP'li 8 hasta ve 17 kontrolde MMP-1, TIMP-1 ve OksLDL duzeyleri
iliskileri degerlendirildi. Yaptigimiz literatlr tarama sonuglarina gore ¢alismamiz, AKS'li
hastalarda MMP-1’in inhibitdrt olan TIMP-1 ve salimmina neden olan OksLDL ile ayni anda
degerlendirildigi klinik calisma acisindan ilk olmustur. AKS'li hastalarda kontrol grubuna
gbre MMP-1 bazal seviyelerinde hafif bir yukseklik olmasina ragmen istatistiksel olarak
anlaml1 bir fark bulunamadi. Ancak SAP'li grubun MMP-1 bazal seviyeleri kontrol grubuna
gore anlaml: yuksek bulunurken ( Grafik 9) yine SAP'li gruptaki TIMP-1 ve OksLDL bazal
seviyeleri M1 grubu ve kontrollere gore yiksek bulundu ( Grafik 10 ve Grafik 7). Bununla
birlikte TIMP-1/ MMP-1 oranlar1 degerlendirildiginde gruplar arsinda istatistiksel anlaml1 bir
fark saptanamadi. Her bir parametrenin AKS'li hastalarda prognoz agisindan 6nemini
saptamak icin bu parametrelerin bazal degerleriyle tutulan damarlar iligkilendirilmeye
calisildi. Bunun igin lezyonun sayisi ve yayginligint daha iyi bir sekilde temsil eden Gensini
Skoru kullarildi (65). Ancak yapilan degerlendirmede hem tutulan damar sayisi hem de
Gensini Skoru ile MMP-1 , TIMP-1 ve OksLDL dizeyleri arasinda anlamli bir iligki
bulunamad:i. Bu sonu¢ Kato ve arkadaslarimin c¢alisma sonuglart ile uyumlu olarak
degerlendirildi.

SAFP'li grupta MMP-1 ve OksLDL'nin yarm sira TIMP-1 dizeylerinde de kontrol ve
diger gruplara gore istatistiksel anlamli bir yukseklik saptanmasina ragmen ilging olarak bu
grubun koroner anjiyografi bulgulari normal olarak degerlendirildi. Ancak SAP’li grubun
TIMP-1/ MMP-1 oranlart diger gruplarla kiyaslandiginda anlamli bir fark bulunamad:
(Tablo 7). Bu durum lezyonun yayginliginin belirlenmesinde MMP-1 ve TIMP-1'in birlikte
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degerlendirilmelerinin daha uygun olacagi hipotezini desteklemektedir. Yine bu grupta
OksLDL yuksekligi bulunmasina ragmen, bu yuksekligin Gensini skoru ile iliskisinin
olmamast OksLDL’'nin lezyonun yayginliginin belirlenmesinde uygun bir parametre
olamayacagini dustindirmektedir. Bu konuda goz 6ntinde bulundurabilecegimiz faktorlerden
biri de bu iliskinin gruptaki hasta sayisinin az olmasindan dolay: saptanamamasi olabilir.

Bizim ¢aligmamizla uyumlu olarak yapilan deneysel ve klinik calismalarda koroner
arter ligasyonu uygulanan kobaylarda ve AKS'li hastalarda MMP-1 , TIMP-1 ve OksLDL
diizeylerinin ortalama 24 saat icinde degistigi gosterilmistir (53, 54, 55, 57). Kardiyak
kateterizasyon isleminin MMP-1 , TIMP-1 ve OksLDL dizeylerini etkiledigi de belirtilmistir
(32, 33, 34, 58, 59). Calismamiz, kardiyak kateterizasyon isleminin Olctilen parametreler
Uzerine olan etkisini bertaraf ederek AKS'li hastalarda ilk 6rnek MMP-1 ile ikinci 6rnek
MMP-1 duzeyleri arasinda ve ilk drnek OksLDL ileikinci 6rnek OksLDL duzeyleri arasinda
bir korelasyon oldugunu (Grafik 14, 17 ve 15, 18) ; MI'lh hastalarda ilk drnek ve ikinci
ornek MMP-1 duzeyleri ile ikinci 6rnek TIMP-1 dizeyleri arasinda da iliski bulundugunu
gostermesi agisindan anlamlidir. ( Grafik 12, 13).

5.2. SONUC VE ONERILER

Sonug olarak bizim c¢alismamiz MI’ 1 hasta grubunda damar lezyonunun yayginligin
gogeren Gensini Skoru ile TIMP-UYMMP-1 oram arasinda orta derecede bir korelasyon
oldugunu ve kardiyak kateterizasyon isleminin olcllen parametreler Uzerine olan etkisini
bertaraf ederek MI’l1 hastalarda ilk drnek ve ikinci 6rnek MMP-1 diizeyleri ile ikinci 6rnek
TIMP-1 dizeyleri arasinda bir korelasyon bulundugunu gostermistir. Bunun yam sira
periferik kanda OksLDL ile MMP-1 dizeyleri arasinda direkt bir iliski saptanamamustir.
MMP-1, TIMP-1 ve OksLDL’nin hali hazirda kullamlan akut faz reaktami CRP ve Troponin-
| gibi kardiyak belirteclere tamsal Ustinligl de goserilememistir. Bu nedenle AKS li
hastalarda MMP-1, TIMP-1 ve OksLDL duizeylerinin tamsal bir belirteg olmaktan ¢ok,
hastaligin derecesini ve lezyonun yayginligim gosteren bir parametre olarak kullanilabilecegi
dusundlebilir.

Akut miyokardial iskemi-reperfiizyon hasarimin olusumunda MMP-1, TIMP-1 ve
OksLDL’nin potansiyel rolleri ve birbirleriyle iliskileri g6z oniine alindiginda bu konuyla
ilgili gelistirilebilecek ilaglar ve tedavi planlamalar: ile hastalarin prognozlarinda 6nemli
gelismeler saglanabilir. Gelecekte daha genis calisma gruplarinda MMP-1 ve TIMP-1 oran
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ile miyokardial lezyonun yayginligi arasindaki iligkinin gosterilmesi, bu oranin non-invaziv
bir prognostik belirteg olarak kullamilmasini destekleyebilir.
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6.2. EKLER

EK 1
HASTA BILGI FORMU
Adi Soyadr: Dosya No:
Y as: Yatis Tarihi:
Cinsyet: Sigara K ullanima:
Klinik Tan: flag K ullanmmu:
HT: DM:
Biyokimyasal Parametreler:
Troponin-I: HDL:
CRP: LDL:
TG: T. kolesterol:

Anjiyografi Bilgileri:

Anjiyografi Tarihi:

Tutulan Damarlar ve Dereceleri:

Gensini Skoru:



EK 2
GONULLU BILGILENDIRME FORMU

Koroner kalp hastaliklar: diinyada 6lim sebebi olarak birinci sirada yer aimaktafelg ve
sakatlhigin da en 6nemli nedenini olusturmaktadir. Ateroskleroz (damar sertligi) ve plak
olusumu koroner arter hastaliginin baslica nedenidir.Koroner plak yirtilmas: akut koroner
sendromlu hastalarin durumunu etkileyen en 6nemli faktdrlerden biridir.

Bu calismamin amaci ateroskleroz ve plak yirrtilmasinda rol alan matriks metallo
proteinaz-1(MMP-1)enzimi, MMP-1 doku inhibitori TIMP-1 ile MMP-1 aktivasyonuna
neden olan okside-LDL kan dizeylerini incelemek, erken donemde hastaligin ciddiyetini
saptayabilmek ve plak yirtilmasindan ©Onceki donemde faydali olup olmayacaklarin
belirlemektir.

GOnullt calismayr kabul ederse hastaneye gelisinin 6.-12. ve 24.-48.saatleri arasi iki kez
7’ser mL duz tipe kan alinacaktir.

GOonulli bu calismaya katilmay1 red etme ya da arastirma basladiktan sonra devam etmeme
hakkina sahiptir. Bu galismaya katilmamz veya basladiktan sonra herhangi bir safhasinda
ayrilmanmz daha sonraki tibbi bakiminiz: etkilemeyecektir. Arastirmac: da gonulltnin kendi
rizasina bakmadan, olguyu arastirma dis1 birakabilir.

Bu caligmada yer aldiginiz siire igerisinde kayitlarimzin yam sirailiskili saglik kayitlariniz
kesinlikle gizli kalacaktir. Bununla birlikte kayitlariniz kurumun yerel etik kurul komitesine
ve Saglik Bakanhgina agik olacaktir. Hassas olabileceginiz kisisel bilgileriniz yalmzca
arastirma amaciyla toplanacak ve islenecektir. Calisma verileri herhangi bir yayin ve raporda
kullanlirken bu yayinda isminiz kullaniimayacak ve veriler izlenerek size ulasilamayacaktir.

Yukarida gonulliye arastirmadan once verilmes gereken bilgileri okudum. Bunlar
hakkinda bana yazih ve s6zli aciklamalar yapildi. Bu kosullarla stz konusu Klinik
arastirmaya kendi rizamla, hicbir baski ve zorlama olmaksizin katilmayr kabul
ediyorum.

HASTANIN: OLUR ALMA iSLEMINi/ ARASTIRMAY| YAPAN GOREVLINiN:
ADI: ADI:
SOYAD!I: SOYAD!I:
TARIH: TARIH:
iMZA: iMZA:



EK 3
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oxLDL
104,4
53,6
129,2
73,3
330,6
70,6
220,8
55,6
93,8
37,3
87,8
364,8
18,5
93,1
852,5
2516,0
10,1
39,3
23,7
125,8
133,2
30,2
45,1
431,3
30,2
50,3
107,1
30,8
61,4
985,5
77,2
1513,7
2834,3
380,2
3232,8
731,8
429,7
1114,5
428,9
77,2
77,2
41,2
79,2
38,0
240,0
122,5
133,9
31,5
121,1
29,5
89,1
24,3
101,1
127,9
52,3
107,7

oxLDL 24
177,6
261,5
247,1
32,1
302,3
166,6
333,6
194,9
30,2
38,0
87,8
552,4
38,6
159,7
794,6
2293,1
19,2
72,6
3,7
187,3
123,8
17,2
11,4
175,5
29,5
79,2
90,4
34,7
75,9
1679,8
157,7

timp

3135
311,0
3294
276,5
317,0
309,7
287,7
331,7
347,4
364,4
371,2
147,9
399,6
430,2
416,8
356,5
419,1
121,8
307,9
183,1
364,6
305,9
332,0
555,5
431,2
317,8
333,7
416,3
3755
351,7
355,5
396,0
345,6
403,6
404,9
363,6
429,7
440,6
503,1
258,6
283,9
349,4
269,9
233,0
400,6
304,1
289,7
358,6
359,6
416,3
3355
3975
308,9
254,5
263,4
406,4

Timp 24
4424
400,1
349,9
317,8
251,0
304,1
4424
348,7
3375
407,2
448,2
449,4
4224
380,8
436,8
277,8
400,3
296,5
321,3
265,1
383,1
273,0
336,5
249,9
405,1
465,9
362,1
3429
393,2
335,8
397,3

mmp
54
53
3,3
3,2
0,6
4,0
4,8
2,6
1,9
3,6
54
52
53
4,6
3,6
3,2
54
24
54
3,2
4,1
53
50
4,9
25
53
2,9
4,3
53
35
3,2
47
4,9
3,2
4,8
4,0
4,9
4,4
4,8
2,1
53
54
4,2
1,3
35
4,5
4,0
4,6
43
11
3,3
4,1
2,2
4,4
3,2
25

mmp 24
53
54
3,6
4,0
0,5
2,3
53
3,0
1,7
4,0
54
51
51
5,0
4,6
2,7
54
2,5
54
2,2
4,2
5,0
4.8
4.8
2,3
52
2,7
34
53
3,9
31

trop
385,0
2,2
0,3
28,5
1,7
0,2
6,8
130,0
12,1
65,5
5,8
41,6
2,0
0,2
6,7
9,3
99,5
48,9
7,6
0,2
31,8
1,0
0,2
15,8
12,9
21,0
0,2
13,5
0,3
0,8
66,3
0,2
0,2
0,2
0,2
3,7
16,1
0,3
0,2
0,2
0,2
0,2
0,2
0,2
0,2
0,2
0,2
0,2
0,2
0,2
0,2
0,2
0,2
0,2
0,2
0,2

trop24
191,0
2,8
0,6
23,4
0,6
10,1
62,6
2,2
6,2
52,9
2,7
35,5
1,3
0,2
8,5
6,8
77,8
60,0
0,2
0,2
30,6
0,4
0,2
24,1
8,7
8,6
0,6
2,4
0,4
0,3
64,5

crp
18,0
49,4
68,0
25,4
14,3
16,3
14,2
133,0
9,5
143,0
7.4
79,3
9,4
6,9
29,5
30,5
165,8
52,4
6,5
0,8
180,8
29,8
10,8
6,8
56,1
48,7
12,6
15,5
23,6
12,1
50,4
55
6,7
54
8,4
11,5
32,5
3,8
5,6
7,0
11,7
11
53
5,8
3,9
2,2
6,1
2,3
11
4,8
0,5
2,7
1,7
15
10,1
1,0

85

crp 24
90,3
45,1
40,4
28,6
11,5
44,6
91,0
9,5
6,9
118,6
32,0
72,1
7,3
6,9
44,0
27,7
146,1
46,2
37,2
1,0
165,4
8,6
12,4
81,1
32,4
33,6
7,6
55
27,1
10,7
53,6



dm ht

yas
40
65
77
57

cins

tg 24
198
134
140
236
222
197
66

tg

kolest24

246
130
159
296
196
207
161
171
162
181
156
153
162
177
158
103
187
246
131
198
204
230
159
153
212
216
186
236
179
203
172

kolest
234
154
152
310
218
131
215
162
166
187
162
172
197
184
151
115
175
240
153
183
182
230
153
190
207
183
200
248
166
213
147
185
204
225
189
198
160
196
179
196
167
153
286
176
240
189
230
140
218
207
208
196
231
243
173
267

Idl 24
170
77
88

o]

hdl 24
36

hdl
33
32

grup

no

187
158
133
243
222
81

164
90
83

26
43
39

42

210
128
134
96
96
98

223
143
82

38
31

76
60
41

24
34

33
34

360
213
120
254
117
143
245
186
216
118
128
250
114
118
282
316

109
80

52

42

206
140
192
106
126
196
191
186
108
155
154
89

34

39

46

103
112
86

36

39

60
57

122
82

21
53
36

24
53
40
49

10
11
12
13
14
15
16
17
18
19
20
21
22
23
24
25
26
27
28
29
30
31

42

92

103
99

57

84

39

72
80
47

95
89

100
80
67

44

32

47

28
24
48
48
55
31

60

21
44
51

77
60
72
67

112
164
65

101
142
75

48
32

181
217
127
237
110
349
359

130
151
156
63
81

128
118
128
57

55
47

10
49

39

67

244
202
334

49

47

73
59

118
101
89

50
35
38
28
44
41

32

107
106
100
143
111
125
101

39

70
55
52

213
323

51

290
243
137
158
147

105
155
103
134
85

30
38
38
46

275
125
164
136
119
123
151
102
137
108
134
115
113
83

57

72
54

46

78
62

42

35
51

110
121
146
114
121
94

32

68
64
76
71
33
49

58
49

33
34

55
50
44
47

35
36

37

122
116
124
113
87

38
39

51

40
49

49

40
41

69
83
76
74
49

37

55
57

42

188
113
155
166
180
109
132
562

191
121
147
103
131
64

43
44
45
46

32

62

46

53
63

54

57

47

48
59

48
49

116
83

76
36

53
48

56

50
51

221
163
153
262
135
188

114
128
150
149
105
184

50
35
50
42

52

63
69
62

53
54

41

55
56

57

45

86
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sigara
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timp/mmp 0
57,79
58,26
101,00
85,59
546,79
76,67
60,27
127,28
187,43
100,96
68,74
28,52
75,29
92,57
116,41
111,79
77,69
51,54
57,55
56,90
87,93
57,53
66,30
113,05
170,18
59,56
116,42
96,72
70,43
101,40
112,34
85,10
70,37
124,45
83,95
90,02
88,22
100,29
104,72
124,12
53,89
64,37
65,00
177,61
113,39
68,01
72,57
78,55
84,60
377,41
100,57
96,93
140,63
58,21
81,57
163,18

timp/mmp 24
83,98
74,00
96,91
80,03
550,66
130,92
83,26
116,90
195,87
102,96
83,67
88,34
82,41
76,09
95,30
103,47
74,36
118,67
59,33
120,35
91,21
54,93
70,26
52,55
179,52
89,18
134,76
101,26
74,30
87,00
128,48
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