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Onsoz

Kalp yetmezligi, diger kardiyovaskiiler hastaliklarin takip ettigi klinik bir sendrom
olarak onemli bir saglik problemidir. Karmasik patofizyolojisinden dolay1 tan1 ve
tedavisi olduk¢a zor bir hastaliktir. Bu calismada kalp yetmezligi tanis1 konulan,
korunmus ve diisiik ejeksiyon fraksiyonlu kalp yetmezligi olmak iizere iki farkli klinik
sendroma sahip hasta grubunda izoproterenol {izerinden beta adrenerjik reseptor
yanitlar, MMP-2 ve MMP-9 ekspresyonlar1 ile matriks metalloproteinazlarin
(MMP’lerin) doku tipi inhibitorleri olan TIMP-2 ekspresyonlar1 arastirilmastir.
Calismamin her asamasinda her konuda bana destek olan, sevgili danigman hocam
Prof. Dr. Zeliha KERRY ’e ve destek ve bilimsel katkilar1 i¢in Farmakoloji Anabilim

Dali 6gretim iiyesi Dog. Dr. Gonen Ozsarlak Sozer’e tesekkiir ederim.

[zmir, 4.02.2020 Meltem SEZEN



Ozet

Diisiik Ve Korunmus Ejeksiyon Fraksiyonlu Koroner Arter Hastahig1 Olan
Hastalarin Sag Atriyum Dokularinda Kontraktil Aktivite, Beta Reseptor

Yamitlar ve Matriks Metalloproteinaz Enzim Aktivitesinin Incelenmesi

Amac¢: Calismamizin amaci, kalp sag atriyum uzantilarindaki beta reseptorler
iizerinden gelisen fonksiyonel yanitlarin izoproterenol ile degerlendirilmesi ve MMP-
2, MMP-9 ve doku tipi MMP inhibitorlerinin (TIMP) diisiik ve korunmus ejeksiyon

fraksiyonlu kalp yetmezliginin patolojisindeki rollerini arastirmaktir.

Metot: Bu calismada Tyrode ¢ozeltisi iceren %95 O2 ve %5 CO, gaz karigimi ile
gazlandirilan organ banyolarinda 30 dakika dinlendirilen insan sag atriyumlarindan
izole edilen preparatlar, paralel platin elektrodlarla 0,5 Hz frekansta, 30-40 V esikte 5
milisaniye siire ile uyarilarak stabilize edildi. Dinlendirilen trabekiillerde izoproterenol
konsantrasyon yanit egrileri alindi. Ayrica MMP-2, MMP-9 ve doku tipi MMP
inhibitorleri olan TIMP-2 protein diizeylerini saptamak amaciyla MMP-2 ve MMP-9
icin jelatin zimografi; TIMP-2 i¢in western blotting deneyleri yapildi.

Bulgular: Izole organ banyosu deneyi sonuglarma gore izoproterenole verilen
kontraktil yanit diisiik ejeksiyon fraksiyonlu kalp yetmezligi olan hasta (KYdEF) hasta
grubunda, korunmus ejeksiyon fraksiyonlu kalp yetmezligi olan hasta (KYKEF)
grubuna ait trabekiillere gore istatistiksel olarak anlamli bir sekilde artmustir. Diger
yandan jelatin zimografi yontemiyle tespit edilen proMMP-2 ekspresyonu ve western
blot yontemi ile tespit edilen TIMP-2 ekspresyonu KYKEF’de KYdEF’ye gore
istatistiksel olarak anlamli 6lgiide daha fazladir. MMP-9 ekspresyonunda iki grup

arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark bulunmamustir.

Sonu¢: Korunmus ejeksiyon fraksiyonlu kalp yetmezligi grubunda izoproterenole
verilen kontraktil yanitin diisiik ejeksiyon fraksiyonlu kalp yetmezligi grubuna oranla
daha az olmasi, remodeling sirasinda ekspresyonu artan MMP-2’lerin kontraktil
fonksiyonu bozmasmdan kaynaklanabilir. Ayni1 zamanda artan TIMP-2 aktivitesi,
MMP-2’nin artiginin bir sonucu olabilir. MMP-2"nin doku tipi inhibitorii olan TIMP-

2, kardiyovaskiiler hastaliklarin tedavisinde potansiyel bir ilag hedefi olabilir.

Anahtar Kelimeler; Kalp Yetmezligi; Ejeksiyon Fraksiyonu; MMP-2; MMP-9;
TIMP-2



Abstract

Study Of Contractile Activity, B-Receptor Response And
Matrixmetalloproteinase Enzyme Activity In Right Atria From Heart Failure
Patients With Preserved And Reduced Ejection Fraction
Objectives: The purpose of our study wasto evaluate the functional responses
developed via beta receptors in the right atrium appendages of the heart with
isoproterenol and to investigate the roles of MMP-2, MMP-9 and tissue type MMP
inhibitors in the pathology of heart failure with reduced and preserved ejection

fraction.

Methods: In this study, preparations rested for 30 minutes in organ baths gassed with 95%
02 and 5% CO2 gas mixture containing Tyrode solution were stabilized with parallel
platinum electrodes at 0.5 Hz frequency and 30-40 V threshold for 5
milliseconds.Isoproterenol concentration-response curves were costracted in rested
trabeculae. In addition, gelatin zimography was performed for MMP-2 and MMP-9 and
Western blot experiments for TIMP-2 in order to determine the levels of TIMP-2 proteins,
which are MMP-2, MMP-9 and tissue type MMP inhibitors.

Results: According to the results of the isolated organ bath experiment, contractile
response to isoproterenol was significantly increased in the group of patients with reduced
ejection fraction heart failure (HFrEF) compared to the trabeculae of the group of patients
with preserved ejection fraction heart failure (HFpEF). On the other hand, proMMP-2
expression detected by gelatin zimography method and TIMP-2 expression detected by
western blot method are significantly higher in HFrEF than HFpEF. There was no
statistically significant difference between the two groups in MMP-9 expression.
Conclusions: In heart failure with preserved ejection fraction, the response to
isoproterenol is lower than in heart failure with reduced ejection fraction, which may be
the result of increased MMP-2 activity during remodeling. At the same time increased
TIMP-2 activity may be a result of the increase of MMP-2. In terms of its ability to inhibit

MMP-2, TIMP-2 may be a potential drug target for treatment in cardiovascular diseases.

Keywords; Heart Failure; Ejection Fraction; MMP-2; MMP-9; TIMP-2
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Giris

Tiim diinyada oldugu gibi Tiirkiye’de de kardiyovaskiiler sistem hastaliklar1 6nemli
bir saglik problemidir. Tiirkiye Istatistik Kurumu 2018 yilna iliskin 6liim sebebi
istatistiklerine gore 6liimlerin %38.4 line dolasim sistemi hastaliklari sebep olmaktadir
(TUIK, 2018). Kalp yetmezligi (KY) hastalarinda ani 6liim ve kardiyovaskiiler
rahatsizliklar ¢ok sik goriiliir. KY koroner arter hastaligi, hipertansiyon ve miyokard
hasar1 gibi diger kardiyovaskiiler hastaliklarin takip ettigi bir sendromdur. Kalp
yetmezliginin diisiik ejeksiyon fraksiyonlu (EF<40%) kalp yetmezligi (KYdEF) ve
korunmus ejeksiyon fraksiyonlu (EF>40) kalp yetmezligi (KYKEF) olmak iizere iki
farkl tipi s6z konusudur. Her iki tipin tedavi yontemleri ve patofizyolojileri farklidir.
KYKEF’de komorbiditeler daha etkiliyken, KYdEF kardiyomiyositlerin fonksiyonel
durumunun degismesi sonucu gelisir. Insan kalbi temel olarak kontraktil fonskiyonu
saglayan Bl-adrenerjik reseptorleri (B1-AR) ve insan kalbindeki fonksiyonlar1 hala
tartigmali bir konu olan B3-adrenerjik reseptorleri (B3-AR) eksprese eder. Sentetik bir
B adrenerjik agonist olan Izoproterenol (ISOP), kardiyak hiicrelerde pozitif inotropik
etki ile kalbin kontraktilitesini artirir (Fan, Meng, & Guo, 2019). Kalbin kontraktil
fonksiyonunun bozulmasina neden olan mekanizmalarin hem diisiik ejeksiyon
fraksiyonlu kalp yetmezligi (KYdEF) hem de korunmus ejeksiyon fraksiyonlu kalp
yetmezligi (KYKEF) olan hastalarda aydmlatilmasi son derece 6nemlidir. S6z konusu
iki tiir kalp yetmezliginde beta reseptorleri hedef alan tedavilerde farkli cevaplar
alinmasina dayanarak insan atriyum trabekiillerinin izoproterenol ile 6lgiilen kalp
kontraktilitesi, KYdJEF ve KYKEF hasta gruplari arasinda farklilik gosterebilir (Iwano
& Little, 2013). KYdEF ve KYKEF’de B-AR agonisti izoproterenoliin etkisi

arastirmamizin sorusunu olusturmaktadir.

Ekstraselliiler matriksin sentez ve yikimindaki dengesizlik ve miyokard hasarinin
gelisim siirecinde proteolitik enzimler olan matriks metalloproteinazlar (MMP) rol
alir. MMP’ler ekstraselliiler matriks (ESM) ile bazal membran komponentlerini
parcalayan ve aktif bolgesinde ¢inko bulunan, kalsiyuma bagimli enzimlerdir
(O.Zitka, 2010). Ozellikle kalp kas1 hiicrelerinde spesifik hiicre igi proteinleri hidroliz
eden ve boylece kontraktil fonksiyonunu azaltabilen MMP-2 ve MMP-9, koroner arter
hastaliginda (KAH) proteolitik biyobelirteg olarak diisiiniilmektedir (Inoue vd., 2001,

0.Zitka, 2010). S6z konusu iki tip KY’de MMP-2 ve MMP-9 ile bu enzimlerin doku
1



tipi inhibitori olan TIMP-2"nin protein ekspresyon diizeyleri aragtirmamizin bir diger

sorusudur.

Bu calismanin amacini, Ege Universitesi Tip Fakiiltesi Kalp ve Damar Cerrahisi
Anabilim Dali’nda kardiyopulmoner bypass ameliyatina giren hastalardan (Grup I:
Diistik ejeksiyon fraksiyonlu kalp yetmezligi (KYdEF) olan hastalar; Grup II:
Korunmus ejeksiyon fraksiyonlu kalp yetmezligi (KYKEF) olan hasta gruplari) elde

edilen sag atriyum trabekiillerinde;

a. Beta 1 reseptorler lizerinden gelisen fonksiyonel yanitlarin izoproterenol ile
degerlendirilmesi,
b. MMP-2 ve MMP-9 ve doku tipi MMP inhibitérlerinin (TIMP-2) bu iki farkli

kalp yetmezliginin patolojisindeki rollerinin arastirilmasi olusturmaktadir.



Genel Bilgiler

1.1. Kalp Yetmezligi

Kalbin temel gérevi dokularin ihtiyag duydugu komponentleri tagiyan kani pompalayarak
organizmada kan sirkiilasyonunu saglamaktir. Hastaneye yatis ve dliimlerin 6nde gelen
nedenlerinden olan kalp yetmezligi, kalbin sistolik veya diyastolik fonksiyonlarmdaki
yasa bagl degisikliklerden kaynakli dokularin metabolik talepleri igin yeterli organ
perflizyonunu saglayamadiginda ya da bunu sadece yliksek dolum basinglariyla
saglayabildiginde ortaya ¢ikan klinik bir sendromdur (de Lucia, Eguchi, & Koch,
2018; Reddy & Borlaug, 2016). Avrupa Kardiyoloji Dernegi (ESC)’ne gore kalp
yetmezligi, normal dolum basinglarina ragmen, kalbin yeterli perfiizyonu
saglayamamasina yol agan, kardiyak yapisal ve islevsel bozukluktur. KY, koroner
arter hastaliklar;, miyokard infarktiisii (MI), hipertansiyon, kardiyomiyopatiler,
valviiler bozukluklar, konjenital kalp hastaliklari, ritim anormallikleri gibi ¢cok sayida
kardiyovaskiiler hastaliklarin ileri asamalarinda goriilen bir durumdur (lyngkaran vd.,
2018). KY tasityan hastalarda goriilen bulgular, dispne, pulmoner édem, akcigerde
Krepitasyon, artmus jligiiler ven basincidir (Tokg6zoglu & Yilmaz, 2019).

Saghkl Kalp — Kalp Yetmezligi — ileri Evre Kalp Yetmezligi

Olasi

miidahale wardiyak Rep,
0,

¢ %y
(\o“trakt:/ D"S/o,, &S
£5, N

/\ AP Doty
ATP Destegi ATP Talebi 4 \
Man 4
n
\A/ 3

Gegerli
Miidahale X RSN %o

Olasi
Terapdtik
miidahale

Kalbin islevsel fonksiyonlarindaki aksaklik ve enerji talebi ile arzi arasindaki dengesizlik kalp

Sekil 1. Kalbin Fonksiyonel Dengesi
yetmezliginin gelismesini saglar (Zhou & Tian, 2018).
1.1.1. Kalp Yetmezligi Epidemiyolojisi
Kalp yetmezligi sendromu diinyada yaklasik 23 milyon kisiyi etkilemektedir

(Chaudhry & Stewart, 2016). Amerikan Kalp Birligi (American Heart Association)

2012°den 2030 yilina kadar yaklasik %46’lik bir artig beklendigini belirtmektedir.
3



Tiirkiye’de yapilan HAPPY calismasina gore iilkemizde 2 milyonun iizerinde KY
hastas1 bulunmaktadir. KY belirtilerinin tanisal degerinin smirli olmast taninin
koyulmasini zorlastirdigi i¢in Tiirkiye’de tanist koyulmamis KY goriilme siklig1 %4,8’
dir (Tokgdzoglu & Yilmaz, 2019).

1.1.2. Ejeksiyon Fraksiyonu (EF)

Ekokardiyogram, Kalp Yetmezligi tanis1 konuldugunda yapilan ilk testtir. KY
semptomlar1 olan bir hastada ejeksiyon fraksiyonu, sol ventrikiildeki sistolik veya
diyastolik fonksiyon sonucu ventrikiil bosalmasinin son hacminin yiizdesini esas
alarak kardiyak fonksiyon bozuklugunun objektif bir sekilde belgelenmesini aglar
(lwano & Little, 2013). Saglikli insan kalbinde yapilan ekokardiyogram sonucunda
goriilen EF %50-70 arasindadir. KY bulunan bir hastada normal Sol Ventrikiil EF
(EF>% 40-50) goriilityorsa Korunmus EF’li Kalp Yetmezligi (KYKEF) tanist konur.
Bunun yaninda Disiik EF’li KY (KYdEF)’de EF degeri %40’tan kiigliktiir (Reddy &
Borlaug, 2016).

1.1.2.1. Korunmus Ejeksiyon Fraksiyonlu Kalp Yetmezligi (KYKEF)

Kalp yetmezligi tanis1 konulan hastalarinyaklasik yarisinda KYKEF goriiliir. Yaslilik,
kadin cinsiyet, obezite, hipertansiyon, diyabetis mellitus, koroner arter hastaligi ve
atriyal fibrilasyon gibi hastaliklar KYKEF nin risk faktorleri arasinda yer alir (Chou
vd., 2016; Gazewood & Turner, 2017; Maclver, 2012). Diyastolik disfonksiyon, daha
yiiksek atriyal basing ve daha sonra sol ventrikiil normal dolumunu korumak i¢in etkin
atriyal kasilma ihtiyaciin artmasi sonucu atriyal fibrilasyon (AF) yayilir (O’Neal vd.,
2017). Artan kalp yiikii ve atriyal fibrilasyon sonucu artan diyastolik disfonksiyon ile
sol ventrikiill dolum basinglarinin artis1 sonucu olusan adaptif cevap, ilerleyen
donemlerde KYKEF olusumuna neden olur (John R.Giudicessi, BA.Michael
J.Ackerman., 2008). Asemptomatik disfonksiyondan KYKEF’ye ilerlemede sistemik
inflamasyon, hipertrofi, diyastolik disfonksiyon, atriyal remodeling, periferik vaskiiler
direng, epitel disfonksiyonu, artmis pulmoner arter ve vendz direng gibi bircok
patofizyolojik etki mevcuttur (Reddy & Borlaug, 2016). KYKEF tanisinin 6zgiilligiinii
gelistirmek icin, klinik tanmin istirahat veya egzersiz sirasinda kardiyak fonksiyon
bozuklugunun spesifik biyobelirteglerin 6l¢timii gibi objektif testlerle desteklenmesi
gerekir (Ponikowski vd., 2016). BNP’nin (NT-proBNP) serum olgiimlerinde,

natriliretik peptid seviyeleri KYKEF'de KYdEF'den daha diisiik olmasi ile KYKEF'li
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hastalarm klinik degerlendirmesinde gii¢lii yardimer araglardir (Reddy & Borlaug,
2016).

KYKEF Tanisi

HastadaKY
Belirtileri

{

S3 kalp sesi. juguler vendz distansiyon Evet
veya yerinden apikal impuls

Hayir
| Ayak bilegi 6demi veya MI I Evet

Hayir
X Y

Evet

| Framingham kriterleri pozitif Ii
\L Hayw

| BNPveyaNT pro-BNP |

Evet

BNP=>35pgpermL yada _ Evet | Diizenli
NT pro-BNP =125 pg permL Ekokardiyografi

Hayir

Olas1 Kalp Yetmezligi |

Sekil 2. KYKEF Tam Semasi

(Gazewood & Turner, 2017)

1.1.2.2. Diisiik Ejeksiyon Fraksiyonlu Kalp Yetmezligi (KYdEF)

Diisiik ejeksiyon fraksiyonlu kalp yetmezliginde, korunmus ejeksiyon fraksiyonlu kalp
yetmezliginin aksine sol ventrikiil duvar kalinlig1 azalmis, miyofibriler yogunluk
artmigtir. Hipertrofi sonucu miyokardiyal sistolik gerginlikteki azalma ile ventrikiiliin
dekompanse islevi bozularak ejeksiyon fraksiyonu dismiistiir (Reddy & Borlaug,
2016).



Sekil 3. KYKEF ve KYdEF'de Atriyum ve Ventrikiil Yapilar:
KYdEF ventrikiiler

dilatasyon (yiiksek odacik yarigapu, r), odacik yarigapina gore diisiik duvar kalinligi (h) ve yiiksek dolum
basinci sonucu duvar stresini arttirir. KYKEF’de ise normal odacik boyutu, daha yiiksek duvar kalinligi

(h) mevcuttur (Reddy & Borlaug, 2016).

1.2. Trabekiillerin Olusmasi

Trabekiiller, kalbin i¢ duvarlarindaki intrakardiyak hemodinamikteki degisikliklere
duyarl kas demetleridir. Endokardiyumdaki kayma gerilimi ve kalp duvar1 tizerindeki
stresin artmasi1 gibi hemodinamik degisiklikler ile normal trabekiilasyon olusumunda
hatalar gelisir ve mekanik kuvvet dagilimi degistikge saglikli kardiyogenezden
sapmalar goriiliir, zamanla kusurlu trabekiilasyon biiyiir (Battista, Lane, Liu, & Miller,
2018).

Sekil 4. Sag Atriyumdan Alnan Ornek Trabekiil

Kalp, asir1 mekanik yiiklenmeye adapte olabilmek i¢in miyofibril proteinlerinin
sentezini artirtp degradasyonunu diisiirerek hipertrofiye yol acan siireglerle
kardiyomiyositlerin fonksiyonel durumunu degistirir (Lampert vd., 2007). Yapilan

caligmalarda miyozin agir zincirinin sentezindeki artiglara dayanarak biiyliyen kalpteki
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hipertrofinin, protein sentez ve degredasyonundaki dengesizlikten kaynaklandigi

gosterilmistir (Magid, Borer, Young, Wallerson, & DeMonteiro, 1993).
1.3. Matriks Metalloproteinazlar

Aktif bolgesinde ¢inko bulunan kalsiyuma bagimli proteolitik enzimler olarak
tanimlanan Matriks Metalloproteinazler (MMP), ektraselliiler matriks (ESM) ve bazal
membran komponentlerini pargalayarak ESM yikim ve sentezi arasindaki dengenin
bozulmasina neden olurlar (Nalawansha, Dhanusha A. Pflum, 2017). Endopeptidaz
ozellikleriyle fizyolojik ve patolojik siirecte 6nemli fonksiyonlara sahiplerdir (Lafleur,
Handsley, & Edwards, 2003). MMP’ler basta normal gelisimsel siire¢ olmak iizere,
doku yeniden yapilanmasi, anjiyojenez, ateroskleroz gibi siireclerde rol oynarken
MMP aktivasyonu normal fizyolojik sartlarda metalloproteinazlarin doku tipi
inhibit6ri olan TIMP’ler ile regiile edilir (Visse & Nagase, 2003).

Sekans benzerligi, substrat 6zgiinliigii ve domain igerigine gore;

1- Kollajenazlar (MMP-1, -8, -13)

2- Jelatinazlar (MMP-2 ve -9)

3- Stromelizinler (MMP-3, -10 ve -11)

4- Membran-tip MMP’ler (MMP-14, -15, -16, -17, -24 ve -25)

5- Matrilizinler (MMP-7 ve -26)

6- Makrofaj elastaz (MMP-12)7)

Diger MMP’ler (MMP-19, -21, -23, -27 ve -28) (Castro, Kandasamy, Youssef, &
Schulz, 2011).

MMP’lerin domain yapilar1 incelendiginde, tiim MMP’lerin sekresyonu i¢in 6nemli
olan bir sinyal peptidi, regiilasyonu i¢in 6nemli olanbir propeptit ve bir N terminal
katalitik domaini igerdigi goriilir. Ayrica MMP’lerin ¢ogunlugunda bir C-terminal
hemopeksin domaini bulunmaktadir. Propeptitte bulunan sistein kalintisi, aktif
bolgede bulunan Zn?* atomuna baglanarak proteolitik aktiviteyi inhibe eder, propeptit
parcalandiginda etkilesim sona erer ve enzim aktiflenir (Visse & Nagase, 2003). C
terminal domaini ise substratin baglanmasindan ve TIMP’ler ile etkilesimden
sorumludur (Becker vd., 1995).

1.3.1. Jelatinazlar

Jelatinazlar smifinin tyeleri olan MMP-2 ve MMP-9, kardiyovaskiiler hiicrelerde

spesifik hiicre i¢i proteinleri hidroliz edebilen bir proteaz olmasi sebebiyle akut
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miyokard enfarktiisine yol agan aterosklerotik kardiyovaskiiler hastaliklarin
patogenezinde ve kardiyovaskiiler sistem hastalarinin sol ventrikiil disfonksiyonunda
proteolitik bir biyobelirte¢ olarak 6nemli bir role sahiptir (Castro vd., 2011; Inoue vd.,
2001; Nalawansha, Dhanusha A. Pflum, 2017). Zhao ve arkadaslar1, KY hastalarinda
MMP-2 ekspresyonunun kontrollere kiyasla 4 kat arttigin1 gostermislerdir (Zhao vd.,
2014).

fibronektin tip Il benzeri tekrar

—— mentese bdlgesi

'
pre ro

MMP-2,9

katalitik domain  hemopeksin benzeri
domain

Sekil 5. MMP Yapilarimin Serit Diyagram ve Molekiiler Yapisi

A) prommp-2-TIMP-2 kompleksi B) turuncu, propeptit; C) yesil, katalitik alan; D) pembe, fibronektin
alanlar1; E) kirmizi, hemopeksin alani; ve mavi, TIMP-2’yi gosterir. Pembe noktalar ¢inko, gri noktalar
kalsiyum atomlaridir (Reel, 2006; Visse & Nagase, 2003).

Tablo 1.Jelatinazlar ve Substratlar:

MMP Temel Adi ESM Substrati ESM-Dis1 Substrati
MMP-2  Jelatinaz - A Kollajenler (1, 1V, V, VII, X, XI, IL-1b, al-PI,
XIV), jelatin, elastin, MMP-1, MMP-9,
fibronektin, laminin-1, laminin- MMP-13

5, galektin-3, agrekan, dekorin,
osteonektin proteoglikan
bagliprotein
MMP-9  Jelatinaz - B = Kollajenler (1V, V, VII, X, al-Pl, IL-1B,
X1V), jelatin, elastin, galektin-3, plazminojen
agrekan, fibronektin,
proteoglikan bagl protein,
entaktin, osteonektin

Kardiyomiyositler, reaktif oksijen tiirlerini igeren mekanizmlar, enflamatuar
sitokinler, Pro-MMP-2’yi aktif MMP-2 haline getirebilir (Dollery & Libby, 2006;
Lindsey vd., 2005). Aktif MMP-2'nin, vaskiiler diiz kas hiicrelerinin medya tabakasina

migrasyonu ve diiz kas hiicre proliferasyonunu stimiile ederek olusumuna sebep
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oldugu aterosklerotik lezyonlar ile vaskiiler diiz kas fonksiyonundaki bozulmalar
sonucu ilerleyen donemde olusacak MI’de 6nemli role sahiptir (Visse & Nagase,
2003).

TIMP-2, 6zellikle MMP-1, MMP-2 ve MMP-9 aktivitesini azaltmaktadir. Genetik
miidahale yoluyla MMP ve TIMP-2 dengesinin degistirilmesi ESM proteolizi ile
birlikte hiicrenin ESM’ye tutunmasini ve matriks bilesenleri vasitasiyla hiicrenin

hareketini de diizenlemektedir (Slawomir M. Wojtowicz-Praga, 2006).

Yuksek TIMP-2 Konsantrasyonlari : I Dustik TIMP-2 Konsantrasyonlari I

? Qbisyon 5
e

MMP-2 '

Sekil 6. MT-MMP ve TIMP-2 Tarafindan proMMP-2 Aktivasyon Modeli

Membran tizerindeki aktif MT1-MMP (MT-1), plasmin tarafindan aktive edildiginde aktivitesini inhibe
eden bir TIMP-2 (T-2) molekiiliinii baglar. MT1-MMP, hemopeksin alanlarinin etkilesimi yoluyla
hiicre ylizeyinde dimerler veya multimerler olusturabilir. ProMMP - 2 daha sonra TIMP-2'nin C-
terminal alanina hemopeksin alani tizerinden baglanir. Dimerlesme gergeklestiginde MMP-2 (M-2)

membrandan ayrigir ve tamamen aktive edilir (Janel & Noll, 2013; Visse & Nagase, 2003).

Yakin zamanda yapilan bir ¢alismada kalp yetmezligi olan tiim hastalarda ejeksiyon
fraksiyonu ve MMP-2 diizeyleri arasindaki pozitif korelasyon goriilmiistiir (Kobusiak-
Prokopowicz & Krzysztofik, 2018). Rouet-Benzineb ve arkadaslarmim yaptigi bir
calismada ise hem plazmada hem de kardiyomiyositlerde MMP-2 diizeylerinin anlaml
derecede arttigr goriilmiistir (Rouet-Benzineb vd., 1999). MMP-2 seviyelerinin

artmasi ekstraseliiler matriks parcalanmasi proteolitik aktivasyonu dolayisiyla kasilma



yapilarinin pargalanmasi ile miyosit yap1 ve fonksiyonunu etkiler (Noji vd., 2004,
Rouet-Benzineb vd., 1999).

Boixel ve arkadaslarinin atriyumdan izole ettikleri trabekiil 6rneklerinde, trabekiiliin
periferinde pozitif MMP-2 boyama gozlemlenmis ve siddetli KY’de MMP-2
ekspresyonu %187 oraninda artmustir. Bunun sebebi siddetli KY’de olusan mekanik
stresin MMP-2 ekspresyonunu uyarmasidir. Ayni ¢alismada MMP inhibitérleri,
TIMP-1 ve TIMP-2 ifadesinde veya aktivitesinde herhangi bir degisiklik olmamuistir
(Boixel vd., 2003).

1.4. Beta Adrenerjik Reseptorler

G protein-bagli reseptor (GPCR) siiper ailesine ait 3-adrenerjik reseptorler (BAR), kalp
fizyolojisinde 6nemli rol oynayan reseptorlerdir (Lefkowitz, Rockman, & Koch,
2000). Insan kalbi temel olarak B1-adrenerjik reseptorleri (B1-AR) ve heniiz kalpteki
fonksiyonlar1 tam anlasilamamis olan B3-adrenerjik reseptorleri (B3-AR) ifade eder.
Kalp kontraktilitesinden esas Sorumlu olan reseptorler B1-AR’lerdir. Fizyolojik
kosullar altinda, BAR sinyali, adenilil siklaz ve protein kinaz A'nin (PKA) aktivasyonu
yoluyla miyokardiyal sistol ve diyastolii diizenleme islevi ile kalp yetmezliginin
ilerlemesinde oldukga etkilidir (Lohse, Engelhardt, & Eschenhagen, 2003). B1-AR
ekspresyonu azalmasi ile B-AR homeostazinin diizenlenmesi, kalp yeniden
sekillenmesinde, hipertrofide, fibroziste ve kalbin fiyolojik ve patofizyolojik islevleri
iizerindeki giiclii etkileri goz oniine alindiginda kalp yetmezligi siirecinde 6nemli bir
etken olarak gorilmektedir (Lefkowitz vd., 2000). Ek olarak BAR’ler biyolojik

fonksiyonlarmi Gs proteini ve cAMP igeren sinyal yolaklariyla gosterirler (Noma vd.,
2007).

10



A Normal Kalp B Kalp YetmezIigi c Yaslanmis Kalp

{08 () A o
oA ) (g SR
o o 'l

A ““ \{\ A ) s \ : /\
aidl Jidl S

f v A L

Kontraktilite Azalmast Azalmast

Sekil 7. Kardiyomiyositlerde B-AR sinyalizasyonu

CAs, katekolaminler; B-AR, B-adrenerjik reseptor; g-protein alt birimleri: Ga (gaz veya Gai),
GB, Gy; GRK2, g protein baglantili reseptor kinaz 2; AC, adenilil siklaz; ATP, adenozin tri-fosfat;
cAMP, siklik adenozin mono-fosfat; pka, protein kinaz A. (de Lucia vd., 2018).

Fizyolojik kosullarda (A), B-AR’ler fosforilatlar ve PKA yolag ile
kontraktiliteyi diizenler. Kalp yetmezliginde (B), dolasimda artan katekolaminler,
kardiyomiyositlerde B-AR ve GRK2 upregiilasyonuna ve [-AR’lerin
duyarsizlastirmasma neden olur. Sonug olarak kontraktilite azalir. Yaslanmis kalp (C),
kardiyomiyositteki B-AR’lerin duyarsizlastirmasi ve dolasimda artan katekolaminler
ile karakterizedir (de Lucia vd., 2018).
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2.Gereg ve Yontem
2.1. Cahisma Grubunun Olusturulmasi

Calismanin evrenini 11 Aralik 2019-17 Ocak 2020 tarihleri arasinda Ege Universitesi
Tip Fakiiltesi Hastanesi Kalp ve Damar Cerrahisi Anabilim Dali Kliniklerinde
kardiyopulmoner bypass ameliyatina giren, 45+20 yasinda olan hastalar
olusmakturmaktadir. izole organ banyosu deneylerinde Ejeksiyon Fraksiyonu <40%
olan hastalar KYdEF grubu (Grup 1, 4 hasta); Ejeksiyon Fraksiyonu >40 olan hastalar
KYKEF (Grup 11,7 hasta) olarak degerlendirildi. Proteinekspresyonu dlgiimlerinde
Ejeksiyon Fraksiyonu <40% olan hastalar KYdEF grubu (Grup I, 5 hasta); Ejeksiyon
Fraksiyonu >40% olan hastalar KYKEF grubu (Grup 1,5 hasta) olarak degerlendirildi.
Toplamda 21 hastadan doku 6rnegi alundi, 2 hastadan elde edilen trabekiiller, hem

izole organ banyosu deneylerinde hem de protein aktivitesi ¢caligsmalarinda kullanildi.
2.2. Hastalarin Cahismaya Dahil Edilmesi

Kardiyopulmoner bypass ile agik kalp ameliyati1 sirasinda hastalar agik kalp ameliyat1
nedeniyle klinige yatirildiginda risk faktorleri ve klinik 6zellikleri agisindan arastirildi.
Kullandigi ilaglar, organ fonksiyonlari, eslik eden hastaliklari sorusturuldu. Laboratuar
tahlilleri periferik kandan alinan vendz kan ile biyokimya laboratuvarinda tetkik edildi.
Kardiyak kontraktil fonksiyonlar Universitemiz ekokardiyografi laboratuvarinda
ameliyattan kisa siire Once degerlendirildi. Tetkikler neticelendiginde, hasta
bilgilendirilerek ¢alismaya dahil edildi. Hastalar genel anestezi altinda operasyona
alindi. sternotomi ile gogiis kafesi agildiktan kisa siire sonra perikard agilip sag atriyum
dokusu ¢ikartilarak 6rnekleme igin hazirlandi (EI-Sherief vd., 2013).

2.3. Trabekiillerin izolasyonu

Kardiyopulmoner bypass ameliyat1 olan hastalarin sag atriyumlarinin i¢ yilizeyinde
bulunan trabekiiller kardiyopleji ¢dzeltisi igerisinde hizla Ege Universitesi Eczacilik
Fakiiltesi Farmakoloji Anabilim Dali laboratuvarina getirildi. Trabekiiller buz
iizerinde izole edildi. Kalan sag atriyum uzantilar1 daha sonra yapilacak deneylerde

kullanilmak tizere -80 ° C'de sakland.
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Sekil 8. Sag Atriyum Uzantisi ve izole Edilmis Trabekiiller

2.4. Deneylerde Kullanilan Cihazlar

Tablo 2. Deneylerde Kullamlan Cihazlar

Cihaz Uretici Firma/Ulke

Hassas Terazi L4202i (4200g/0.01 g) Bel Engineering / Italya

Su Banyosu Memmert / Almanya
Powerlab Octal Bridge Amp AD Instruments / Avustralya
Powerlab 8/30 AD Instruments / Avustralya
Stimulator HC AD Instruments / Avustralya
Automatic Organ Bath(Panlab) AD Instruments / Avustralya
LE 13206 Thermostat(Panlab) AD Instruments / Avustralya
pH Metre Selecta / Isvigre

LabRoller II Labnet / Kore

Santrifiij Cihazi Heraeus / Almanya

Vertikal Elektroforez Sistemi Biorad / ABD

Jel Goriintiileme Cihazi UVP /ABD

Sogutmali Inkiibator Velp Scientifica/ ABD

2.5. Deneylerde Kullamlan Kimyasal Maddeler

Tablo 3. Deneylerde Kullamilan Kimyasallar

Kimyasal Madde Uretici Firma/Ulke
Isoproterenol Sigma

NaCl AppliChem

KCI Riedel de Haen
CaCl2.2H, 0O Sigma
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MgCl>.6 H20 Sigma

D-(+)-glukoz monohidrat Sigma
Amonyum Persulfat Amresco
Tritonx100 AppliChem
Tris Baz/ HCI Sigma
Asetik Asit Riedel de Haen
Sodyum Hidroksit Sigma
Pierce BCA kit Thermo
Akrilamid Fluka

N, N’ metilen bisakrilamid Fluka
Sodyum dodesil siilfat (SDS) Fluka

2X Sample Buffer (Tris-Gly-SDS)  Invitrogen
N, N, N’, N'- Sigma
tetrametiletilendiamid(TEMED)

Brij 35 Sigma
Coomassie Blue R-250 Sigma

2.6. izole Organ Banyosu Deneyi
2.6.1. izole Organ Banyosu Deneyi Protokolii

Trabekiiller izole edildikten sonra % 95 02 ve % 5 CO> gaz karisim ile gazlandirilan
37°C’de pH’s1 7.4 olan Tyrode soliisyonu igeren organ banyolarinda dikey olarak
asilip 30 dakika stabilize edildi. Daha sonra preparatlar, paralel platin elektrodlarla,
0.5 Hz frekansta, 30 -40 V esikte 5 milisaniye siire ile uyarildi. Trabekiillere 5 mN 6n
gerilim uygulandi. Banyo igerisindeki Tyrode soliisyonu 15 dakikalik aralarla
degistirildi. Daha sonra dinlendirilen trabekiillerde kiimiilatif (10°M-10*M)
izoproterenol konsantrasyon-yanit egrileri alindi. Uygulanan izoproterenole karsi
trabekiillerde meydana gelen kasilma yanitlarmi gosteren traseler trandusera
aktarildiktan sonra amplifikator yardimiyla bilgisayardaki farmakolojik deney yazilim
programina (LabChart 7, AD Instruments, Avustralya) kaydedildi. Kaydedilen

traselerde maksimum kasilma (Emax) degerleri hesaplandi.
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2.6.2. Izole Organ Banyosunda Kullanilan Fizyolojik Cézeltinin (Tyrode

Soliisyonu) Hazirlanmasi

Tablo 4. Tyrode Soliisyonunun Hazirlanmasinda Gerekli Maddeler

Madde Miktar(g)
NaCl 8
KCI 0,4
CaCl2.2H.0 0,26
MgClI.6H-0 0,18
D-(+)-glukoz monohidrat 0,99
HEPES 2,6

Maddeler hassas terazide tartilarak yaklasik 850 mL distile suya eklendi ve distile su

ile hacim 1 litreye tamamlandi.
2.6.3. izole Organ Banyosunda Kullanilan ila¢ Cézeltisinin Hazirlanmasi

Izoproterenol: Stok Cézelti (0.1 M) distile su ile taze hazirlanir. Ileri seyreltmeler

%0,9’luk izotonik NaCl ¢ozeltisi ile yapildi.
2.7. Doku Homojenizasyonu

Doku homojenizasyonu i¢in 50-70 mg agirliginda trabekiiller hassas olarak tartild.
1:10 oranda seyreltilecek sekilde lizis tamponu eklendi. Tissue Lyser II cihazinda
homojenize ettikten sonra 10.000g, +4C’de 10 dk santrifiij edildi. Santrifiij islemi

sonrasi elde edilen siipernatantlar analizlerde kullanilmak tizere -80°C” de sakland.
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2.8. Total Protein Miktar1 Tayini

2.8.1. MMP-2 Protein Miktar1 Tayini

Protein miktar1 tayini BCA analiz kiti kullanilarak yapilmistir. BCA analiz yontemi,
alkali ortamda proteinlerin Cu+2’ yi Cu+1’e indirgemesi ve biskinonik asitle mor renk
olugsmasi esasina dayanir. 562 nm’de spektrofotometrik olarak 6l¢iim yapilir.

BCA yonteminde farkli konsantrasyonlarda (2000, 1500, 1000, 750, 500, 250, 125,
25)ug/ml) BSA standartlar1 kullanldi. Kantitatif tayin icin izole edilen trabekiiller
homojenize edildikten sonra 2,5 ul 6rnek, 22,5 ul distile su ile seyreltildi. 96 kuyucuklu
plaklara 2 tekrar 1 kor olacak sekilde aktarildiktan sonra 37 derece, 30 dakikalik
inkiibasyona birakildi. Son olarak, numuneler 562nm'‘de bir plak okuyucusunda (Bio-
tek,ABD) okundu. BSA standart grafigi hazirland1 (Sekil 10).

BSA Standart Grafigi

2,5 y =0,0011x + 0,086
R?=0,9982

0 500 1000 1500 2000 2500

Sekil 10. Jelatin Zimografi BSA Standart Grafigi

2.8.2. TIMP-2 Protein Miktar Tayini

Protein miktar1 tayini BCA analiz kiti kullanilarak  yapilmustir.  Farkli
konsantrasyonlarda (2000, 1500, 1000, 750, 500, 250, 125, 25 ug/ml) BSA standartlar1
kullanildi. Kantitatif tayin i¢in Izole edilen trabekiiller homojenize edildikten sonra 2,5
ul 6rnek, 22,5 pl distile su ile seyreltildi. 96 kuyucuklu plaklara 2 tekrar 1 kor olacak
sekilde aktarildiktan sonra 37 derece, 30 dakikalik inkiibasyona birakildi. Son olarak,
numuneler 562 nm'de bir plak okuyucusunda (Bio-tek, ABD) okundu. BSA standart
grafigi hazirlandi (Sekil 11).
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BSA Standart Grafigi
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Sekil 11. Western Blot BSA Standart Grafigi

2.9. Jelatin Zimografi Deneyi

Jelatin Zimografi MMP-2 ve MMP-9’un aktif ve zimojen formlarini tayin etmede
kullanilir ve SDS-PAGE jel iginde enzimlerin substrati olan jelatini tiiketmesi esasina
dayanir. Jelatin yiiriitiicii jeli olusturan akrilamid ile kopolimerize edilir. MMP-2 (72

kDa) ve MMP-9 (92 kDa) elektrik alanda molekiil agirligina uygun bolgeye gog eder.

2.9.1. Jelatin Zimografi Deneyinde Kulanmilan Cozeltilerin Hazirlanmasi

2.9.1.1. Developing Bufferin Hazirlanmasi

0,5 M Tris-baz, 0,1 M CaCl, 0,5 M NacCl, %0,5 Brij 35 igerir. pH 7,6’ye ayarlandi.

Hazirlanan tampon +4° C’de saklandi.
2.9.1.2. 5X Yiiriitme Tamponunun Hazirlanmasi

20 mM Tris-baz, 0.2 M Glisin, %0,1 SDS igerir. pH 8,3’ e ayarlandi. Hazirlanan
tampon +4° C’de saklandi. Tamponun pH degeri 8,3 olmalidir ve pH ayarlamasi
gerekmez. Yiirlitme tamponu oda sicakliginda saklanir ve kullanmadan 6nce 1X'e

seyreltilir.

2.9.1.3. Renatiirasyon Cozeltisinin Hazirlanmasi

25 mL %2.5’lik Triton X-100, 975 mL distile suya eklendi.

2.9.1.4. 2X Indirgeyici Olmayan Ornek Tamponunun Hazirlanmasi

1.0 mL pH 6.8 0.5 M Tris-HCI, 0.8 mL Gliserol, 3.2 mL %10’luk SDS, 0.2 mL

9%0.2’lik Bromfenol Blue, 2.8 mL distile su i¢ine eklendi.
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2.9.1.5. %8’lik Ayiric1 Jelin Hazirlanmasi

Tablo 5. %8’lik Ayiric1 Jelin Hazirlanmasi icin Gerekli Reaktifler

Kullanilan Reaktifler Miktar

dH20 4.55 ml
Polyacrylamide Karisimi 1,7 mi
1.5 M Tris (pH 8.8) 1,3 ml
10 % (w/v) SDS 50 pl
10%APS 50 pl
TEMED 2 ul
1 mg/ml Jelatin 500 ul

%8’lik ayric1 jelin igerigi MMP-2 proteinin molekiil agirligma gore belirlendi. Tablo
5’te belirtilen reaktifler uygun hacimlerde karistirildi. TEMED ve APS eklendiginde
jelin donmasi basladigi i¢in bu reaktifler karisima en son eklendi. Jel karisimi hava
kabarciklarmin olugsmamasina dikkat edilerek tanka pipet ile dokiildii. Jelin st
kisminin havayla temasini engellemek i¢in istiine %70’lik propanol eklendi. 30-60 dk
jelin donmasi i¢in beklendikten sonra tist kisimdaki propanol dokiildii ve kagit havlu

ile kuruland.

2.9.1.6. %5’lik Paketleyici Jelin Hazirlanmasi

Tablo 6. %5’lik Paketleyici Jelin Hazirlanmasi i¢cin Gerekli Reaktifler
Kullanilan Reaktifler Miktar
dH-0 2,1 ml
30 % Acrylamide Karistmi 0,5 ml
1.5 M Tris-HCI (pH 6.8) 0,38 ml

10% SDS 30 pul
10%APS 30 pul
TEMED 3ul

Tablo 6°da belirtilen reaktifler uygun hacimlerde karistirildi. TEMED ve APS en son
eklendi. Jel karigim1 hava kabarciklarinin olugsmamasina dikkat edilerek tanka pipet ile

dokiildii. Jel donmadan 1 mm, 5 kuyucuklu taraklar yerlestirildi. Ayirici jelde oldugu
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gibi jelin iist kismimin havayla temasimi engellemek i¢in iistiine %70’lik izopropanol
eklendi. 45-60 dk jelin donmasi igin beklendikten sonra iist kisimdaki izopropanol

dokiiliir ve kagit havlu ile kuruland1.
2.9.1.7. Coomassie Brillant Blue Cozeltisinin Hazirlanmasi

% 40 metanol ve % 10 asetik asit i¢cinde % 0.5 Coomassie Blue R-250 igeren boyama

¢Ozeltisi hazirland.
2.9.2. Orneklerin Kuyucuklara Yiiklenmesi

2 adet jel hazirlandi. Jellerden birine KYdEF hasta grubundan, digerine KYKEF hasta
grubundan alman 6rnekler indirgeyici olmayan 6rnek tamponu ile esit hacimlerde
karistirilarak yiiklendi ve protein komplekslerinin molekiil agiliklarina gore ayrilmasi
saglandi. Pozitif kontrol olarak MMP-2 standartlar1 jellerdeki birer kuyucuga
yiiklendi. Jeller, 1X yiiriitme tampon eklenmis tanka yerlestirildi. Ornekler, 70V voltaj
uygulanarak ~30-45 dakika yiiriitiildii. Daha sonra jellerden SDS’i uzaklastirmak i¢in
oda sicakliginda 2x15 dakika % 2,5 Triton X-100 ile muamele edildi.

Zimogramlar daha sonra enzimin (MMP-2) jel igindeki jelatini tiiketmelerini saglamak
icin gece boyunca 37 ° C'de developing bufferda inkiibe edildi.

Elektroforezden sonra jeller, %0.5’lik Coomassie Brilliant Blue R-250 ile boyandi ve
metanol-asetik asit-distile su (4:2:5) igeren ¢6zelti ile zemindeki boyanmn fazlasi
giderildi.

Jel tizerinde MMP-2 enziminin zimojen ve aktif formlari, mavi boyanmis akrilamid
jel tizerinde beyaz alanlar olarak goriliir. Litik alanlar dansitometre ile (UVP jel

dokiimantasyon cihazi) degerlendirildi.
2.10. Western Blot Analizi

TIMP-2 protein diizeyini degerlendirmek amaciyla Western blot yontemi kullanild.
Western blot yontemi, izole edilmis protein karigimlarinin SDS-Poliakrilamid jel
elektroforezi (SDS-PAGE) yoluyla yiik ve molekiiler agirliklarina goére ayrildiktan
sonra proteinlerin jelden membran {izerine aktarilip blotlama ve antikor
hibridizasyonuna tabi tutulduktan sonra membran okuyucu bir cihazda gorintiilenmesi
esasina dayanir. Sekonder antikor eklenince antikorlar kemiliiminasansla
goriintiilenebilen protein protein-antikor-antikor-HRP iskelesi olustugunda membran
lizerinde olugan bantlar, molekiiler agirlik markerlariyla karsilastirilir. Boylece hedef

proteinlerin varlhigi tespit edilir (Bone, Steller, Warner, Harpole, & Crerar, 2017).
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On denemeler sonucunda 40 pg protein yiiklenmesine karar verildi. Her drnekten
uygun miktarda protein yiiklenebilmesi i¢in gerekli hacim asagidaki formiil

kullanilarak hesaplandi:

Yiiklenecek protein miktar1 (ug) / 6rnek konsantrasyonu (ng/ pl) = pl yiiklenecekdrnek hacmi

Orneklerin her biri i¢in hesaplanan hacimde protein iizerine p-merkaptoetanol (B-ME)
ornek yiikleme tamponu (Cracking buffer, genelde %50 oraninda) ilave edildi. B-ME
tampon igerisine Ornek yiiklenecegi zaman ilave edildi. Protein 6rnekleri SDS’in
proteinleri denatiire etmesi (SDS deterjan1 proteinlere baglanarak proteinleri negatif
yiiklii hale getirir) igin 5 dk 95°C’de inkiibe edildi. Ornekler %8’lik SDS-PAGE jeline
yiiklendi. Tankin i¢ine yerlestirilen jel yiiriitme tamponu i¢cinde 110 V’de

+4°C’deyiiriitiilerek molekiil agirliklarina gore ayrilmalar1 saglandi.

30 saniye metanolde bekletilen PVDF (Immobilon-P polyvinylidene difluoride,
PVDF, Sigma) membran 2 dk kadar transfer ¢ozeltisi igerisinde inkiibe edildi.
Proteinlerin jelden membrana transfer edilmesi i¢in whatman kagitlar1 ve siingerler
(transfer ¢ozeltisi iginde bekletildi) ile bir sandvi¢ modeli olusturuldu. Katod 1zgara
lizerine sirasiyla transfer tamponunda islatilmis siinger, 2 whatman kagidi ve jel
yerlestirildi. Bunlarm tizerine jele uygun biiyiikliikte kesilen membran, 2 whatman
kagidi konuldu. Sistem transfer tamponu doldurulmus tank igerisine yerlestirildi.
25V’de 30 dk siire ile transfer islemi gergeklestirildi.

Membran TBS-T igerisinde 5 dk yikandiktan sonra blotlama ¢ozeltisi (%5yagsiz siit
tozu (Sigma) iceren Tween-20-Tris ¢ozeltisi, TBS-T igerisinde 1 saat oda sicakliginda
calkalayici lizerinde inkiibe edildi. a-aktin proteininin (~43 kDa) bulundugu diistiniilen
membranin alt kismu anti- a-aktin antikoru (1:3000 diliisyon, antirabbit, Cell
signalling) ile membranin kalan kismu TIMP-2 (1:1000, antimouse, Chemicon)
antikoru ile +4°C’de bir 18 saat boyunca inkiibe edildi. Primer antikorlarla inkiibasyon
sonrasinda membran 1X TBS-T ile 15, 5, 5 ve 5 dk (toplam30 dK) ¢alkalayic1 lizerinde
yikandi.

Membran horseradish peroxidase (HRP)-bagli sekonder antikorlar (1:1000 diliisyonlu
TIMP-2 (santacruz), 1:5000 diliisyonlu a-aktin (santacruz) ile 1 saat siiresince inkiibe

edildikten sonra membran tekrar TBS-T ile yikandi. Son olarak membran ECL
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(Enhanced Chemiluminescence, Amersham Biosciences) ile islatilarak UVP marka Jel
Dokiimentasyon Cihazi kullanilarak jellerin goriintiileri alindi. Goriintiiler tarayici
yardimu ile bilgisayar ortamina (LabWorks 4.6 Software) aktarildi. TIMP-2 proteinleri
ve B-aktin bantlarinin yogunluklari (optik yogunluk) hesaplandi. Daha sonra TIMP-2
protein ekspresyon diizeyleri a-aktin proteininin optik yogunluguna normalize edildi
(TIMP-2 / o-aktin).

2.11. istatistiksel Analiz

Bu calismada veriler ortalama + ortalamanin standart hatasi olacak sekilde verilmistir.
Kasilma yanitlarinin hesaplanmasinda, izole organ banyosu sistemine 6zgii LabChart
yazilimi kullanilmistir (LabChart 7,0- GraphPad Software, San Diego, CA, ABD).
[statistiksel analizler ve doz yanit egrilerinin ¢izilmesi islemleri GraphpadPrism 5.03
(GraphPad Software, San Diego, CA, ABD) yazilimi kullanilarak gerceklestirilmistir.
Organ banyosu deneylerinden elde edilen verilerin istatistiksel analizleri igin
GraphPadPrism6 programmin eslestirilmemis Student’s t-test kullanilmustir.
Agonistin maksimum kasilma yanit1 GraphPadPrism 6 (GraphPad Software, San

Diego, CA) yazilimi kullanilarak hesaplanmaistir.
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3.3. Bulgular
3.1. izole Organ Banyosu Deneyi Bulgular
3.1.1. izoproterenol Yanitlar

Izoproterenol (10° — 10* M), EF>40 ve EF< 40 olan hasta gruplarindan alman atriyum
trabekiillerinde konsantrasyona bagli kasilma yamtlar1 olusturmustur (Sekil 12) (Iki
farkli gruptaki hastalarin profilleri1 Tablo 8’de sunulmustur). Yapilan istatistiksel
analizler, EF< 40 olan hasta grubundaki trabekiillerdeki izoproterenoliin kasilma
yanitlarinin EF>40 olan hasta gruplarmmn atriyum trabekiilerine oranla istatistiksel

olarak anlamli bir sekilde fazla oldugunu gostermektedir (Tablo 7).

21 mN

Sekil 12. ISOP'iin KYdEF Orneginde Pozitif inotropik Etkisi

o

12 mN

lﬁ

3e—9
3e-8
3e-7
3e-6
3e-5

Sekil 13. ISOP'iin KYKEF Orneginde Pozitif Inotropik Etkisi
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Sekil 14. Atriyum Trabekiillerinde Kiimiilatif ISOP Doz-Yanit Egrileri
Veriler ortalama =+ ortalamanin standart hatasi olarak verilmistir. P=0,0004

EF>40 (n=7) ile EF<40 (n=4) 2yonlii ANOVA testi.
Tablo 7. Atriyum Trabekiillerinde Kiimiilatif ISO Yanitlar

Izoproterenol EF<40 EF>40

4,873 +1,523

Emaks* 2,19+0,36

Veriler ortalama + ortalamanin standart hatasi olarak verilmistir.

EF>40 (n=7) ile EF<40 (n=4), Eslestirilmemis Stundent’s t Test
* P=0,0263 Eslestirilmemis Student’s t Test

Tablo 8. Organ Banyosu Deneyleri Hasta Profilleri

= = | kil SI3] g2 ed = 5
212 EL o} = 3|3 k=3 % E'BI ~T | £ E Kullanilan
Sl2 S kel = |E|F| L E|EZS8E| 2|2 |"M| £ | g
S16| &% 7|8 |2| =588 E P T g | M
) < < z S| X =
Pantoprazol,
Fenofibrat,
asetilsalisilik
asit,
11 T, | Valsartan,
1 |K|153| 57 | 74 | 31 | 15 136 | 7,7 6 22,3 | var | yok | yok HLY hidroksizin
hcl,
karvedilol,
Rosuvastatin,
isosorbid-5-
mononitrat
10 Pantoprazol,
2 |K|156| 92 | 59 | 48 | 28 142 | 83 1 32,2 | yok | yok | yok | HT | asetilsalisilik
asit,
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metoprolol,
isosorbid-5-
mononitrat ,
kandesartan

168

62

71

50

24

137

1,4

36,5

yok

yok

yok

HT,
BPH

Pantoprazol,
metoprolol ,
asetilsalisilik
asit, rosuvast
atin, tamsulo
sin hcl

163

70

58

55

67

136

9,6

0,6

32,5

yok

yok

var

yok

Pantaprazol,
asetilsalisilik
asit,
nateglinid,
metformin,
metoprolol ,
ketiapin

170

70

61

49

15

141

7,4

0,8

32,5

yok

yok

yok

HT

Pantoprazol,

asetilsalisilik

asit, varfarin
sodyum

150

65

65

42

19

141

0,6

34,1

yok

yok

yok

HT

Pantoprazol,
asetilsalisilik
asit,
Amlodipin,
essitalopram,
isosorbid-5-
mononitrat,
diazepam,
ramipril

161

55

65

45

11

138

7,6

0,9

30,4

var

yok

yok

HT

Pantoprazol,
amlodipim,
essitalopram,
Kandesartan,
pitavastatin,
varfarin,
metoprolol ,
asetilsalisilik
asit

173

78

71

26

19

137

78

1,2

33

var

yok

var

HT,
Dispn

sefazolin sod
yum,
metoprolol ,
Pantoprazol,
gliklazid,
metformin

163

52

33

73

<5

127

8,8

44

35,9

yok

yok

yok

Kro.
Bob.
Hast.

Pantoprazol,
levotiroksin,
valproik asit,
kalsiyum
asetat

10

22

30

13

133

8,2

0,7

36,9

yok

yok

yok

Kalp
Nakli
JHT

Pantoprazol,
asetilsalisilik
asit,
Mikofenolat
mofetil,
Metilprednis
olon,Amlodip
in, ramipril

11

170

80

60

32

13

137

79

0,7

37

yok

yok

yok

HT,
HL

sefazolin,
Pantoprazol,s
efazolin sody
um,isosorbid-
5-

mononitrat,
asetilsistein,
klopidogrel
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3.2. Jelatin Zimografi Deneyi Bulgular

EF>40 ve EF<40 olan hasta gruplarindan alinan atriyum trabekiillerinde yapilan jelatin
zimografi analizlerine iliskin 6rnek jel goriintiisii Sekil 13°de verilmistir. Analizler
proMMP-2 ekspresyon diizeylerinin EF>40 olan hasta grubundan alinan atriyum
trabekiillerinde EF<40 olan hasta grubunun atriyum trabekiillerine oranla istatistiksel
olarak anlamli bir sekilde fazla oldugunu ortaya koymustur (Sekil 14). Buna karsilik,
analizler MMP-9 ve proMMP-9’un ekspresyon diizeylerinin iki grupta da anlamli
olarak farkli olmadigmi gdstermektedir (Sekil 15, Sekil 16) (ki farkli gruptaki

hastalarin profilleri Tablo 8’de sunulmustur).

1.Hasta 2.Hasta 3.Hasta 4.Hasta S.Hasta 6.Hasta 7.Hasta 8.Hasta 9.Hasta 10.Hasta S k-l
EF=40 EF=20 EF=40 EF=38  EF=30 EF=50 _ EF=55 __ EF=50 _ EF=55 EF=50 €K1

Aktif MMP-9 (92 kDa) 15
ProMMP-9 (82 kDa) b
ProMMP-2 (72 kDa)

ProMMP-2, Pro ve Aktif MMP-9'a ait Zimografi Jel Goriintiisii

ProMMP-2 Ekspresyon Duzeyi

c 3.0x107 - *
2 — —
o

a

o 2.0x107 -

=}

2

@

$ 1.0x107 4

a

IS

o

= 0- :

EF<40 EF>40

Sekil 16. Jelatin Zimografi ProMMP-2 Dansitometrik Analizleri
Veriler ortalama + ortalamanm standart hatasi olarak verilmistir. P=0,0387

EF>40 (n=5) ile EF<40 (n=5) karsilastirmali Eslestirilmemis Student’s t Test
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ProMMP-9 Ekspresyon Duzeyi

c  2.5x107 -

3

o 7

s 2.0x10 —I—

(@)

3 15407

2

‘0 1.0x107 1

C

]

o 6

(@)

= O' T

Q

&

Sekil 17. Jelatin Zimografi ProMMP-9 Dansitometrik Analizleri

Veriler ortalama + ortalamanin standart hatasi olarak verilmistir. P=0,1426

EF>40 (n=5) ile EF<40 (n=5) karsilastirmali Eglestirilmemis Student’s t Test

Aktif MMP-9 Ekspresyon Duzeyi

c 1.5x107 -

(¢}

IS

a

o 1.0x107 A

=]

2

‘0

S 5.0x10° -

(@)

©

o

= O' T
é‘ﬂ@

Sekil 18. Jelatin Zimografi Aktif MMP-9 Dansitometrik Analizleri
Veriler ortalama + ortalamanin standart hatasi olarak verilmistir. P=0,7983

EF>40 (n=5) ile EF<40 (n=5) karsilasgtirmali Eslestirilmemis Student’s t Test
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3.3. Western Blot Deneyi Bulgular

EF>40 ve EF<40 olan hasta gruplarindan alinan atriyum trabekiillerinde yapilan
Western blot analizlerine iligkin 6rnek jel goriintiisii Sekil 17°de verilmistir. Yapilan
istatistiksel analizler TIMP-2 ekspresyon diizeylerinin EF<40 olan hasta grubundan
alman atriyum trabekiillerinde EF>40 olan hasta grubunun atriyum trabekiillerine
oranla istatistiksel olarak anlamli bir sekilde fazla oldugunu ortaya koymustur (Sekil

18).

1.Hasta 2Hasta 3 Hasta 4 Hasta S Hava

6. Hast Hast Hasts 9. Hast H
£F=40 ££220 EE=40 EF=38 EF230 bHaste THasta SHasta asta 10.Hasta

EF=50 EF=55 EF=50 EF=55 EF=%0

TIMP-2 (21 kDa) TIMP-2 (21 kDY) e

BN ORE TP Y Perdc - |
NES R B L Y —
Ao ] w a-Aktinin
CAKND  ——— "

Sekil 19. Western Blot TIMP-2 Jel Goriintiileri

TIMP-2 Ekspresyon Duzeyi
0.3- *

0.2+

Total Density / ug protein

L]
Q Q
L,b‘ 7b<
& &
Sekil 20. Western Blot TIMP-2 Dansitometrik Analizleri
Veriler ortalama + ortalamanin standart hatasi olarak olarak verilmistir. P=0,0174

EF>40 (n=5) ile EF<40 (n=5) karsilasgtirmali Eslestirilmemis Student’s t Test

27



Tablo 9. Western Blot ve Jelatin Zimografi Deneyleri Hasta Profilleri

Ornek

Cinsiyet

Boy (cm)

Kilo (Kg)

Yas

AST (UIL)

ALT (U/L)

Na (Eq/L)

Ca (mg/dL)

Kreatinin
(mg/dL)

CO2 (mmHg)

Sigara

Alkol

DM

Hastahklar

Kullamlan
ilaclar

165

80

71

84

29

140

yok

var

KOAH,
Gut,
HT

asetilsalisilik
asit,isosorbid-5-
mononitrat,glikl
azid,
atorvastatin,klo
pidogrel,
Pantoprazol,
Sefazolin

174

75

50

20

15

134

79

1,07

48,6

var

yok

var

HL,

Asetilsalisilik
asit,isosorbid-5-
mononitrat,
klopidogrel,
metoprolol ,
levofloksasin,
ramipril, insiilin
detemir

173

78

71

26

19

137

78

1,26

33

var

yok

var

HT,
Dispne

asetilsalisilik
asit,metoprolol ,
Pantoprazol,glik
lazid, metformin

163

52

33

73

<5

127

8,8

4,44

35,9

yok

yok

Kro.
Bob.
Hast.

Pantoprazol,

levotiroksin,

valproik asit,
kalsiyum asetat

172

62

73

30

136

8,4

1,19

21,6

yok

yok

HT

Dopamin,
Sefazolin,
Pantoprazol,
furosemid,
asetilsalisilik
asit, varfarin,
Hiyaliironik asit,
netilmisin siilfat
, metoprolol

180

70

83

41

17

142

6,9

13

355

yok

yok

Ml

amiodaron,
enoxaparin,
Pantoprazol,aset
ilsalisilik
asit,isosorbid-5-
mononitrat,
atorvastatin,
Sitalopram,
metoprolol,
levofloksasin

177

75

81

55

14

139

6,6

11

38,3

var

yok

yok

Prostat
Guatr

Pantoprazol,
varfarin,
levotiroksin,
asetilsalisilik
asit,
levofloksasin,
Teofilin

165

80

67

57

20

135

2,12

34,4

yok

yok

HT,
HL

Asetilsilisilikasit,
levofloksasin,iso
sorbid-5-
mononitrat,
metoprolol ,
klopidogrel

10

172

82

59

42

20

136

8,2

0,86

35

yok

var

HL

Pantoprazol,
rosuvastatin,
asetilsalisilik
asit, isosorbid-5-
mononitrat,
metoprolol,
trimetazidin,
gliklazid,
metformin




Tartisma

KYKEF (EF>%40) ve KYdEF (EF<%40) tanis1 konulan hastalarm sag
atriyumlarindan alman trabekiillerde izoproterenole (ISOP) bagh kasilma yanitlari,
MMP-2 ve MMP-9 enzim ekspresyonu ile TIMP-2 ekspresyonunu inceledigimiz bu

calismamizdan elde edilen bulgular1 asagidaki sekilde 6zetleyebiliriz;

a) ISOP kasima yamtlari KYdEF (EF<%40) grubunda KYKEF (EF>%40)

grubuna gore istatistiksel olarak anlamli bir sekilde atmistir,

b) proMMP-2 enzim ekspresyonu KYKEF (EF>%40) grubunda, KYdEF
(EF<%40) grubuna gore istatistiksel olarak anlamli bir sekilde artmis ancak

aktif MMP-2 ekspresyonu goriillmemistir,

c) MMP-9 ve proMMP-9 ekspresyonlar1 KYKEF (EF>%40) grubu ile KYdEF
(EF<%40) grubu arasinda istatistiksel olarak anlamli bir degisiklik

gostermemistir,

d) TIMP-2 ekspresyonu KYKEF (EF>%40) grubunda, KYdEF (EF<%40)

grubuna gore istatistiksel olarak anlamli bir sekilde artmustir.

Kalp yetmezligi, tanim olarak, kalbin viicudun gereksinimlerine yeterli oranda kan
pompalayamadigi klinik bir sendromdur. Genel anlamda miyokarda hasar veren
olaylardan ve/veya miyokardin normal kasilma yeteneginin bozulmasimdan
kaynaklanir. Bu duruma karsilik olarak, 6zellikle sempatik sinir sistemi basta olmak
tizere kalbin B1 ve B2 adrenerjik reseptorlerinin (B1/B2-AR) uyarilmasi ile inotropik
destegi saglayacak bazi diizenleyici mekanizmalar harekete gecer (Balligand & Michel
LYM, 2017). Bu reseptorlerin kisa siireli stimiilasyonu kardiyak fonksiyonun
korunmasina yardime1 olur. Ancak sempatik sinir uglarindan ve adrenal medulladan
saliverilen katekolaminlerin artan miktarlarina kardiyak B1/B2-AR’lerinin kronik
mazuriyeti kardiyak yapilanma ve performans iizerinde olumsuz etkiler gosterir ve bu
durum da hastaligin ilerlemesine neden olur (Balligand, 2016). B1-AR’lerin pozitif
inotropik fonksiyonu daha onceki ¢alismalarda ayrintili bir sekilde gosterilmistir
(Christ, Molenaar, Klenowski, Ravens, & Kaumann, 2011). izoproterenol (ISOP), B1-
AR’leri adinilil siklaza bagimli bir mekanizma ile uyarir (Joseph, Lynham, Grace,
Colledge, & Kaumann, 2004). B1-AR’ler i¢in pozitif inotropik etki olusturan agonist
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ozelliklere sahip isoproterenoliin insan sag atriyumundan alinan trabekiillerdeki
kardiyomiyositler tizerindeki etkisini saptamak i¢in yapilan ¢aligmalarda, bu ajanin

trabekiillerin kontraktil kuvvetini arttirdigi gosterilmistir (Lampert vd., 2007).

Kalp yetmezligi, korunmus ejeksiyon fraksiyonlu kalp yetmezligi (KYKEF) veya
diistik ejeksiyon fraksiyonlu kalp yetmezligi (KYdEF) olmak tizere iki farkli klinik
sendroma sahiptir (Massie & Shah, 1997; Tromp vd., 2018). S6z konusu iki
sendromun altinda yatan patofizyolojik mekanizmalarin farkli oldugu bilinmektedir
(Hunt vd., 2009). Anjiyotensin doniistiiriicii enzim inhibitorleri, anjiyotensin reseptor
blokorleri ve mineralokortikoid reseptor antagonistleri ile diisiik ejesiyon fraksiyonlu
kalp yetmezligi (KYdEF) olan hastalarda yararli klinik sonuglar elde edilmis ancak
korunmus ejeksiyon fraksiyonlu kalp yetmezligi (KYKEF) olan hastalar tedaviye yanit
vermemistir (Iwano & Little, 2013; Pitt, 2014). Son yillarda yapilan arastirmalar bu
iki sendromun altinda yatan patofizyolojik mekanizmalarmin ayirici nitelikte dnemli
farkliliga sahip oldugunu ortaya koymustur. Korunmus ejeksiyon fraksiyonlu kalp
yetmezligi (KYKEF) DNA-baglayici transkripsiyon faktor aktivitesi, hiicresel protein
metabolizmast ve nitrik oksid regiilasyonu ile iliskilendirilmis; diisiik ejeksiyon
fraksiyonlu kalp yetmezliginin (KYdEF) ise sitokin yanitlar, ekstraselliiler matriks
organizasyonu ve inflamasyon ile birlikte gelistigi belirtilmistir (Tromp vd., 2018). Bu
bulgular 1s181nda calismamizda yetmezlik halindeki kalbin inotropik performansini
belirlemek i¢in KYKEF ve KYdEF tanisi koyulan hastalarin sag atriyumlarmdan
alman trabekiillerde izoproterenol ile stimiilasyon gerceklestirdik. Calismamizda
KYdEF hastalarindan alinan atriyal trabekiillerin izoproterenole verdigi yanitin
istatistiksel olarak KYKEF’den daha fazla oldugu ortaya konmustur (Sekil 12). Bu
durum olasilikla KYKEF hastalarinda artmis duvar kalinligi, asir1 mekanik yiik sonucu
B-AR desensitizasyonu ve artmig proMMP-2 diizeylerinden kaynaklanan bozulmus
kasilma fonksiyonundan kaynaklanabilir. Ancak, bu bulgumuz, 6zellikle B-AR
uyarilmas: sonucu meydana gelen post-reseptdr olaylar acisindan da daha ileri
caligmalar1 gerektirmektedir. Diger yandan son yillarda yapilan kardiyovaskiiler
aragtirmalar liglincii bir B-adrenoreseptor tipi olan B3-adrenoreseptdr (B3-AR) varligini
ortaya koymustur (Balligand, 2016). p3-AR’ler kardiyak miyositler ve endotel
hiicrelerde bulunurlar ve farkli sinyalleme yolaklar1 ile kenetlenmislerdir. Temel
olarak B1/B2-AR’ler ile stimiile edilen etkileri karsilarlar; kalbin fonksiyonlari,

metabolizmay1 ve remodeling’i koruyucu etkiler gosterirler (Balligand, 2016; Kayki-
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Mutlu, Karaomerlioglu, Arioglu-Inan, & Altan, 2019). Bu agidan ¢alismamizda ISOP
yanitlar1 ile elde ettigimiz bulgunun f3-adrenoreseptor ekspresyonu agisindan da ileri
diizeyde incelenmesi bu iki farkli klinik sendromun patofizyolojisi tedavisi ve/veya

olusumunun engellemesi agisindan 6nemli katkilar saglayabilecektir.

Kardiyak ekstraselliiler matriks (ESM), matriks proteinlerinin sentez ve yikimi
arasindaki dengeyi saglayarak miyokardin yapisal biitlinliigiinii korur ve kardiyak
geometriyi korur. ESM, 6zgiil bir katlanma saglayarak matriks proteinlerinin kalp
hiicrelerinin fonksiyonlarmi tam olarak uygun sekilde gormelerine yardimci olur.
ESM yikim ve yapmmi (turnover) hiicre proliferasyonu ve farklilasmasi ve doku
morfojenezi gibi ¢esitli tipteki fizyolojik ve patolojik siirecleri etkiler (Kobusiak-
Prokopowicz & Krzysztofik, 2018). ESM’deki bu dengeyi saglayan ana aracilar olan
matriks metalloproteinazlar (MMPler), kalp fibroblastlarinin migrasyonunda, yara
iyilesmesinde, yeniden modellenme (remodeling), hipertrofide, kalp yetmezligi
gelisiminde rol oynar (Guo & Piacentini, 2003). Normal kosullar altinda bu siire¢
transkripsiyon, prekiirsor zimojenlerin aktivasyonu, spresifik ESM komponentleri ile
interaksiyon ve endojen inhibitorler diizeyinde olmak iizere ¢ok siki bir sekilde
diizenlenmektedir (Visse & Nagase, 2003). MMP’ler ve onlarin doku tipi inhibitorleri
olan TIMP’ler ESM’nin yeniden modellenmesinden sorumludurlar. MMP’ler ve
TIMP’ler arasindaki dengede meydana gelen degisiklikler patolojik kardiyak yeniden
modellenmede 6nemli roller oynamaktadir (Kobusiak-Prokopowicz & Krzysztofik,
2018). Insan kalbinde matriks metalloproteinazlarin Jelatinazlar sinifina ait MMP-2 ve
MMP-9 iiyeleri bulundugu bilinmektedir. Bu enzimler denatiire kolajen ve jelatinleri
parcalamanin yaninda Troponin I ve miyozin hafif zincirini pargcalama 6zelligine
sahiptirler (Visse & Nagase, 2003). 72 kDa jelatinaz A olarak adlandirilan MMP-2 ve
92 kDa jelatinaz B olarak adlandirilan MMP-9 farkli hiicrelerde sentez
edilmektedirler. MMP-2, esas olarak fibroblastlar, endotel hiicreleri ve osteoblastlar
tarafindan embriyonik dénemden itibaren sentez edilirken MMP-9, tiimoral hiicreler,
keratinositler ve bazi epitel hiicreleri tarafindan tiretilir (Rouet-Benzineb vd., 1999).
Son yillarda deney hayvanlarinda yapilan ¢esitli aragtirmalar MMP-2 ve MMP-9’un
kardiyovaskiiler sistemin patolojik kosullarindaki rollerinin arastirilmasi iizerinde
yogunlasnustir (Dollery & Libby, 2006). Ornegin iskemik bir durumda reperfiizyonun
ilk birka¢ saniyesinde, aterosklerozda lezyon baslangici ve ilerlemesi dahil olmak

lizere her evrede hem proMMP-2 hem aktif MMP-2 ekspresyon ve aktivitelerinin
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arttigr  bildirilmistir  (Wilson, Evans, Bell, & Thompson, 2005). Bizim
laboratuvarimizda yapilan bir ¢alismada, tavsanlarda biitiyonin siilfoksimin (BSO) ile
olusturulan oksidatif stres modelinde, kalp dokusunda, jelatinaz yontemi ile proMMP-
2 ve MMP-2’nin ekspresyonlarinin arttigi gosterilmistir (Sevin vd., 2013). Genel
olarak deney hayvanlarinda yiiriitiilen caligmalar, iskemi-reperfiizyon hasar1 basta
olmak iizere, miyokardin kontraktil fonksiyonlarinda meydana gelen hasarda rolii olan
baskin jelatinazin MMP-2 olduguna isaret etmektedir (Ali, Fan, & Schulz, 2011;
Castro, Cena, Cho, Walsh, & Schulz, 2012). Chan ve arkadaglar1 (Chan vd., 2019)
yakin zamanda yaptiklar1 bir calismada, miyokardin iskemi-reperflizyon hasar1
patojenezinde MMP-2’nin Junktofilin-2’nin (JPH-2) proteolizisine neden olarak
kardiyak ekzitasyon-kontraksiyon kenetinin bozulmasina neden olabilecegi ortaya
koymuslardir.  Junktofilin-2, kardiyomiyositlerde kalsiyuma bagh-kalsiyum
saliverisini koordine eden bir membran proteinidir. Arastirmacilar, JPH-2’nin
kalsiyuma bagli-kalsiyum saliverilisindeki dnemi nedeniyle MMP-2 ile bu molekiiliin
proteolizisinin engellemesinin iskemik kalp hasarinda koruyucu olabilecegine isaret
etmiglerdir. MMP-2 enziminin kalp yetmezligindeki roliinii ortaya ¢ikarmak {izere
insanlarda da arastirmalar yapilmaktadir. Zhao ve arkadaslar1 2014 yilinda insan
transplantlarinda yaptiklar1 bir calismada, kalp yetmezligi olan dokularda MMP-2
aktivitesinin 4 kat arttigmi, buna karsihlk MMP-9’daki artisin anlamli olmadigini
gostermislerdir (Zhao vd., 2014). Yakin zamanda yapilan bir arastirmada isc MMP-2
ve TIMP-2 serum diizeylerinin, KYKEF ve KYdEF hastalar1 arasinda istatistiksel
olarak anlamli bir fark olmadigini bildirmistir (Kobusiak-Prokopowicz & Krzysztofik,
2018). Tromp ve ark (Tromp vd., 2018) tarafindan son yillarda yapilan bir arastirmada,
NT-proBNP basta olmak iizere ¢esitli biyomarkirlarin network analizleri ekstraselliiler
matriks organizasyonunun korunmus ejeksiyon fraksiyonlu (KYKEF) hastalardaki

biyolojik siire¢lerde 6nemli olabilecegini ortaya koymustur.

Bu bulgulardan yola ¢ikarak, ¢alismamizda KYKEF ve KYdEF hastalarmm sag
atriyamlarindan aldigimiz trabekiillerin homojenatlarmda MMP-2 ekspresyon
diizeylerini jelatin zimografi yontemi ile inceledik. Calismamizda, proMMP-2 enzim
ekspresyonu KYKEF (EF>40) grubunda, KYdEF (EF<40) grubuna gore istatistiksel
olarak anlamli bir sekilde artmustir (Sekil 14). Bulgumuz, KYKEF ve KYdEF
gruplarinda, insan sag atriyum trabekiillerinde proMMP-2 ekspresyon artigmnin

karsilagtirmali olarak jelatin zimografi yontemi ile dogrudan olgiilerek belirlenmesi
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acisindan literatiirde bir ilk olma 6zelligi tasimaktadir. Elde ettigimiz bu sonug,
literatiir ile uyumlu olarak, KYKEF’de goriilen miyokardiyal sertlesme ve hipertrofik
kardiyomiyopatide MMP-2 enzimlerinin roliiniin oldugunu disiindiirmektedir.
Calismamizda, jelatin zimografi goriintiilerinde aktif MMP-2 band1 gozlenmemistir.
Bu durum, doku tipi matriks metalloproteinaz inhibitorii olan TIMP-2’nin aktif MMP-
2 formunu spesifik olarak inhibe ettigini diisiindiirmektedir.Yiiksek proMMP-2
ekspresyon diizeyleri, KYKEF oOrneklerinde kontraktil disfonksiyonun Onemli
belirleyicisi olarak degerlendirilebilir. MMP-9 ekspresyon diizeylerinde ise KYKEF
ile KYdEF ornekleri arasinda anlamli bir fark gortilmemistir (Sekil 15 ve Sekil 16).
Bu durum da MMP-9’nin kalp yetmezliginde birinci derecede 6nemli olan bir MMP

olmayabilecegini diisiindliirmektedir.

Kollajen kaynakli MMP-2’lerin dokulardaki lokal aktivitesi doku tipi matriks
metalloproteinaz inhibitorii olan TIMP-2 ile spesifik olarak inhibe edilmektedir (Visse
& Nagase, 2003). Yukarida da belirtildigi gibi Kobusiak ve arkadaslari, yaptiklari
calismada TIMP-2 serum diizeylerinin, KYKEF ve KYdEF hastalar1 arasinda
istatistiksel olarak anlamli bir fark olmadigini1 bildirmistir (Kobusiak-Prokopowicz &
Krzysztofik, 2018). insan sag atriyum trabekiilleri ile yaptigimiz bu ¢alismada da
proMMP-2 ekspresyonlari ile TIMP-2 ekspresyonlari arasinda paralel bir artis oldugu
goriillmektedir ayrica aktif MMP-2 bandi gdzlenmemistir (Sekil 18). Onceki
calismalardan elde edilen veriler MMP-2’nin proinflamatuar sitokinler ile uzun siireli
stimiilasyonu sonucu (Nalawansha, Dhanusha A. Pflum, 2017) MMP-2
ekspresyonunun arttigin1 - bildirmektedir. Bu duruma kosut olarak TIMP-2

ekspresyonunun artmis olabilecegi diisiiniilebilir.

Sonug olarak, arastirmamizda, insan atriyal trabekiillerin kontraktil fonksiyonunu
arastirmak i¢in yaptigimiz organ banyosu ¢alismalarinda KYKEF hasta grubundan elde
edilen doku orneklerinin kasilma yanitlarinin, KYdEF hasta grubundan elde edilen
doku orneklerinin kasilma yanitlarinin, KYdEF hasta gurubundan elde edilen doku
orneklerinin kasilma yanitlarindan istatistiksel olarak anlamli bir sekilde az; buna
karsilik proMMP-2 ekspresyonlarinin ise KYKEF hasta grubunda KYdEF hasta
grubuna oranla istatistiksel olarak anlaml bir sekilde fazla oldugu ortaya konmustur.
Bu bulgular, artmig proMMP-2 ekspresyonunun KYKEF hasta grubundaki atriyal doku
orneklerindeki kontraktil disfonksiyondan sorumlu olabilecegini diisiindiirmektedir
(Hughes & Schulz, 2014). Calismamizda aktif MMP-2 bandinin gériillmemesi artmig
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TIMP-2 ekspresyonu ile iliskili olabilir. Benzer sekilde TIMP-2 ekspresyonu, artmis
MMP-2 ekspresyonunu inhibe etmek iizere artiyor ise, TIMP-2, kontraktil
disfonksiyon kaynakli kardiyovaskiiler hastaliklarda dnemli bir hedef olabilecektir.
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Sonug ve Oneriler

Kardiyovaskiiler hastaliklar uzun zamandan bu yana insan hayatin1 tehdit eden
rahatsizlik olmaya devam etmektedir. Calismamizda kalp yetmezligi tanisi alan
hastalar KYKEF ve KYdEF olarak iki gruba ayrilmis ve bu iki gruptan elde edilen
atriyal trabekiillerin beta reseptorler iizerinden gelisen kontraktil fonksiyonlari
karsilastirilmistir. Ayrica sozii edilen iki tip kalp yetmezligi arasinda kardiyak yeniden
yapilanma ve kontraktil disfonksiyonda rol oynayan matriksmetalloproteinaz enzim
ailesinden jelatinaz alt grubuna dahil olan MMP-2 ve MMP-9 ile TIMP-2 ekspresyon
diizeyleri arastirilmistir. Sonuglar KYKEF hasta grubunda artan proMMP-2
ekspresyonuna parallel olarak TIMP-2 ekspresyonunun da arttigmi ortaya
koymaktadir. Bu arastirmadan elde edilen s6z konusu veriler kardiyovaskiiler
hastaliklarin tedavisinde yeni bir hedef olarak MMP-2 ve TIMP-2‘nin Onemini

diistindiirmektedir.
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BILGILENDIRILMIiS OLUR FORMU
LUTFEN DIKKATLICE OKUYUNUZ !!!

Bu caligmaya katilmak {izere davet edilmis bulunmaktasiniz. Bu ¢alismada yer
almay1 kabul etmeden 6nce ¢aligsmanin ne amagla yapilmak istendigini anlamaniz ve
kararinizi bu bilgilendirme sonrasi 6zgilirce vermeniz gerekmektedir. Size Ozel
hazirlanmig bu bilgilendirmeyi liitfen dikkatlice okuyunuz, sorulariniza agik yanitlar
isteyiniz.

Calismanin adi “diisiik ve korunmus ejeksiyon fraksiyonlu koroner arter
hastalig1 olan hastalarin sag atriyum dokularinda kontraktil aktivite ve komponentleri,
MMP-2 aktivitesi, B-reseptor yanitlari ve sitokin profili iliskisinin incelenmesi” dir.

Calismanin amaci kalp yetmezliginin gelisiminde ©nemli olan hiicresel
diizeydeki mekanizmalarin arastirilmasidir.

Bu caligmaya katilmayr kabul ederseniz kalp ameliyatiniz sirasinda kantil
yerlestirilmesi sirasinda uzaklastirilmas: gereken sag kalp dokusundan nohut tanesi
kadar bir kismi almarak saklanacaktir. Calismaya katilmayr kabul edersiniz
ameliyattan once 1 tiip kan Orneginiz alarak saklanacaktir. Sizden alman (zaten
uzaklastirilacak olan dokulardir) dokularda kalp yetmezliginin arastirilmasi igin
laboratuvar ¢alismalar1 yapilacaktir. Bu laboratuvar sonuglar1 degerlendirilirken sizin
kimlik bilgileriniz verilmeden kullandigmiz ilaclar, mevcut diger hastaliklariniz ve
kan degerleriniz karsilastirma amagh kullanilacaktir.

Bu calismaya katilmay1r kabul etmeniz durumunda size yapilacak olan
ameliyatin siiresinde herhangi bir degisiklik olmayacaktir. Kan alma isleminiz
sirasinda ilave 1 tiip daha kan alinmasi sadece 1-2 dakika stirecektir.

Arastirmaya tahmini olarak 40 goniilliiniin katilmas1 beklenmektedir.

Analizler Ege Universitesi Eczacilik Fakiiltesi Farmakoloji Anabilim Dali ile

Dokuz Eyliil Universitesi Tip Fakiiltesi Tibbi Biyokimya Anabilim Dali
laboratuvarlarinda yapilacaktir. Dokular yurt disima gonderilmeyecektir.
Sizden bekledigimiz kan ve kalp dokusu 6rneklerinizi ¢alismamiz i¢in kullanmamiza
izin vermenizdir. Kan ve kalp dokusu 6rneklerinin sizden alimmmasi, standart tedaviniz
sirasinda yapilacaktir. Dolayisiyla bu caligmaya katilmaniz size ilave bir miidahale
yapilmasini gerektirmeyecektir.

Yapacagimiz analizler kalp hastaliginin tedavisinin gelistirilmesi ve

ilerlemesinin dnlenmesinde yararli olacaktir. Su anda bu ¢aliymanin hemen size bir
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fayda olarak doniip donmeyecegini bilmiyoruz. Ancak yapacagimiz ¢aligmalar ileride
bu hastaliktan etkilenmis bireylerin tedavisine fayda saglayacaktir.

Bu ¢aligmanin herhangi bir asamasinda onayinizi ¢ekmek hakkina sahipsiniz.
Eger 6rneginizin imha edilmesine karar verirseniz, bu isteginizden 6nce iiretilmis her
tiirli veri ve yapilmis analiz ortadan kaldirilmayacak ama daha fazla analiz
yapilmayarak kan ve kalp dokunuza ait 6rnekler imha edilecektir.

Calismaya katilmak size herhangi bir zarar vermeyecektir. Bu caligmaya
katilmay1 reddedebilirsiniz. Bu arastirmaya katilmak tamamen istege baghdir ve
reddettiginiz takdirde size uygulanan tedavide herhangi bir degisiklik olmayacaktir.
Yine ¢alismanin herhangi bir asamasinda onaymizi ¢ekmek hakkina da sahipsiniz.
Eger 6rneginizin imha edilmesine karar verirseniz, bu isteginizden once tiretilmis her
tirlii veri ve yapilmis analiz ortadan kaldirilmayacak ama daha fazla analiz
yapilmayacaktir.

Bu calismaya katilmaniz veya katilmamaniz durumunda size uygulanacak
tedavi degismeyecek ve size alternatif bir yontem uygulanmayacaktir. Calismaya
katildiginiz i¢in size ek bir 6deme yapilmayacaktir.

Yapilacak her tiir tetkik, fizik muayene ve diger arastirma masraflar1 size veya
giivencesi altinda bulundugunuz resmi ya da 6zel higbir kurum veya kurulusa
Odetilmeyecektir.

Tim kisisel ve tibbi bilgileriniz gizli kalacak, sadece bilimsel amaglarla
kullanilacaktir.Aragtirma sonuglarinin yayimlanmasi halinde dahi kimliginiz gizli
kalacaktir.

Bu ¢alismanin sorumlusunun iletisim bilgileri

1- Ad, soyadi: Prof. Dr. Tahir YAGDI

2- Ulasilabilir telefon numarasi: +905324638306

3- Gorev yeri: Ege Universitesi Tip Fakiiltesi Kalp Damar Cerrahisi Anabilim
Dali, Bornova, 35100, [zmir

Yukarida yer alan ve arastrmaya baslanmadan once goniilliiye verilmesi gereken
bilgileri gosteren okudum ve sozlii olarak dinledim. Aklima gelen tiim sorulari
arastirictya sordum, yazil ve sozlii olarak bana yapilan tiim agiklamalar1 ayrintilariyla
anlamis bulunmaktayim. Caligmaya katilmayi isteyip istemedigime karar vermem i¢in
bana yeterli zaman tanindi. Bu kosullar altinda, bana ait tibbi bilgilerin gozden
gecirilmesi, transfer edilmesi ve islenmesi konusunda arastirma yiiriitiiclisiine yetki

veriyor ve s0z konusu aragtirmaya iliskin bana yapilan katilim davetini hi¢bir zorlama
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ve baski olmaksizin biiylik bir goniilliilik igerisinde kabul ediyorum. Arastirmaya
goniilli olarak katildigimi, istedigim zaman gerekgeli veya gerekgesiz olarak
aragtirmadan ayrilabilecegimi biliyorum. Bu formu imzalamakla yerel yasalarin bana
sagladig1 haklar1 kaybetmeyecegimi biliyorum.

Bilgilendirilmis goniillii olurunun imzali ve tarihli bir kopyasinin bana verilecegini

biliyorum.
GOniilliniin;

Ad1 Soyadi

Imza
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OLGURAPORE FOBRMT

Calyymanm Ady: Dhizil ve loorm one; ejelesiyvon fraleron koroner arter hastaliz olm
hastalanm zag atrivum dolulanmda kontrakfil aktivite ve komponentler, MAIEP-2
altivitesi, f-reseptir vamrtdan ve siteloin profile ilisloisinin incelenmesi

AdiBovadi
Protolol Nomara::
Tarih:

&  Dphdarm grhariimast

- Izola Orean Banyosu Cahgmalsn

- Dpkularda Sitokin profilinin incalsnmasi

- Dplulards zimosrafi yontsmiyls WP -2 0IP-0 sktivitslerinin inoslsnmazi
- TINP-1/TIMP-I protein dizevlarinin Wastemn Elot ila baliflsnmeasi

-  Immunhistokimyassl incslemalar

- Ean dmeklerinds natritestik paptid B (BWNP) v WT-proBENP plazma
diizeylarinin imcslenmaszi

48



Tesekkiir

Tez calismamin planlanmasi, uygulanmasi, ve sonuglandirilmast agamalarinda beni
hep destekleyen, kiymetli deneyim ve bilgilerinden severek yararlandigim, egitimim
boyunca ilgisi, sevgisi, giiler yiizii ve yardimlar1 ile yanimda olan, danisman hoca
statiisiinii hakkiyla yerine getiren Ege Universitesi Eczacilik Fakiiltesi Farmakoloji
Ana Bilim Dali bagkani Prof. Dr. Zeliha KERRY ’ye,

Tez calismam boyunca bana sabirla ve ilgiyle yardimci olan, kendisine ne zaman
danigsam konu, kaynak, yontem agisindan destegini esirgemeyen Dog. Dr. Gonen
Ozsarlak SOZER’e,

Tez calismamin ana 6gesi olan preparatlarimizi bize saglayan, ihtiyacim olan her
durumda engin bilgilerini paylasan, pozitif enerjisi ve samimiyetini benden
esirgemeyen Ege Universitesi T1p Fakiiltesi Hastanesi Cerrahi Tip Bilimleri Boliimii
Kalp Damar Cerrahisi Ana Bilim Dali Kalp Damar Cerrahi1 Prof. Dr. Tahir YAGDI’ya,
Calismamiza katkilarindan dolay1 Ege Universitesi Tip Fakiiltesi Cerrahi Tip Bilimleri
Boliimii Kalp Damar Cerrahisi Ana Bilim Dali Uzm. Dr. Emre DEMIR’e

Orneklerin toplanmasinda yogun is temposuna ragmen bana yardimci olan Ege
Universitesi T1p Fakiiltesi Cerrahi Tip Bilimleri Boliimii Kalp Damar Cerrahisi Ana
Bilim Dali sekreteri Aybala BAYBOSTAN a,

Dokuz Eyliil Universitesi’nde yaptigimiz laboratuvar calismalarida bize destek olan
Dokuz Eyliil Universitesi Tip Fakiiltesi Tibbi Biyokimya Ana Bilim Dali 6gretim
iiyesi Prof. Dr. Giilgiin OKTAY’a ve degerli bilgileriyle bana yardimci olan ve
calismalarima kazandirdig: biiyiik katkilarindan dolay1 Dr. Seniz Inang’a,

TIMP-2 Primer antikor temini ile calismamiza Onemli bir katki saglayan Ege
Universitesi Klinik Eczacilik Ana Bilim Dal1 baskani Prof. Dr. Buket REEL e,

Ege Universitesi Eczacilik Fakiiltesi Farmakoloji Ana Bilim Dalr’'ndaki degerli
hocalarima ve sevgili arkadaslarima,

Caligmalarmm, lisans ve yiiksek lisans egitimim boyunca tolerans ve destegiyle beni
motive eden, gelecek hayatlarnda daha basarili olacaklarina inandigim sevgili
arkadaslarim Kumru TURHAN ve Damla GETBOGA’ya,

Tiim hayatim boyunca beni hi¢ yalniz birakmayan, diistiigiimde kaldiran anneme, her
zaman arkamda olan babama ve dogdugumdan beri bana her daim arkadaslik eden

abime, yillardir bana sabirla destek olan, her animda beni dinleyen, anlayan, timit
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veren, yiireklendiren ¢ok sevdigim esim Halil Ibrahim DURSUN’a yiirekten tesekkiir

ederim.

[zmir, 4.02.2020 Meltem SEZEN
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