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OZET

Kunt, A.T. (2009). Varikéz ven hastalarinda mmp-9 ve timp-2 gen polimorfizmlerinin
arastirllmasi. Istanbul Universitesi Saghk Bilimleri Enstitiisii, Molekiiler Tip ABD.
Doktora Tezi. Istanbul.

Varik6z ven ve buna bagl gelisen vendz yetmezlik toplumda oldukca sik
rastlanmasina ragmen etiolojisi aydinlatilamamigtir. Matriks Metalloproteinaz-9 (MMP-
9) enziminin damarsal yapilarin olusumunda ekstraselliiler matriks iizerine proteolitik
etkileri oldugu bilinmektedir. Daha once konu hakkinda yapilmis olan calismalar
genellikle kollajen ve elastin gibi temel ekstraselliiler proteinlerin diizeylerindeki
degisimlere yonelik olmustur ve matriks metalloproteinazlarin damarsal olusumlardaki
rolleri daha c¢ok tiimdoral yapilardaki invazyonlara yonelik degerlendirmeye alinmistir.
Matriks metalloproteinazlarin yalnizca bu invazif durumlarda degil, damarsal yap1
bozukluklariyla seyreden diger hastaliklarda ve dolayisiyla varikoz venlerde de etkili
oldugu bilinmektedir. MMP-9 ekstraseliiler matriks (ECM) remodeling prosesinde
onemli bir enzimdir. Basement membranda bulunan denatiire kollajenlerin ve Tip IV
kollajenin parcalanmasinda gorev alir. ECM’de MMPlerin aktivitesi spesifik MMP
inhibitdrleri ile kontrol edilir ve bunlara doku metalloproteinaz inhibitorleri (TIMP)
denmektedir. TIMP ailesinin 4 {iyesi mevcuttur. TIMP-1, -2, -3 ve -4. Bu molekiiller
aktive olmus MMPlerin proteolitik aktivitelerini bu enzimlerle 1:1 stoichiometrik
inhibitor kompleksi olusturarak inhibe ederler. MMP-TIMP interaksiyonundaki
bozulmalar artrit, amfizem, ateroskleroz ve periodontit gibi hastaliklarin etiyolojilerinde
tanimlanmistir ve bu hastaliklardaki temel bulgu ECM kaybidir. Calismamizda MMP-9
(-1562) ve TIMP-2 (-418) gen polimorfizmlerinin variseal yapilarin olusumlarina
etkilerini arastirarak konuya ileriye yonelik yeni takip ve tedavi yontemlerine katkida

bulunmay1 amagladik.

Anahtar Kelimeler : Varik6z ven, vendz yetmezlik, matriks metalloproteinaz-9, doku
matriks metalloproteinaz inhibitorii-2, gen polimorfizmi.

Bu calisma, Istanbul Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri Birimi tarafindan
desteklenmistir. Proje No: 1769
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ABSTRACT

Kunt, A.T. (2009). Analysis of genetic polymorphisms of MMP-9 and TIMP-2 in
varicose vein patients. Istanbul University, Institute of Health Science, Molecular

Medicine. Doktora Tezi. Istanbul.

Varicose veins and their complication venous insufficiency are frequently
encountered diseases however the exact etiology is still unknown. It is suggested that
MMP-9 enzyme has a proteolytic effect on extracellular matrix (ECM) in formation of
vascular structure. Recent literature about this subject studied mostly the basic
extracellular proteins as collogen and elastin. Additionally the roles of matrix
metalloproteinases were studied mostly with tumoral invasions. It is known that matrix
metalloproteinases not only play important roles in tumoral invasions but also have an
effect on deformities of vascular structure such as varicose veins. MMP-9 is an
important enzyme in remodeling process of extracellular matrix. It plays an important
role in migration of normal and tumoral cells. It works in disintegration of denatured
collogens and collogen type IV. The activities of MMPs in ECM are controlled by
specific MMP inhibitors (TIMP). TIMP family has 4 members, TIMP-1, -2, -3, and -4.
These molecules inhibit the proteolytic activity of MMPs by forming a 1:1
stoichiometric inhibitor complex. The distruption in interaction of MMP and TIMP is
determined in the etiology of diseases such as arthritis, emphysema, atherosclerosis and
periodontitis. The basic finding in all these diseases is the loss of ECM. The purpose of
this study is to investigate the effect of genetic polymorphisms of MMP-9 (-1562) and
TIMP-2 (-418) on varicose vein formation and add on new follow-up and treatment
modalities in this field.

Key Words: Varicose vein, venous insufficiency, matrix metalloproteinase-9, tissue
inhibito of matrix metalloproteinase-2, gene polymorphism.

The present work was supported by the Research Fund of Istanbul University. Project
No. 1769



1. GIRIS VE AMAC

Bacaklardaki yiizeyel venlerde olusan varikéz olusumlar toplumda oldukca sik
rastlanan, hastalarda yasam kalitesini diisiirmekle birlikte derin ven trombozu gibi ciddi
sorunlara da yol agabilen patolojiler olarak tanimlanmaktadir. Gegmiste konuyla ilgili
yapilmis calismalarda varis bolgesindeki kollajen ve elastin gibi ekstraselliiler doku
elemanlarinin degisimleri iizerinde durulmus ve genel olarak varikéz venlerde normal
venlere gore elastin yapilanmalarinda bozulmalar, hatta elastin miktarinda diisiisler
oldugu gosterilmistir. Varik6z venlerin gelisiminde en O6nemli risk faktorleri genetik
yatkinlik, cinsiyet, hormonlar, gebelik ve yashiliktir. Uzun siire ayakta kalmak veya
oturmak, obezite, agir kaldirmak, trauma, derin ven trombozu (DVT) ve tromboflebit de

Onemli risk faktorleri arasindadir.

Matriksinler olarak da isimlendirilen matriks metalloproteinazlar (MMP), ekstraseliiler
matriks (ECM) bilesenlerini yikima ugratan ¢inko ve kalsiyuma bagimli nétral
endopeptidaz ailesidir. Normal ve tiimoral hiicrelerin migrasyonunda Onem
tagimaktadir. Basement membranda bulunan denatiire kollajenlerin ve Tip IV kollajenin
parcalanmasinda goérev alir. MMP’ler substrat 6zelligine, bdlge organizasyonuna ve
dizi homolojisine gore, kollajenazlar, jelatinazlar, stromelezinler, matrilizinler, MT-
MMP (Membran tipi MMP)’ler ve diger MMP tipleri olmak iizere 6 gruba ayrilirlar.
MMP-9 bir jelatinazdir ve kollajen tip IV, tip V, ve tip XI'i, tip I kollajenin N-
telopeptitlerini, agrekan, kartilaj baglant1 proteinini ve elastini etkili bir sekilde yikar.
ECM’de MMPlerin aktivitesi spesifik MMP inhibitorleri ile kontrol edilir ve bunlara
doku metalloproteinaz inhibitérleri (TIMP) denmektedir. TIMP ailesinin 4 iiyesi
mevcuttur. TIMP-1, -2, -3 ve -4. Bu molekiiller aktive olmus MMP’lerin proteolitik
aktivitelerini bu enzimlerle 1:1 stoichiometrik inhibitér kompleksi olusturarak inhibe
ederler. TIMP-1 ve TIMP-2nin %40 oraninda aminoasit dizin benzerligi vardir. Aktive
olmus MMP’lere baglanma yoniinden TIMP-1 ile benzerdir, ek olarak MMP-2.nin
proformu ile birebir kompleks yapar. MMP-TIMP interaksiyonundaki bozulmalar artrit,
amfizem, ateroskleroz ve periodontit gibi hastaliklarin etiyolojilerinde tanimlanmistir ve

bu hastaliklardaki temel bulgu ECM kaybidir.



Calismamizda MMP-9 (-1562) ve TIMP-2 (-418) gen polimorfizmlerinin
varikdz ven olusumuna etkilerini arastirarak konuya ileriye yonelik yeni takip ve tedavi

yontemlerine katkida bulunmay1 amacladik.



2. GENEL BIiLGILER

2.1. Varikoz Venler ve Kronik Kronik Venoéz Yetmezlik

2.1.1. Alt ekstremite venoz sistem anatomisi

Alt ekstremite ven6z dolasimi derin, ylizeyel ve bunlar1 birbirine baglayan
perforan venler olmak tlizere ii¢ ayri sistemden olusur. Derin venler arterlere eslik
ederler. Fasyanin ve kaslarin derininde yer alirlar. Yiizeyel venler, derin fasyanin
iizerinde subkutendz doku i¢inde yer alirlar. Perforan venler ise derin fasyay1 gecerek

yiizeyel ve dein sistemleri birbirine baglarlar (1).

Yiizeyel venler (Sekil 2-1) vena safena magna ve vena safena parvadan olusur.
Yiizeyel venler membrandz fasyanin istiinde ylizeyel fasyanin iki yapragi arasinda
seyrederler. Destek dokular1 yoktur. Anatomik yerlerinin derinligine gore tanimlanirlar.
Uc vendz aga karsilk gelen {ist iiste ii¢ diizlem mevcuttur. Bu anatomik yap1

intradermal varikozitelerin patogenezini agiklayabilir.

YUZEYEL VENLER

1~ Biylik safen ven = Vena ) .'l
s Famaoral

Saphena Magna U

\ |  (deep system)
2- Kilglik safen ven - Vena |
Saphena Parva

Small
saphenous vein
{suporficial
syslem)

Sekil 2-1: Alt ekstremite vendz sistem anatomisi



Perforan venler 6 gruptur (Sekil 2-2)

- Cockett perforanlar1 (IILIII); posterotibial bolgede yer alirlar.
- Body’s perforani; paratibial bolgede yer alir.

- Sherman’s perforanlari; paratibial bolgede yer alir.

- 24cm perforanlari; paratibial bolgede yer alir.

- Hunter’s ve Dodd’s perforanlari; femoral kanalda yer alirlar.

- May’s (Kuser’s ) perforanlari; ayak bileginde yer alirlar

V. femoralis
V. circumflexa V. pudenda externa
ilium superficiale

W, saphena
accessoria
lateralis

: V. saphena
accessoria medialis

V. saphena magna

Subsartoryal kanal
[Hunterian)
parforatdrieri

M. saphenus

V. arcuata crurns
postarior

Paratibial
perforatérier

Cockett I

V. saphena magna
g Cockett Il\

N. peroneus {
superficialis Cockett | /

Sekil 2-2: Alt ekstremite perforan venleri.



Derin vendz sistem iliak, femoral ve popliteal venlerden olusmaktadir
(Sekil 2-3). Popliteal ven addiiktor kanala girdikten sonra yiizeyel femoral ven adimi
alir. Yiizeyelfemoral ven inguinal kanal altinda profunda femoral ven ile birleserek ana
femoral veni olusturur. Ana femoral ven ise inguinal kanalin iizerinde eksternal iliak

ven olarak ilerler ve internal iliak ven ile birleserek ana iliak veni olusturur.

Tibial ven
Popliteal ven

Femoral ven
iliak ven

Safen ven

Sekil 2-3: Alt ekstremite derin vendz sistem anatomisi

Venoz akimin kanin yergekimine ters akim yoniinde akisini saglamak ve geri
akimi 6nlemek vendz kapakgiklar yardimi ile olmaktadir. Vendz kan akimi bu bikiispid
kapakgiklar sayesinde yiizeyel venlerden derin venlere dogru hareket eder ve geri akim

onlenmis olur (Sekil 2-4). Kapakeik sikligi proksimalden distale dogru gidildikg¢e artar.



Sekil 2-4: Normal ve anormal kapake¢iklarin calismasi. Sagdaki kapagin fonksiyon

bozuklugu kanin bacaga geriye kagmasina ve yakinmalara yol agacaktir.

Ana iliak ven ve inferior vena kavada kapak¢ik yoktur. Ayak sirtindaki yiizeyel
venlerde kan akimi derin venlerden ylizeyel venlere dogrudur. Varikéz venler bu

kapakgiklarin yetersizliklerine bagl olarak gelisirler (1-4).

2.1.2. Alt ekstremite venoz sistem fizyolojisi

Alt ekstremite vendz sistem fizyolojisi sekil 2-5’de oOzetlenmistir (5). Alt
ekstremite vendz sisteminde pompa gorevini kas kontraksiyonlar1 yapmaktadir. Venoz
sistem periferdeki kan1 kas pompasi ve tek yonli kapakciklar yardimi ile kalbe ve

akcigerlere tasir. Kas pompast; ayak, baldir ve uyluk kaslarinin kontraksiyonudur (6).

Venoz dolasim solunumla faziktir ancak abdominal ve toraks basinglariyla da
iliskisi vardir. Istirahat halinde ayaktayken ayak ven basinct 90mmHg’dir, bu basing
damar i¢indeki kanin hidrostatik basincindan kaynaklanmaktadir. Egzersiz esnasinda bu
basing %80 azalir ve egzersiz sonrasi 13-25sn sonra normal degerlere doner. Bu siire
derin venlerin tekrar dolmasi icin gerekli bir siiredir (7). Vendz yetmezlikte egzersiz
stiresinde olmasi gereken basing azalmasi gergeklesmez ve derin venlerin tekrar dolmasi

i¢cin gerekli olan zaman kisalir.



* Muskuloven6z kontraksiyon ( yliriime)

* Proksimal venoz kapaklar kapanir, distaller acilir

* Perforan venoz kapaklar kapanir

* Proksimale dogru kan atimi, geri kagisin 6nlenmesi

* Distal derin ven ve ylizeyel sisteme ka¢isin engellenmesi

Sekil 2-5: Alt ekstremite vendz sistem fizyolojisi

2.1.3.Varikoz Venlerin Patofizyolojisi

Alt ekstremitede vendz doniis bozulmasina neden olan 4 patolojik durum

mevcuttur.

1. Ven duvarinda elastisite kaybi: venlerin duvarinda elastisite kaybi
oldugunda venler dilate olur ve kapakgiklar kapanamaz, bu nedenle de
geriye dogru ters akim olur.

2. Kapak¢ik yoklugu veya yetmezligi: bu durumda da yine ayni
mekanizma ile ters akim gelisir.

3. Kas pompasinin ¢calismamast veya bozulmasi: bu durumda ise kanin
distalden proksimale dogru pompalanmasi bozulur.

4. Venoz sistemde obstriiksiyon.

Bu dort durumda kan akimui ters olarak artar ve vendz basing yiizeyel venlerde
genigslemeye neden olur (Sekil 2-6) (6). Derin venlerde fasya ve kaslardan olusan

destek doku nedeni ile varikozite gelismez (6).



Kalbe dedru yiksek hizl
akim

Soglam

kapakgik J "\ Kas
konfraksiyonu

Basing sonucu
olusan varikozite

J J\

- ‘\\
Kapakgik
\ yetmezligi

Yizeyel ven Derin ven

Sekil 2-6: Kapakcik yetmezligi nedeniyle derin venlerden ylizeyel venlere dogru olusan

ters yonlii kan akimi1 ve varikozite gelisimi

Kronik vendz yetmezlik (KVY) primer ve sekonder olmak iizere ikiye ayrilir.

Primer KVY genellikle ven duvarinin elastisitesini kaybetmesinden dolay1
gelismektedir (8). Sekonder valviiler yetmezlikte ise etken siklikla derin ven trombozu
(DVT) dir (9). DVT sonras1 damar igerisinde rekanalizasyon gelisse bile valviiler hasar
kalacaktir. Bu duruma posttrombotik sendrom (PTS) adi verilmektedir ve KVY’li
olgularin %60-85’inde etiyolojinin PTS oldugu diistiniilmektedir (10).

KVY’den etkilenen son organ ciltalt1 ve cilttir. Valviiler yetersizlik sonucunda
ortaya ¢ikan vendz hipertansiyon kapiller permeabilite artisina, bacaklarda 6deme,
azalmis oksijen diflizyonuna ve sonu¢ olarak lipodermatosiderozis ve vendz iilsere

neden olmaktadir (Sekil 2-7a,b) (11-14).



Ventz Hipertanstyon

Perikapiller ve subkutan inflamasyon
Kapiller Permeabilite Artis1
Parankimal Hiicre Apopitozu

Lenfatik sistemin kapasitesini agan sivi birikimi

Oksidan du!m hasart

Yeniz Ulserler

Sekil 2-7 : a; vendz iilser patofizyolojisi, b; venoz iilserli bir alt ekstremite

2.1.4.Varikoz Venlerin Etiyopatogenezi

Varik6z venlerin gelisiminde en 6nemli risk faktorleri genetik yatkinlik (15),
cinsiyet (4), hormonlar (4,8,15), gebelik (4,15) ve yasliliktir (4). Uzun siire ayakta
kalmak veya oturmak, obezite, agir kaldirmak, trauma, DVT ve tromboflebit de 6nemli

risk faktorleri arasindadir (4,14).

2.1.5. Varikoz Venlerin Siniflandirilmasi

1994 yilinda Amerikan Vendéz Forumu vendz yetmezlikli olgular1 KEAP
siniflandirmasina gore smiflandirmistir (Sekil 2-8). K= klinik, E= etiyolojik, A=
anatomi, P= patolojik (16).
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* Klinik simiflandirma (Cy)

— Ci): Vendz hastalik yok
C1: Telenjektazi veya retikiler ven
C2: Warikdz venler
C3: Odem
C4: Derl deftigklikleri
C5: Iyilegmis ilser
- C&: Akrifilser
Eﬂukytk siniflandirma,
- E.Konjenital
~ g Primer
= n.ﬂd:mr
» CEAP simflamast
Klinik C
Etyolojik: (E,, E,, E;)
Anatomik: Yiizeyel, Perforatdr, Derin
Patofizyolojik: Reflll, Obstrilksiyon, Hepsi

Sekil 2-8: KEAP simiflamasi

2.1.6. Varikoz Ven Tam ve Tedavisi
Gilinitimiizde vendz yetmezligin tanisi ¢ok basit ve agrisiz bir islem olan venoz
doppler ultrasonografi ile yapilmaktadir. Tedavisi ise basit kompresyon c¢oraplarindan

baslayip komplike vendz rekonstriiksiyonlara kadar degismektedir.
* Konservatif Tedavi
— Medikal tedavi
— Kompresyon tedavisi
* Cerrahi tedavi
— Obstriiksiyon diizeltici tedaviler

— Reflii engelleyen tedaviler
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Medikal tedavide dogal ve sentetik venoaktif ajanlar kullanilir. Medikal tedavide
amac vendz tonusu arttirmak, mikrosirkiilasyonu diizenlemek, lenfatik drenaj1 arttirmak
ve trombosit agregasyonunu azaltmaktir. Boylelikle olusan kasinti, agirlik hissi, agri,
sislik, kramp gibi semptomlar ortadan kaldirilmaktadir. Venoz iilser varliginda
antibiyotikler, ¢inko, fibrinolitik tedavi, prostaglandinler ve pentoksfilin ile

yapilmaktadir.

Kompresyon tedavisi farkli basinglardaki varis ¢oraplar1 veya elastik bandajlar
ile yapilmaktadir. Amag baldir kasinda basing olusturularak kas pompasinin etkisini

arttirmak ve vendz kacagi dnlemektir.

Cerrahi tedavi derin vendz yetmezlik olmayan durumlarda uygulanir. Eger bir
obstriiksiyon sozkonusu ise anjiyoplasti veya stent gerekmektedir. Yetersizlik
durumunda ise ven ablasyonu, valviiloplasti veya transpozisyon uygulanmaktadir. Ven
ablasyonu skleroterapi, striping, endovendz ablasyon ve subfasyal endoskopik

perforator ven cerrahisini (SEPS) icermektedir.

Tim bunlara ek olarak hastanin yasam seklinde degisiklik, egzersiz ve alt

ekstremite elevasyonu yapmasi gerekmektedir.

2.2. Matriks Metalloproteinaz (MMP)

2.2.1. Genel Ozellikler

Matriksinler olarak da isimlendirilen MMP’ler ECM bilesenlerini yikima
ugratan ¢inko ve kalsiyuma bagimli noétral endopeptidaz ailesidir (17). ECM
hiicreleraras1t boslukta hiicrelerin bir arada tutulmasina yardimci olan bir yapidir
(18,19). Bunun disinda hiicre biiylimesi ve farklilasmasi i¢in gerekli olan hormonlar
icin rezervuar gorevi yaparlar. Vaskiiler ECM molekiillerinin yapilarinda 3 temel
protein mevcuttur (19). Bunlar kollajen fibrilleri, multiadhezif matriks glikoproteinleri
ve proteoglikanlardir. Kollajen fibrilleri ¢6ziiniir yapida degildir, hiicreye esneklik ve
giic kazandirir. Proteoglikanlar viskéz yapidadir ve hiicrelere yastik gorevi yapar.
Multiadhezif matriks glikoproteinleri ise proteoglikanlar ve kollajenin hiicre yilizeyine
baglanmasini saglar (19). Hiicre matriks etkilesmesi ECM bilesenlerinin hidrolizinden
sorumlu olan proteolitik enzimler (ekstraseliiler proteazlar) tarafindan diizenlenir (20).

Ekstraseliiler proteazlar ayn1 zamanda matriks molekiilleri tarafindan olusturulan
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sinyallerin kontrolii, hiicre proliferasyonu, farklilasmasi ve olusumunda da rol oynarlar

(21,22).

MMP’ler ekstraseliiler proteazlarin 6nemli bir grubunu olusturmaktadir. Endotel
hiicreleri, vaskiiler diiz kas hiicreleri, epitel hiicreleri, notrofiller, makrofajlar,
trombositler, kondrositler, fibroblastlar, T lenfositler, keratinositler, mezensimal
hiicreler, trofoblastlar ve osteoblastlar gibi bir¢cok hiicre tarafindan eksprese edilirler

(17,23).

2.2.2. MMP Gruplarn
Bugiine kadar insanlarda 24 MMP aile liyesi tanimlanmistir (24). MMP’ler

substrat 0zelligine, bdlge organizasyonuna ve dizi homolojisine gore, kollajenazlar,
jelatinazlar, stromelezinler, matrilizinler, MT-MMP (Membran tipi MMP)’ler ve diger
MMP tipleri olmak iizere 6 gruba ayrilirlar (24,25) (Tablo 2-1)

Tablo 2-1: MMP tipleri

Kollajenazlar MMP-1, MMP-8, MMP-13 ve MMP-18
Jelatinazlar MMP-2 ve MMP-9

Stromelizinler MMP-3 ve MMP-10

Matrilizinler MMP-7 ve MMP-26

Membran Tipi MMP’ler MMP-14, MMP-15, MMP-16, MMP-17,

MMP-24 ve MMP-25
Diger MMP’ler MMP-11, MMP-12, MMP-19, MMP-20, MMP-21,

MMP-22, MMP-23 ve MMP-28

Kollajenazlar, kollajenaz-1 (MMP-1), kollajenaz-2 (MMP-8, nétrofil kollajenaz)
ve kollajenaz-3’ii (MMP-13) igerir. Xenopus’ta (Kurbaga tiirii) 4. tip kollajenaz
(MMP-18) bulunmasina karsin insandaki homologu tespit edilememistir (24). Bu

proteazlar, major fibriller kollajenleri (tip I, II, III) keserler.
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Jelatinazlar (MMP-2 ve MMP-9), denatiire kollajen ve jelatini etkili sekilde
parcalar. MMP-2 (Jelatinaz A) kollajen tip IV, tip V, tip VII ve tip X’u, elastini,
fibronektini, laminini ve ¢esitli kemokinleri degrade eder ve pro mmp-1 ve pro mmp-
9’u aktive eder (24). MMP-2’nin kardiyovaskiiler hastaliklardan ateroskleroz,

anevrizma ve miyokard infaktiisiinde rol oynadig1 iddia edilmistir (26,27). MMP-2’nin

farmakolojik inhibisyonu veya gen delesyonunun, farelerde kardiyak riiptiire karsi
koruyucu oldugu goézlenmistir, bunun ekstraselliiler matriks degradasyonunu onledigi
gosterilmistir (28). Anevrizmalar genellikle ateroskleroz ile iliskilidir ve damarlarin
mediasinin yapisal ve hiicresel elemanlarinin yikimi ile karekterizedir. MMP-2’nin
knock out farelerin, deneysel olarak olusturulan abdominal aortik anevrizmadan
korundugu tespit edilmistir (29). MMP-9, kollajen tip 1V, tip V, ve tip XI'1, tip [
kollajenin N- telopeptitlerini, agrekan, kartilaj baglant1 proteinini ve elastini etkili bir
sekilde yikar (30). MMP-9, abdominal aortik anevrizmada eksprese edilmektedir (31).
MMP-9 ekspresyon bozuklugunun, ¢esitli deneysel modellerde anevrizma olusumundan
korudugu ve jelatinaz B’nin damar duvarlarinin par¢alanmasinda énemli rol oynadigi
gosterilmistir (32). MMP-9’un kemik iliginde uyarilmasi, sessiz halde duran endoteliyal
ve hematopoetik kok hiicrelerin proliferatif asamaya gecmesine neden olarak
hematopoetik yeniden yapilanmayi kolaylastirir (33). MMP-9 ekspresyonu diizgiin
olmayan farelerin diiz kas hiicrelerinde in vitro olarak migrasyonun bozuldugu
gosterilmigtir (34). Bulgular MMP-9 aktivitesinin, lezyon olgunlagsmasinin kritik
basamagi olan diiz kas hiicresi infiltrasyonunun olmasi i¢in gerekli oldugunu

gostermektedir (35).

Stromelizin 1 ve 2, proteoglikanlar, fibronektin, nidojen, laminin, kazein, jelatin,
kollajen (tip IV, tip IX ve tip X), tenaskin, vitronektin ve dekorini yikabilir.
Stromelezinlerin her ikisi de pro MMP-9 ve prokollajenazi aktifleyebilir (17).

MMP-7 (Matrilizin 1), tip IV kollajen, laminin ve entaktini substrat olarak
kullanmaktadir (24). Fizyolojik kosullar altinda, MMP-7, mukoza ve epitel hiicrelerinin
ekzokrin gland hiicrelerinden sekrete edilmekte ve bir antibakteriyal peptit olan

defensini aktiflemektedir (36).

Membran tipi MMP (MT-MMP)’ler migrasyon, differansiasyon, apopitozis,
proliferasyon gibi ¢esitli fonksiyonlar1 diizenleyen, hiicre etrafindaki proteolizisin esas

molekiilleridir. MT-MMP gruplari, dort transmembran enzimi (MMP-14, MMP-15,
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MMP-16 ve MMP-24) ve glikozilfosfatidilinozitol (GPI) baglayici proteazlardan
(MMP-17 ve MMP-25) olusmaktadir. MMP-14 (MT1-MMP), pro MMP-2’nin ve pro
MMP-13’1in fizyolojik aktivatoriidiir. MMP-14, major fibriller kollajeni (Ohuchi) iceren
pek c¢ok substrati  kesebilir ve hiicre migrasyonu, stroma yeniden
modellenmesi,anjiogenezis ve doku tamiri gibi g¢esitli fizyolojik siire¢lerde rol

oynamaktadir (24).

Diger MMP’ler, MMP sinifina ait olmasina karsin, dizi ve substrat 6zelliklerine

gére MMP’1n bes grubuna dahil edilmemistir.

2.2.3. MMP Yapisi

MMP’ler yapisal olarak 3 bolge icerir: yaklasik 80 aminoasitlik propeptit,
yaklasik 200 aminoasitlik hemopeksin domain ve yaklasik 170 aminoasitlik katalitik
domain (37). Propeptit domain enzimatik aktivitenin latent formda tutulmasini saglar ve
katalitik bolgedeki sistein rezidiisii iceren peptid zinciri ile etkilesir. U¢ boyutlu yap1
incelendiginde sistein rezidiisiinden olusan bdlgeye tutunan bir ¢inko atomu vardir.
Sistein rezidiisiinden ¢inkonun ayrilmasi katalitik bdlgenin aktivasyonunu saglar (38).
MMP-7 disinda biitiin vertebra ve insan MMP’leri C terminal hemopeksin benzeri
domain (Hpx) ile eksprese edilir. Bazi hemopeksin benzeri domainler substrat
taninmasinda ve substrata 6zel olmada gorev yapar. Klasik MMP’larin hemopeksin
bolgeleri, elips benzeri bir yap1 gosterir. Hpx polipeptit zinciri (Plazma hem baglayici ve
tagiyici protein hemopeksin ile dizi benzerligi oldugu i¢in bu ad1 almistir), dort  tabaka
halinde organize olmustur, merkezi bir eksen etrafinda siralanmislardir. Her bir tabaka
en i¢ zinciri ayn1 yonde birbirine parallel sekilde ilerleyerek merkezde baca seklinde
tiinel olusturur. Merkez tiinelin iginde dort iyon tespit edilmistir, tiinelin girisinde
kalsiyum iyonu, merkezinde klor kalsiyum iyon ¢ifti vardir ve ikinci klor iyonu iki

kalsiyum iyonu arasindadir(38) (Sekil 2-9).
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Propepin Domain Katalitik Domain

s. “*-__ Hemapeksi Benzerl
] [I‘J Domain
L

/

T~y >

Sekil 2-9: proMMP’nin ii¢ boyutlu yapisi (38).

Badglant

2.2.4. MMP Aktivasyonu

Hiicre dis1 matriksin yikimi, normal sartlar altinda ¢ok siki bir sekilde kontrol
edilen bir stirectir. Yetersiz yikim normal hiicre migrasyonunu engellerken, asir1 yikim
hiicre dis1 matrikse hiicrenin yapigsmasini engeller ve ayni zamanda bag dokunun
patolojik yikimina neden olur (39). MMP’larin zimojen formu inaktiftir. MMP
aktivasyonunda primer  mekanizma, sistein ¢inko etkilesiminin kesilmesi ile
gergeklesen “’sistein switch’’ mekanizmasidir. Sistein ¢inko baginin bozulmasi yapisal
degisime neden olur ve katalitik bolgeyi ulasilabilir hale getirir. Bu sekilde ¢inko

atomundan sisteinin ayrilmasinin aktivasyona neden oldugu goézlenmistir (39,40).

Biitin MMP’ler gibi pro-MMP-9 da inaktif zimojenik formda iiretilir ve
aktivasyonu i¢in enzimatik aktivite gerekmektedir. ProMMP9’un proteolitik ve
proteolitik olmayan aktivasyon mekanizmalari c¢alisilmistir. Stromelizinl (MMP-3),
proMMP-9’un en etkili aktivatoriidiir, enzimin Glu59-Met60 peptid bagini keser, bunu
takiben Argl06-Phel07 bagimi ve ardindan da, Argl06-Phel07 bagin1 keserek 85 kDa
agirhiginda tam aktif formu olusturur. MMP-2, MMP-7 ve MMP-13 (Kollajenaz-3),
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proMMP-9’u aktive edebilir. MMP-2 ve MMP-13, proMMP-9’u MMP -3’iin kestigi

bolgeden keserek aktiflerler (41) (Sekil 2-10).

Hilcre membram
.h_'“-ﬁl e ~ ProdmMp-1
L fl. w II
uF'AR UPA/

_~—Plazminojen

I I W {_J_,—F'I'-I]NHF' II'

ProMMp-2 ———= MMP-2 /

TIMP2

|| I "‘ﬂf"hm EITIIII I'.
||| eppMp- 3 |
| f—pmmmp 9 ST
| \\;;;L"i
g
Meliviil -9
| f:;l " degredasy
| BroMMP-13 ——— MWp-13 ,5',.-1| , '-.H ,'
MT-MMPS )& b % /

Sekil 2-10: Pro-MMP aktivasyon kaskadi (20).

2.2.5. MMP-9-1562 C/T Polimorfizmi

MMP-9 geni kromozom 20q11.1-13.1°de lokalizedir, 13 eksondan olusmaktadir

ve promoter bolgesi

2.2 kb uzunlugundadir (42,43). MMP-9 promoter bolgesinde

bulunan polimorfizimler ve calisilan bolgenin baz dizisi sekil 2-11°de gosterilmistir.

MMP-9 ekspresyonu esas olarak transkripsiyon diizeyinde kontrol edilir. MMP-9 geni

promoter bolgesindeki gesitli cis elamanlarinin transkripsiyonu diizenlemede 6nemli

oldugu gosterilmistir (44). Promoter iizerinde 2AP-1 bolgesi

(-533 ve

-79,

transkripsiyon faktorii c-fos ve c-jun tarafindan baglanir), PEA3 motifi (-540,

trankripsiyon faktor ETS tarafindan taninir) ve niikleer faktor «f tarafindan baglanan (-
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600) konsensus dizisi bulunur. Yapilan caligmalarda, C-1562-T polimorfik bolgesini
iceren 9 bp’lik bolgenin (GCGCAC/TGCC, -1567den -1559’a kadar olan dizi),
transkripsiyonu baskilayan proteininin baglandigi 6nemli bir diizenleyici eleman
olabilecegi iddia edilmistir (44) . MMP geni, -1562 pozisyonunda fonksiyonel bir C-T
degisiminin gozlendigi tek niikleotit polimorfizimine sahiptir. CC genotipi
transkripsiyon aktivitesini baskilar (45). T allelinin artmis promoter aktivitesi

gosterdigi bulunmustur (44).

20g11.1-13.1

Pt

—p
—»
—
—»
—
—
—»

DEEY-L
uiy)

Lalal-| —™

LG11E-D
LETOED
LOLG1-1D
LE9s1-0

DRL0E-d
JELE-L
YLD
VoRG1-1

L

E .GOCTGGCACATAGTAGGCCCTTTAMATACAGETTATTGGGECGGGLGECATEGETE
ATGCCCGTAATCCTAGCACTT TEGGAGGCCAGGTGGGCAGATCACTTGAGTCAGAAGTTCGA
AACCAGCCTGGTCAACGTAGTGAAACCCCATCTCTACTAALAAATACAAAAMATTTAGCCAGGE
GTGGTGGCEGCACG |COTATAATACCAGCTACTCGGGAGGCTCGAGGCAGGAGAATTGCTTGA
ACCCGGGAGGCAGATETTECAGTGAG CCGAGATCACG CCACTGCACTCCAGCCTEGGETGAL
AGAGTGATACTACACCCCCCAAAAATAAAATAAAATAAATAAATACAACTTTTTGAGTTGTTAG
CAGGTTTTTCCCAAATAGGGCTTTGAAGAAGGTGAATATAGACCCTGCCCGATGCCGGLTEG

T AP A AT
CTAGGAAG-3

Sekil 2-11: MMP-9 promoter bdlgesinde bulunan polimorfizimler ve ¢alisilan bolgenin
baz dizisi (42).

2.3. Metalloproteinazlarin Spesifik Doku Inhibitérleri (TIMP)

2.3.1. Genel Ozellikler

MMP aktivitesi bazi1 faktorler tarafindan inhibe edilmektedir. Bunlardan bir
tanesi a2- makroglobulindir (46). Bu molekiil genel proteaz inhibitoriidiir ve molekiil

agirhig yiiksek oldugundan dolay1 dokulara girisi zor olmaktadir. Bir diger inhibitor ise
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metalloproteazlarin doku inhibitorleridir (TIMP) (37). TIMP, MMP aktivitesini hem
proenzim aktivasyonu asamasinda hem de substrat par¢alanmasi sirasinda regiile eder

(46).

TIMP’ler, 21-28 kDa agirhiginda, bag dokusu metabolizmasinin
diizenlenmesinde temel olan kiigiik proteinlerdir (17). Pek c¢ok dokuda ve viicut
sivilarinda bulunurlar ve  MMP’lerin aktif ¢inko baglayici bolgesine baglanarak
aktivitesini bloke ederler (47). TIMP ailesinin 4 iiyesi mevcuttur. TIMP-1, -2, -3 ve -4
(17), vaskiiler diiz kas hiicreleri, endotel hiicreleri, kan hiicreleri, bag dokusu
hiicreleri ve makrofajlar tarafindan sentez edilirler . MMP ve TIMP arasinda bulunan
oran ¢esitli fizyolojik ve patolojik siireclerde degismekte ve bdylece bunlar
arasindaki denge degisik patolojik durumlarin patogenezinde O©nemli bir rol

oynayabilmektedir.

TIMP-1: 20 kDa agirhi§inda X kromozomu {izerinde tanimlanmis bir proteindir.
Yapisinda 6 adet disiilfid bagi igerir. Bu baglar sayesinde konformasyonel mobilite

saglanmis olur. Aktif formu 28 kDa agirhginda bir siyaloglikoproteindir (48). Ozellikle

makrofajlar olmak tizere pekcok hiicrede iiretilir , trombositlerde rezidii olarak bulunur
ve ¢esitli  dokular ile wviicut sivilarinda yer alir. TIMP1 spesifik olarak
metalloproteinazlara kars1 aktivite gdosterir, diger metalloendopeptidazlar {izerine
inhibitdr etkisi yoktur . TIMP-1 MMP’nin aktif formuna yiiksek afinite ile nonkovalent
baglarla, bire bir oraninda, irreversibl olarak baglanir . Bu orandaki en ufak bir
degisiklik MMP aktivitesi ile sonuglanir .Ek olarak gelatinaz B nin proformuna

baglanabilir ve MMP-9 ile iliskili olarak salgilanir (49).

TIMP-2: ilk kez melanom hiicrelerinden izole edilen 21 kDa agirlikta non-
glikolize bir proteindir (Sekil 2-12) 12 sistein rezidiisi vardir. TIMP-2, MMP-9
disindakileri inhibe eder. MMP-2’yi inhibe eder ve fibroblast gibi bazi hiicrelerde pro-
MMP-2 ile birlikte sekrete edilir. Ancak alveolar makrofajlarda oldugu gibi tek basina
da sekrete edilebilirler (50). TIMP-2, TIMP-1’den farkl bir sekilde regiile edilir, forbol
esterleri ile iiretimi uyarilmaz, TGF-B ile inhibe olmaz. TIMP-2’nin kan beyin

bariyerinin proteolitik sizintisini azalttig1 saptanmistir (49)
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TIMP-3: meme kanserinden identifiye edilmistir (50). TIMP-3; MMP-1,2,3,9
ve 13’1 inhibe eder. (51).

TIMP-4: MMP-2, 7 ve 9’u inhibe eder (52). Son zamanlarda insan kalbinde
saptanan TIMP ailesinin son iiyesi TIMP-4’iin de tiimdr invazyon ve metastazini inhibe
ettigi gosterilmistir (51). TIMP-3, %30 TIMP-1 ile %38 TIMP-2 ile homoloji
gosterirken, molekiiler klonlama sirasinda ilk kez kesfedilen 22 kDa’luk TIMP-4, %37
TIMP-1 ile %51 TIMP-2 ve TIMP-3 ile homoloji gosterir (52).

Sekil 2-12: TIMP-2 {i¢ boyutlu yapis1

2.3.2. TIMP-2-418 G/C Polimorfizmi

TIMP-2 geni kromozom 17q25.3’de lokalizedir, 5 eksondan olugmaktadir. Gen
83kb uzunlugundadir. Genin 5’ ucunda bulunan 2.6 kb’lik genomic DNA fragmani bes
Spl, iki AP-2, bir AP-1 ve lic PEA-3 baglanma bdlgesi igeren birkag diizenleyici bolge
icerir. -281 pozisyonunda tam bir AP-1 olmasina ragmen promoter 12-O-

tetradecanoylphorbol-13-asetata yanit vermemistir. Ancak, -71 pozisyonunda bir yanit
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olusmustur. Promoter tipik CpG adasi igerir ancak, bu adanin metilasyonu gen
ekspresyonunu etkilememektedir. Genin 3’ ucu analiz edildiginde ise TIMP-2’nin
mRNAlar1 (1.2 and 3.8 kb) poliadenilasyon sinyal bdlgeleri ile birbirlerinden ayrilirlar,
ancak bu bolgelerin ayrimi RNA stabilitesini etkilememektedir. Ozetle, TIMP-2 geni
TIMP-1 ve TIMP-3 genlerinden belirgin olarak farklidir. Bu farkliliklar matriks

metalloproteinaz regiilasyonundaki farkli 6zellikleri agiklamak i¢in yeterlidir.
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3. GEREC VE YONTEM

3.1 Calisma Gruplari

Calismamizda 2 grup olusturuldu. Kontrol grubu tamamen saglikli bireylerden
olusturuldu. Deney grubu ise Marmara Universitesi Tip Fakiiltesi kalp ve damar
cerrahisi klinigine varis sikayeti ile bagvuran ve kalp damar cerrahlar tarafindan klinik

olarak varikdz dilatasyon tespit edilen hastalardan olusturuldu.

Kontrol Grubu: Bu grup 70 saglikli kisiden olusturuldu. Olgular Marmara Tip

Fakiiltesi ¢alisanlar1 arasindan segildi.

Deney Grubu: Bu grup kalp ve damar cerrahisi poliklinigine varis sikayeti ile

basvuran ve klinik veya radyolojik olarak varis tanist konulan 63 hastadan olusturuldu.

Calisma icin hem Istanbul Universitesi Tip Fakiiltesi hem de Marmara
Universitesi Tip Fakiiltesinden etik kurul onaylar1 alindi. Hastalara bilgilendirilmis

onam formu dolduruldu ve imzalatildi.

3.2. Calisma Yontemi

Gruplardan 10ml periferik kan 6rnegi alindi1 ve EDTA’l1 tiipe konuldu. Miimkiin

olan en kisa zamanda laboratuar ortamina tasinarak DNA izolasyonu yapildi.

3.3. Arac ve Gerecler

3.3.1. Alet ve Cihazlar
1. PCR cihazi (Applied Biosystems)
2. Dijital Goriintiileme sistemi (KODAK EDAS 290/UV Transilluminator)
3. Elektroforez i¢in gii¢ kaynagi (Titan plus Helena Laboratories)
4. Hassas terazi (Shimadzu AX200)
5. Isiticili manyetik karistiric1 (Elektromag)

6. Mikrosantrifiij (TDX)



22

7. Pipet takimi (Brand)
8. Spektrofotometre (Shimadzu UV-1208)
9. Su banyosu (Elektromag)

10. Elektroforez Sistemi (LKB 2013 miniphor electrophoresis, LKB 2012

maxiphor electrophoresis)
11. Mikrodalga firin (Philco)

12. Santrifiij (Hereaus)

3.3.2. Kimyasal Maddeler
1. Agaroz (Promega MBQG)
2. Amonyum asetat (Sigma A-8920)
3. Amonyum kloriir (Sigma A-5666)
4. Amonyum siilfat
5. Asetik asit (MERCK K-04134156)
6. Borik asit (Sigma B-6768)
7. Bromfenol blue (Sigma B-6896)
8. DNA marker (Fermentas)
9. EDTA (Merck K-90602121)
10. Etanol (%99 Tekel)
11. Etidyum Bromid (Sigma E-8751)
12. Hidroklorik asit (% 37 Merck K-13190114)
13. Izopropanol
14. Potasyum bikarbonat (Merck K-126223552)
15. Potasyum hidroksit (Sigma P 1767)
16. Primerler (Fermentas)

17. Proteinaz K (Stratagene 300-141)
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18. Sodyum dodesil (lauryl)

19. Siilfat (Sigma L-5750)

20. Sodyum hidroksit (Merck C754962)

21. Sodyum kloriir (Carlo Erba 368257)

22. Trizma baz (Sigma T-1503)

23. dNTP’ler (100 umol/ml) (Fermentas)

24. Taq polimeraz (5U/ul) (Fermentas)

25. Yiikleme Tamponu (Loading Buffer : 6X)
26. Xylene blue (Fermentas)

27. Hgal kesim enzimi

28. Pae I kesim enzimi

3.3.3. Cozeltiler

Lokositleri Parcalama Tamponu (White Blood Cell Buffer-WBL)
25 mililitre 4 M NaCl ve 50 mililitre 0.5 M Etilendiaminasetat (EDTA) balon jojeye
konuldu, 1 litreye tamamlandi. 120°C’de 15 dakika otoklavlanarak sterilize edildi. Oda

1s1sinda saklandi.

4 M Sodyum Kloriir (NaCl)

233.6 gram NaCl tartilarak erlene alindi, 800 mililitre distile su ilave edilerek ve
manyetik karistirict ile ¢oziindiiriildii. Balon jojeye aktarilarak 1 litreye tamamlandi.

120°C’de 15 dakika otoklavlanarak sterilize edildi.

Eritrosit Parcalama Tamponu (Lysis Buffer)

8.74 gram Amonyum kloriir, 1 gram Potasyum bikarbonat, 200 ul 0.5 M EDTA erlen
icine alindi. 900 mililitre distile su eklendi ve ¢ozeltinin pH’st IN NaOH ile 7.4°e
ayarlandi. Balon jojeye alinarak 1 litreye tamamlandi. Cozelti 1siya dayanikli cam

siselere aktarilarak 120°C’de 15 dakika otoklavlandi ve +4°C’de saklandi.
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0.5 M Disodyumetilendiaminteraasetat ( EDTA) (pH 8.0)

186.1 gram EDTA beher i¢ine alindi. 800 ml distile su eklenerek manyetik karistirici ile
coziindiiriildii. pH’s1 NaOH c¢ozeltisi ile 8.0’e ayarlandi ve distile su ile 1 litreye

tamamlandi. 120°C’de 15 dakika otoklavlanarak sterilize edildi.

%10’luk Sodyum Dodesil Siilfat (SDS)

10 gram Sodyum dodesil siilfat beher igine alindi. 80 mililitre distile su eklenerek
manyetik karigtiric ile ¢ozlindiiriildii, pH’s1 7.2°ye ayarlandi. 0.22 mikronluk filtreden

gecirilerek sterilize edildi ve oda 1sisinda saklandi.

Proteinaz K (20 mg/ml)

20 miligram Proteinaz K tartilarak steril bir tiip i¢inde steril distile su ile 1 mililitreye

tamamlandi. -20 °C’de saklandi.

9.5 M Amonyum Asetat

73.22 gram amonyum asetat beher i¢ine alindi. 80 mililitre distile su eklenerek
manyetik karistirict ile ¢oziindiriildi. Balon jojeye aktarilarak distile su ile 100
mililitreye tamamlandi. 0.22 mikronluk filtreden gecirilerek sterilize edildi ve +4°C’de

saklandi.

1 M Tris Tamponu ( Stok)

121.1 gram Tris baz behere alindi. 42 ul hidroklorik asit (HCI ) ile yaklasik 800 mililitre
distile su eklenerek manyetik karistirict ile ¢oziindiiriildii. Balon jojeye aktarilarak 1

litreye tamamlandi. 120°C’de 15 dakika otoklavlanarak sterilize edildi.
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Agaroz Jel Yiikleme Tamponu (5X)

20 gram Ficoll 400, 1 gram SDS, 0.2 mililitre 0.5 M ,etilendiamintetraasetat, 1 mililitre
IM Tris (pH 8.0), 200 miligram Bromfenol blue, 200 miligram xylene cyanol steril

distile su ile 100 mililitreye tamamlandi. Oda 1s1sinda saklandi.

5X Tris-Borik Asit-Etilendiamintetraasetat (TBE)

54 gram Tris baz ve 27,5 gram borik asit beher i¢ine alindi. 20 mililitre 0.5 M EDTA
(pH 8.0) ve 800 ml. distile su ilave edildi manyetik karistirict ile ¢oziindiiriildi.Cozelti
balon jojeye aktarilarak 1 litreye tamamland1 ve 120°C’de 15 dakika otoklavlanarak

sterilize edildi. Oda 1s1sinda saklandi.

Etidyum Bromiir (10 mg/ml)

1 gram Etidyum bromiir tartilarak steril distile su ile 10 mililitreye tamamlandi.

3.4. DNA izolasyonunun Yapihsi

DNA izolasynunun ilk asamasinda 10 ml periferik kan 6rnegi steril EDTA’l1 tiiplere
alindiktan sonra falkon tiiplere aktarildi. Uzerine 1:3 oraminda (30 ml) eritrosit
parcalama c¢ozeltisi eklenerek karistirildi ve +4°C’de 15 dakika bekletildi. +4°C’den
cikarilan Ornekler 1500 rpm’de 10 dakika santrifiij islemi yapildi. Tiiplerde
¢okelmelerin basladig1 bélgenin yakinma kadar olan siipernatant kisim atildi. Uzerlerine
tekrar 15-20 ml. eritrosit parcalama ¢ozeltisi eklendi. Ornekler +4°C’de 15 dakika
bekletildikten sonra 1500 rpm’de 10 dakika santrifiij edildi ve siiparnatantlar1 atilarak
siispanse edildi. Islem tamamlandiktan sonra érnek iizerine 500 pl %10’luk SDS, 75 ul
proteinaz K (20mg/ml) ve 9.4 ml l6kosit parcalama ¢ozeltisi (WBL) eklenerek 56 °C su
banyosunda 1 gece inkiibe edildi. inkiibasyon sonrasi her 1 ml. &rnek basina 0.37 ml.
olacak sekilde 9.5 M Amonyum asetat c¢oOzeltisi eklendi. Sonrasinda yavasca
karistirilarak 3000 rpm’de 25 dakika santrifiij edildi. Boylelikle proteinler ¢oktiiriilmiis
oldu.
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3.5. Molekiiler Analiz

3.5.1. MMP-9 (-1562 C/T) Polimorfizminin Belirlenmesi

MMP-9 —1562°daki C/T doniistimiiniin bulundugu yeri belirlemek igin, 435
bp’lik DNA bolgesi amplifiye edildi. Bu islem i¢in kullanilan primerler asagida

verilmistir.
MMP-9 (-1562 C/T) F 5> GCCTGGCACATAGTAGGCCC 3’
MMP-9 (-1562 C/T) R 5 CTTCCTAGCCAGCCGGCATC 3’

PCR reaksiyon karigimi yaklasik 13 6rnek i¢in agsagidaki gibi hazirlandi.

1-Bidistile Su.......ccccevveniniiniiinne 184.6 ul
2-10x PCR Buffer .......cccocevvvvrienennee 32.5ul
3-dANTP Mix 2 mM)...ccceevvveiiiienne 39 ul
4-Primer F..ooooveiiiiieeeeeee e 13 ul
5-Primer R.ooooiiii 13 pl
6-MgCI2.(25 MM)....covvirieiinieneceeen 39 ul
7- Taqg DNA Polimeraz..............c.c........ 3.9ul

Hazirlanan PCR karisimdan, 0,2 ml’lik ince ¢eperli eppendorf tiipiine 24’er ul
konulduktan sonra her bir tiipe 1 ul DNA 6rnegi eklenerek tiipler thermal cycler’a
birakildi. Termal cycler’da, once 1 dongii 5 dak. 95 °C de ilk denatiirasyon, sonra 35
dongii; 30 sn 94 °C’de denatiirasyon, 30 sn. 63 °C’de baglanma (anneling), 45sn. 72
°C’de sentez (extension) ve 1 dongii 7 dak. 72 °C’de son sentez (final extension)
asamalar1 gerceklestirildi. Yapilan PCR islemi sonrasinda, iiriin olusup olusmadigini
tespit etmek i¢in agaroz jelde elektroforez islemi yapildi. Olusmasi beklenen, 435 bp’lik
DNA pargacigi gozlendi.

PCR asamasi sonucunda elde edilen 435 bp’lik PCR firiinii, bize sadece
polimorfizmin oldugu bolgenin dizisini vermektedir. Ancak, bizim tespit etmeye
calistigtmiz tek niikleotid degisimi oldugu icin bu bolgeyi tanityan bir Restriksiyon
enzimi (RE) kullanilarak allel tespiti yapildi. Bu islem i¢in, Pae I (Bbu I) enziminden
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olusan bir karisim hazirlandi. 1,5 pl bidistile su, 1,4 pl buffer B ve 0.3 ul Pae I (Bbu
I)’dan olusan enzim karisimi hazirlandi. 10 pl PCR iirlinii bulunan her bir tiipe, 3,2 ul
hazirlanan RE enzim karisimindan eklendi ve 16 saat 37 °C etiivde bekletilerek kesme

islemi gerceklestirildi.

Kesme islemi gerceklestikten sonra, % 2’liik agaroz plus jel hazirlandi. Kesim iiriinleri
DNA molekiiler marker (Fermentas PUC 19, 50 bp marker veya 100 bp marker) ile
birlikte yiiriitiildii. Yiirlitme sonrasi jel iizerindeki bantlar UV 11k (304nm) altinda

incelendi.

Kesme iglemi sonucunda genotipleme asagidaki gibi yapildi.
TT — 435 bp

CT — 435 bp, 247 bp, 188 bp

CC — 247 bp, 188 bp

3.5.2. TIMP-2 (-418 G/C) Polimorfizminin Belirlenmesi

TIMP-2 —418’deki G/C doniisiimiiniin bulundugu yeri belirlemek i¢in, 176
bp’lik DNA bolgesi amplifiye edildi. Bu islem ic¢in kullanilan primerler asagida

verilmistir.
TIMP-2 (-418 G/C) F 5> GGATCCTGTCAGTTTCTCAA-3’
TIMP-2 (-418 G/C )R 5> TTTCCCCTTAGCTCGACTCT-3’

PCR reaksiyon karigimi yaklagik 13 6rnek i¢in agsagidaki gibi hazirlandi.

1-Bidistile Su.......cccovviereiiiieiene, 197.6 ul
2-10x PCR Buffer ......cccccccevveeienenn 32.5ul
3- ANTP Mix (2 mM)...ccccevvevienienne 39 ul
4-Primer F..ccooovveviiiiiiiicieecees 13 ul
S-Primer Ru..coooiiiii 13 ul

6-MgCI2.(25 MM)....oovviniiiinicecieee. 26 ul
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7- Taqg DNA Polimeraz............c.cc........ 3.9ul

Hazirlanan PCR karisimdan, 0,2 ml’lik ince ¢eperli eppendorf tiipiine 24’er ul
konulduktan sonra her bir tiipe 1 ul DNA 6rnegi eklenerek tiipler thermal cycler’a
birakildi. Termal cycler’da, once 1 dongii 3 dak. 95 °C de ilk denatiirasyon, sonra 35
dongii; 1 dk. 95 °C’de denatiirasyon, 1 dk. 58 °C’de baglanma (anneling), 1 dk. 72 °C’de
sentez (extension) ve 1 dongii 1 dak. 72 °C’de son sentez (final extension) asamalari
gerceklestirildi. Yapilan PCR islemi sonrasinda, iiriin olusup olusmadigini tespit etmek
icin agaroz jelde elektroforez islemi yapildi. Olugmasi beklenen, 176 bp’lik DNA

pargacig1 gozlendi.

PCR asamasi sonucunda elde edilen 176 bp’lik PCR iirlinii, bize sadece
polimorfizmin oldugu bolgenin dizisini vermektedir. Ancak, bizim tespit etmeye
calistigimiz tek niikleotid degisimi oldugu icin bu bdlgeyi taniyan bir RE kullanilarak
allel tespiti yapildi. Bu islem i¢in, Hga I enziminden olusan bir karigim hazirlandi. 1,5
ul bidistile su, 1,4 ul buffer B ve 0.3 ul Hga I’den olusan enzim karisimi hazirlandi. 10
pl PCR {iriinii bulunan her bir tiipe, 3,2 pl hazirlanan RE enzim karigimindan eklendi ve

16 saat 37 °C etiivde bekletilerek kesme islemi ger¢eklestirildi.

Kesme islemi gerceklestikten sonra, % 2’liik agaroz plus jel hazirlandi. Kesim iiriinleri
DNA molekiiler marker (Fermentas PUC 19, 50 bp marker veya 100 bp marker) ile
birlikte yiiriitiildii. Yiirlitme sonrasi jel iizerindeki bantlar UV 1s1k (304nm) altinda

incelendi.

Kesme iglemi sonucunda genotipleme asagidaki gibi yapildi.
GG — 176 bp

GC — 176, 109, 67 bp

CC — 109, 67 bp
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3.6. istatistiksel Analiz

Calismada elde edilen bulgularin istatistiksel analizi SPSS 11.0 paket programi ile
yapildi. Istatistiksel olarak anlamlilik smir1 p<0.05 olarak kabul edildi. Polimorfizmlerin
genotip frekanslar1 Pierson Chi Square testiyle degerlendirildi. Genotiplerin Hardy
Weinberg dengesinde olup olmadigi, Heliks Tri testiyle belirlendi. Gen polimorfizmi ve

allel dagilimlarinin degerlendirilmesinde ki-kare testi kullanildi.
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4. BULGULAR

Calismamizda MMP-9 -1562 C/T ve TIMP-2 -418 G/C gen polimorfizmleri ile varikoz
ven olusumu arasindaki iliskiyi belirlemek i¢in Marmara Universitesi Tip Fakiiltesi kalp
ve damar cerrahisi klinigine basvuran ve klinik olarak varis tanisi alan 63 bireyden
deney grubu olusturuldu. Kontrol grubu ise 70 tamamen saglikli bireylerden
olusturuldu. Gruplarin demografik 06zellikleri Tablo 4-1°de verilmistir. Deney
grubundaki kadin hasta sayisi kontrol grubuna gore anlamli derecede fazla bulunmustur
(p<0.001). Aynmi sekilde deney grubunun aile Oykiisii sorgulandiginda 55 hastada
ailesinden en az bir kiside varis oldugu tespit edilmistir. Kontrol grubunda ise 9 bireyde

aile Oykiisii tanimlanmistir ve bu fark istatistiksel olarak anlamli bulunmustur

(p<0.001).

Tablo 4-1: Gruplarin demografik 6zellikleri

Klinik karakteristikler Deney Grubu (63) Kontrol Grubu (70) p

Yas 54.52 +16.73 57.99 £ 14.91 0.140
Kadin, n 34 22 0.007
Viicut kiitle indeksi, kg/m2 26.90+4.19 25.84 +2.60 0.133
Sigara, n 51 59 0.390
Varis acisindan aile oykiisii, n 55 9 <0.001

4.1. MMP-9 Genotip ve Allel Dagilimina Ait Bulgular

Caligmamizdaki MMP-9 genotip ve allel dagilimi Hardy-Weinberg
deklemine uyumluydu. 70 Kontrol hastasinin 23’i (% 32.9) CT, 47’si (%67.1) TT
olarak bulunmustur. Deney grubunda ise 24’1 (%38.1) CT, 39’u (%61.9) TT olarak

tespit edildi. Kontrol ve deney gruplarinin hi¢birinde CC genotipi tespit edilememistir.
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Gruplardaki MMP-9 -1562 polimorfizmi genotipi ve alel dagilimlar1 tablo 4-2’de
gosterilmistir. Deney ve kontrol grubu arasinda MMP 9 gen ve alel dagilimi arasinda
istatistiksel olarak anlamli bir fark tespit edilmemistir (p= 0.326) (Sekil 4-2). Sekil4-1

de MMP-9 gen polimorfizminin %2’lik agaroz jeldeki goriintiisti verilmektedir.

Marker TT CT TT TT TT

Sekil 4-1: MMP-9 gen polimorfizminin %2’lik agaroz jeldeki goriintiisti

Tablo 4-2: MMP-9 -1562 C/T genotip ve allel dagilimlari

GEN Deney (n=63) Kontrol (n=70)

n (%) n (%)

MMP-9 (-1562 C/T)

cC 0 (0) 0 (0)

CT 24 (38.1) 23 (329)
TT 39 (61.9) 47 (67.1)
C 24 (19.05) 23 (19.66)

T 102 (80.95) 94 (80.34)
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Sekil 4-2: Hasta ve kontrol gruplarinda C ve T alel frekanslar1 (p=0.326).

4.2. TIMP-2 Genotip ve Allel Dagilimina Ait Bulgular

TIMP-2 genotip ve allel dagilimi Hardy-Weinberg denklemine uyumluydu. 70
Kontrol hastasinin 5’1 (% 7.1) CC, 44’1 (%62.9) CG, 21’1 (%30) ise GG olarak
bulunmustur. Deney grubunda ise 4’1 (%6.4) CC, 52’si (%82.5) CG ve 7’si ise GG
olarak tespit edildi. Gruplardaki TIMP-2 -418 polimorfizmi genotipi ve alel dagilimlar
tablo 4-3’de gosterilmistir. Deney ve kontrol grubu arasinda TIMP-2 GG genotipi
acisinidan istatistiksel olarak anlamli bir fark tespit edilmistir (p= 0.024) (Sekil 4-4).
Bununla birlikte CC+CG genotipleri ile GG genotipleri agisindan deney ve kontrol
grubu karsilastirildiginda deney grubunda CC+CG genotiplerinin kontrol grubuna gore
daha fazla oldugu tespit edilmistir. (p=0.007) (Sekil 4-5). Sekil 4-3’de TIMP-2 gen

polimorfizminin %3’liik agaroz jeldeki goriiniimii verilmistir.



Marker GG GC GC GG GG GG GG GG GG GC

Sekil 4-3: TIMP-2 gen polimorfizminin %3’liik agaroz jeldeki goriinimii

Tablo 4-3: TIMP-2 -418 C/G genotip ve alel dagilimi

GEN

TIMP-2 (-418 G/C)
CC
CG
GG
C

G

Deney (n=63)

Kontrol (n=70)

n (%) n (%)

4 (64) 5 (7.1)
52 (82.5) 44 (62.9)
7 (11.1) 21 (30.0)
60 (47.62) 54 (38.57)
66 (52.38) 86 (61.43)

33
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10 -

cc GC GG

Sekil 4-4: TIMP-2 -418 genotip dagilima, * p=0.024.

60 7

50 -

40 -

10 A

CC+GC GG

m Deney

W Kontrol

Sekil 4-5: TIMP-2 -418 genotip dagilimu, * p=0.007.




35

5. TARTISMA

Varikdéz venler ve onun sonucu gelisen kronik vendz yetersizlik toplumda ¢ok
sik rastlanan ve hastalarin yasam kalitesini olduke¢a diisiiren bir durumdur. Kadinlarda
%25-32 erkeklerde ise %7-40 oraninda goziikmektedir. Kronik vendz yetmezlik sonucu
gelisen en kotii komplikasyonlardan biri olan vendz tilser olusumu prevelansi ise %0.3-
1’dir. Tedavisi ¢ok uzun solukludur ve saglik biitcesinin %1-3’li bu hastaligin tedavisi
icin harcanmaktadir (14). Varikdz ven gelisiminin sebebi tam olarak bilinmemekle
birlikte genetik yatkinligin 6nemli bir rol oynadig1 bilinmektedir. Varikdz veni olanlarin
%50’sinde aile Oykiisii saptanmistir ve bu hastalarda genetik yatkinlik sonucu damar
duvarinda ve kapakgik yapisinda zayiflik oldugu diistiniilmektedir (8). Varikdz venlerin
icerisindeki kan akiminda staz gelismektedir. Kan akimindaki staz iskemiye neden
olmakta ve bunun sonucunda da dokulara oksijen saglanmasi azalmaktadir. Sonugta
endotel hiicre aktivasyonu baglar, subendotel yapilarda belirgin degisiklikler gozlenir.
Bu degisiklikler; 16kosit infiltrasyonu, diiz kas hiicrelerinin proliferasyonu ve bu

hiicrelerdeki degisikliklerdir (53).

MMP-9 bir¢cok hiicrenin yanisira endotelyal hiicreler tarafindan da
salinmaktadir. Pro MMP-9 tersiyer ve sekonder polimorfoniikleer I6kositlerin
graniillerinde depo edilirler ve ufak bir aktivasyonda dahi ortaya cikabilirler (54).
Varik6z ven olusumunda rol oynadig: diisiiniilen kan stazinin énemli bir marker1 olarak

pro MMP-9 diizeyleri gosterilmektedir (55).

Ven duvar1 ECM ile ¢evrili bir endotelden olugmaktadir. ECM ise kollajen,
elastin, proteoglikanlar ve diiz kas hiicrelerinden olugmaktadir. Varikéz ven
olusumundaki bir diger molekiiler mekanizma elastin igerigindeki azalmadir (8,56).
Ancak kollajen hakkinda tam bir gortis birligi yoktur. Bazi ¢aligmalarda varikoz ven
duvarinda kollajen diizeyinin azaldigi, baz1 ¢alismalarda arttifi baz1 ¢alismalarda ise
degismedigi rapor edilmistir (57-59). Net kollajen miktar1 kollajen biyosentezi ve
MMPler tarafindan (kollajenazlar, jelatinazlar ve  stromelysinler) degredasyonu
arasindaki denge ile ilgilidir. Plazma ve vendz dokuda bakilan MMP-1, 2, 3, 9 ve 13
diizeyleri varikdz ven hastalarinda artmis olarak bulunmustur. Bu da MMP’lerin varik6z
ven olusumunda rol oynadigini diisiindiirmektedir (60,61). Tromboflebit gelisen varikoz

ven hastalarmin vendz duvarlarmin tiim histolojik kisimlarinda MMP’lerin fazlaca
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eksprese edildikleri ve aktivitelerinin arttig1 tespit edilmistir (61). Bu durum MMP’lerin
Ozellikle kronik hallerde daha c¢ok eksprese edildiklerini diisiindiirtse de tam bir

konsensus olugsmamastir.

TIMP’ler MMP’lerin  endojen  inhibitorleridir.  Endojen  TIMP’lerin
antianjiyogenik aktiviteleri bilinmektedir. TIMP-2 bFGF indiiklenmis endoteliyal hiicre
proliferasyonunu, TIMP-3 stimiile olmus endoteliyal hiicre migrasyonunu ve
proliferasyonunu, ve TIMP-4 bazal membranda endotel hiicre tiip olusumunu inhibe
etmektedir. Literatirde TIMP gen transferi ile TIMP overekspresyonunun MMP
aktivasyonunu azaltarak terapotik iyilesme sagladigi gosterilmistir. Ornek vermek
gerekirse; TIMP-1 gen transferi uygulandiginda tiimér biiylimesi ve anjiyogenez
Onlenmistir (62). Benzer sekilde TIMP-1 ve TIMP-2 gen transferi yapildiginda
aterosklerotik plak olusumunda gerileme tespit edilmistir. TIMP-2 makrofaj ve foam

hiicrelerinin migrasyon ve apoptozisini belirgin 6l¢iide inhibe etmistir (63).

Varik6z venlerde goriilen ECM birikiminden MMP ve TIMP aktivitelerindeki
dengesizlik sorumlu tutulmaktadir. Bu dengesizligin sebeplerinden biri olarak MMP ve
TIMP gen polimorfizmi diisliniilmektedir. Matriks metalloproteinaz genlerinde dogal
olarak olusan bazi polimorfizmlerin, transkripsiyon faktoriiniin baglanmasin
degistirereck MMP’larin promoter aktivitesini etkiledigi tespit edilmistir. Buradan yola
cikarak ¢alismamizda varikdz ven hastalarinda MMP-9 -1562 C/T ve TIMP-2 -418 G/C

polimorfizmleri ¢alisilmistir.

Calismamiz; 63 varis hastasi ve 70 saglikli  kontrol grubundan
olusturuldu.Varikoz ven olusumu sebebi acisindan MMP-9 1562 C/T ve TIMP-2 -418

G/C polimorfizmleri hasta ve kontrol gruplarinda incelendi.

MMP ve TIMP gen polimorfizmleri ¢ogunlukla kanser hastaliklarinda
calisilmigtir. MMP-9 1562 C/T polimorfizmi meme kanseri, gastrik kanser, renal hiicreli
karsinoma ve akciger kanseri hastalarinda ¢alisilmistir ancak bu caligmalarin
bircogunda bu gen polimorfizmi ve hastalik acgisindan bir iliski saptanamamistir (64-
67). Bunlarin disinda MMP-9 1562 C/T polimorfizmi abdominal aort anevrizmasi,
diyabetik retinopati, koroner arter hastaligi, kronik obstriiktif akciger hastaligi (KOAH)
gibi bir¢ok hastalikta da caligilmistir (68-71).

Calismamizda MMP-9 genotip ve alel dagilimlar1 deney ve kontrol grubu

arasinda farklilik gdstermedi. Literatiir taramasi yapildiginda varikdz ven ve buna bagh
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gelisen kronik venoz yetersizlik hakkinda yapilan genetik caligmalar arasinda MMP-9
gen polimorfizmi ile yapilmis ¢calismaya rastlamadik. Diger MMP ailesi tiyeleri ile ilgili
pubmedde tarama yapildiginda ise konu ile ilgili tek bir makaleye rastladik. Calismada
MMP-1 ve MMP-3 gen polimorfizmleri ve varikdz ven olusumu arasinda iligki

arastirilmis ancak herhangi bir anlamlilik tespit edilememistir (72).

TIMP-2 -418 G/C gen polimorfizmi ise endometriyozis ve adenomyozis, gastrik
kanser, kardiyak hastaliklar, periodontit, KOAH gibi hastaliklarda ¢alisgilmistir. Zhao ve
arkadaslar1 yaptiklar1 calismada endometriyozis ve adenomiyozis (69). Yand ve
arkadaslarinin yapmis oldugu bir calismada ise gastrik kanser ve TIMP-2 -418 G/C gen
polimorfizmi arasindaki iliski ¢alisiimis ve CC+CG genotipi tagiyanlarda gastrik kanser
gelisme oran1 GG gentipine sahip bireylere gore istatistiksel olarak anlamli derecede
yiiksek bulunmus (70). TIMP-2 -418 G/C gen polimorfizmi ve Qt uzamasi iligkisi
lizerine yapilan bir calismada ise C alel tasiyicilarinda bu ritm problemi daha fazla
yasanmaktadir olarak rapor edilmistir (71). Chen ve arkadaslarinin yaptig1 bir caligmada
ise agresif periodontitin C alel tasiyicilarinda daha fazla goriildiigii saptanmistir (73).
Yine KOAH hastalar1 {izerinde yapilan bir caligmada ise TIMP-2 -418 G/C gen

polimorfizminin 6nemli oldugu gosterilmistir (74).

Calismamizda TIMP-2 -418 G/C gen polimorfizmi ile varik6z ven olusumu
iligkisi incelendi. GG genotipi kontrol grubunda deney grubuna gore istatistiksel olarak
anlamli derecede fazla bulundu. Literatiire bakildiginda TIMP-2 gen polimorfizmleri ve
varis olusumunu aragtiran bir calismaya rastlamadik ancak bulgularimiz diger
caligmalarla uyumlu bulunmustur (70,71,73,74). Bu ¢alismalarda da C allel tasiyanlarda
hastalik goriilme riski daha fazla bulunmus ve GG genotipine sahip bireylerde hastalik

goriilme riski daha az tespit edilmistir.

Sonug olarak: Calismamizda, ilk defa varikdz ven olusumu ve MMP-9 -1562 C/T ve TIMP-
2 -418 G/C gen polimorfizm iligkisi analiz edildi. MMP-9 ile varis olusumu arasinda yakin
bir iligki olmasima karsin -1562 C/T polimorfizmi ile hastalik arasinda bir iligki tespit
edilemedi. MMP inhibitorii olan TIMP-2 gen polimorfizmi de varis hastalarinda ilk defa
calisildi. GG genotipi kontrol grubunda belirgin olarak artmis bulundu. Bu durum literatiir
ile uyumluluk gosterdi. Calismamizda CC+CG genotip goriilme siklig1 varis hastalarinda
kontrol grubuna gore anlamli derecede yiiksek bulundu. Bu durum C alel tasiyiciliginin

vendz yetmezlik ile iligkili oldugunu diisiindiirmektedir.
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Bulgularimizin, farkli genetik varyantlara gore ilaglarin gelistirilmesine ve hastaliklarin
tedavisine katkida bulunacagi inancindayiz. Hasta sayis1 fazla olan ve MMP ailesinin diger
iiyelerinin de ¢alisildig bir ¢alisma daha anlamli sonuglar elde edilmesine neden olabilir
ancak yine de ¢aligmamizin bir ilk olmasi ve TIMP-2 gen polimorfizmi ve varikdz ven

hastaliklar1 arasinda iliski saptanmasi diger calismalara 151k tutacaktir.
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Crosstabs

Case Processing Summary

46

Cases
Valid Missing Total
N Percent N Percent N Percent
HASTA * ailebyki 133 100,0% 0 ,0% 133 100,0%
HASTA * BMI 31 23,3% 102 76,7% 133 100,0%
HASTA * var00004 133 100,0% 0 ,0% 133 100,0%
HASTA * CYNSYYET 133 100,0% 0 ,0% 133 100,0%
HASTA * aileoyki
Crosstab
Count
ailedyki
,00 1,00 Total

HASTA KONTROL 61 9 70

HASTA 8 55 63
Total 69 64 133

Chi-Square Tests
Asymp. Sig. Exact Sig. | Exact Sig.
Value df (2-sided) (2-sided) (1-sided)

Pearson Chi-Square 73,608° 1 ,000
Continuity Correctior? 70,656 1 ,000
Likelihood Ratio 82,519 1 ,000
Fisher's Exact Test ,000 ,000
Linear-by-Linear
Association 73,055 1 ,000
N of Valid Cases 133

a. Computed only for a 2x2 table

b. 0 cells (,0%) have expected count less than 5. The minimum expected count is

30,32.
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Asymp.
Value Std. Errof’ Approx. T Approx. Sig.
Interval by Interval Pearson's R 744 ,058 12,742 ,000¢
Ordinal by Ordinal Spearman Correlation 744 ,058 12,742 ,000°¢
N of Valid Cases 133

a. Not assuming the null hypothesis.

b. Using the asymptotic standard error assuming the null hypothesis.

C. Based on normal approximation.

Chi-Square Tests

Value

Pearson Chi-Square
N of Valid Cases

31

a

a. No statistics are computed

because HASTA is a constant.

Symmetric Measures

Value
Interval by Interval Pearson's R 2
N of Valid Cases 31
a. No statistics are computed because
HASTA is a constant.
HASTA * SIGARA
Crosstab
Count
var00004
SYGARA
KULLAN SYGARA
_ MIYOR KULLANIYOR Total
HASTA KONTROL 59 11 70
HASTA 51 12 63
Total 110 23 133




Chi-Square Tests

Asymp. Sig. | Exact Sig. | Exact Sig.
Value df (2-sided) (2-sided) (1-sided)
Pearson Chi-Square ,258° 1 ,612
Continuity Correctior? ,077 1 , 781
Likelihood Ratio ,257 1 ,612
Fisher's Exact Test ,652 ,390
Associaon 256 ! 613
N of Valid Cases 133

a. Computed only for a 2x2 table

b. 0 cells (,0%) have expected count less than 5. The minimum expected count is

10,89.

Symmetric Measures

48

Asymp.
Value Std. Error® Approx. N Approx. Sig.
Interval by Interval Pearson's R ,044 ,087 ,504 ,615¢
Ordinal by Ordinal Spearman Correlation ,044 ,087 ,504 ,615°¢
N of Valid Cases 133
a. Not assuming the null hypothesis.
b. Using the asymptotic standard error assuming the null hypothesis.
C. Based on normal approximation.
HASTA * CINSIYET
Crosstab
Count
CYNSYYET
KADIN ERKEK Total
HASTA KONTROL 22 48 70
HASTA 34 29 63
Total 56 77 133
Chi-Square Tests
Asymp. Sig. | Exact Sig. | Exact Sig.
Value df (2-sided) (2-sided) (1-sided)
Pearson Chi-Square 6,010° 1 ,009
Continuity Correctior? 6,017 1 ,014
Likelihood Ratio 6,960 1 ,008
Fisher's Exact Test ,013 ,007
Linear-by-Linear
Association 6,859 1 009
N of Valid Cases 133

a. Computed only

for a 2x2 table

b. 0 cells (,0%) have expected count less than 5. The minimum expected count is

26,53.
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a. Computed only for a 2x2 table

b. 0 cells (,0%) have expected count less than 5. The minimum expected count is

22,26.

Asymp.
Value Std. Errof’ Approx. T Approx. Sig.
Interval by Interval Pearson's R -,228 ,085 -2,679 ,008¢
Ordinal by Ordinal Spearman Correlation -,228 ,085 -2,679 ,008¢
N of Valid Cases 133
a. Not assuming the null hypothesis.
b. Using the asymptotic standard error assuming the null hypothesis.
C. Based on normal approximation.
Crosstabs
Case Processing Summary
Cases
Valid Missing Total
N Percent N Percent N Percent
HASTA * MMP9 133 100,0% 0 ,0% 133 100,0%
HASTA * MMP9 Crosstabulation
Count
MMP9
_ CT TT Total
HASTA KONTROL 23 47 70
HASTA 24 39 63
Total a7 86 133
Chi-Square Tests
Asymp. Sig. | Exact Sig. | Exact Sig.
Value df (2-sided) (2-sided) (1-sided)
Pearson Chi-Square ,398° 1 ,528
Continuity Correctior? ,202 1 ,653
Likelihood Ratio ,398 1 ,528
Fisher's Exact Test ,588 ,326
Linear-by-Linear
Association 395 1 ,530
N of Valid Cases 133
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Asymp.
Value Std. Errof’ Approx. T Approx. Sig.
Interval by Interval Pearson's R -,055 ,087 -,627 ,532¢
Ordinal by Ordinal Spearman Correlation -,055 ,087 -,627 ,532¢
N of Valid Cases 133
a. Not assuming the null hypothesis.
b. Using the asymptotic standard error assuming the null hypothesis.
C. Based on normal approximation.
Crosstabs
Case Processing Summary
Cases
Valid Missing Total
N Percent N Percent N Percent
HASTA * TIMP2 133 100,0% 0 ,0% 133 100,0%
HASTA * TIMP2 Crosstabulation
Count
TIMP2
CcC GC GG Total
HASTA KONTROL 5 44 21 70
HASTA 4 52 7 63
Total 9 96 28 133
Chi-Square Tests
Asymp. Sig.
Value df (2-sided)
Pearson Chi-Square 7,430% 2 ,024
Likelihood Ratio 7,736 2 ,021
Linear-by-Linear
Association 4,180 1 041
N of Valid Cases 133

a. 2 cells (33,3%) have expected count less than 5. The
minimum expected count is 4,26.
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Symmetric Measures

Asymp.
Value Std. Error’ Approx. T Approx. Sig.
Interval by Interval Pearson's R -,178 ,083 -2,070 ,040¢
Ordinal by Ordinal Spearman Correlation -,187 ,083 -2,184 ,031°¢
N of Valid Cases 133

a. Not assuming the null hypothesis.
b. Using the asymptotic standard error assuming the null hypothesis.

C. Based on normal approximation.

Crosstabs
Case Processing Summary
Cases
Valid Missing Total
N Percent N Percent N Percent
HASTA * var00001 133 100,0% 0 ,0% 133 100,0%
HASTA * TIMP-2 KOD Crosstabulation
Count
TIMP-2 KOD
_ cc+gc GG Total
HASTA KONTROL 49 21 70
HASTA 56 7 63
Total 105 28 133
Chi-Square Tests
Asymp. Sig. | Exact Sig. | Exact Sig.
Value df (2-sided) (2-sided) (1-sided)
Pearson Chi-Square 7,118 1 ,008
Continuity Correctior? 6,027 1 ,014
Likelihood Ratio 7,424 1 ,006
Fisher's Exact Test ,010 ,006
Linear-by-Linear
Association 7,064 1 008
N of Valid Cases 133

a. Computed only for a 2x2 table

b. 0 cells (,0%) have expected count less than 5. The minimum expected count is
13,26.
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Asymp.
Value Std. Error’ Approx. T Approx. Sig.
Interval by Interval Pearson's R -,231 ,079 -2,722 ,007¢
Ordinal by Ordinal Spearman Correlation -,231 ,079 -2,722 ,007°¢
N of Valid Cases 133

a. Not assuming the null hypothesis.

b. Using the asymptotic standard error assuming the null hypothesis.

C. Based on normal approximation.



FORMLAR

HASTA FORMU

Form No:
Adi1 Soyadi :
Yas :
Cinsiyet :
Boy:

Kilo:

Telefon no:

Oykii:

Ozgecmis:
Bacaklarda varis olusma zamani (ay):
Sigara tiiketimi (siire, miktar)
Ilag¢ kullanimi
Kardiyovaskiiler hastaliklar
Diabetes Mellitus
Hipertansiyon

Hiperlipidemi

Diger

Soy gec¢cmisi:

Ailede varis oykiisii var/yok

Diger

Tarih :
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ETiK KURUL KARARI

iISTANBUL TIP FAKULTESI
YEREL ETiK KURUL TUTANAGI

20/06/2007
Behget Kiitiiphanesi Etik Kurul Toplanti Salonu

Toplanti Tarihi :
Toplant: Yeri
Toplanti Sayis1 : 6

Sorumlu Aragtincthgim Universitemiz Deneysel Tip Arastirma Enstitiisi Ogretim
Uyesi Prof.Dr.Turgay iSBiR'in  Ustlendi§i Uzm.Dr.Atike TEKELI'nin yiriitecegi
2007/1297 dosya no.'lu "Varikbz Ven Hastalarinda MMP-8 ve TIMP-2 Gen
Polimorfizmlerinin  Aragtinlmas!” basliklh ¢alisma, Kurulumuzda incelendi etik
yénden bir sakinca tasimadidi goriild, uygulamaya konulabilecegine karar verildi.

-Proje Yuritlicisii veya Sorumlu Arasticisi PhD sahibi olan tibbi ve saglikla ilgili
(epidemiyolojik olanlar dahil) hertiirlti galismada mutlaka yardimei arastirici olarak bir
uzman klinikgi olmali ve bu ilgili uzmanin galismanin (projenin) klinik kismindan
veya insanla ilgili kismindan sorumlu oldugu etik kurul bagvurusunda belirilmelidir.

Prof.Dr. Zafer AR|
Etik Kurul Baskani ( Dek
Prof.Dr. A.Yagiz URESIN
Farmakoloji ve Kii.F. A.D

Prof.Dr. Pinar SAIiP
1.0. Onkoloji Enstitiisti

Prof.Dr. Ahmet GUL.
I¢ Hast. A.D, Romatoloji
Prof.Dr. Berrin UMMA
Kardiyoloji A.D.
Prof.Dr. Cahide GOKKUSU
Biokimya A.D
Prof.Dr. Kamil PEMBECI
Anesteziyoloji A.D.
Prof.Dr. Seving EMRE
Cocuk Sad. Ve Hast. AD
Prof.Dr. Nuran YILDIRIM
Deontoloji ve Tip Tarihi A.D.
Prof.Dr. Oguzhan COBAN

Ndéroloji A.@%

Prof.Dr. Umit TURKOGLU
Biokimya A.D

Prof.Dr. Cicek BAYINDI
Patoloji A.D., NoropatolojiRg.D
Prof.Dr. Yesim ERBIL

Genel Cerrahi A.D.

Prof.Dr. Nese COLAK

ic Hast.A.D. End. Ve Metabolizma Hast. B.D ~

Prof.Dr. Nurhan ENGINAR
Farmakoloji ve KIi.F. A.D
Fatma Ceyda DONMEZER
Sivil Toplum Orgiiti Uyesi

Lot
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MARMARA UNIVERSITESI TIP FAKULTESI
ARASTIRMA ETIK KURULU

Sayi : B.30.2.MAR.0.01.02/AEK/ JF2

Konu :
08.06.2007

Saym Dog. Dr. Selim ISBIR

MAR-YC-2007- 0152 protokol nolu “Varikéz ven hastalarinda MMP-9 ve
TIMP-2 gen polimorfizmlerinin aragtirilmasi “ isimli projeniz Fakiiltemiz Aragtirma Etik
Kurulu tarafindan incelenerek onaylanmusgtir.

1 DIRESKENELI
itesi T1ip Fakiiltesi
Bagkam
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OZGECMIS
Kisisel Bilgiler
Adi Atike Soyadi Tekeli Kunt
Dog.Yeri |Usak Dog.Tar. 06.12.1974
Uyrugu T.C. TC Kim No [55609578948
Email atikemd@gmail.com Tel 0532746 78 69

Egitim Diizeyi
Mezun Oldugu Kurumun Adi Mez. Yili
Doktora
Yiik Lis. %%@;fstaUgixrﬁ;;iliisi Tip Fakiiltesi Kalp Damar Cerrahisil, o,
Lisans Marmara Universitesi Tip Fakiiltesi 1998
Lise Usak Anadolu Lisesi 1992

Is Deneyimi (Sondan gecmise dogru siralayin)

Gorevi

Kurum

Siire (Y1l - Y1l)

1. Uzman Doktor

Ozel Bahgelievler Medicana Hastanesi

2007-

2. Uzman Doktor

Ozel Academic Hospital

2005-2007
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Yabanca |Okudugunu KPDS/UDS (Diger)
o Konusma* |Yazma*

Dilleri Anlama* Puam Puani
Ingilizce |Cok iyi Cok iyi Cok iyi 95
*Cok 1yi, iyi, orta, zayif olarak degerlendirin

Sayisal Esit Agirhk Sozel
LES Puam
(Diger) Puam

Bilgisayar Bilgisi

Program

Kullanma becerisi

Windows office programlari

iyi

Yaynlary/Tebligleri Sertifikalari/Odiilleri

Ozel Ilgi Alanlar1 (Hobileri): Sinema, tiyatro miizik






