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1. OZET

Koroner arter hastaligi (KAH)’in en sik goriilen nedeni olan ateroskleroz
lipoprotein partikiillerinin saglam ve/veya disfonksiyone vaskiiler endoteli
gecerek intima tabakasinda birikmesiyle olusan inflamatuar bir olaydir.
Miyeloperoksidaz (MPO), immun sistem ve inflamatuvar diizenlemede 6nemli
rol oynayan lokosit kaynakli bir enzim olup 6zellikle MPO gen polimorfizminin
GG genotipinin, koroner arter hastaliklar1 (KAH) i¢in 6nemli bir belirleyici
oldugu gosterilmistir.

Calisma grubu; 88 Koroner Arter Hastast ve 88 kontrolden
olusturulmustur. Miyeloperoksidaz gen polimorfizmi PCR yontemi ile belirlenmis
olup plazma Miyeloperoksidaz (MPO) ve Matriks Metaloproteinaz-9 (MMP-9)
diizeyleri ELISA ydntemi kullanilarak dl¢iilmiistiir.

Deneysel calismamizin sonucunda MPO gen polimorfizmine ait genotip
frekans1 koroner arter hasta grubunda; GG % 72.7, AG % 23.9, AA % 3.4 iken,
kontrol grubunda; GG % 71.6, AG % 26.1, AA % 2.3, olarak bulunmustur. Her
iki grupta da MPO gen polimorfizmi genotip ve allel frekanslar1 agisindan
karsilastirildiginda, istatistiksel olarak anlamli bir farklilik saptanmamigstir
(p>0.05).

Koroner arter hasta grubu ve kontrol grubu demografik 0Ozellikler
acisindan karsilastirildiginda; koroner arter hasta grubunda; yas ve total kolesterol
diizeylerinin arttig1 (p<0.001) ek olarak sigara kullanimi, sistolik kan basinci, ve
LDL kolesterol diizeylerinin arttig1 saptanmis (p<0.05) olup bu degisimler

istatistiksel olarak anlamli bulunmustur. Cinsiyet, diastolik kan basinci,



hipertansiyon, trigliserid, HDL kolesterol ve VLDL kolesterol diizeyleri agisindan
gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark bulunmamaistir (p>0.05).

Plazma MPO ve MMP-9 diizeyleri kontrol ve koroner arter hasta grubunda
karsilastirildiginda; MPO diizeylerinin, hasta grubunda istatistiksel olarak anlaml1
bir sekilde yiikseldigi bulunmustur (p<0.05). Plazma MMP-9 diizeylerinin ise
koroner arter hasta grubunda azaldigi ve bu degisimin istatistiksel olarak anlamli
olmadig1 goriilmistiir (p>0.05).

Bu calisma Elazig bdlgesinde yasayan kisilerde yapilmis bir 6n ¢aligma
olup sonucglarmin bu konuda yapilacak diger c¢aligmalara katki saglayacagi
diistiniilmektedir.

Anahtar Kelime: Koroner Arter Hastaligi, MPO gen polimorfizmi, Enfeksiyon

MPO, MMP-9



2. ABSTRACT

GENE POLYMORPISM OF MYELOPEROXIDASE IN CORONARY
ARTER DISEASE

Coronary artery disease (CAD) is the most common cause of
atherosclerosis lipoprotein particles in a solid and / or through the intima layer of
the accumulation of dysfunctional vascular endothelium is an inflammatory event.
The enzyme myeloperoxidase (MPO), immune system and plays an important
role in regulation of inflammatory leukocytes from MPO, an enzyme gene
polymorphism and especially the GG genotype, coronary artery disease (CAD) is
shown to be an important determinant.

Working group with coronary heart disease and 88 controls of 88. Plasma
myeloperoxidase gene polymorphism is determined by applying PCR
myeloperoxidase (MPO) and Matrix Metalloproteinase-9 (MMP-9) was measured
using ELISA method.

As a result of an experimental study of the MPO gene polymorphism
genotype frequency in patients with coronary artery; GG 72.7%, AG 23.9% AA
3.4% in the control group, GG 71.6%, AG 26.1% AA 2.3%, respectively. In both
groups, the MPO gene polymorphism genotype and allele frequencies were
compared, no statistically significant difference was found (p>0.05).

Coronary artery disease and the control group in terms of demographic
characteristics were compared in patients with coronary artery age and total
cholesterol levels were increased (p<0.001), in addition to smoking, systolic blood
pressure, and LDL cholesterol levels increased was found (p <0.05) and the

changes were statistically significant. Gender, diastolic blood pressure,



hypertension, triglycerides, HDL cholesterol, and VLDL cholesterol levels did not
differ significantly between the groups(p>0.05).

Plasma MPO and MMP-9 levels in the patient group compared with the
control and coronary artery; MPO levels was statistically significantly increased
in the patient group (p <0.05). Plasma MMP-9 levels in patients with coronary
artery is decreased and this change was not statistically significant (p>0.05).

This study is a pilot study of individuals living in Elazig is considered to
contribute to the results of other studies in this subject.

Keywords: Coronary Artery Disease, MPO gene polymorphism, Infection

MPO, MMP-9



3. GIRIS

Kardiyovaskiiler hastaliklarin basinda gelen kalp hastaliklarina bagl
Olimler diinyada ve iilkemizde halen en sik Oliim nedeni olmaya devam
etmektedir. Koroner arter hastaligt (KAH) diinyadaki tiim o6liimlerin
%33.50’sinin, kalp hastaliklarma bagli 6limlerin ise % 50-75’inin nedeni olarak
gosterilmektedir (1).

Koroner arter hastaliginin (KAH) en sik goriilen nedeni olan ateroskleroz
basta Diisiik Dansiteli Lipoprotein (LDL) olmak {izere Ara Dansiteli Lipoprotein
(IDL), Cok Diisiik Dansiteli Lipoprpotein (VLDL) ve Silomikron artiklar1 gibi
lipoprotein partikiillerinin saglam ve/veya disfonksiyone vaskiiler endoteli
gecerek intima tabakasinda birikmesiyle olusan inflamatuar bir olaydir (2).

Miyeloperoksidaz(MPO), immun sistem ve inflamatuar diizenlemede
onemli rol oynayan lokosit kaynakli bir enzimdir (3,4).

Son yillarda ateroskleroz patogenezinde oksidasyonun ve oksidasyon
siiresinde de miyeloperoksidazin 6nemli bir goérevi oldugu diisliniilmiis ve yapilan
calismalarla gosterilmistir. Ateroskleroz’dan koruyucu bir molekiil oldugu bilinen
HDL’nin en 6nemli lipoproteini olan Apolipoprotein Al (APO-Al)’in MPO
tarafindan nitratlanmas1 sonucu HDL nin proaterojenik hale geldigi bulunmustur
(3,4).

Yapilan genetik c¢alismalarda da MPO gen ekspresyonu ve koroner
hastalik riski arasindaki iliski bulunmustur. Ozellikle MPO geni igin birkag
polimorfizm tanimlanmis, genin promotor bolgesinde yerlesik olan ve
transkripsiyonu etkileyen bir fonksiyonel polimorfizm oldugu gosterilmistir (5).

Bu polimorfizm 463.cli pozisyonda Adenin bazi yerine Guanin bazinin girmesi



sonucu olusan ve li¢ farkli genotipi olan AA, AG ve GG polimorfizmdir. Bu
genotiplerden GG genotipi daha c¢ok Kuzey Amerika bolgesinde % 60-66
oraninda goriilmektedir (6,7). Daha oOnce yapilan caligmalarda genotipler
karsilastirildigi zaman AA/AG genotiplerine gére GG genotipinin, koroner arter

hastaliklar1 (KAH) i¢in 6nemli bir belirleyici oldugu gosterilmistir (8,9).

3.1.Koroner Arter Hastahg

Yetiskinlik caginin en 6nemli kronik hastaliklarindan biri olan koroner
arter hastaligi (KAH) tiim diinyada, ozellikle gelismis ve gelismekte olan
iilkelerde mortalite ve morbiditenin en sik nedeni olup bu hastaligin beslenme
aliskanliklarinin degismesi, stres faktorlerinin artmasi nedeniyle gelecekte daha da
on plana ¢ikacagi ve 2020 yilina gelindiginde tiim diinyada islevsel yetersizlikler
arasinda ilk sirayi alacagi diisiintilmektedir (10-15).

Koroner Arter Hastaligi; insan yasamina getirdigi kisitlamalardan dolay1
bireyin saghgini bedensel, ruhsal ve ¢evreye uyum yoniinden etkiledigi i¢in bu tiir
hastalar beklenenden daha kisa siirede hastaneye tekrar yatmakta, taburcu
olduktan sonra yasaminin sonuna kadar bu hastalik ile yagamaktadirlar (16-18).

Hastalar 6zellikle yiiriime, kogsma, merdiven ¢ikma, egilme, dogrulma gibi
fiziki giic gerektiren aktivitelerde giiclik ¢ekmekte, fonksiyonel bagimliligin
olmasi, c¢esitli kisitlamalar ve giinliik yasam aktivitelerinde yardima gereksinim
duymaktadirlar. Bu olay hastalarin  yasam kalitelerini olumsuz yonde
etkilemektedir. Kronik hastaliklarin her tiirii fonksiyonel giicsiizliige ve fiziksel
tyilik halinde bozulmalarina yol acarak yasam kalitesinin olumsuz etkilenmesine

yol agar (19).



Bagka bir ifadeyle yasam kalitesi, bireyin tiim gereksinimlerini
karsilamasi, yasamdan doyum almasi, sosyal davranislarda yeterli olmasi,
eglenmeye zaman ayirmasi, emosyonel ve fiziksel durumunun st diizeyde olmasi
ve kisiler arasi iligkilerinin devam edebilmesi gibi 6zellikleri kapsamaktadir
(20,21).

Koroner kalp hastaligi, kalp kaslarma kan akismnin azalmasi sonucu
miyokard iskemisi ile olusan bir hastaliktir. Iskemi genellikle ateroskleroz
tromboz, spazm gibi nedenlerle kanin kalbin bir boliimiine az ulagmasi ya da
anemi, karboksihemoglobinemi ya da hipotansiyon gibi nedenlerle kan akiminin
azalmasiyla olusan ve doku hasariyla devam eden patalojik bir durumdur. En sik
goriilen nedeni ise bir veya daha fazla damarin daralmasina neden olan

aterosklerozdur (22).

3.2.Ateroskleroz

Ateroskleroz ¢ocukluk doneminde baslayan, orta ve ileri yaslarda klinik
belirtiler gosteren muskiiler arterin yavas seyreden progresif bir hastaligidir (23).
Ateroskleroz, damar c¢ap1 daralmasi sonucu atardamarlarin duvarlarinda bir takim
olaylar meydana geldikten sonra ortaya cikan bir durumdur. Ozellikle; kalp,
beyin, bébrek, boyun ve organlarin atardamarlarinda olusturdugu olaylarla hayati
oneme sahip bircok hastaliin olusmasinda rol oynar. Ateroskleroz olusumuna
baglh olarak damar duvar yapisinin bozulmasi yetersiz kan akimmimn ortaya
¢ikmasia neden olur (24).

Ateroskleroz; elastik damarlarin, koroner ve popliteal arterler gibi orta boy

muskiiler damarlarm intima tabakasinin lipid partikiilleri, diiz kas hiicreleri ve



inflamatuar hiicreler tarafindan infiltrasyonu sonucu ortaya ¢ikan kronik bir
hastaliktir. Ateroskleroza bagli gelisen olaylar, plagin biiyiimesinden ziyade
mevcut plagin hasar1 ve riiptiirii sirasinda tetiklenen inflamatuar ve trombojenik

yap1 sonucu olusur (25)(Sekil 1).

Close-up
OF Intima

Internal Elastic
Lamina :

Channel for Blood
[Lurmer)

Adventitia

Sekil 1. Muskiiler Arter Yapis1 (26)

onteroskleroz

rdormmal Hafif Il=ri
aterosklero= aterosklero=

Camarim i FPlak

Sekil 2. Aterokleroz Olusum Yapisi (27)
Ateroskleroz gelisim siirecinde; Yagh c¢izgilenmeler, Fibréz plaklar,
Komplike plaklar olmak iizere ii¢ tip aterosklerotik plak tanimlanmistir (Sekil 2).
Yagh Cizgilenmeler: Aterosklerozun en erken safhasinda ortaya ¢ikan
plak seklidir. Makrofajlarin olusturdugu kopiik hiicrelerinin intima tabakasinda

toplanmasiyla olusurlar (28).



Fibroz plaklar: Kopiik hiicreleri ve intima tabakasindaki ekstraselliiler
matriks igerisinde lipid partikiilleri birikmesiyle olusur (29).

Komplike plaklar: Aterosklerotik plaklarmm akut komplikasyonlardan
sorumlu tipidir. Igeriginde lipid partikiilleri, inflamatuar hiicreler ve fibrin
dokusunun bulundugu yirtilmig bir aterom plag: lizerine hematom ve trombotik
partikiillerin toplanmasi ile olusur. Komplike plaklarin olusumunda fibroz
tabakanin kalinligi, plagin sekli, yapisi, lipid icerigi gibi onemli yapilar igerir
(29).

3.2.1. Ateroskleroz ve inflamasyon

Aterosklerozun ¢esitli canli modellerinde, damar duvarinda erken evrede
olusan lipid birikimi ile inflamasyon bulgularmin es zamanli olarak etkin
olduklar1 bulunmustur. Normal endotele 16kositlerin baglanmasi olduk¢a zordur.

Aterosklerozda ilk olarak vaskiiler endotel hiicrelerinin yiizeyinde degisik
lokosit gruplarmin baglanmasmna yardimci olacak selektif adezyon molekiilleri
sentezlenir. Nedeni, okside LDL molekiiliiniin bir sinyal molekiilii gibi davranip
endotel hiicrelerini aktive etmeleridir (30). Insan aterom plaklarinda ¢esitli
lokositlerin yerlesebilecegi Vaskiiler Hiicre Adezyon Molekiili-1 (VCAM-1)
bulunmustur. ilging olan adezyon molekiillerinin artmis ekspresyonunun oldugu
vaskiiler bolgeler aterosklerotik plak gelisimine uygundur (31). VCAM-1 ve
benzeri adezyon molekiillerinin artmig liretiminden sorumlu olan endotel hasar1
sonrast antiinflamatuar 6zellikleri bilinen endotel kaynakl nitrik oksit diizeyleri
azalmistir (32). Endotele yapisan lokositler, intima i¢cine dogru niifiiz ederler.
Lokositlerin bu yapida gogiinden kemoatraktan molekiilleri sorumludur. Monosit

Kemotatik Protein (MCP-1) isimli bir proteinin aterom plagi gelisim alaninda



monositlerin intima i¢ine gdgiine neden oldugu gosterilmistir. Monosit Koloni
Stimiile Faktorii (MCSF), mediatoriin intima i¢indeki monositleri makrofajlara
dontstiirdiikleri; bu yapilarinda lipoproteinleri baglayarak kopilik hiicrelerini
olusturduklar1 yapilan ¢alismalarda bulunmustur (33,34).

3.2.2 Aterosklerozun Olusumunda Onemli Risk faktérleri

Ateroskleroz gelisiminde rol oynayan risk faktorleri asagida belirtilmistir

(35).
1. Hiperlipidemi
2. Hipertansiyon
3. Sigara
4. Diabetes Mellitus
Altta yatan kolaylastiric1 faktorler:
1. Obesite
2. Fiziksel hareketsizlik
3. Yaglh, kolesterol agisindan zengin diyet
4. Genetik
Yardimci risk faktorleri:
1. Trigliserit artist
2. LDL artis1
3. Liporotein (a)
4. Homosistein
5. Koagulasyon faktorleri
Degistirilemeyen aterosklerotik risk faktorleri:
1. Yas
2. Cinsiyet
3. Genetik
4. Psikososyal faktorler
Bilinen aterosklerotik risk faktorleri kapsaminda yeni risk faktorleri
olarak;

1. Homosistein
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2. Lipoprotein
3. Fibrinogen
4. Fibrinolitik fonksiyon
5. Inflamasyon sayilabilinir.
3.2.2.1. Okside Lipoproteinler ve inflamasyon

Aterosklerozun gelismesinde lipidlerin 6nemli bir rol oynadig:
bilinmektedir. Yapilan caligsmalar ile aterogenez i¢in lipid ve inflamasyonu igeren
bir oksidasyon modeli a¢iklanmistir. Oksidasyon modeline gore, diisiik dansiteli
lipoprotein (LDL) proteoglikanlara baglanarak kismen intimada muhafaza olur ve
oksidadif modifikasyona ugrar (36,37). Lipit hidroperoksitler, lizofosfolipidler,
karbonil bilesikleri ve diger biyolojik  olarak aktif pargalar aterom lipit
fraksiyonuna yerlesirler (38). Bu modifiye yaglar, kemokinler, pro-inflamatuar
sitokinler, makrofaj ve damar duvari hiicreleri iflamasyonu ve mediatorleri
uyarabilirler. Lipoproteinlerdeki apoprotein gruplarida, damar duvarinda
degisiklik gecirebilmektedir.

Yapilan deneysel c¢alismalarda; antioksidanlarm  kullaniminin
hiperlipidemiye bagli olarak, gelisen aterosklerotik lezyonlarn ilerlemesini
geciktirdigi  gosterilmistir. Buna ragmen insan aterosklerozu i¢in LDL
oksidasyonu hipotezinin uygunlugu kanitlanmamustir. Insan ateromunda elde
edilen modifiye lipid ve proteinlerin tiirlerinin inflamasyonu sonucu olusan okside
lipoproteinleri baglayan ¢ok sayida kanit ileri siiriilmiis ama in vitro ortamda
okside lipoproteinlerin, kimyasal analiz sonucunda elde edilen bilesiklerin

karsilig1 olmadig1 saptanmustir.
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Hiicre kiiltiirii calismalarinda LDL’nin gecis metalleri ile oksidasyonu
saglanmistir. Bu oksidasyon sonucu olusan oksidatif LDL’nin insan aterosklerozu
ile yakindan iliskisi oldugu bulunmustur (39, 40).

3.2.2.2. Hipertansiyon ve inflamasyon

Hipertansiyon, ateroskleroz i¢in lipid risk faktorleri ile yakindan iliskilidir.
Yapilan calismalarda, ateroskleroz ve inflamasyon arasindaki fizyopatalojik
iliskinin hipertansiyon araciligi ile oldugu diisiiniilmektedir.

Anjiyotensin II (AlIl), vazokonstriktor oOzelliklerine ek olarak intimal
inflamasyonu tesvik edebilir. Ornegin Anjiyotensin II; endotel hiicreleri ve diiz
kas hiicrelerinden bir reaktif oksijen tiirevi olan siiperoksit anyonunu ortaya
cikarir (41). Anjiyotensin II, endotel hiicrelerinde bulunan proinflamatuar
sitokinler, Interlokin (IL-6) ve Monosit Kemoatrak Protein-1 (MCP-1) ve l6kosit
adhezyon molekiilii (VCAM-1) gibi molekiillerin arteriyal diiz kas hiicreleri
araciligr ile ekspresyonunu artirr (42-44). Anjiyotensin konverting enzim
inhibitoér tedavisinin klinik faydalarindan biri bu proinflamatuar yollar1 kesintiye
ugratmasi sonucu olusur (45).

3.2.2.3. Dislipidemi ve inflamasyon

Diger lipoprotein partikiilleri gibi ¢ok diisiik dansiteli lipoprotein (VLDL)
ve orta dansiteli lipoproteinler 6nemli aterojenik potansiyele sahiptir. Bu
lipoprotein partikiilleride LDL de oldugu gibi oksidatif degisiklige ugrayabilir.
Buna ek olarak Beta VLDL parcaciklar1 kendi kendine wvaskiiler endotel
hiicrelerinin inflamatuar islevlerini etkinlestirdikleri distiniilmektedir (46,47).
Yiiksek dansiteli lipoproteinler ateroskleroz icin koruyucu bir role sahiptir.

Tersine kolesterol tasima islemi, kolesterolun bazi olas1 ateroprotektif fonksiyonu
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icin HDL kolesterol tarafindan yapilmaktadir. HDL parcaciklari; okside yaglari
yikmak ve proinflamatuvar etkileri oradan kaldiran, trombosit aktive edici faktor
asetilhidrolaz ve paraoksonaz gibi antioksidan enzimleri ayni anda tasima

yapabilmektedir (45).

3.2.2.4. Diyabet ve inflamasyon

Diyabet ateroskleroz i¢in dnemi yeni artan bir risk faktoriidiir. Diyabet ile
iligkili hiperglisemi ileri glikozilasyon son {irlinlerinin olugmasina baglh olarak
makromolekiillerin modifikasyonuna yol acar (48). Bir ylizey baglayici reseptor
olan RAGE (AGE reseptorii) araciligi ile AGE modifiye proteinler, vaskiiler
endotel hiicrelerinde proinflamatuvar sitokinlerin ve diger inflamatuvar yollarin
iiretimini arttirir. Hiperglisemi disinda diyabetik durum,; reaktif oksijen tiirleri ve
karbonil gruplar1 araciligiyla oksidatif stresi arttirmaktadir (49). Hipertansiyonda

oldugu gibi ateroskleroz i¢in inflamasyon diyabet ile iliskilidir (45).

3.2.2.5.0besite ve Inflamasyon

Obesite; insiilin direnci ve diyabet egilimini arttirdigi gibi aterojenik
dislipideminin artmasina da neden olmaktadir. Visseral yag kaynakli yiiksek
seviyede serbest yag asitleri, portal dolasim yoluyla karacigere ulasabilir ve
hepatositlerle trigliserit bakimmdan zengin lipoprotein olan VLDL sentezini
uyarir. Olusan bu yliksek kolesterol ester transfer proteini HDL’den VLDL i¢in
degis tokusu arttirarak HDL kolesterolii diisiirebilir. Adipoz doku Timor nekrdz
faktor-alfa (TNF-a) ve Interlokin-6 (IL-6) gibi sitokinleri sentezleyebilir (50).
Obesite inflamasyonlar1 arttirmaktadir. Obesite ayrica insiilin ve lipoproteinler

iizerindeki etkisinden bagimsiz olarak aterogenezi arttirmaktadir (45).
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3.2.2.6.Enfeksiyon

Enfeksiyon ajanlari, inflamatuar uyaranlara sahip aterogeneze fayda
saglayabilir (51,52). Akut enfeksiyonlar iskemik olaylar1 hizlandirabilir. Ornegin;
hemodinamik, pihtilasma ve fibrinolitik sistemleri degistirebilir. Kronik
ekstravaskiiler enfeksiyonlar (gingivitis, prostatit, bronsit) aterosklerotik
lezyonlarm gelisimini hizlandirabilir ve ayni zamanda inflamatuar sitokinlerin
ekstravaskiiler {iretimini arttirir. Intravaskiiler enfeksiyonlar bdlgesel inflamatuar
bir uyarici araciligi ile aterogenezi hizlandirir. Birgok insan aterom plaklarinda bir
mikrobiyal ajan olan Chlamydia pneumoniae enfeksiyonlar1 goriliir. Arteriyal
plakda Chlamydia varligi; lipopolisakkarit (endotoksin) ve 1s1 sok proteini (HSP)
salmimina neden olur bu durum vaskiiler endotel hiicreleri ve diiz kas hiicreleri
araciligl ile proinflamatuar mediatorlerin iiretimini artirir 16kosit infiltrasyonu
yapar (53). Enfeksiyon konusunda yapilan epidemiyolojik calismalar Helicobacter
pylori, Herpes simplex viriisii ya da cytomegalovirusa karsi direk antikor
kullanim1 vaskiiler riski tahmin etmek i¢in ¢ok kiiciik kanitlar sunmus ve

karmagik sonuglar vermistir (45).

3.2.2.7. inflamasyon, Miyokard Nekrozu ve Iskemi

Liuzzo ve arkadaslar1 tarafindan yapilan bir calismada unstabil anginali
secilmis hastalarda kisa siireli prognoz ile erken donemde artmis CRP diizeyleri
arasinda ters bir iliski goOsterilmistir. Braunwald III-b siniflandirmasina gore
miyokard nekroz bulgusu olmayan kisiler CRP diizeyleri artmamis hastalar ile
benzer iskemik yiike sahiptir (56). Koroner arter hastalarinin yarisi taburcu
olduktan sonra kalic1 bir CRP artis1 gostermekte olup bu bulgu infarktiis ve stabil

olmayan tekrarlayan episodlar ile iligkilidir (54). Variant angina, biiylik iskemik
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hastalig1 ya da stabil angina ve ileri diizeyde koroner arter hastalig1 olan hastalar,
cok diistik bir artmis CRP insidansina sahiptir. Akut koroner sendromlu hastalarda
sistemik olarak aranan inflamasyonun spesifitesi dogrulanmistir (55). Unstabil
anginali hastalarda CRP’nin artis1 aterosklerozun ¢esitliligi ve siddeti hakkinda
bilgi vermemektedir. Ayrica kronik stabil anginali ve coklu damar hastaligi
prevalansi yiiksek olan hastalarin sadece yaklasik %20’si ile Unstabil anginasi
olan hastalarin %70’1 karsilastirildiginda; kronik stabil angina ve ¢oklu damar
hastalig1 prevalans: yiiksek olan kisilerin CRP degerlerinin arttigr bulunmustur
(56). Ayrica periferal vaskiiler hastaligi olan kisilerdeki CRP diizeylerinin ciddi
bir revaskiilarizasyon gerektirmedik¢e unstabil anginali ve tek damar hastalig
olan kisilerde gozlenen CRP degerlerinden anlamli bir farklilik gostermedigi
bulunmustur (57). Unsatbil anginali kisilerde yliksek CRP diizeyleri goriilmez.
Fakat unstabil angina aracili infarktiis geciren tiim kisilerde kabul edilebilir bir
sekilde CRP diizeyleri artmustir. Artan koroner vazoreaktivite ya da protrombotik
zayiflik kalic1 koroner arter tikanmasima neden olabilir (58). Inflamasyon sadece
infarktiis riskini arttirmaz ayni zamanda damar tikanmasmin etkilerini artirir.
Bununla beraber; CRP inflamasyonu belirlemede uygun bir marker olup
fibrinojen ve plazminojen aktivator inhibitor 1 gibi akut faz cevapini olusturan
diger proteinlerin diizeyini artirir. inflamasyon; endojen fibrinolizisi inhibe ederek
piht1 stabilitesini artirir ve trombus olusumunu diizenler (45).

3.2.3. Koroner Arter Hastalig ve inflamasyon

Koroner arter hastalifi, tromboz ve vazokonstriksiyon elementlerinin
aterosklerotik lezyonlarin {izerinde birikmesi ile olusmaktadir. Tromboz; otopsi,

anjiyoskopi ve anjiyogrofi ile saptanabilmektedir. Buna karsilik, vazospazm
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nedeniyle gegici dogal zorluklar meydana gelmektedir. Nitrat verilme yontemi ile
stenozun azaltilmasi1 veya provokatif 6nlemlerin kullanimi arter spazmi i¢in bir
bulgudur (59-61). Gergekte tromboz olusumu vazospazma neden olur. Local
trombiis gelisimi; serotonin, tromboksan A, ve trombin olusturur. Bu tromboz ile
iligkili aracilarin her biri sadece tromboz bdlgesinde vazokonstriksiyona neden
olabilir. Bu sekilde, bir epikardiyal kanal koroner arterindeki bir proksimal
trombiis distal kiiclik damarlara spazmi yayabilir. Trombiis, sistematik olarak
verildiginde vazokonstriksiyon ve vazodilator ilaclardan daha iyi1 bir tedavi
olanag1 sunarlar. Lokal iiretilen damar daraltici maddelerin etkisini nadiren
bertaraf eder (59). Ancak agresif trombolitik, antikoagiilan ve/veya antitrombosit
ajanlar alan yada girisimsel tedavi uygulanan koroner arter hastalarinda
hastaneden taburcu olduktan sonraki 4 ila 6 aylik bir donem igerisinde %12 veya
%16 oraninda major kardiyak olaylarin gorildiigi saptanmistir (62,63). Plak
istikrarsizliklar1 altinda yatan mekanizmalarim anlasilmas: daha 1iyi tedavi
sonuglarinin ortaya c¢ikmasma neden olmustur. Artan kanitlar akut koroner
sendromlu kisilerde dolasimda inflamatuar markerlardan 6zellikle CRP
diizeylerinin ateroskleroz tipinden bagimsiz olarak arttigin1 gostermistir (45).

3.3. Miyeloperoksidaz

Miyeloperoksidaz (MPO) ilk olarak 1941 yilinda Agner adli arastirmact
tarafindan kopekten izole edilmistir (64). Bagisiklik sisteminin bir parcasi olarak
esas bakterisidal bir enzim olarak gorev yapar.

Miyeloperoksidaz; polimorfoniiveli nétrofillerden salman bir hem
proteinidir (65). MPO’m farkl tiirlerinin nétrofillerde bulundugu ve total hiicre

proteinin % 2-5’ni olusturdugu veya 106 hiicrede 2-4 pg olarak bulundugu rapor
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edilmistir (64). Enzim yesil renkli olup cerahate rengini verir. Bu proteinin ilk
ismi verdoperoksidazdir. Bu enzim nétrofillerin ilk gelisimi sathasinda sentezlenir
ve azurofilik graniillerde depolandigindan kolayca saptanir. Azurofilik graniillerin
degraniilasyonu sirasindaki fonksiyonunu belirleyen enzimdir. Hafif graniillerde
bu enzim bol miktarda bulunurken, agir graniillerde miktar1 biraz daha azdir (64).

MPO; arginin aminoasidi ac¢isindan zengin, 150 kDa molekiil agirliginda
katyonik bir proteindir. Bu enzim 59 kDa’lik 1 agir (o) ve 13,5 kDa’lik 1 hafif ()
alt tiniteden olusur. Bu alt {initeler promotor olarak diizenlenmistir ve alkillenerek
hemimiyeloperoksidaza indirgenebilir. Hemimiyeloperoksidazdaki bu 2 promotor
iinite enzimatik 6zellik tasimaktadir. Hem ve karbonhidrat parcalarmin her ikisi
enzimin agir initesine baglanir. Her MPO agir alt tinitesine 2 adet demir baglayan
bir prostetik gruba sahiptir (64).

Kronik miyeloid 16semi hastalarindan elde edilen MPO; Sodyum Dodesil
Stilfat Poliakrilamid Jel Elektroforezi (SDS-PAGE) ile 39 kDa’lik bir bant verir.
Bu banda alfa alt iinitesi ad1 verilir (64). Notrofillerden baska monositlerde ve
bazi doku makrofajlarinda da bu bant bulunur (65). MPO polimorfoniiveli
notrofillerin  (PMNL) ve monositlerin azurofilik graniillerinde depo edilir.
Hiicresel aktivasyon ve degraniilasyon sirasinda MPO enzimi fagositik vakuoller
icinde hiicre dig1 alana salinr. MPO, kemik iliginde onciil molekiil olarak
miyeloid farklilasmasi sirasinda sentezlenir, PMNL dolagima girmeden oOnce
prosediir  tamamlanir  (65).  Monositler = makrofajlara  farklilasirken

miyeloperoksidazini kaybederler.
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Miyeloperoksidaz Aracilh Oksidasyon Reaksiyonlar

Lokositler patojen ajanlara karsi konak savunmasmin bir parcast olarak
MPO’yu kullanir. MPO reaktif oksidanlar ve hipoklorik asit, tirozil radikali,
nitrojendioksit gibi antimikrobiyal maddelerin iiretimi araciligi ile hidrojen
peroksitin oksidatif potansiyelini gliclendirir (66) (Sekil 3). Bu reaktif {irtinler
hastalikli arter duvarinda hedef lipid ve proteinleri oksidatif olarak modifiye
ederler. MPO tarafindan iretilen oksidasyon fiirlinleri, insan ateromunda
zenginlestirilmistir (67). Yapilan c¢alismalarda MPO ile iiretilen reaktif oksijen
iirlinlerinin endojen lipidlerin peroksidasyonu ve LDL’nin aterojenik forma
dontismesine yol actiklar1 gosterilmistir (68).

Lokositler disinda MPO; karacigerde Kupffer hiicrelerinde (69),
mikroglialarda, graniil i¢ceren ndronlarda ve beyinde hippokampiisteki piramidal

noronlarda bulunur (70).
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Sekil 3. Lokosit ve Damar Duvari Hiicrelerince Uretilen Reaktif Oksijen

Tiirlerinin Enzimatik Mekanizmas1 (66)
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3.4. Matriks Metalloproteinazlar

Matriks metalloproteinazlar (MMP) hakkinda ilk bilgi Jerome Gross ve
Charles Lapiere tarafindan 1962 yilinda yaymnlanmistir. MMP’lerin molekiil
agirliklar: 19 - 92 kDa arasinda degismektedir (71).

MMP’ler yapisal olarak incelendiginde;17-29 aminoasit igeren sinyal
peptit bolgesi, 77-87 aminoasit igeren amino terminal propeptid bdlgesi ve 170
aminoasit iceren katalitik bolgeden meydana gelir. Gilinlimiizde 25 iiyesi
tanimlanmigtir (72-75)(Sekil 4).

Matriks metalloproteinaz (MMP) ailesi, ekstraselliiler proteinazlarin
onemli bir liyesidir. En 6nemli gorevleri ekstraselliiler matriksin (ECM) yikimidir.
Bir¢ok fizyolojik ve patolojik siireclere katildiklar1 kanitlanmistr. MMP’ler;
emriyonik gelisim, ovulasyon, kemik remodelingi ve yara iyilesmesi gibi bir¢ok
fizyolojik olayda gorev alir. Ayni1 zamanda bu enzimlerin hiicre migrasyonu,
invazyon, proliferasyon ve apopitoziste rol oynadigi kanitlanmistir. (76-78).

MMP’ler ekstraselliller matriksde diizenlenen endoproteinazlardir.
MMP’ler kollajenaz ve jelatin aktivitesine sahip ve 6zellikle damardaki plagin
tadilatina ve istikrarsizligmma sahip olup plagi omuzlayan ve c¢ikmasma izin
vermeyen enzimler olarak bilinir (79,80). MMP’ler ve kardiyovaskiiler hastaliklar
arasinda fazla bilgi yoktur. Akut koroner sendromlu kisilerde MMP-1, MMP-2 ve
MMP-9‘un peripheral kan diizeyleri artmistir. (81). Stabil yada stabil olmayan
koroner arter hastaliklarinda artan MMP-9 diizeylerinin  gelecekteki

kardiyovaskiiler 6liim risklerini artiracagi diistiniilmektedir (82).
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Sekil 4. Matriks Metalloproteinaz Ailesi (75).

3.4.1. Matriks Metalloproteinaz 9

Matriks Metalloproteinaz-9 (MMP-9); keratinosit, monosit, alveollar

makrofajlar, PMN l6kositler ve malign hiicrelerin ¢ogundan sentezlenir (83-85)
MMP-9, ilk olarak 1974 yilinda Sapota ve Dancemicz adli arastiricilar

tarafindan polimorfoniikleer 16kositlerden salgilanan bir jelatinolitik enzim olarak

tanimlanmistir. Daha sonra yapilan ¢aligmalarda 92 kDa’lik bir molekiil olarak

salgilandig1, once 87 kDa olan bir inaktif maddeye ve sonra aktif form olan 82
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kDa veya 83 kDa’luk bir molekiile donistiiriildiigii gosterilmistir. 45-67 kDa
arasinda degisen aktif formlarida izlenebilmektedir.

MMP-9, diger bir jelatinaz olan MMP-2 ile substrat diizeyinde bir madde
ile olduk¢a benzerlik gosterir; MMP-9, kazeine karsi oldukga spesifiklik
gosterirken MMP-2"de bu duyarlilik bulunmaz (86).

MMP-9, MMP ailesinin en biiylik liyesidir. Sinyal peptidi, propeptit
bolgesi, ¢inko atomu baglayic1 boliim, COOH-terminal hemopeksin benzeri
boliim olmak tizere 7 boliimden olusur. Ayrica katalitik bolim ve hemopeksin
benzeri bolim arasinda prolince zengin baglayic1 bolge yer alir. C-terminal
hemopeksin benzeri boliim substrat spesifitesini belirlemede anahtar rolii oynar.

Fibronektin benzeri boliim kollajen ve jelatinlere baglanmay1 kolaylastirir (74).

3.5. Miyeloperoksidaz ve Koroner Arter Hastahgi

Ateroskleroz plak gelisiminin tiim safhalarinda inflamatuar olaylar
etkilidir. Koroner arter hastalarinda dolasimdaki nétrofillerde artmus
degraniilasyon oldugu bulunmustur (87).

MPO; l6kositlerin azurofilik graniillerinde en bol bulunan enzimdir. MPO
16kositin savunmasini baglatmak i¢in katkida bulunur (88, 89). Makrobakteriyofaj
dokularda (90-92), Monositlerde ve Notrofillerde (93) baskin bir sekilde bulunur.
MPO, hidrojen peroksit substratinin oksidatif potansiyelini genisletir (94, 95).

Miyeloperoksidazin ateroskleroz siirecinde oynadigi rol asagidaki gibidir;

Miyeloperoksidaz, LDL kolesterolii okside ederek makrofajlarn kopiik
hiicrelerini olusturmalar1 i¢in uygun hale getirir (96). Miyeloperoksidazin

aterosklerozun gelisiminde temel tas olan endotel fonksiyon bozuklugu
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olusumuna yarar1 vardir. Miyeloperoksidaz endotel kaynakli nitrik oksidi katalize
ederek tiiketir ve endotel hiicrelerinin vazodilator ve antiinflamatuar fonksiyonlari
bozulur (97,98). Miyeloperoksidaz aterosklerotik plak yilizeyinin destabilize ve
riiptiire yatkin olmasimi saglayan metalloproteinazlarin aktive olmasina yardimei

olur (99) (Sekil 5).
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Sekil 5. Miyeloperoksidaz ve Koroner Arter Hastalig1 Arasindaki iliski (100).
Bundan dolay1 kardiyovaskiiler hastaliklarin belirlenmesinde 6nemli bir

belirteg olarak goriilmektedir.

3.6. Matriks Metalloproteinaz Enzimi ve Koroner Arter Hastahg

Matriks metalloproteinazlarin koroner arter hastalarinin etiyolojisinde rol
aldiklar1; aterogenezde, plak riiptiiriinde ve tromboz da etkinligi diisiiniilmektedir
(101). Aterosklerozun ilerlemesinde tromboz ve matriks depozisyonu yoluyla
bozulmus fibrinoliz de gorev almaktadir (102). Aktif durumda olmayan diiz kas

hiicrelerinde sadece MMP-2 eksprese edildigi ve MMP-3, MMP-7, MMP-9,
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MMP-13 gibi digerlerinin eksprasyonunun ise sadece hasarli, transplante edilmis
yada ateroslerotik dokularda artis gosterdigi goriilmiistiir (103).

Ateroskleroz ve restenozun patogenezinde vaskiiler sekillenmenin
olmamas1 veya kararsizlii da rol oynar. Aterosklerotik plaklarda MMP
ekspresyonunun artisina da rastlanmistir. Hipoteze gore; MMP’lerin aktive olmas1
ateroskerozu, plak  destabilizasyonunu  ve  trombosit  agregasyonunu
kolaylastirmistir. Arastirmalarda MMP’lerin  bolgesel olarak fazla miktarda
eksprese  edilmesinin  aterosklerotik  plaklarda  destabilizasyona  ve
komplikasyonlara neden oldugu bulunmustur (104).

MMP-3 ve MMP-9’un plak biiylimesini sinirlayip, saglam bir plak fenotipi
olusturduklar1 ve koruyucu bir etkiye sahip oldugu bulunmustur. MMP-12 ise
lezyonun geniglemesine ve destabilizasyonuna sebep olmustur. Ama
aterosklerozda plak instabilitesinde ve yikiminda MMP-2’nin rol aldig:
belirlenmigstir (104).

Akut miyokardial enfarktiis ve anstabil anjinasi1 olan hastalarda
dolasimdaki MMP seviyeleri degiskenlik gostermektedir (104).

Bu c¢alismanin amaci; Elazig bolgesinde yasayan ve gerek beslenme
kosullar1 gerekse sosyal konumlar1 agisindan farklilik gdsteren saglikli ve koroner
arter hastalig1 olan kisilerde Miyeloperoksidaz 463 G/A gen polimorfizm sikligin1
belirlemek ve koroner arter hastaliklari ile MPO gen polimorfizmi arasindaki
iliskiyi ortaya koymaktwr. Ayrica c¢alismada koroner arter hastaliklarinin
patogenezinde rol oynayan Matriks Metalloproteinaz 9 ve Miyeloperoksidaz
diizeylerini her iki grubta belirlemek ve bu parametrelerin diizeyleri ile MPO gen

polimorfizmi arasindaki iligkiyi agiklamak amaclanmistir.
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4. GEREC VE YONTEM

4.1. Cahsma Protokolii

4.1.1. Hasta ve Kontrol Gruplan icin Ornek Se¢imi

Calismada hasta ve kontrol grubu; Firat Universitesi, Tip Fakiiltesi,
Kardiyoloji Anabilim Dalia bagvuran hastalarin; Koroner Arter Hastaliklar1 riski
acisindan degerlendirilmesine bagl olarak olusturuldu. Yaslar1 18-80 yas arasinda
degisen anjiyografik olarak koroner arter hastalig1 tanis1 konmus yaklasik 88 hasta
ile yine anjiyografi sonucu koroner arter hastaligi olmadigi tespit edilmis;
herhangi bir iskemik kalb hastaligt olmayan, hipertansiyon, lipid anomalisi,
metabolik rahatsizlik (Diabetes mellitus, bobrek yetmezligi, karaciger yetmezligi
v.b) ve ailede iskemik kalb hastaligi bulgusu olmayan yaklagik 88 saglikli
bireyden hasta ve kontrol gruplar1 olusturulmustur. Calisma icin; Firat
Universitesi Klinik Arastirmalar Etik Kurul Baskanligina bagvuru yapilmistir.
Ilgili etik kurulun 12.07.2012 tarih ve 12/10 sayili karar1 ile ¢alismanin etik
kurallara uygun olduguna dair izin alinmistir. Tez ¢alismasina dahil edilen her
birey caligsma hakkinda bilgilendirilerek onay formu diizenlenmistir. Tez ¢aligmasi
icin gerekli maddi destek Firat Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri

Koordinasyon birimince desteklenen TF 12.87 no’lu proje ile saglanmistir.

4.1.2. Biyokimyasal Analizler i¢cin Numunelerin Hazirlanmasi

Hasta ve kontrol grubunu olusturan bireylerin anamnezleri alinarak sistolik

ve diyastolik kan basinglar1 dl¢iilerek aile hikayeleri yoniinden sorgulanda.
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Plazmada: Calismaya dahil edilen bireylerden, K;-EDTA igeren tiipe 2
mL kan 6rnegi almdi. K3-EDTA igeren kan 6rnegi 2500 rpm’de, +4°C’de 10
dakika santrifiij edilerek plazmalar1 ayrildi. Miyeloperoksidaz ve Matriks
Metalloproteinaz 9 diizeyleri plazmada tayin edildi.

Serumda: Calismaya dahil edilen bireylerden, antikoagiilant igcermeyen
biyokimya tiipiine 3 mL kan 6rnegi alindi. Kan 6rnegi 2500 rpm’de, +4°C’de 10
dakika santrifiij edilerek serumlar1 ayrildi. Total Kolesterol, HDL Kolesterol,
LDL Kolesterol, VLDL Kolesterol ve Trigliserid diizeyleri tayin edildi.

DNA izolasyonu: Calismaya dahil edilen bireylerden, K3-EDTA igeren
tiipe 2 mL kan 6rnegi alindi. K3-EDTA igeren kan 6rnekleri DNA izolasyonu i¢in

tiim plazma ve serumlar ¢alisma giiniine kadar -20°C de saklandu.

4.1.3. Kullamlan Kimyasal Maddeler

Calismada kullanilan tiim kimyasal maddeler analitik saflikta olup marka
ve katalog numaralar1 asagida gosterilmistir.

Tablo 1. Kullanilan Kimyasal Maddeler

Kimyasal Madde Uretici Firma ve Uriin Kodu
Agaroz Vivantis AGG-431

Borik Asit Merck A857165721

DNA Marker Fermantas

DNTP Vivantis

Tag DNA Polimeraz Vivantis 2054

Yiikleme boyas1 6X Loading Fermantas 00092036

Tris Baz MeckK37574587738

Jel Red Dropper Olerup SSP 28S

Primer 1 Invitrogen E6907H1 1

Primer 2 Invitrogen E6907H12

ACIL Kesim Enzimi ThermoScientific 00121797
Steril Distile Su Eczacibas1 G1108025

DNA izolasyon kiti Zymo Research Katalog No: D 3073
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4.1.4. Kullamlan Gerecler

Tez c¢alismasinda kullanilan cihazlar ile marka ve modelleri asagida

verilmistir.

Tablo 2. Kullanilan Geregler

Kullanilan Cihazlar ve Malzemeler Uretici Firma
Elektroforez sistemi ve Gii¢ kaynagi BIO-RAD
Analitik Terazi Sartorius

ELISA Cihaz1 BiotekELX800
Manyetik karistirici Elektromag
Mikrodalga Firm Arcelik MD565S
Su banyosu Kotterman
Bilgisayar Queen

Jel goriintiileme sistemi BIO-RAD
Thermal Cycler BIO -RAD
Otomatik Pipet takimi Brand

Vorteks Niive
Biospec-nano Shimadzu Biotech 230V

4.2. Periferik Kandan DNA izolasyonu

Uretici firmanin ( Zymo Research Katalog No: D 3073) kit protokoliine

uygun olarak izole edildi ve galisma giiniine kadar +4°C de bekletildi.

e (Oda sicakligma gelen kan 6rnekleri 100 puL alinip tiiplere konuldu.

e Daha sonra iizerine 400 pL genomik lysis buffer eklendi. 4-6 saniye
karistirild1 ve 5-10 dakika oda sicakliginda bekletildi.

e Karisim Zymo-spin IIC kolonuna aktarildi. 10000 g de 1 dakika santrifiij
edildi ve toplama tiipti atild1.

e Zymo- spin IIC kolonu yeni bir toplama tiipiine aktarildi. Ve iizerine 200 pL
DNA pre-wash buffer eklendi 10000 g de 1 dakika santrifiij edildi toplama

tiipt atild.
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e Zymo- spin IIC kolonu yeni bir toplama tiipiine koyuldu ve iizerine 500 pL g-
DNA wash buffer eklendi. 10000 g de 1 dakika santrifiij edildi.

e Zymo-spin IIC kolonu bagka bir toplama tiipline koyuldu ve iizerine 50 uL
elution buffer eklendi. 2-5 dakika oda 1sisinda beklendi. 1 dakika 10000 g’de
santrifiij edildi. Zymo-spin IIC kolonu atildi.

e Toplama tiipiine DNA aktarild:.
4.2.1.DNA Konsantrasyon ve Safliginin Belirlenmesi

DNA oOrnekleri Tris-EDTA ¢ozeltisi ile 1/100 oraninda sulandirildi
Spektrofotometrede 260 nm ve 280 nm dalga boylarinda yapilan Olctimlerle
DNA’nin saflig1 ve kansantrasyonu belirlendi. 50 pg/mL (50ng/ pL) cift iplikli
DNA igeriginin 260 nm dalga boyunda vermis oldugu absorbans degerinin 1 optik
yogunlugu (OD) oldugu kabul edilmistir. 260 nm’deki Ol¢lim degeri asagidaki

formiile uygulanarak DNA konsantrasyonu bulunmustur.

DNA Konsantrasyonu: OD,g0 X 50 ug/mL X Sulandirma orani (100)

DNA o6rneklerinin safligi ise ODys0/ ODygp orani kullanilarak bulundu.
Yeterince 1yi saflikta kabul edilen DNA’nin ODy60/ OD»so degeri 1,7 -1,8 arasinda
olmalidir. Ortamda fenol veya protein mevcutsa bu oran 1,7’den kiiclik olacaktir.
ODy60/ ODygp degeri 2’den biiyiikse ortamda RNA bulundugu anlamimdadir. Saf
olmayan DNA’lara temizleme islemi uygulandi.

4.3. Miyeloperoksidaz 463 -A/G Gen Bolgesinin Polimeraz Zincir Reaksiyonu

(PCR) Yontemi ile Cogaltilmasi

Calisma grubunu olusturan kisilerin kanindan izole edilen DNA

orneklerinde Miyeloperoksidaz (MPO) Gen polimorfizmi (-463 G/A genotipleri)
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belirlendi. Gen polimorfizmi; Nikpoor ve arkadaslarinin (6) yontemine gore

uygun oligonukleotid primerleri kullanilarak PCR yontemi ile saptandi.

4.3.1. PCR (Polimeraz Zincir Reaksiyonu)

Polimeraz Zincir Reaksiyonu, hedeflenmis DNA veya RNA dizisinin,
uygun primerler ve ortam sayesinde in vitro kosullarda klonlanmasi islemdir.
Bilindigi gibi, herhangi bir DNA bdlgesinin hem 5’ hem de 3’ ucu bulunur. PCR
tekniginde de cogaltilmast istenen DNA dizisinin ilgilenilen mutasyon ve
noktasinin arada kalmasi kosuluyla kullanilan 5° ve 3’ primerler, ayn1 bdlgedeki

DNA dizisine karsilik gelecek sekilde dizayn edilmistir.

I
5 atg caa gat tta act aga aag agt tca tgc ttg
ctt tgt cca tgg agg ttt aac agg aat gaa ttg cta
aac tgt gga aaa tgt ttt aaa caa atg cat ctt atc
ctg tag GAA ACA AGC TAT ATT GAA GAC AAC TGC AAT
CAA AAT GGT GCC ATA TCA CTG ATC TTC TCA CTC AAA
GAA GTT GCA TTG 888 AAA GTA TTG CGC TTA TTT GAG
gtc agt gct aca atc atg ttt gtc ttg gat aat gtc
gta gca aac ttc cat gtt ctt ttc tag tta gat gca
atg aaa aga aca cag gat ctg gaa cag 3'
fp—

Sekil 6. Primer ve Fonksiyonlar1 (105)

PCR tiiplerine konulan genomik DNA, termal cycler olarak tanimlanan
PCR cihazinda ilk 6nce tek zincirli hale déniistirilmek amaciyla 95 °C’ye
programlanarak 1s1 ile denaturasyon saglanir. Daha sonra primer hibridizasyonu
ve en son basamakta ise DNA polimeraz ve uygun deoksi triniikleotidlerin

ilavesiyle zincir uzamasi seklinde dongii tamamlanir.
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Bu islem yaklasik olarak 30 kez tekrarlanacak sekilde programlanarak,
cok miktarda hedeflenmis 6zgiin DNA klonlar1 elde edilir. PCR reaksiyonunda
cogaltilacak DNA’ya oranla primerlerin ortama daha fazla eklenmesi gerekir.
Reaksiyondaki her dongii; DNA denaturasyonu, primer baglanmasi ve primerlerin
uzamasi olarak adlandirilan ekstension’ dan olusan 3 evreden olusmaktadir.

Birinci evre olan DNA denaturasyonu asamasinda, ¢ift sarmalli konumda
olan DNA zincirlerini bir arada tutan hidrojen baglarmin yikilmasi amaciyla 94-
100 °C arasinda fragmanin uzunluguna gore degisen siirede isitilmasi gerekir.
Denature olan DNA molekiilli, tek zincirli hale doniiserek hedef diziye gore
hazirlanmis primerlerin baglanacagi kalip olarak hazir hale gelir. Segilen
primerlerin uzunlugu 18-24 baz arasinda degismekle birlikte genellikle kullanilan
genomik DNA’nin bagka bir bolgesiyle istenmeyen hibridizasyonu 6nlemek
amaciyla bu uzunluk baz kompozisyonunun elverdigi oranda 20 den fazla
tutulmaya caligilir. Son zamanlarda primerlerden kaynaklanan olumsuzluklarin
onlenmesi amaciyla, primer dizayni i¢in gelistirilmis bilgisayar programlarindan
yararlanilir.

PCR; hiz, kullanim kolaylig1, duyarlilik gibi avantajlar1 tasimakla birlikte,
cogaltilacak bolge dizisinin bilinme zorunlulugu, smnirl biiytikliikteki bolgelerin
cogaltilabilmesi ve PCR firiiniinlin miktar olarak smirlanmis olmasi gibi
nedenlerle de dezavantajlar tasiyan tekniktir. Ancak, Real Time PCR tekniginde,

bilinmeyen mutasyonlari taranmas1 miimkiindiir (103).
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PCR : Polymerase Chain Reaction
30 - 40 cycles of 3 steps :

/W%MW Step 1 : denaturati%
' ! {

1 minut 94 “C

5 I [TTTTT TN 3  Step 2 : annealing g

My sy LIS |
j‘-

s y % 45 seconds 54 °C

> Tyt 3 3 3

Ey I 2 | forward and reverse
| |'U‘LLLUJJ.U—|~LLLUJJ)JJ\k 5 primers 11!

5 'm-”‘ WWW_W 3
~1 - = 34J11uuum Step 3 : extension

-~ || - - = | ~ s
| - . / 2 minutes 72 °C

] ] Ir ””’"3 only dNTP's

Sekil 7. Polimeraz Zincir Reaksiyon Basamaklar1 (105).

4.3.2. PCR Cahsmas icin Hazirlanan Cézeltiler

4.3.2.1 Tris Baz-Borik Asit-Etilen Diamin Tetra Asetik Asit Tamponu
(3X)

27,2 gram TRIS, 13,6 gram borik asit, 2,35 gram EDTA analitik terazide
tartilarak 500 mL’lik bir balonjojeye konuldu iizerine bir miktar distile su ilave
edilerek manyetik karistiric1 yardimi karistirilarak maddelerin ¢oziinmesi saglandi
ve son hacim 500 mL; pH 8 olacak sekilde ayarlandi. Bu ¢6zelti; Tris Baz-Borik
Asit-Etilen Diamin Tetra Asetik Asit tamponu (5X TBE) olarak kullanilacaktir.

4.3.2.2. Tris Baz-Borik Asit-Etilen Diamin Tetra Asetik Asit Tamponu (1X)

Hazirlanmig 500 mL’lik 5X TBE c¢ozeltisi 1/5 oraninda diliie edilerek 1X

TBE ¢o6zeltisi hazirlandi.
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4.3.2.3. Agaroz Jel Cozeltisi

6 gram agaroz tartilarak bir behere konuldu iizerine 300 mL 1X TBE
eklendi. Mikrodalga firinda ¢oziiliinceye kadar isitildi ¢oziilen agarozlu ¢ozelti
sogutulduktan sonra tlizerine 10 damla jel red dropper damlatildi. Taraklara
yerlestirilmis olan jel tankia agaraz jel ¢ozeltisi dokiildii. Sogumasi ve donmasi
icin 1 saat bekletildi. Donan jel taraklarindan c¢ikarildi ve elekroforez tankina
yerlestirildi.

4.3.2.4. DNA Marker Cozeltisi

DNA marker ¢ozeltisi hazirlamak i¢in 14 pL 1X TBE ¢ozeltisi ile 4 pL

yiikleme boyasi ve 3,5 pL. marker parafilm tizerinde karistirildi

4.3.2.5. Primer Hazirlanmasi

Primer 1 (Forward) olarak Invitrogen marka primer kullanildi. Liyofilize
seklindeki 206.6 nmol/L olan primere 2066 uL steril distile su eklendi 1yice
karigtirildi 100 pmol/LL ana stok hazirland1 daha sonra hazirlanan ana stoktan 30
pL almarak 100 pL’ye tamamlandi ve 30 pmol/L’lik bir primer c¢ozeltisi
hazirland1.

Primer2 (Reverse) olarak Invitrogen marka primer kullanildi. Liyofilize
seklindeki 141.5 nmol/L olan primere 1415 pL steril distile su eklendi iyice
karistirildi 100 pmol/L ana stok hazirlandi bu ana stoktan 30 pL alinarak 100

uL’ye tamamlandi ve 30 pmol/L’lik bir primer ¢ozeltisi hazirlandi.
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4.3.2.6. PCR Uriin Karisiminin Hazirlanmasi

PCR iiriinii Vivantis marka Tag DNA Polimeraz enzimi kullanilarak

hazirlandi.

Tablo 3. PCR Uriiniiniin Hazirlanmas1

PCR Uriinleri Miktar
Primer 1 0,5 uL
Primer 2 0,5 uL
MgCl, S0mM) 1,25 ulL
dNTP (2,5mM) 1,25 ulL
10X Tampon 2,5 uL
Tag DNA Polimeraz 0,125 uL
Steril Distile Su 16,5 uL
DNA 2,5 uL
Toplam 25,125 uL

Tablo 4. Gradient PCR Baglanma Sicakliklar1

Gradient PCR °C

50 52 54 56 58 60 62 64

Hazrrlanan PCR {iriinii gradient sicakliklarina yerlestirildi ve PCR
cihazinda cogaltildi daha sonra cogalan PCR f{iriinleri agaroz jele yiiklendi.
Yiikleme islemi parafilm iizerine 4 pL yiikkleme boyasi konuldu ve PCR
{iriiniinden 20 pL alind1 ve parafilm iizerinde karistirildi. Onceden elektroforez
tankina konulan agaroz jelin tizeri 1X TBE ile dolduruldu. Daha sonra parafilm
iizerinde yiikleme boyasiyla karistirilmis olan PCR iiriinlinden 20 pL almip
kuyucuklara teker teker yiiklendi en bastaki kuyucuga DNA marker’1 konuldu ve
135 volt 75 mA de 2 saat boyunca elektroforeze tabi tutuldu. Siire sonunda jel

elektroforez tankindan alinarak UV Transluminator altinda incelendi ve en parlak
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olan bantin sicakligi bizim genimizin en iyi ¢ogaldigi sicaklik derecesi olarak
belirlendi. Optimum sicaklik 60°C olarak saptanarak bu sicaklikta Grnekler

cogaltildi. Cogalan PCR bantlar1 350 bp de bant verdiler.

Tablo 5. PCR 1n Cogalma Sicaklik ve Dongiileri

Sicaklik (°C) Zaman (siire) Dongii Sayisi
94 5dk 1
94 40 sn 35
60 40 sn 35
72 40 sn 35
72 3 dk 1

4.3.2.7. Acil Restriksiyon Enzim Reaksiyonu

Miyeloperoksidaz geninin promotor bdlgesinde bulunan -463 (G/A)
polimorfizminde, bireylerin genotipleri PCR’ye dayali Acil restriksiyon enzimi ile
yapilmistir. Acil enzimi ile yapilan kesimden sonra ornekler 37°C’de bir gece
inkiibasyona birakilmistir.

MPO -463 (G/A) promotor polimorfizmini belirlemek tizere Acil (10U/uL)

restriksiyon enzimi kullanilmistir. Acil enziminin tanima dizisi asagidaki gibidir:

5’...C"CGC...3

3’...GGC "G...5

Tablo 6. Acil Kesim Enzimi Uygulama Prosediirii

Restriksiyon Prosediirii Kesim Uriinii
Distile Su 18 uL

Emzim Tamponu 2 uL
Restriksiyon Enzimi 1 uL

PCR Uriinii 10 uL
Toplam Hacim 31uL
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Bir gece 37°C de bekledikten sonra kesim yapilmis olan PCR fiiriinleri jele

yiiklendi ve elektroforez de yiiriitiildii. Asagidaki bantlar gozlemlendi.

Marker 1

-2
L
e
_h
=

Sekil 8. Miyeloperoksidaz -463G/A polimorfizmi i¢in PCR jel goriintiisii.
(Marker 50bg¢’ lik ilk bant)

(AA genotip 289 bg; Sira: 3)

(GA genotipi 289bg, 169b¢;120bg; Swra: 1, 2)

(GG genotipi 169bg, 120bg; Sira: 4, 5, 6)

4.3. Biyokimyasal Analizler

Hasta ve kontrol grubunu olusturan bireylerin biyokimyasal analizleri Firat
Universitesi Hastanesi Merkez Laboratuvarinda yapilmistir. Analiz yapilan
parametreler olan serum Total Kolesterol, HDL Kolesterol, LDL Kolesterol ile
Trigliserid diizeyleri Siemens marka test kitleri kullanilarak Advia 1800 model
klinik kimya analizorii yardimi ile tayin edilmistir. VLDL Kolesterol diizeyleri ise

Trigliserid diizeyleri aracilig1 ile hesaplanmstir.
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4.4. ELISA Yontemi

ELISA yontemi, o©zgil antijen-antikor baglanmas1 reaksiyonu ile
antikorlara alkalen fosfataz veya horseradish peroksidaz gibi bir enzim
baglanmasi ve bu enzim substratinin renkli iirlinlere doniistiiriilmesi suretiyle
gosterilmesi esasma dayali immiinokimyasal 6l¢iim teknigidir.

ELISA yonteminde 0zgiil antikor kullanilarak ornekteki antijenin
miktarmi, 6zgiil antijen kullanarak Ornekteki antikorun miktarmi olgebiliriz.
ELISA yontemi, ¢esitli sekillerde uygulanabilir.

Kompetitif olciimde;

Olgiim tiipiinde bir kat1 destek iizerine bir antijen veya antikor adsorbe
edilmistir (immobilize antijen veya antikor). Ol¢iim tiipiine serum (isaretsiz ligand
icerir) ve reaktif (enzim isaretli ligand* icerir) pipetlenir. Kisa inkiibasyon
siiresince immobilize antijen veya antikora baglanmak icin isaretsiz ligand ile
enzim isaretli ligand* yarigirlar; antijen (veya antikor)-isaretsiz ligand ve antijen
(veya antikor)-enzim isaretli ligand* kompleksleri olusur. Yikama ile antijen
(veya antikor)-isaretsiz ligand ve antijen (veya antikor)-enzim isaretli ligand*
kompleksleri disindaki triinler ortamdan uzaklastirilir. Enzimin substrati ortama
eklenir. Renkli iirin olusumu end-point veya kinetik Olclimle izlenerek oSlgiiliir.
Renkli iirtin olusumu, isaretsiz ligandin (serumdaki antijen veya antikor)
konsantrasyonu ile ters orantilidir. Standart grafikten konsantrasyon belirlenir.

Kompetitif ELISA yontemi, siklikla antikor dlglimiinde kullanilmaktadir;

bu durumda 6l¢lim tiipiiniin i¢ duvar1 antijen ile kaphdir.
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Sekil 9. ELISA Yontemi (106)

Nonkompotetif 6lciimde (sandwich yontemi);

Polistren 6l¢lim tiiplerinin i¢ duvarina antijen igin spesifik antikorlar fazla
miktarda adsorbe edilmistir (immobilize antikorlar). Olgiim tiipiine ornek
pipetlenir. Inkiibasyon siiresince ornekteki antijenlerin hepsi immobilize
antikorlar tarafindan baglanirlar; antikor-antijen kompleksleri olusur. Yikama ile
antikor-antijen kompleksleri disindaki maddeler ortamdan uzaklastirilir. Olgiim
tiipiine reaktif (enzim isaretli antikor’ icerir) pipetlenir. Ikinci inkiibasyon
siiresince primer antikor-antijen- enzim isaretli antikor’ kompleksi olusur. Yikama
ile primer antikor-antijen- enzim isaretli antikor’ kompleksi disindaki maddeler
ortamdan uzaklastirilir.

Enzimin substrati ortama eklenir. Renkli {iriin olusumu end-point veya

kinetik Olglimle izlenerek Olgiliir. Renkli {iriin olusumu, isaretsiz ligandin
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(serumdaki antijen veya antikor) konsantrasyonu ile dogru orantilidir. Standart

grafikten konsantrasyon belirlenir (106).

4.4.1. Miyeloperoksidaz ve Matriks Metalloproteinaz 9 Diizeylerinin

Tayini

Plazma Miyeloperoksidaz (Katalog No: EKO0850) ve Matriks
Metallaproteinaz 9 (Katalog No: EK0465) diizeyleri ELIZA ydntemi kullanilarak

Boster marka test kitleri kullanilarak tayin edildi.
4.4.2. Plazma Matriks Metalloproteinaz 9 Diizeylerinin Tayini

Plazma Orneklerinde MMP-9 diizeyleri kit protokiiliine uygun olarak
yapilmistir.
Kit Calisma Prosediirii
1. Ornekler 1/10 oraninda sulandirilmstir.
2. Kuyucuklara 100 pL 6rnek yiiklenmistir.
3. Plate’nin iistii kapatilip 37° de 90 dakika inkiibasyona birakilmustir.
4. Aspirasyon islemi gerceklestirilmistir.
5. Her kuyucugal00 pL biotinli anti-human MMP-9 ilave edilip 37° de 1
saat inkiibasyona birakilmistir.
6. Yikama soliisyonu ile 3 kez yikanmistir.
7. Her kuyucugal00 pL ABC ¢alisma soliisyonu eklenmis ve 37° de yarim
saat inkiibasyona birakilmistir.
8. Plate 5 kez yikama soliisyonu ile yikanmaistir.
9. Her kuyucuga 90 uL TMB color devoloping agent eklenip 37° de yarim

saat inkiibasyona birakilmistir.
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10. Her kuyucuga 90 uL TMB stop soliisyonu eklenmistir. ( Renk hemen
sartya donligmiistiir.
11. Referans olarak 450 nm dalga boyunda ELISA okuyucusunda okuma

yapilmustir.

S =10.02414850
r=10.99959254

2.37

1.98

1.58

1.19

Absorbans

0.79

0.40

0.00
0.0 1833.3 3666.7 5500.0 7333.3 9166.7 11000.0

Konsantrasyon (pg/mL)

Sekil 10. MMP-9 Tayini I¢in Standart Egri

4.4.3. Plazma Miyeloperoksidaz Diizeylerinin Tayini

Plazma Orneklerinde Miyeloproksidaz diizeyleri kit protokiiliine uygun
olarak yapilmustir.

Kit Calisma Prosediirii

1. Ornekler 1/10 oraninda sulandirilmigtir

2. Kuyucuklara 100 pL 6rnek yiiklenmistir.

3. Plate’nin distii kapatilip 37° de 90 dakika inkiibasyona birakilmustir.

4. Aspirasyon islemi gergeklestirilmistir.
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Absorbans

5. Her kuyucugal00 pL biotinli anti-human MPO ilave edilip 37° de 1
saat inkiibasyona birakilmistir.

6. Yikama soliisyonu ile 3 kez yikanmistir.

7. Her kuyucugal00 ul. ABC ¢alisma soliisyonu eklenmis ve 37° de
yarim saat inkiibasyona birakilmaistir.

8. Plate 5 kez yikama soliisyonu ile yikanmustir.

9. Her kuyucuga 90 pL TMB color devoloping agent eklenip 37° de
yarim saat inkiibasyona birakilmaistir.

10. Her kuyucuga 90 uLL. TMB stop soliisyonu eklenmistir. ( Renk hemen
sartya doniigmiistiir.)

I1. Referans olarak 450 nm dalga boyunda ELISA okuyucusunda okuma

yapilmustir.

$=0.04888320
r=0.99829350

—— —
0.0 3.7 7.3 10 14.7

Konsantrasyon (ng/mlL)

Sekil 11. MPO Tayini I¢in Standart Egri
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4.5. Istatistiksel Degerlendirme

Bu tez ¢alismasinda istatistiksel degerlendirme; Firat Universitesi Lisansl
(193.255.124.131) IBM SPSS 21.0 paket program kullanilarak yapilmistir.
Istatistiksel degerlendirmede p<0.05 degeri anlamli olarak kabul edilmistir.
Genotip ve allellerin  goriilme  sikligmmn  gruplararast  farkliliklarini
degerlendirmede Ki kare ve Fischer testi kullanilmistir. Genotip ve allellerin
aktivite lizerindeki etkilerini belirlemede Student’s t testi ve ANOVA testleri
kullanilmistir. Allel frekanslar1 gen sayma metodu ve Hardy-Weinberg metoduna

gore yapilmstir.
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5. BULGULAR

Tez calisma gruplarim1 olusturan koroner arter hasta grubu ve saglkli
kontrol grubuna ait demografik bilgiler ve biyokimyasal parametrelere ait
bulgularimiz karsilagtirmali olarak Tablo 7. de verilmistir.

Tablo 7. Kontrol ve Koroner Arter Hasta Gruplarindaki Bireylerin Demografik

Ozelliklerin Karsilastirmasi

Demografik Ozellikler KONTROL (n:88) KAH (n:88) P
Cinsiyet (Kadin/ Erkek) 43 (%48,9)/45 (%51,1) 34 (%38,6)/54 (%61,4) 0,224
Sigara Var/Yok (%) 11 (%12,10)/77 (%87.,8) 34 (%38,59)/54 (%61,41)  0,008"
Hipertansiyon Var/Yok (%) 18 (%21)/60 (%79) 27 (%31)/61 (%69) 0,290
Yas (Y1) 50,215+11,412 62,670+11,818 0,000™
Sistolik Basing (mmHg) 119,848+15,435 126,842+23,841 0,032
Diastolik Basing (mmHg) 74,848+11,489 79,473+10,423 0,332
Total Kolesterol (mg/dL) 175,443+51,174 206,545+51,013 0,000™
HDL Kolesterol (mg/dL) 45,243+9,101 42,417+14,847 0,130
LDL Kolesterol (mg/dL) 114,837+44,160 132,442+40,649 0,007
VLDLKolesterol (mg/dL) 32,409+27,647 31,759+22,763 0,529
Trigliserid (mg/dL) 150,056+97,378 160,170+114,772 0,529

"p<0,05, " p<0,001

Istatistiksel analizler sonrasinda kontrol ve koroner arter hasta gruplari
demografik 6zellikler acisindan karsilastirildiginda (Tablo 7); bireylerin cinsiyete
bagl olarak dagilimi kontrol grubunda %48,9 Kadin ve % 51,1 Erkek; KAH
grubunda ise %38,6 Kadin ve % 61,4 Erkek olarak bulunmustur. Tez ¢aligmasinda
Kontrol grubunun yas ortalamasi1 50,215+11,412; KAH grubunun yas ortalamasi
62,670+11,818 olup gruplar aras1 farklilik istatistiksel olarak dnemlidir (p<0,001).
Calisma grubunda yer alan bireylerin cinsiyete bagimli olarak sigara kullanim
oranlarmin KAH grubunda daha yiiksek oldugu ve istatistiksel olarak anlamli
oldugu bulunmustur (p<0.05). KAH grubundaki bireylerin Sistolik Kan basing

degerlerinin Kontrol grubunda daha yiiksek oldugu ve istatistiksel olarak anlamli
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oldugu bulunmustur (p<0.05). Buna karsilik Diastolik Kan basinci degerleri ile
Hipertansiyonun gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamhi bir farklilik
gostermedigi saptanmustir  (Tablo 7) (p>0.05). Serum Total Kolesterol
diizeylerinin; KAH grubunda (206,5454+51,013) kontrol grubuna gore
(175,443+51,174); istatistiksel yonden anlamli olarak artti§i saptanmistir
(p<0,001). Ayn1 sekilde Serum LDL Kolesterol diizeyleri KAH grubunda kontrol
grubuna gore (132,442+40,649 & 114,837+44,160) anlamli olarak yliksek
bulunmustur(p<0.05). Serum HDL Kolesterol, VLDL Kolesterol ve Trigliserid
diizeyleri agisindan gruplar arasinda istatiksel olarak anlamli bir degisim
gozlenmemigtir (p>0.05).

Tablo 8. Miyeloperoksidaz Gen Polimorfizmi Genotip ve Allel Frekansinin Hasta

ve Kontrol Grubunda Dagilimi

MIiYELOPEROKSIDAZ KONTROL (%) KAH (%)
GG Genotipi 63 (% 71,6) 64 (% 72,7)
AG Genotipi 23 (% 26,1) 21 (% 23.,9)
AA Genotipi 2 (%2,3) 3(%3,4)

G Alleli 149 (%84,66) 149 (%84,66)
A Alleli 27 (%15,34) 27 (%15,34)

Miyelopeksidaz gen polimorfizmine ait genotip frekansi koroner arter hasta
grubunda; GG % 72,7, AG % 23,9, AA % 3,4 iken, kontrol grubunda GG %
71.6, AG % 26.1, AA % 2.3 olarak bulunmustur (Tablo 8). Miyeloperoksidaz -
463 G/A polimorfizmi i¢in G alel frekans1 hasta grubunda ve kontrol grubunda
(%84.66) olarak hesaplandi. A allel frekansi ise hasta grubunda ve kontrol

grubunda (%15.34) olarak bulundu.
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Miyeloperoksidaz  gen  polimorfizmi  genotip  frekanst  yOniinden
degerlendirildiginde; kontrol grubunda 63 bireyin GG, 23 bireyin AG, 2 bireyinde
AA genotiplerine sahip oldugu koroner arter hastalarinda ise 64 bireyin GG, 21
bireyin AG, 3 bireyinde AA genotipine sahip oldugu bulunmustur (Tablo 8).

Miyeloperoksidaz gen polimorfizmi, koroner arter hastalar1 ve kontrol
grubunda karsilastirildiginda; istatistiksel olarak anlamli bir farkhilik tespit
edilememistir (X*=0,299, p= 0,861).

Tablo 9. Kontrol ve Koroner Arter Hasta Gruplarinda Bulunan Bireylerin Plazma

Miyeloperoksidaz ve Matriks-Metalloproteinaz-9 Diizeyleri

KONTROL KAH p
(n:88) (n:88)
Miyeloperoksidaz (ng/mL) 13,638+7,006 16,381+8,578 0,021
MMP- 9 (pg/mL) 89,464+20,652 85,747+22,376 0,254
" p<0,05
120 -+
100 -
80 -
B Miyeloperoksidaz (ng/mL)
60 -
W Matriks Metalloproteinaz 9
40 - (pg/mL)
*
20 -
O -

Kontrol KAH

Sekil 12. Kontrol ve Koroner Arter Hastalarinda Plazma MPO ve MMP-9
Diizeyleri.

Kontrol grubu ve koroner arter hasta grubu plazma miyeloperoksidaz

diizeyleri yoniinden kasilastirildiginda (13,638+7,006 & 16,381+8,578, p<0,05)
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KAH grubunda artmis olarak gdézlemlenmis olup aralarindaki fark istatistiksel
olarak anlamli bulunmustur (Tablo 9).

Kontrol grubu ve koroner arter hasta grubu plazma Matriks
Metalloproteinaz-9 diizeyleri yOniinden karsilastirildiginda (89,464+20,652 &
85,747£22,376, p>0.05) aralarinda istatistiksel olarak anlamli bir fark

bulunmamaistir (Tablo 9).

Tablo 10. Kontrol Grubu ve Koroner Arter Grubunda Lipit Sinir Degerlerinin

Dagilimi

LiPiD DEGERLERI KONTROL KAH p
TC<200 62 (%70,5) 47 (%53,4) 0,00”
TC>200 26 (%29,5) 41 (%46,6)

HDL-C<35 4 (%4,5) 26 (%29,5) 0,130
HDL-C>35 84 (%95,5) 62 (%70,5)

LDL-C<130 58 (%6,9) 46 (%52,3) 0,007*
LDL-C>130 30 (%34,1) 42 (%47,7)

TG<100 24 (%27,3) 26 (%29,5) 0,529
TG>100 64 (%72,7) 62 (%70,5)

*p<0,05, ** p<0,001

Kontrol ve koroner arter hasta gruplarinda hiperlipidemiler de sinir deger
olarak kabul edilen degerlerin altinda ve {istiinde yer alan birey sayis1 ve yiizdesi
Tablo 10°de verilmistir. KAH grubunda; Total Kolesterol diizeyler1 200
mg/dL’den biiyiik olan birey sayis1 kontrol grubundan daha fazla olmasi nedeni
ile aralarinda istatistiksel olarak anlamli bir farklilik bulunmustur (p<0,001).
Trigliserid diizeyleri agisindan degerlendirme yapildiginda; Trigliserid diizeyleri
100 mg/dL’yiiksek olan kontrol ve KAH grubunda yer alan bireyler
karsilastirildiginda istatistiksel agidan anlamhi bir farklilik bulunmamistir
(p>0.05). Ayn1 degerlendirme LDL Kolesterol diizeyleri 130 mg/dL’den yiiksek

olan bireyler arasinda yapildiginda istatiksel olarak anlamli bir farklilik
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bulunmustur (p<0,05). HDL Kolesterol diizeyleri acisindan gruplara arasinda

istatistiksel olarak onemli bir farklilik saptanmamustir (p>0.05).

Tablo 11. Kontrol Grubunda Miyeloperoksidaz Gen Polimorfizmi Varyantlarmin

Karakteristik Ozellikleri ve Risk Faktorleri Uzerine Etkilerinin Incelenmesi

KONTROL GRUBU
GG (n:63) AG (n:23) AA (n:2) p
Sistolik Basin¢ (mmHg) 114,000+23,033 120,454+13,866 110,000=0,000 0,634
Diastolik Basing (mmHg) 65,700+30,241 71,818+9,816 70.000+0,000 0,800
Total Kolesterol (mg/dL) 171,825+48,752 180,956+57,019 226,000+48,083 0,285
HDL-kolesterol (mg/dL) 45,133+9,521 44,478+7,260 57,500+10,606 0,150
LDL-Kkolesterol (mg/dL) 112,703+42,835 118,147+49,379 144,000+4,242 0,568
VLDL-kolesterol (mg/dL)  32,841+30,160 32,0434+20,912 23,000+16,970 0,884
Trigliserid (mg/dL) 148,000+96,405 158,739+103,866 115,000+83,438 0,794

Kontrol grubunda miyeloperoksidaz gen polimorfizmine ait varyantlarin

karakteristik Ozellikleri ve lipid parametreleri iizerine etkileri incelendiginde

istatistiksel olarak anlamli bir farklilik bulunamamistir (p>0.05) (Tablo 11).

Tablo 12. Koroner Arter Hasta Grubunda Miyeloperoksidaz Gen Polimorfizmi

Varyantlarinin Karakteristik Ozellikleri ve Risk Faktdrleri Uzerine Etkilerinin

Incelenmesi

KORONER ARTER HASTALIGI GRUBU

GG (n:64) AG (n:21) AA (n:3) p
Sistolik Basin¢ (mmHg) 127,111£24,459 125,833+22,343  123,436+20,489 0,871
Diastolik Basing (mmHg) 80,222+10.332 76,666+10,730 75,33349,248 0,298
Total-kolesterol (mg/dL) 207,265+55,281 203,761+40,552  210,666+19,218 0,955
HDL Kolesterol (mg/dL) 43,064+14,952 40,995+15,773 38,566+1,250 0,777
LDL Kolesterol (mg/dL) 132,295+41,530  131,714+41,381  140,666+17,785 0,938
VLDL Kolesterol (mg/dL) 31,637+25,290 30,190+11,413 45,333+28,041 0,563
Trigliserid (mg/dL) 160,218+127,690  150,571+£57,211  226,333+138,363 0,570

Koroner arter hasta grubunda miyeloperoksidaz gen polimorfizmine ait

varyantlarin karakteristik Ozellikleri ve risk faktorleri ile lipit parametreleri
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iizerine etkilerini inceledigimizde; istatistiksel olarak anlamli bir fark

bulunmamuistir (p>0.05) (Tablo 12).

MPO(ng/mL)

H MPO(ng/mL)

KONTROL

0 5 10 15 20

Sekil 13. Kontrol ve KAH grubunda Plazma Miyeloperoksidaz Diizeylerinin
-463 G/A gen polimorfizm varyantlarina gore dagilimu.

Kontrol ve KAH grubunun plazma Miyeloperoksidaz diizeyler i ile -463
G/A polimorfizmi karsilastirildiginda istatistiksel olarak anlamli bir farklilik

bulunamamastir (p>0.05).

MMP-9(pg/mL)

B MMP-9(pg/mL)

KONTROL

0 20 40 60 80 100 120
Sekil 14. Kontrol ve KAH grubunda Plazma Matriks Metalloprotein-9

diizeylerinin -463 G/A polimorfizm varyantlarina gore dagilimi
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Kontrol ve KAH grubunun plazma MMP-9 diizeyleri ile -463 G/A
polimorfizmi karsilastirildiginda istatistiksel olarak anlamli  bir farklilik
bulunamamistir (p>0.05).

Kontrol grubunda miyeloperoksidaz gen polimorfizminin risk faktorleri
iizerindeki etkilerini inceledigimizde, istatistiksel olarak anlamli bir farklilik tespit

edilememistir (p>0.05) (Tablo 13).

Tablo 13. Kontrol Grubunda Miyeloperoksidaz Gen Polimorfizminin Risk

Faktorleri Uzerindeki Etkilerinin Incelenmesi

KONTROL GRUBU

RISK FAKTORLERI GG (n:63) AG (n:23) AA (n:2) P

Cinsiyet Kadin 31 (%72,1)  12(%27,9) 0 (%0,0) 0,365
Erkek 32 (%7L1) 11 (24,4) 2 (%4,4)

Sigara () 2 (%40) 2 (%40) 1 (%20) 0,671
) 61 (%73,5) 21 (%253)  1(%1,2)

Hipertansiyon +) 10 (%58.8)  6(%35,30)  1(%5.9) 0,691
) 53(%74,6)  17(%23,9)  1(%1,5)

TC>200 +) 16 (%61,5) 9 (%34,6) 1 (%3,8) 0,379
©) 47 (%75,8)  14(%22,6)  1(%L,6)

HDL.C<35 ) 4(%100) 0 (%0,00) 0 (%0,00) 0,435
¢) 59 (%70,2) 23 (%27.4) 2 (%2.4)

LDL-C>130 +) 18 (%60) 10 (%33,3)  2(%6,7) 0,060
) 45 (%77,6) 13 (%22,4) 0 (%0,00)

TG>100 () 4T (%734) 16 (%25) 1 (%1,6) 0,688
) 16 (%66,7) 7 (%29,2) 1 (%4,2)

Koroner arter hasta grubunda miyeloperoksidaz gen polimorfizminin risk
faktorleri lizerindeki etkileri incelendiginde istatistiksel olarak anlamli bir farklilik

tespit edilememistir (p>0.05) (Tablo 14).
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Tablo 14. Koroner Arter Hasta Grubunda Miyeloperoksidaz Gen Polimorfizminin

Risk Faktorleri Uzerindeki Etkilerinin Incelenmesi

KORONER ARTER HASTA GRUBU

RiSK FAKTORLERI GG (n:64) AG (n:21) AA (n:3) P

Cinsiyet Kadm 25 (%73,5) 8 (%23,5) 1 (%2,9) 0,979
Erkek 39 (%72,2) 13 (%24,1) 2 (%3,7)

Sigara (+) 25 (%75,8) 8 (%7,9) 0 (%0,0) 0,393
-) 39 (%70,9) 13 (%23,6) 3 (%5,5)

Hipertansiyon (+) 17 (%68,0) 7 (%28,0) 1 (%4,0) 0,821
(-) 47 (%74,6) 14 (%22,2) 2 (%3,2)

TC>200 (+) 29 (%70,7) 10 (%24.,4) 2 (%4,9) 0,765
-) 35 (%74,5) 11 (%23.4) 1 (%2,1)

HDL-<35 (+) 19 (%73,1) 7 (%26,9) 0 (%0,0) 0.496
(-) 45 (%72,6) 14 (22,6) 3 (%4,8)

NPT (+) 29 (%69,0) 11 (%26,29) 2 (%4,8) 0,683
-) 35 (%76,1) 10 (%21,7) 1 (%2,2)

TG>100 (+) 43 (%69,4) 16 (%25,8) 3 (%4,8) 0,383
(-) 21 (%80,8) 5(%19,2) 0 (%0,0)
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6. TARTISMA

Aterosklerotik koroner arter hastaligi cogu ililkede en yaygin Oliimciil
hastaliklardan biridir. Yapilan gesitli ¢alismalarla hastaligin olusumuna neden
olan risk faktorleri ve etkileri incelenmistir (107). Ateroskleroz gelisimine
Hipertansiyon, Sigara, Total Kolesterol, HDL Kolesterol, LDL Kolesterol, VLDL
Kolesterol ile Trigliserid, diizeylerinin degisimi, Ailesel Yatkinlik, Diyabet,
oksidan-antioksidan faktorler neden olabilmektedir (108-112). MPO aktivitesinin
degisimi endotelyal hasara neden olarak notrofil ve makrofajlarlarda
aterosiklerotik olusumlar: artirir (113).

Brennan ve arkadaslar1 tarafindan Go6giis agrisi olan hastalarda yapilan bir
calismada; akut miyokard infarktiisii tanis1 konulan grubun MPO diizeylerinin
yiiksek oldugu ve kardiyovaskiiler olay gelisim riskinde artis gozlenmistir (114).
Calismamizda da plazma MPO diizeyleri kontrol grubuna gore koroner arter hasta
grubunda anlamli olarak yiiksek bulunmustur (p<0,05). Matriks metalloproteinaz
(MMP) ailesinin bir iiyesi olan MMP-9’1n plazma diizeyleri kontrol ve koroner
arter hasta grubunda karsilastirildiginda ise istatistiksel agcidan anlamli bir fark
bulunamamistir (p>0,05).

Miyeloperoksidaz 463 G/A gen polimorfizmi Spl band bolgesindeki bir
bandin kaybedilmesi ve Adenin yerine Guanininin baglanmasi ile olusur. Spl
gliclii bir transkripsiyon faktorii olarak bilinmekte ve A alleli invitro ortamda
diisiik MPO ifadesi ile iligkili olarak goriilmektedir (115).

Asselbergs ve arkadaslar1 yaptiklar1 bir ¢alismada artan kardiyovaskiiler
hastaliklarinin yiiksek MPO diizeyleri ile ilgili oldugunu ve MPO diizeylerinin de

GG genotipi ile ilgili oldugunu gostermistir (116). Ergen ve arkadaslari ise

49



yaptiklar1 bir caligmada koroner arter hastaligi olan kisilerde MPO diizeylerinin
arttigini ve artig ile Miyeloproksidaz 463 G/A gen polimorfizmi arasinda herhangi
bir iligkinin bulunmadigmni ancak Total Kolesterol ve LDL Kolesterol diizeyleri
ile sigara i¢giminin plazma miyeloproksidaz diizeylerindeki artisa katl sagladigini
belirtmistir (117).

Caligmamizda; -463 G/A gen polimorfizmi arastirilmigs olup MPO
genotiplerinin kontrol ve koroner arter hasta guruplar1 arasinda istatistiksel olarak
anlamli bir degisim gdstermedigi bulunmustur.

Stefaescua ve arkadaslarnin yaptigr bir calismada yiikksek MPO
diizeylerinin koroner arter risk profili ile ¢ok iligkili oldugu gosterilmistir (118).
Ayrica Ndrepepa ve arkadaglar1 tarafindan yapilan calismada da MPO
diizeylerinin, koroner arter hastaligi olan kisilerde artmis oldugu bulunmustur
(119)

Diizgiinginar ve arkadaslarinin yaptig1 calismada da MPO diizeyleri ile
ateroskleroz arasindaki iliski arastirilmis ve Tirk popililasyonunda MPO
diizeylerinin artisinin  Ateroskleroz derecesi ile ciddi bir iligki gdsterdigi
aciklamistir (120).

Ergen ve arkadaslari; koroner arter hastaligi olan kisileri ve saglikli kisileri
MPO -463 G/A gen polimorfizmi agisindan karsilastirdiginda; saglikli kisilerde,
GG genotipine sahip bireylerin MPO diizeylerinin AA genotipine sahip
bireylerden daha yiliksek oldugunu bulmustur. Bu ¢alismada; hiperkolesterolemili
kisilerde MPO diizeyleri, yiiksek olarak bulunurken bu MPO artis1 ile MPO -463

G/A gen polimorfizmi arasinda anlaml bir iligki bulunmamistir. Ayrica Serum
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Total Kolesterol, LDL Kolesterol diizeyleri ve sigara i¢iminin serum MPO
diizeylerininin artisina katki sagladigi gésterilmistir (117).

Calismamizda da; Yas, Sigara Icimi, Sistolik Kan Basmci, Total
Kolesterol ve LDL Kolesterol diizeylerinin Koroner arter hasta grubunda anlamli
bir artis gosterdigi saptanmistir. Bu parametrelerin diizeylerindeki artiglarin
koroner arter hasta grubunda artmis olan plazma MPO diizeylerine katki sagladig1
tarafimizdan da diisiiniilmektedir

Nikpoor ve arkadaslar1 tarafindan yapilan c¢alismada; MPO gen
polimorfizminin A allelinin koroner arter hastaligi olan kisilerde daha az
goriildiigli bundan dolay1 A allelinin koroner arter hastaligimi 6nlemede koruyucu
bir 6zellige sahip oldugunu gostermistir. Homozigot AA genine sahip kisilerin
koroner arter hastaligina yakalanma sans1 heterozigot AG genine sahip olan kisiler
ile karsilastirildiginda daha diistiktiir (121).

Calismamizda A alleli ve G allelleri agisindan kontrol ve koroner arter
hasta gruplarinda istatistiksel olarak anlamli bir fark bulunmamastir.

Miyeloperoksidaz -463 G/A gen polimorfizminin SP1 transkripsiyon
faktor baglama bolgesini degistirdigi  disiinilmektedir. A alleli, SP1
transkripsiyon faktorii i¢in gerekli olan MPO gen baglama bolgesini yikar, SP1
bolgesi normalde transfeksiyon deneylerindeki transkripsiyonu 25 kez arttirken
baglama bolgesi olmaksizin A alleli sadece birkac kez transkripsiyon aktivitesi
gosterebilir (122). Ayrica MPO gene trankripsiyonundaki degisimler hiicre icinde
MPO enzimatik aktivitesinin azalmasma neden olur bu da serbest radikaller
aracilikli, akciger kanseri (123), Alzheimer hastaligi (124) ve bazi komplike

kronik graniilomatoziz hastaliklarm (125) olusumunda 6nemli bir rol oynar.
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Aterosklerotik plaklarda saptanan ve MPO araciligi ile olusan Tirosil radikalleri
LDL oksidasyonunda 6nemli bir role sahiptir (113). Tiim bu kanitlar koroner arter
hastaligi riski ve  MPO gen polimorfizmi arasinda bir iliskinin varhigini
diistindiirmektedir. Ek olarak MPO gen transkripsiyonu ile Koroner Arter Hastalik
riski arasinda 6nemli bir iliskinin varlig1 gosterilerek A allelinin koruyucu bir role
sahip oldugu bulunmustur.

Koroner arter hastaliklarmin bagimsiz risk faktorleri olan hipertansiyon
hiperlipidemi, diyabet, sigara ve seksin etkisi Nikpoor tarafindan yapilan bir
calismada incelenmistir. Bu calismada MPO gen polimorfizmi ile risk faktorleri
arasindaki 1iligki arastirilmis ve hiperlipidemi ile MPO gen polimorfizmi
arasindaki iligki istatistiksel olarak anlamli bulunmustur (121).

Rodrigo ve arkadaglar1 tarafindan yapilan bir ¢alismada ise -463 G/A
polimorfizmi ve plazma MPO diizeyleri arasinda iliski arastirilmistir. Bulgular
MPO polimorfizmi ile koroner arter hastaligi arasinda ciddi bir iligki
bulunmadigini gosterirken Koroner Arter Hastaligi ile plazma MPO diizeyleri
arasinda ise istatistiksel olarak zayif bir iliski bulundugunu gdstermistir. Plazma
MPO diizeylerinin alisilmis risk faktorleri varhiginda yiikseldigi saptanmistir
(126).

Calismamizda: Miyeloperoksidaz —463 G/A polimorfizmi ile koroner arter
hastalig1 ile arasinda bir iliski bulunamamistir. Calismamizda; Koroner Arter
hastalig1 olan grupta plazma MPO enzim diizeyinin istatistiksel olarak anlamli
sekilde yiiksek oldugu bulunmustur. Calismamizin bulgular1 diger arastiricilar
tarafindan yapilan calismalarin bulgular1 ile benzerlik gostermektedir. Ayrica

Koroner arter hastalar1 ile kontrol grubu; yas, sigara kullanimi, sistolik kan
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basinci, Total kolesterol ve LDL Kolesterol diizeylerinde agisindan
karsilastirildiginda Koroner arter hastalik grubunda bu parametrelerin anlamli
olarak arttig1 ve aralarinda istatistiksel olarak anlamli bir iliskinin bulundugu
saptanmistir. Cinsiyet, Diastolik kan basici, Hipertansiyon, HDL Kolesterol,
VLDL Kolesterol, Trigliserid diizeylerinin ise her iki grupta degismedigi
goriilmiistiir. Miyeloperoksidaz gen polimorfizmi ile lipid parametre diizeyleri
arasinda da istatistiksel olarak anlamli bir iligki bulunmamastir.

Wang ve arkadaslarinin yaptigi calismada koroner arter hastalarinda
plazma MMP-9 ve LDL kolesterol diizeylerinin anlamli bir artis gosterdigi
aciklanmistir (127). Stabil yada stabil olmayan koroner arter hastaliklarinda artan
MMP-9 diizeylerinin gelecekteki kardiyovaskiiler o6liim risklerini artiracagi
disiiniilmektedir (82). Fareler lizerinde yapilan bir calismada serum MMP-9
diizeylerindeki artis okside LDL kolesterol diizeyini azaltarak aterosklerotik plak
olusumunu engellemistir(128).

Calismamizda; Plazma MMP-9 diizeyleri kontrol ve koroner arter hasta
gruplarinda karsilastirildiginda KAH grubunda MMP-9 diizeyi azalmis olarak
bulunurken istatistiksel olarak anlamli bir farklilik bulunamamistir (p>0.05).

Sonug¢ olarak; Bu calisma Elazig yoresinde yapilan bir 6n calisma olup
beslenme kosullar1 ve sosyal konumlar1 agisindan farklilik gosteren saglikh kisiler
ile koroner arter hastaligi olan kisilerde Miyeloperoksidaz -463G/A polimorfizm
sikligin1 arastirmak ve allel ve genotiplerinin dagilimimmi incelemek amaci ile
yapilan bir calisma oldugundan sonuglar1 agisindan bilime katkisinin oldugu

diistiniilmektedir.
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Bu calisma ile koroner arter hastalarinda plazma miyeloperoksidaz
diizeylerinin arttig1 buna karsilik olarak okside LDL olusumunu azaltan Matriks
Metalloproteinaz 9 diizeylerinin azaldig1 saptanmustir.

Ayrica genotip ve allel dagilimi ile plazma miyeloperoksidaz diizeyi
arasindaki iligki incelendiginde; kontrol grubuna gére KAH grubunda AA, AG ve
GG genotiplerinde plazma Miyeloperoksidaz diizeylerinin artti§i saptanmistir.
Genotip ve allel dagilimi ile plazma MMP 9 diizeyleri ise kontrol grubu ile
karsilastirildiginda KAH grubunda GG ve AG genotiplerinde azaldigi AA
genotipinde ise arttig1 bulunmustur.

Bu bulgulardan da goriilecegi gibi Miyeloproksidaz -463 G/A gen
polimorfizminin koroner arter hastaliklar1 agisindan 6nemli bir parametre oldugu
hastaligin genetik temelinin arastirilmasi ve prognozunun takibi acisindan 6nemli
oldugu diisiiniilmektedir. Bu amagla daha biiylik bir popiilasyon da KAH
patogenezi ile iliskili diger parametreler ve alt gruplarinda incelenerek bu

calismanin desteklenmesinin 6nemli oldugu diisiintilmektedir.
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8. EKLER

GONULLU FORMU

Sayin Goniillii;

Koroner arter hastaligi ile ilgili yeni bir arastrma yapmaktayiz.
Aragtrmamizin ismi  ‘Koroner Arter Hastalarinda Miyeloperoksidaz gen
polimorfizmi ’dir.

Sizin de bu arastirmaya katilmanizi dneriyoruz. Ancak hemen soyleyelim
ki bu arastrmaya katilip katilmamakta serbestsiniz. Arastirmaya katilim
goniilliilik esasmna dayalidir.  Arastrmaya  katilmayr  reddedebilirsiniz.
Kararinizdan 6nce arastirma hakkinda sizi bilgilendirmek istiyoruz. Bu bilgileri
okuyup anladiktan sonra arastirmaya katilmak isterseniz formu imzalayniz.

Koroner arter hastaligi glinlimiizde en sik goriilen ve en onemli saglik
sorunlarindan biridir. Koroner arter hastaligi, kalp kasmi besleyen koroner
arterlerin tikanikligina verilen addir ve nedeni “ateroskleroz” denilen damar
sertligidir. Bu hastaligin en 6nemli 6zelligi ileri evrelerde hayati tehdit edebilen
miyokard enfarktiisiine yol acabilmesidir. Bu hastaliga yol acan risk faktorlerinin
bilinerek koruyucu Onlemlerin alinmasi, hastaligin tedavisinden daha da
onemlidir.

Koroner arter hastalig1 ateroskleroz nedeniyle koroner arterlerin daralmasi
sonucunda ortaya ¢ikar. Kesin nedeni tam olarak bilinmemekle birlikte, etkisi
gosterilmis risk faktorleri vardir. Bu risk faktorlerini ikiye ayirabiliriz, birinci
grupta diizeltilebilir risk faktorleri yer alir. Bunlar, sigara i¢ilmesi, hipertansiyon,
yiiksek kolesterol diizeyi, fiziksel aktivite azli§1 ve alkol tiiketimi ve strestir.
Diizeltilemeyen risk faktorleri ise ileri yas, erkek cinsiyeti, ailede 55 yasindan
once koroner arter hastaligi Oykiisiinlin olmasidir. Siiphesiz genetik faktorler
koroner damar sertliginin olusmasinda 6nemli bir etkendir. Bu hastali§a ait risk
faktorleri kalitsal olarak diger aile bireylerine de gegmektedir. Kesin tani i¢in
koroner anjiyografi gereklidir. Koroner anjiyografi damarlarm net bir sekilde
goriilmesi i¢cin damar yapisini inceleyen bir yontemdir. Yani koroner anjiografi
lokal anestezi ile kol ya da bacak damarlarindan kalp damarlarina yollanan bir

kilavuzla koroner arterlerin radyolojik olarak goriintiilenmesi yontemidir.
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Bu arastirmamizda; koroner arter hastaligi gelisimine neden olabilecek
genetik ve bazi yeni biyokimyasal parametreler incelenerek yeni tani ve tedavi
protokollerine ne gibi katkilar saglayabilecegi arastirilacaktir. Genetik parametre
olarak Miyeloperoksidaz gen polimorfizmi calisilacaktir. Elazig bolgesinde
yasayan ve gerek beslenme kosullar1 gerekse sosyal konumlar1 agisindan farklilik
gosteren saglikli ve koroner arter hastaligi olan kisilerde Miyeloperoksidaz 463
A/G gen polimorfizm sikligini belirlemek ve koroner arter hastaliklar1 ile MPO
gen polimorfizmi arasindaki iligkiyi ortaya koymaktir. Ayrica koroner arter
hastaliklarinin  patogenezinde rol oynayan Matriksmetalloproteinaz 9 ve
Miyeloperoksidaz diizeylerini her iki grubta belirlemek ve bu parametrelerin
diizeyleri ile MPO gen polimorfizmi arasindaki iliskiyi agiklamak amaglanmistir.
Yine bu parametrelerin koroner arter hastaliginin olusmasinda etkili olup olmadig:
arastirilacaktir.

Size tan1 amaciyla kardiyoloji anabilim dalinda size koroner anjiyografi
uygulanmis ve tanit almis durumundasiniz. Eger arastirmaya katilmayi kabul
ederseniz anjiyografi sonrasi sizin yas, boy, kilo, kan basinci, kulladiginiz ilaglar
ve yakinmalariniz kaydedilecektir. Genetik analiz i¢in 2 ml’lik kan, biyokimyasal
analizler i¢cin 3 ml’lik kan numunesinin kolunuzdan alinmas1 gerekmektedir.

Bu arastrma Firat Universitesi Tip Fakiiltesi Tibbi Biyokimya ve
Kardiyoloji Anabilim Dallarinin ortak katilimi ile yapilacaktir.

Sizin de bu arastirmaya hasta grubunu ( ) / saghkli kontrol grubunu ( )
temsilen katilmanizi Oneriyoruz. Hasta grubu gonilliileri i¢in arastirmanin
sonucunda eger koroner arter hastaligi grubunda kontrol grubuna gore fark tespit
edilirse tam1 ve tedavi amacli arastirmalarda faydali olacagmi diisiiniiyoruz.
Saglikli goniilliiler icin ise kisa vadede direkt bir fayda saglanmayacak, ancak
hayatimizin ileriki asamalarinda arastirilan bu hastalia bagli gelisebilecek
komplikasyonlarda bu c¢alismanin sonuglarina bagl olarak elde edilebilecek tani
ve tedavi yontemlerindeki muhtemel bilimsel kazanimlardan faydalanilacaktir.

Kan alinmasi sirasinda olusabilecek riskler:

1) Igne batmasma bagl olarak az bir ac1 duyabilirsiniz.
2) Az bir ihtimal de olsa igne batmasi sonrasinda kanamanin uzamasi veya

enfeksiyon riski vardir.

Bu risklerden sizi uzak tutmak i¢in elimizden geldigince titiz davranacagiz.
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Elde ettigimiz kayitlar kimliginiz  belirtilmeden  kullanilacaktir.
Gerektiginde Tibbi Biyokimya Anabilim Dali’'nda Prof. Dr. Necip ILHAN’a
4242370000-4692 numarali telefonla ulasabileceksiniz.

Bu arastirmaya katilmaniz icin sizden herhangi bir {icret talep
edilmeyecek, ayn1 zamanda size ek bir 6deme de yapilmayacaktir. Bu arastirmaya
katilmay1 reddedebilirsin. Bu arastirmaya katilmak tamamen istege baghdir ve
reddettiginiz takdirde size uygulanan tedavide herhangi bir degisiklik
olmayacaktir. Arastirmanin herhangi bir asamasinda onayinizi1 ¢gekmek hakkina da
sahipsiniz. Arastirmaya bagli goreceginiz olast bir zararda sorumlulugunu
iistlenecegimizi ve zararm giderilmesi i¢in her tiirlii miidahalenin yapilacagini ve

bu durum ile ilgili tiim harcamalar listlenecegimizi bilmenizi isteriz.

Hasta/Katimcinin Beyam

Saymn Prof. Dr. Necip ILHAN tarafindan Firat Universitesi Tip Fakiiltesi
T1ibbi Biyokimya ve Kardiyoloji Anabilim Dali tarafindan yapilacak olan tibbi bir
arastirma ile ilgili yukaridaki bilgiler bana aktarildi. Bu bilgilerden sonra boyle bir
arastirmaya ‘katilimc1’ (denek) olarak davet edildim.

Eger bu arastirmaya katilirsam hekim ile aramda kalmasi gereken bana ait
bilgilerin gizliligine bu arastrma sirasinda da biliyilk 6zen ve saygi ile
yaklagilacagina inaniyorum. Arastirma sonuglarmin egitim ve bilimsel amaclarla
kullanim1 srasmnda kisisel bilgilerimin biiylik bir gizlilik ile korunacagi
konusunda bana yeterli giiven verildi.

Projenin yiiriitiilmesi sirasinda herhangi bir sebep gostermeden
arastirmadan ¢ekilebilirim. (Ancak arastirmacilart zor durumda birakmamak i¢in
arastrmadan  cekilecegimi  Onceden  bildirmemim  uygun olacaginin
bilincindeyim). Ayrica tibbi durumuma herhangi bir zarar verilmemesi kosuluyla
arastirmaci tarafindan arastirma disi tutulabilirim.

Arastirma i¢in yapilacak harcamalarla ilgili herhangi bir parasal
sorumluluk altmma girmiyorum, bana da bir 6deme yapilmayacaktir. Arastirma
sirasinda ve sonrasinda arastirma uygulamasindan kaynaklanan nedenlerle
meydana gelecek herhangi bir saglik sorununun ortaya ¢ikmasi halinde her tiirli

tibbi miidahalenin saglanacagi konusunda gerekli giivence verildi. Arastirma
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sirasinda bir saglik sorunu ile karsilasirsam Prof. Dr. Necip ILHAN’a 0424
2370000-4692 nolu telefondan ve Firat Universitesi Tip Fakiiltesi Kardiyoloji
Anabilim Dal1 adresinden ulasabilecegimi biliyorum.

Arastirmaya katilmam konusunda zorlayici bir davramigla karsilasmis
degilim. Eger katilmay1 reddedersem, bu durumun tibbi bakimima ve hekim ile
olan iliskime herhangi bir zarar getirmeyecegini de biliyorum.

Bana yapilan tiim agiklamalar1 ayrintilariyla anlamis bulunmaktayim.
Kendi basima belli bir diisiinme siiresi sonunda adi gecen bu arastirma projesinde
“katilimcr” (denek) olarak yer alma kararmi aldim. Bu konuda yapilan daveti
biiyiik bir memnuniyet ve goniilliiliik igerisinde kabul ediyorum.

Konu ile ilgili imzali bu form kagidinin bir kopyasi1 bana verilecektir.

Katihme Goriisme Tamgi Katihimei ile goriisen hekim
Ady, Soyadi: Ady, Soyadi: Ad1 Soyady, iinvani:
Adres: Adres: Adres:
Tel: Tel: Tel:
Imza: Imza: Imza:
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