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OZET

ADIGUZEL, M. Osteosarkomda MMP-3 Gen Polimorfizmlerinin Incelenmesi. istanbul
Universitesi Saglik Bilimleri Enstitiisii, Molekiiler Tip ABD. Yiiksek Lisans Tezi.
Istanbul. 2012.

Osteosarkom (OS), ortaya ¢ikan en yaygin primer malignant kemik tiimdriidiir.
Genellikle insan hayatinin ikinci on yilinda meydana gelir ve uzun kemiklerin
metafizinde goriiliir. OS g¢esitli alt tiplere ayrilir. OS siiflama ve gradlamasi tedaviye

yardimcidir.

MMP’lerin, apoptotik siireci etkileyen substratlar1 hedefleme ve ECM’yi pargalama
yetenekleri kanserle iliskilidir. MMP’lerin yapisinda, korunmus bir katalitik domen, bir
sinyal peptid ve C terminal hemopeksin bolgesi vardir. Bu endopeptidazlar;
kollajenazlar, jelatinazlar, stromelisinler, membran tip, matrilsinler ve diger MMP’ler
olmak iizere alt1 kisma ayrilirlar. MMP-3 geni 10 ekzondan olusan 11.q22.3 kromozom

bolgesinde bulunan bir gendir.

Calismamizda MMP-3 E45K ve T102T polimorfizmleri osteosarkom tanisi konmus
hastalar ve saglikli bireylerde PCR-RFLP yontemine gore incelenmesi yapilmistir. Elde
edilen bulgulara gére MMP-3 E45K (rs679620) polimorfizminde AA genotipi saglikh
bireylerde (p:0,004), G alleli hasta grubunda (p:0,010), AG genotipi ise hasta grubunda
(p:0,001) artmustir. MMP-3 T102T (rs 41380244) polimorfizminde genotip ve allel
dagilimlan karsilagtirildiginda hasta ve kontrol bireyleri arasinda istatistiksel bir fark
bulunamamistir. Calismamiza dahil ettigimiz lokal niiks, metastaz ve cinsiyet durumuna
gore her iki polimorfizm i¢in hasta ve kontrol bireyleri arasinda istatistiksel bir fark
gozlenmemistir. Ozetle, bulgularimz sonucunda MMP-3 E45K polimorfizminin

osteosarkomda etkisi olabilecegi gosterilmistir.

Anahtar Kelimeler:  Kanser, Osteosarkom, Matriks Metalloproteinaz, MMP-3,

Polimorfizm

Bu calisma, Istanbul Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri Birimi tarafindan

desteklenmistir. Proje No: 19358



Xiii

ABSTRACT

ADIGUZEL, M. Investigation of MMP-3 Gene Polymorphism in Osteosarcoma.

Istanbul University, Institute of Health Science, Molecular Medicine. Istanbul. 2012.

Osteosarcoma is the most common primary malignant bone tumour. Generally, it
emerges at the second decade of human life and it is seen in the metaphysis of long
bones. OS is divided into various subtypes. The classificiation and grading of OS is

auxiliary to treatment.

The MMPs’ ability to target substrates affecting apoptotic process and to fragment
ECMs is related to cancer. In MMPs’ structure, there is a protected catalytic domain, a
signal peptide and C terminal hemopexin domain. These endopeptidases are divided
into six groups: collagenases, gelatinases, stromelysines, membran type, matrilysines
and other MMPs. MMP-3 gene is present in 11.q22.3 chromosome section and is

consisted of ten exons.

In our study, MMP-3 E45K and T102T polymorphisms are investigated in
osteosarcoma patients and healthy controls according to PCR-RFLP method. According
to our findings, in MMP-3 E45K (rs679620) polymorphism, AA genotype is increased
in controls (p:0,004) and allele G (p:0,010) and AG genotype (p:0,001) is increased in
cases. In MMP-3 T102T (rs41380244) polymorphism, there is no statistical difference
between cases and controls in genotype and allele distributions. No statistical difference
observed between cases and controls for both polymorphism according to their sex,
metastasis and local recurrence situation. In summary, our results suggest that MMP-3
E45K polymorphism may have a substantial effect on osteosarcoma.

Key Words: Cancer, Osteosarcoma, Matrix Metalloproteinase, MMP-3, Polymorphism

The present work was supported by the Research Fund of Istanbul University. Project
No. 19358



1. GIRIS VE AMAC

Osteosarkom (OS), kemik tiimorleri i¢inde en yaygin tiir olup yillik goriilme
insidans1 2/1.000.000°dir. OS genellikle uzun kemiklerin metafizinde goriilen bir kanser
tiriidiir. Goriilme araliklar1 hayatin ikinci dekatinda yani kemiklerin uzanimsal gelisme
ataginda oldugu donemdir. OS’ye neden oldugu bilinen c¢evresel ajan iyonize
radyasyondur. Diger nedenler ise baska kanser tiirlerinde oldugu gibi hiicre biiylime
faktorleri ve tiimor supresor genlerde meydana gelen degisimlerdir. OS hastalarinda
akciger metastaz1 goriilme riski yiiksektir. OS siniflandirma ve gradlamasi tedaviye

yardimcidir. Cesitli alt tipleri bullunmakla beraber en yaygin tip konvansiyonel tiptir.

Matriks metalloproteinazlar (MMP) c¢inko bagimli endopeptidazlardir. Bu
enzimler ¢esitli fizyolojik ve patolojik olaylarda gorev alirlar. En 6nemli gorevleri
ekstraselliiler matriksi (ECM) ve bazal membrant parcalamaktir. Bu iki yapinin
parcalanmast  tiimdrlerin  invazyonu, metastazi, gelisimi, penetrasyonu ve
anjiyogenezinde oldukca Onemlidir. MMP’ler pro-MMP olarak salgilanirlar.
Aktivasyonlart adim adim gerceklesir. Bu aktivasyon cesitli sekillerde diizenlenir.
MMP’lerin spesifik doku inhibitorleri (TIMP) tarafindan diizenlenmesi en yaygin

diizenleme bi¢imidir.

MMP’ler son siniflandirmalara gore 6 sinifa ayrilirlar. MMP’lerin OS’deki rolii
ise MMP/TIMP homeostazinin bozulmasi sonucu kanserlesme siirecini hizlandirmasi ve

metastaz goriilme riskini arttirmasidir.

Stromelisin-1 olarakta isimlendirilen MMP-3 enodopeptidaz ailesinin dnemli bir
tiyesidir, bazi MMP’lerin aktivasyonunda ve bazi squamoz hiicre karsinomalarinda

gorev alir.

MMP-3 geni 11.kromozomda lokalize olup 13,003 b¢ uzunlugundadir. Yapilan
calismalar sonucunda bu gene ait bazt SNP’ler (tek niikleotid polimorfizmi)
tanimlanmistir. Bu gende meydana gelen polimorfizmlerin bazi kanser tiirlerinde etkili

oldugu gozlemlenmistir.

Bu bilgiler 1s181nda ¢alismamizda MMP-3 geninde E45K (A/G) ve T102T (C/G)
polimorfizmlerini incelemeyi amacladik. Bu polimorfizmlerin kanser alaninda yapildigi

caligmalar oldukca az olup, bazi kanser tiirlerinde etkileri oldugu gosterilmistir.



Calismamiz osteosarkomda bu polimorfizmler ile yapilan ilk ¢aligma olma 6zelligini

tasimaktadir.



2. GENEL BILGILER

Normal hiicrelerde, hiicre biiyiimesi ve ¢ogalmasi kontrol altindadir. Kanser
hiicrelerinde ise bu biiyiime kontrol mekanizmasina kars1 bir duyarsizlasma mevcuttur

ki bunun sonucu olarak hiicre kontrolsiiz olarak ¢ogalir ve tiimor olusur.

Kanser, protoonkogenlerde, tiimor supresor genlerde, apoptozu diizenleyen
genlerde ve DNA onarim genlerinde meydana gelen mutasyonlar sonucu ortaya ¢ikar.
Bu mutasyonlar sonucunda biiylime sinyallerinin kendiliginden {iretilmesi, biiyiime
baskilayici sinyallerin inhibisyonu, hiicrenin apoptoza girmemesi, sonsuz replikasyon

yetenegi kazanmasi, anjiyogenez ve metastaz gibi agsamalarla kendini gosterir.

2.1. Osteosarkom

Osteosarkom (OS), kemik sarkomalar1 icinde en yaygin, primer malignant
kemik tiimdrlerinde ise multipl-myelomadan sonra ikinci sirada olup yillik goriilme
insidans1 2/1.000.000°dir. Cogu OS hastalar birka¢ ay semptomlardan sikayet ederler.
Hastalik ilk baslarda kendini bir patolojik fraksiyonla gosterir(1,2,3). OS, herhangi bir
kemikte meydana gelse de, siklikla uzanimsal gelisme atagi esnasinda yiiksek kemik
turnoverinin meydana geldigi uzun kemiklerin metafizinde (Sekil 2-1) meydana

gelir(2).

Her yasta meydana gelmesine ragmen, en ¢ok goriildiigii araliklar, ikinci ve

liciincii on yildur. Istatistiksel dagilimi iskelet gelisimi ile paralellik gosterebilir(2).

2.1.1. Epidemiyoloji
Klasik OS, biyopsi ile analiz edilebilen kemik tiimdrlerinin yaklasik % 15’ini

olustururken tiim malignant kemik tiimorlerinin de %2’sini olusturur(4).

Vakalarin % 75’ine yakininda OS hastalar1 15-20 yas arasindadir. Erkekler
kadinlara gore daha sik etkilenirler. OS, 6 yasindan kiiciik veya 60 yasindan biiyiik
kisilerde nadiren gériiniir. Ileri yaslarda goriinen tiimdrler genellikle Paget Hastaligy,
radyasyon veya aynilasmis kondrosarkomlara sekonderdir. Genellikle % 80-90°1 tubular
kemiklerde meydana gelir. Aksial iskelet nadiren etkilenir. Femur, tibia ve humerus
ekstremite tiimorlerinin % 85’ini olustururken, % 1’den daha az1 el ve ayak
kemiklerinde goriiniir(5). Kemik yiizeyinde meydana gelen tiimdrler, medulladan

kaynaklanana gore ileri yaslarda goriiliir ve diisiik gradlidir(2).



2.1.2. Klinik Tanim

OS’li bir hastanin degerlendirilmesi, fiziksel muayene, radyografi ve hastaligin
olusum siireci ile baslar. Hastalik gecmisi genellikle primer timoér bolgesinde 6nemli
Ol¢iide bir kitle ve aci bulunmasi ifade eder. Diger bolgelerdeki agrilar metastatik
gelisim sonucudur. Fiziksel muayene, genellikle primer timdr bolgesindeki bir
yumusak doku kitlesinde ortaya koyulur, labaratuvar tetkiki ise prognastik éneme sahip
olduklar1 bilinen alkalinfosfataz ve laktat dehidrogenaz seviyelerinin yiikselmesi ile
ortaya ¢ikar(6). Radyolojik goriiniim; sklerotik, litik veya mikst lezyonlar seklinde
olabilir. Gorliniimii, kemigin yapisindaki (Sekil 2-1) periostun kalkmasina neden olan,
metafizde yerlesen radyodens lezyondur. Biiyiiyen tiimor “kodman tiggeni’ni olusturur.
Bu yapi; timor periostu yiizeyden ayirilir ve kambiyumun yeni kemik tabakasi
olusturmasi sonucunda kenarlarint periost, korteks ve tiimoriin olusturdugu bir
ticgendir(2,7). Dinamik MRI goriintiileme hastaligin kemoterapiye verdigi cevapta ve

timorii degerlendirmede faydali bir yontemdir(8).

Epiphyseal line —
T~ Mewmaphysis

Compact bone

Medullary cawvity
(Contains yeliow bone
marrows in aduit) -
Endosteurn }

Pericsteun — ¥ == s —oo

Parforating fibers

R B T _
Nutrient artery

through nutrient foramen

— Mewmaphysis

- — Distal

. . D . - -
Articutar cartilage epiphwysis

Sekil 2-1: Kemigin yapisi(9)

Ekstremitenin  osteojenik sarkomasina sahip hastalar, yumusak doku
sismesinden Once agridan sikayet ederler. Periosteumun esnemesi genellikle timor
farkedilmeden 6nce aciya sebep olur. Tkinci genel sikayet ise, yumusak doku kitlesi ile

alakali olan sismedir. Her ne kadar OS’nin ¢ogunda yumusak doku uzamasi goriilse de



bazi hastalar sismeden sikayet ederler. Kilo kaybi, beniz solgunlugu, ates ve anoreksia

gibi sistemik semptomlar nadir goriliir(5).

Hastaligin tedavisinde; mikrometastazlar1 6nlemek amaciyla uygulanan adjuvant
kemoterapi ile bes yillik sag kalim % 20 civarindadir(10). Her ne kadar, malignitesi
degismese de modern adjuvant kemoterapi ile sag kalimi ii¢ katindan daha fazla uzamis

olup ekstremite koruyucu cerrahiyi kolaylastirmistir(11).

2.1.3. Etiyoloji

OS etiyolojisi tam olarak bilinmemektedir. insanda OS’ye neden oldugu bilinen
tek cevresel ajan iyonize radyasyondur(12). Radyasyon, OS’lerin yaklasik % 2’sinde
vardir. Radyasyonla indiiklenen OS’nin artan insidansi, primer 1sinlamadan sonra daha

uzun bir hayatta kalma ile iliskilidir(5).

Bazi ailelerde, bu tiimére genetik yatkinligi olan birden fazla sayida birey
gozlenebilir(13). Simdiye dek, en giiglii genetik yatkinlik kalitsal retinoblastoma

hastalarinda goriiliir(14).
Sarkomlarda genetik degisimler ikiye ayrilir;

a) Dengeli karyotipler ile beraber cift tarafli translokasyonlar ve timor

baskilayict gen yolaklarinda goriilen degisimler,

b) p53 ve retinoblastoma (Rb) gen yolaklarinin degisimi ile dengesiz
karyotipler(15).

Her ne kadar OS etiyolojisi ¢ok az bilinse de tiimoérler genellikle ergen yetisme
atag1 gibi yiiksek kemik turnoverinin oldugu doénemlerde gelisir(2). Bunun yaninda,
timor supresorler ve onkogenlerin mutasyonu, kromozomal amplifikasyonlar,
delesyonlar ve translokasyonlar gibi bir ¢ok genetik ve sitogenetik anormalilerle OS
iliskilidir(1,2,16). En yaygin degisimler kromozom -1, -9, -10, -13 ve -17 ile
baglantilidir veye p53 ve Rb genleri ile ilgilidir(1). Rb, hiicre donglistiniin G1/S fazinin
diizenleyicisidir(17). p53 (TP53) ise hiicre dongiisiinii diizenleyen bir diger
transkripsiyon faktorii olup DNA hasarina karsilik olarak artis gosterir ve hiicre
dongiistinii hasar onarilana kadar durdurur ya da apoptoza gotiiriir(18). p53 ve Rb
geninin germline mutasyonlar1 nadir olarak goriilmesine ragmen, OS tiimor 6rneklerinin

cogunda bagkalasmislardir(15). OS ile baglantili genetik ve epigenetik degisimlerin,



hiicreleri farklilagmamis prokiirsorler olarak bloke ederek osteojenik farklilagma ile

alakali sinyal yollarin1 degistirmesi olasidir(1).

2.1.4. Metastatik Hastalik

OS hastalarmin % 15-20’si radyografik olarak tespit edilebilen pulmoner
metastazlara (akciger yerlesimli) sahip iken % 80’1 radyografik olarak tespit edilemeyen
mikrometastazlara sahiptir. OS metastazi i¢in en yaygin bolge akcigerler oldugu gibi
diger kemik ve yumusak dokularda da olusabilir. Bu pulmoner lezyonlar OS ile iligkili
olimden sorumludur. Ancak hastalar yliksek mikrometastazlar sebebiyle operasyon
Oncesi ve sonrasinda kemoterapi alirlar. Tespit edilebilen metastazlart olmayan hastalar

% 70 hayatta kalma oranina sahiptir(1,2,19).

OS’nin niiksetmesi cogunlukla akcigerde goriiliir. Bu durumda miimkiin
oldugunca cerrahi tedavi uygulanmalidir. Metastatik pulmoner lezyonlarin komple
kesilip alinmasmi takiben % 20-45 ve diger bolgelerdeki metastazlarin % 10-15
oraniyla bir sag kalima sahiptir(20,21).

2.1.5. Simiflandirma

OS c¢esitli tiplerde ekstraselliiler matriks iiretebildiginden ve degisik farklilagma
derecelerine sahip oldugundan, histolojik paterni sadece olaydan olaya degil ayrica ayn1
vakada bolgeden bolgeye de degisiklik gosterir. Klein ve ark. OS’yi sadece predominant
histolojik paternine gore degil anatomik lokasyonuna ve gradina gore de
siniflandirmiglardir(7). Ama giiniimiizde Diinya Saglik Orgiitii (WHO)’ niin yaptig1
siiflandirma sistemi kullanilmaktadir (Tablo 2-1). Bu smiflandirma, anatomik

lokalizasyon, histoloji, grad gibi kriterler goz Oniine alinarak yapilmistir(2,22).

OS’de histolojik gradlama tiimoriin onkolojik derecelendirilmesinde ve

cerrahiye ek olarak adjuvant tedavide 6nemlidir(23).
a- Konvansiyonel OS

Konvansiyonel tip OS en sik goriilen tiptir. Uzun kemiklerin metafizinde
yerlesen, biiyiime ile iligkili oldugundan adolesan (ikinci dekatta) donemde
goriilen yiiksek gradli bir sarkomdur(2,7,24). Bu tip OS ii¢ smifa ayrilir;
osteoblastik, kondroblastik ve fibroblastik. Osteoblastik; osteoid matriksi
dominant, kiigiik yuvarlak, igsi hiicreler veya multinukleer biiyiik hiicrelerden

olusan malign osteoblastlardan olusan OS’nin en ¢ok goriinen tipidir(2,7,24,25).



Kondroblastik; kondroid matriks baskin ve igsi hiicrelerden olusan tipi iken
fibroblastik; minimal kemik veya kikirdak matriks igeren ve igsi hiicrelerden

olusan tiptir(25).

Tablo 2-1: OS’nin alt tiplerinin simflandirilmasi(25)

1. Konvansiyonel OS

a-Kondroblastik OS

b-Fibroblastik OS

c-Osteoblastik OS

Telenjiektatik OS

Kiigiik hiicreli OS

Diisiik gradli santral OS

Sekonder (Paget hastaligi) Osteosarkomlar
Parosteal OS

Periosteal OS

©@ N o a ~ w0 DN

Yiiksek gradli yiizeyel OS

b- Telanjiektatik OS

Bu tip OS radyografik ve histolojik olarak anevrizmal kemik kistini andiran bir
OS tiirtidiir. Lezyon genellikle radyolusen kemik yikimi iiretir ve ilgili kemigin
asimetrik biiylimesi gozlenir. Telanjiektatik OS, anevrizmal kemik kisti gibi
siklikla osteoklast benzeri biiyiik hiicre odaklarmi igerir(26). Kemoterapinin
uygulanmaya baglanmasiyla telanjiektatik OS’nin prognozunun konvansiyonel

tipler kadar iyi oldugu rapor edilmistir(10).
c- Kiigiik hiicreli OS

Bu tip OS, Ewing sarkom ve osteosarkomun histolojik 6zelliklerini igeren, dar
sitoplazmali kiigiik igsi hiicrelerden olusan nadir goriilen bir tiptir(27). Adjuvant

kemoterapiye yanit1 diistiktiir(28).



d- Diisiik Gradli OS

Fibroz stromaya eslik eden mikrotrabekiiler oseus matriks sebebiyle fibroz
displazi gibi bening lezyonlara, diisik gradli parosteal OS’ye ve kemik
formasyonundan fakir oldugunda desmoplastik fibromaya benzerlik
gosterir(29,30). Cerrahi olarak tedavisi konvansiyonel OS’ye gore daha iyi
olmasima ragmen niiks ve sekonder yiiksek gradli OS goriilme orani yiiksektir
(31).

e- Sekonder (Paget Hastaligr) Osteosarkomlar
Yaslilarda sik goriinen prognozu kotii olan tiptir. Cerrahi tedavi zordur(32).
f- Parosteal OS

Osteosarkomlarin % 4’tinii olusturan kemik yilizeyinden kaynaklanan diisiik
gradli bir tiptir(33). Konvansiyonel OS’ye nazaran {iglincii dekatta meydana
gelen, bayanlarda daha fazla goriilen femur distalinin arka kismina yerlesen bir

sarkomdur(34).
g- Periosteal OS

Kemik yiizeyinden kaynaklanan, kikirdak yapisinda, parosteal OS’ye gore daha
nadir goriilen, genelde uzun kemiklerin diafiz ve metafiz-diafiz birlesiminde

yerlesen yiiksek gradli bir sarkomdur(35).
h- Yiiksek Gradh Yiizeyel OS

Yiizeye yerlesip korteks harabiyetine ve yeni kemik olusumuna neden olur.

Konvansiyonel tipe benzerlik gosterir(7,25).

2.2. Ekstraselliiler Matriks
Ekstraselliler matriks (ECM), proteinleri ve proteoglikanlar1 igeren,
organizmaya yapisal destek saglayip, hiicre proliferasyonu, farklilagmasi ve hiicre gocii

ile yapisma ve doku morfogenezi gibi biyolojik aktiviteleri olan bir yapidir(36).

ECM yapist iki kisimdir; bazal lamina ve bag dokusu (Sekil 2-2). Bazal lamina,
epitel ve endotel hiicrelerini bag dokudan ayiran ekstraselliiler yapidir. Bag dokusu ise,
kollajen fibriller, glikoproteinler ve proteoglikanlardan olusan bir yapidir(37).

Proteinler, proteoglikanlarin ve kollajen fibrillerin yilizeye yapismasini saglarlar.



Proteoglikanlar hiicrelere destek kazandirirken kollajen fibriller hiicreye esneklik ve giic
kazandirir(38).

Endotel hiicreler

Bazal lamina
Laminin
Kollejen IV
Kollojen 1

Elastin

Proteoglikanlar
Ekstraselliiler

matriks(ECM) Monosit

Fibroblast
Fibronektin

Mast hiicres:

Sekil 2-2: ECM’nin yapisi(38)

Ekstraselliller matriks proteinleri, hiicreye gelen sitosolik sinyallerin

iletilmesinde direkt ve indirekt olarak 6nemli rol oynarlar(38).

2.2.1. Metastaz ve invazyon
Invazyon ve metastaz kansere bagh 6liimde en énemli nedenlerdir. Kontrolsiiz
hiicre boliinmesine neoplazmik biiylime denir. Fakat bu kontrolsiiz biiyiimenin malign

karakter kazanmasi i¢in hiicrelerin komsu dokulara invazyonu ve metastazi sarttir(39).

Metastazda oncelikle tiimdr hiicreleri birbirinden ayrilir. Bu ayrilma kaderin adli
kalsiyum bagimli transmembran proteininin azalmasi ile saglanir(40,41). Integrin adli
reseptor molekiilleri sayesinde tiimor hiicreleri matriks komponentlerine tutunur. Bu
sayede ekstraselliiler matrikse gegerler(40,41,42). Timor hiicrelerinin gé¢ edebilmeleri
icin ekstraselliiler membran1 ve matriksi gecmeleri gerekmektedir. Bu asamada matriks
metalloproteinazlar islev goriir(41). Dolasima katilan tiimor hiicreleri birbirlerine ve

trombositlere yapisarak agregatlar olustururlar. Bu agregatlar immiin sisteme karsi
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destek saglarlar. Hiicreler sekonder dokuya geldiklerinde adezyon molekiilleri ile

endotele yapisirlar. Boylece metastaz ger¢eklesmis olur (Sekil 2-3)(37).

Tumdr

hiicrest

Tiimdr hikcrelerinin bilyiimesi ve anjiyogencz

Metastatik subklon

Invazyon

Hikcrelerin birbinine tutunmasi

M Sekonder dokuya yerlesme

e

o ',-‘(’

Metastatik tim8r

Sekil 2-3: Metastaz(41)

2.3. Matriks Metalloproteinazlar

Metastaz  gelisiminde, doku inhibitorleri ile dengelenen  matriks
metalloproteinazlar (MMP), ECM ve bazal membranin par¢alanmasiyla Onem
kazanirlar(43). MMP’ler, ¢inko (Zn) ve kalsiyum (Ca) bagiml fizyolojik ve patolojik
doku yikiminda gorev alan endopeptidazlardir. Endotel hiicreleri, makrofajlar, T
lenfositler, l6kositler, epiteliyal ve mezensimal hiicreler, nétrofiller ve osteoblastlar gibi
hiicrelerde ¢ogunlukla embriyogenez asamasinda eksprese edilirler. Doku gelisiminde
ve farklilasmasinda, ovulasyon, hiicre gocli, anjiyogenez ve bazi hastaliklarin

patolojilerinde rol oynarlar(44,45).
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2.3.1. MMP Yapisi

MMP’ler ortak yapisal 6zelliklere sahiptirler. MMP’lerin tiimii N terminalinde
enzimin oOncii dizilimi olan predomen olarak tanimlanan, molekiilii sekresyon igin
hedefleyen, daha sonra kaybolan sinyal peptid dizisi igerir ve 80-90 amino asid (aa)
dizisinden olusur. Bu bolgede aktif bolgedeki Zn atomuna karsilik olarak sistein
bulunur ve enzim aktivitesini diizenledigi i¢in sistein anahtar1 olarak isimlendirilir(46).
Ikinci bolge olan prodomen enzimin latent formda kalmasindan sorumludur ve
aktivasyondan sonra ¢ikarilir. Prodomenin ¢ikarilmasi inaktif proenzimin aktif forma
doniismesini saglar(47,48,49). Bir sonraki kisim Zn"" baglayan bolgeyi igeren katalitik
domendir. Bu kistm bir Zn*" iyonu ve 2-3 Ca’" iyonu barmdirir, stabilite ve aktivitenin
olusmasi i¢in gereklidir(48). Cogu MMP’ler C terminalinde hemopeksin benzeri domen

igerirler(50). Bu bolge hem baglar; N ve C kisimlarini baglayan disiilfit bagi igerir(49).

Katalitik domeni hemopeksin benzeri domene baglayan peptid, prolin
bakimindan zengindir ve mentese bolgesi adimi alir(51). Bu yapilara ek olarak bazi
MMP’lerde prodomen ile katalitik domen arasinda enzimin hiicre i¢i furin benzeri

proteazlar tarafindan taninmasini saglayan bolge vardir (Sekil 2-4)(52,53).

menlese bﬁlqesi

s 4 Kkatalitik C
( domain L MMP-1,3.8.10,12,13

hemopeksm benzeri
domain

fibronekiin tip Il benzeri tekrar
—*— mentese bolgesi

O EIEF T .

el
katalitik domain hemopeksin benzeri
domain

furin benzeri en2|m tanima motifi mentese bolgesi

) ]() ﬁ Katalitik ”‘\’“ ”\ MT-MMP’ler
domain _

transmembran domain
hemopeksln benzeri
domain

GPI baglayici bodlge

Sekil 2-4: MMP yapisi(54)
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2.3.2. MMP’lerin Siniflandiriimasi
MMP’ler substrat spesifiteleri, dizi benzerlikleri ve bdlge organizasyonlarina

gore alt1 gruba simiflandirilirlar (Tablo 2-2).

Tablo 2-2: MMP’lerin siniflandirilmasi(50,54)

Grup adi Tammlayicrisim ~ Numara Temel substrat

Kollajenazlar 1ntemis_\%l kollajenaz  MMP-1  Kollajen Tip 1,2, 3, 7 ve 10, jelatin, PG
Notrofil kollajenaz ~ MMP-8  Kollajen Tip 1,2, 3, PG

Kollajenaz 3 MMP-13 KollajenTip 1,2, 3
Kollajenaz-4 MMP-18 Kollajen |

kelatinazlar kelatinaz A MMP-2  Jelatin, kollajen IV, V, VII; X, XI, elastin
Jelatinaz B MMP-9  Jelatin, kollajen IV, V, XIV, elagtin, PG

Sromelisinler ~ Stromelisin | MMP-3 PG, laminin, FN, jelatin, kollajen II, IV, IX ve X
Stromelisin 2 MMP-10 PG, laminin, FN, jelatin, kollgen II, IV, IX ve X

Stromelisin 3 MMP-11 PG, laminin, elastin, entaktin, tenaskin, versikan, jelatin, kollajen [I1, IV, [X, X
Membran tipi ~ MTI-MMP MMP-14 Kollajen I, 11, 111, FN, laminin, VN
MMP'ler MT2-MMP MMP-15  Agrekan, FN, laminin, tenaskin
(MT-MMP'ler)  MT3-MMP MMP-16  Kollajen II, FN, jelatin
MT4-MMP MMP-17 Jelatin
MT3-MMP MMP-24 PG
MT6-MMP MMP-25 Kollajen IV, fibrin, FN, jelatin
Matrilsinler vgriisi | MMP-7  Serin roteaz inhibitorleri
_ Marrilisin 2 MMP-26 Kollaien IV, FN, felatin, VN
Digerlert  pagyy MMP-19 Kollajen IV, entaktin, FN, jelatin, laminin, tenaskin
Enamelisin MMP-20  Agrekan, amelogenin
X-MMP MMP-21 Tamimlanmamigtir
CANMMP MMP? Tanmmlanmamictie
Metaloelastaz MMP-12 Kollzien I, IV, elastin, FN. ielatin, laminin. VN
LMMP (Horoz) MMP-Z/  lanimianmamisur
Epilisin MMP-28  Tammlanmamistir

PG: Protenalikan. FN: Fibranektin. VN Vitronektin,

a- Kollajenazlar

Bu enzimlerin temel 6zelligi N terminalinden itibaren interstisyel kollajen-I, -I1,

-111, ECM ve non-ECM molekiillerini pargalayabilmeleridir(50).

MMP-1 (Fibroblast Kollajenaz); latent formu 43 kDa, aktif formu 55 kDa

agirliginda olup interstisyel kollajeni parcalar(48).
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MMP-8 (Notrofil Kollajenaz); latent formu 75 kDa, aktif formu 58 kDa olan

notrofillerce sentezlenen artmig glikozilasyondan sorumlu tiyedir(55).
MMP-13; kollajen-1’i yikar.
Jelatinazlar

Bu enzimler kollajen ve jelatini kolayca parcalayabilirler. Katalitik bolgeye
eklenmis tip-II fibronektin tekrarlarina sahiptir(50).

MMP-2 (Jelatinaz A); latent formu 72 kDa, aktif formu 66 kDa agirliginda olup,

tip-1, -1, -111 kollajeni, jelatin, laminin ve elastini parcalar(48,49,50).

MMP-9 (Jelatinaz B); latent formu 92 kDa, aktif formu 84 kDa agirligindadir ve
bazal membran kollajeni i¢in substrat spesifiktir(48,49,50).

Stromelisinler

MMP-3 (Stromelisin-1); latent formu 57 kDa, aktif formu 46 kDa
agirh@indadir(48). MMP-3’iin  proteolitik etkisi fazladir. Proteoglikanlar,
laminin, fibronektin, kollajen ve jelatini pargalamasinin yaninda pro-MMP’lerin
bir kagini aktifler. Bu aktivasyon MMP-1’in tam aktivasyonu i¢in gereklidir(56).
MMP-3, fibroblast ve kondrositlerde biiyiime faktorleri, sitokinler ve timor

onciilleri ile indiiklenir(49).

MMP-10 (Stromelisin-2); latent formu 57 kDa, aktif formu 46 kDa
agirh@indadir(48). Fibronektin, jelatin ve kollajeni pargalar.

MMP-11 (Stromelisin-3); substrat spesifiteleri ve aa dizileri ayr1 oldugu igin
diger MMP’ler sinifina dahildir(50).

Matrilsinler
Hemopeksin domeninin eksikligi ile karakterize edilirler(50).

MMP-7  (Matrilsin-1) ve MMP-26 (Matrilsin-2) endometaz olarak
isimlendirilirler ve bu gruba dahildirler. MMP-7, ECM komponentlerinin
yikimimin yanisira fosfoligand, protiimor nekroz faktor, E-kaderin gibi hiicre

yiizey molekiillerinin {izerinde islevseldir(50).
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e- Membran Tip MMP’ler

Alt1 tane membran tip MMP (MT-MMP) vardir. Bunlardan doérdii (MMP-14,
MMP-15, MMP-16 ve MMP-24) transmembran proteinler, ikisi (MMP-17 ve
MMP-25) glikozilfosfotidilinositol bagli proteinlerdir. MT4-MMP haricinde
pro-MMP’yi  aktive  yeteneklerine sahiptirler. Bu enzimler ECM
komponentlerini pargalayabilirler. Bunun yaninda MTI1-MMP, tip-1,-11,-111
kollajen tlizerinde kollajenik aktiviteye sahiptir(57).

MT5-MMP beyne 6zgiidiir ve temel olarak serebellumda eksprese edilir(58).
MT6-MMP, menengiomlar haricinde glioblastomalar, anaplastik astrostomalar
ve periferik kan lokositlerinde eksprese edilir(59,60).

Diger MMP’ler

Metalloelastaz (MMP-12), temel olarak makrofajlarda eksprese edilir ve
makrofaj gocli icin gereklidir(61). Elastinin yaninda diger proteinleri de

parcalar.

MMP-19, klonlanmis karaciger cDNA’sinda tanimlanmistir ve romatid artrit

hastalarinda otoantijen T-hiicreleri gibi ayrilmistir(62).

Enameylisin (MMP-20), amelogenin proteinini pargalar ve yeni olusan dis
minesinin i¢inde lokalize olur. Amelogenin imperfekta, MMP-20 klavaj
bolgesindeki mutasyonlara bagli dis minesi defektlerinin neden oldugu genetik

bir hastaliktir(63).

MMP-22 ilk olarak tavuk fibroblastlarinda tanimlanmistir ve fonksiyonu
bilinmemektedir(64).

Sistein dizi MMP’si olarakta isimlendirilen MMP-23, genel olarak iireme
dokularinda eksprese edilir(65). Bu enzim sistein geg¢is metafizinden yoksundur.
Hemopeksin domeni bulunmaz, onun yerine imminoglobiilin benzeri bir domen

tarafindan takip edilen sisteince zengin bir domene sahiptir(66).

MMP ailesine son eklenen epilisin (MMP-28), genelde keratinositlerde eksprese
edilir(67). Hasarl1 ve bozulmamis ciltte ekspresyon proteinleri, yara tamiri ve
doku  homeostazinda ~MMP-28’in  fonksiyonunun  olabilecegi ileri

stirilmiistiir(68).
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2.3.3. MMP Aktivasyonu

MMP’lerin ¢ogunlugu pro-MMP olarak ekstraselliiler alana salgilanir ve gerek
duyuldugunda aktive edilirler. MMP aktivasyonu adim adim gergeklesir. MMP’ler
proteinazlar veya tiyol modifiye edici ajanlar, sodyum dodesil siilfat (SDS), reaktif
oksijen gibi kimyasal ajanlar tarafindan in vitro aktive edilebilirler. Diisiik pH ve 1si,
aktivasyonu arttirabilir. Bu ajanlar sistein anahtarinda bulunan sistein-¢inko etkilesimini
bozarlar(69,70). 1k proteolitik atak, birinci ve ikinci heliks arasindaki dongiisel bolgeye
maruz kalan alanda gercgeklesir. Halka bolgesinin boliinme spesifitesi her MMP’de
bulunan dizi tarafindan belirlenir(50). Propeptidin bir kismi ¢ikarildiginda propeptidin
geri kalan1 destabilize olur ve sistein anahtari-¢inko etkilesim bozuklugu kismen aktif
MMP veya aktif MMP’ler tarafindan intermolekiiler isleme izin verir. Boylece son

basamak bir MMP tarafindan kontrol edilir(50,56).

Pro-MMP’ler inaktif zimojenler olarak salgilanir ve proteinazlar ve non-

proteolitik ajanlar tarafindan aktive edilirler (Sekil 2-5).

Proteohitik Aktivasyon
EH

,:\ \/‘

et B
proteinazlar ‘: L
/ MMPler |
MNMP ara-molekiilia

Kimyasal modifikasyon MMP ara-melekiili

\ Molekiil-igi kesim /’
proMNMP £ Aktf MMP

+( /

B ) MMPler
Kimyasal Aktivasyon

"‘{_JH

Sekil 2-5: MMP aktivasyonu(50)
(Gri olarak gosterilen bolge katalitik domen, beyaz bolge ¢inko bolgesinin de dahil oldugu aktif bolgedir. Propeptid

siyah bolgede sematik bir bicimde gosterilmistir ve buraya halka bdlgesi ve sistein anahtar1 dahil edilmistir.)

Halka bdlgesinin boliinmesi ile proteinaz aktivasyonu saglanir, bu da kismen
MMP aktivasyonuna yol agar. Intermolekiil islem tarafindan propeptidin kaldirilmasiyla

tamamen aktivasyon saglanir. Kimyasal aktivasyon sistein anahtar stilfidril etkilesimine
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dayanir ve propeptidin intramolekiiler boliinmesi ve MMP’nin kismen aktivasyonu ile
sonuglanir. Intramolekiiler islem tarafindan propeptidin geri kalanmnin ¢ikarilmasi ile

tam aktivasyon saglanir(50).

2.3.4. MMP Aktivasyonunun Diizenlenmesi
MMP’lerin proteolitik aktiviteleri li¢ basamakta diizenlenir; transkripsiyon,

proenzim aktivasyonu ve enzim aktivitesinin inhibisyonu (Sekil 2-6).

Pozitif etkiler Negatif etkiler@

MMP genleri

IL-1, TNF e, TGF-8, heparin,
PDGF, EGF \ == |kortikosteroidler,
Transkripsiyon retinoldler, PG E,

TNF &
Latent Zimojenler
,\\\Pm-MMP' ler

Aktivasyon I TIMP genleri |

|

. | AKIVASYON -~ SRR
MTMMp — w—

Pozitif feedbacl(Aktif MMP* '°")

l )

PAI-1
uPA, Plazmin

TIMPL, 2, 3, 4
a;-makroglobulin,
heparin, tetrasiklinler
. sentetik inhibitérier

atriks proteolizi

/

>

- POZItIf etkiler
== Negatif etkiler

Sekil 2-6: MMP aktivitesinin diizenlenmesi(54)

1- Transkripsiyonel Diizenleme

MMP gen ekpresyonu; biiyiime faktorleri, sitokinler/epidermel biiylime
faktorleri (EGF), timor nekrozis faktor ( TNF-a), interlokin-1 (IL-1) gibi
bliylime faktorleri ve hormonlar ile uyarilir. Transforme edici biiyltime faktorii
(TGF-B), heparin, prostaglandin E, (PGE;) ve diger eikozanoidler ile ise
ekspresyon inhibe olur(47,52).
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2- Proenzim Asamasinda Diizenlenme

Peptid bolgesindeki sistein siilfidril grubu ile ¢inko iyonu arasindaki etkilesim,
latentligi siirdiirir. Temel fizyolojik aktivator plazmindir. Plazmin, tirokinaz-tip
plazminojen aktivatorii (uPA) tarafindan aktiflenir. Bu aktivator, aterosklerozda
ve doku remodellenmesinde de rol oynar. Plazminojen aktivator inhibitorii-1
(PAI-1), uPA {izerinde inhibitor etkisi gosterir ve aktivasyon kaskadi ile zit
calisir(71). uPA aracili aktivasyon kaskadinda bir MMP diger MMP’yi aktifler.
Plazmin, pro-MMP-1,-3,-9’u aktifler. Daha sonra MMP-3, pro-MMP-1’i
aktifler. Aktiflesen MMP-1, MMP-9’u aktif forma doniistiirir. MT-MMP’ler
diger MMP’lerin aktivatoridiirler. MMP-2,-9 makrofajlar tarafindan iiretilen
serbest radikallerin etkisiyle aktiflesirler (Sekil 2-7)(71,72).

Hiicre membrani
\ ProMMP-1
Pro
uPA N
uPAR i MMP-1
- /—PlazmanJen \
roMMP-3
“PA \‘Plazmln\‘,/p
MMP-3
/-ProMMP-Q
S MMP-9

T \degredasyon

ProMMP-13 ——MMP-13 —

MT-MMPs X \ /’
ProMMp-2 ——— MMP-2

TIMP2

Sekil 2-7: MMP aktivasyon kaskadi(54)
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3- Enzim Aktivitesinin Inhibisyonu

MMP’leri inhibe eden bazi molekiiller vardir. Bunlardan biri, proteinaz
inhibitorii olan fakat molekiil agirligr fazla oldugu i¢in dokulara girisi zor olan
o-makroglobiilindir. Ayrica aktif MMP-2’ye baglandiginda enzimin hareket
yetenegini azaltir(47,73).

Bunun yaninda MMP’lerin spesifik doku inhibitorleri (TIMP), MMP aktivitesini
diizenlerler. MMP ve TIMP’ler arasindaki denge ECM homeostazi i¢in ¢ok dnemlidir.
TIMP’ler, kemik remodellenmesinde, doku hasari, anjiyogenez ve metastazda onemli
rol alan, bircok doku ve viicut sivilarinda bulunan, MMP’lere geri doniisiimsiiz non-
kovalent 1:1 oraninda baglanan, MMP’leri inhibe edici biiyilk N terminal kisim ve
proenzimlerle  kompleks  olusturan  kiigik C  terminaline  sahip  olan
molekiillerdir(47,74,75). TIMP’ler, vaskiiler diiz kas hiicreleri, endotel hiicreleri, kan
hiicreleri, makrofajlar ve bag dokusu hiicreleri tarafindan sentez edililirler(72). Bugiine
kadar tanimlanmig dort tip TIMP vardir. TIMP-1, 28 kDa agirliginda, yapisinda distilfid
bagit bulunduran, glikolizasyon ile aktive olan, genelde makrofajlarda sentezlenen
ozellikle ~ MMP-1,-3  izerinde etkili  bir  proteindir(76,77).  TIMP-1’in,
metalloendopeptidazlar {izerinde inhibitér etkisi yoktur(73). TIMP-2, 21 KkDa
agirhiginda, non-glikolize, makrofajlarda ve tek basina sentezlenebilen bir inhibitordiir.
MMP-2’yi inhibe eder(75). TIMP-3, 21 kDa agirhiginda, hiicrelerin ekstraselliiler
matriksten ayrilmasini kolaylastiran non-glikolize proteindir(76). Son tanimlanan
TIMP-4, MT-MMP’leri inhibe etme yetenegine sahip proteindir(78). Bunun yanisira,
sentetik MMP inhibitorleri bulunmaktadir. Bunlardan bazilari marimastat, kanser

blokeri batimastat ve kloronattir(79).

2.3.5. MMP’lerin Cesitli Patolojik ve Fizyolojik Durumlarla iliskisi

Kanser invazyonunda ECM’nin ve bazal membranin par¢alanmasi énemlidir.
Bu pargalanma proteolitik enzimlerle saglanir. Bu enzimlerden biri de MMP’lerdir.
MMP’ler bir cok hiicre tarafindan eksprese edilir. MMP’ler tiimor mikrogevresini
regiile ederler. MMP’ler biiylime faktorlerinin aktivasyonunu, proteinleri birlestiren
bliyiime faktdrlerinin inaktivasyonunu; hiicre gogli, anjiyogenez ve hiicre
proliferasyonuna yol agan proteinleri ve ECM bilesenlerini hareket ettirerek hem primer
tiimor biiyiimesini hem de metastazi uyarirlar. Bu islemi ECM’yi degrade ederek

gerceklestirirler(80). Kanser siirecinde MMP’lerin etkisi li¢ asamada gergeklesir; timor
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anjiyogenezi, gelisimi ve metastazi(79). MMP’ler hiicre biiyiime ve ¢ogalmasini {i¢
farkli yolla gergeklestirirler. Birincisi, bliylime faktorlerini serbest birakirlar, ikinci
olarak peptid biiylime faktorlerini aktiflerler ve tglincii asamada ise ekstraselliiler

alandaki etkisi ile integrinlerle birlikte hiicre ¢ogalmasini tetiklerler(81,82,83).

Tiimdr hiicreleri fibroblastlarin MMP iiretmesini tetikleyen faktorler iiretir.

Farklt MMP’ler degisik timor gelisim evrelerinde bulunurlar(52).

Bir timdriin bliylimesi i¢in anjiyogenez gereklidir. Bu siire¢ kilcal damarlari
saran bazal membranin degredasyonu ile baslar endotelyal hiicrelerce kusatilan stroma
invazyonu ile devam eder. MMP’ler, endotelyal hiicre invazyonuna olanak taniyarak ve

anjiyogenetik fenotipi uyaran serbestlestirici faktorlerle bu isleme katki saglarlar(80).

Ayrica MMP’lerin kanserle alakali olarak apoptotik ve antiapoptotik etkisi
vardir. MMP-3,-7,-11 laminini yikima ugratarak apoptozu diizenlerler(84).

Aterosklerozda MMP’lerin  etkileri vardir. MMP’ler  kardiovaskiiler
remodelizasyonla sonuglanan ECM’yi degrade eder ve vaskiiler duvarin zayiflamasina
neden olurlar(80). MMP gen promotoriindeki bir polimorfizmin, koroner kalp

hastaligina duyarlilikta etkili oldugu ileri siirtilmiistiir(85).

Anjiyotensin II’'nin, MMP aktivitesini inhibe 6zelligi vardir. Anjiyotensin Il ve
aldosteron kollajenin  MMP ile parcalanmasini engelleyerek kollajen matriksin

yapiminda rol alir(86).

Malign beyin tiimérlerinin invazyonunda interstisyel kollajenaz, jelatinaz ve
stromelisinler rol alirlar(87). MMP ekspresyonundaki artis Alzheimer hastaligina ve

malign gliomalara neden olur(88).

Peridontal hastaliklarda, diseti hastaliklarinda, kollajenaz aktivitesinin arttig
goriilmiistir. MMP-20, amelogenin proteinini parcalayarak amelogenin imperfektaya
neden olabilmektedir(63).
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2.3.6. MMP’lerin OS invazyonuna Katilmalar

Normal kemikte matriks devamli olarak aginmaya ugrar ve yeni bir matriks ile
degistirilir. Bu islem kemik asinmasi ve sentezi arasinda diizenli bir dengeyi gerektiren
bir siiregtir(89). MMP’ler, plazminojen aktivatorleri ve katepsinler gibi proteolitik
enzimler ile beraber bu siiregte 6nemli rol oynarlar(90,91). Knock-out gen ¢aligsmalari
normal iskelet gelisimi i¢cin MMP’lerin 6nemini vurgulamistir(92,93). MMP’ler
kollajen, proteoglikan, fibronektin ve laminin gibi kemik matriksinin ¢esitli
komponentlerini degrade ederler. Ayrica ekstraselliiler ¢evrede alterasyonlar baslatabilir
ve dolayisiyla hiicre aktivitesini etkilerler. TGF-B’nin kemik matriksinden, IL-3 ve
kalsiton pargalanmasinda salinimi 6rnek olarak verilebilir. MMP’ler bazal membrani
parcalamak suretiyle metastatik siirece dahil olurlar ve invazyon ve metastaza katki
saglarlar. MMP’ler, ECM’de yer alan biiylime faktdrlerinin biyoyararliligini ¢ogaltarak
timor biiytimesini kolaylastirirlar. Anjiyogenezde dnemli rol oynarlar. Akciger, kolon,
meme, prostat ve pankreas kanseri gibi malign timdorlerde ekspresyonlart artar. Klinik
kanitlar, bu tiimor ¢esitlerinde MMP’lerin asir1 ekspresyonunun teshisi zorlastirdigini

gostermistir(94).

OS kemik dokusunun formasyonundan karakterize edilen malign kemik tiimorii
olup ¢ocuklarda ve yetiskinlerde goriiliir(95). OS biiylimesi, gelismis sabit kemik yikimi
ve olusumu ile beraber olustugu igin proteolitik enzimlere baglh bir sliregtir.
MMP/TIMP homeostazinin bozuklugu OS ig¢in risk teskil etmektedir. Son yillarda
yapilan ¢alismalarda insan OS hiicre hatlarinda, ksenografilerde ve biyopsilerde MMP
ve TIMP’lerin 6nemi vurgulanmaya calisilmaktadir(94).

2.4. MMP-3 (Stromelisin-1)

Latent formu 57 kDa, aktif formu 46 kDa agiliginda olan ve ECM
komponentleri ile beraber kollajen, proteoglikanlar, laminin, fibronektin, jelatin ve
elastini degrade eden, MMP ailesinin 6nemli bir {iyesidir. Ayrica ¢apraz bagli fibrini
yikma yetenegine de sahiptir. Ayn1 zamanda insan fibroblast stromelisini olarakta
bilinmektedir(96). MMP-1,-7,-8,-9 gibi MMP’leri inaktif formdan aktif forma
doniistiiriir(97). Stromelisin {iretimi fibroblast ve kondrositlerde biiyiime faktorleri,

sitokinler ve timor promotorleri ile indiiklenir(36).

MMP-3 ekspresyonu normal dokularda diisiiktlir fakat tiimor formasyonu

boyunca degisir. ECM’nin remodellenmesinde 6nemli rol oynar(98). Transkripsiyonel
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asamada hiicre-hiicre iligkisi ve sitokinler ile regiile edilir(99). Karsinogenezde MMP-3
ekspresyonu ilk olarak transkripsiyon agamasinda diizenlenir, fakat tiimor hiicrelerinin
yanisira  tiimor-infiltre  inflamatuar hiicrelerinde sentezlenen sitokin ve biiylime
faktorlerine cevapta mRNA stabilitesine ait bazi kanitlar 6ne stiriilmiistiir(52). MMP-3
transkripsiyonu bas ve boyun squamoz hiicre karsinomalarinda, akciger ve meme
kanserlerinin malignant tipinde yiikksek olarak bulunmustur(100). MMP-3’lin beyin
gliomalar1 patogenezinde rolii olduguna dair bazi g¢alismalar vardir. Ekspresyonun
tiimor gradinda artmasi beynin hiyoaluronik asit¢ce zengin matriksini degrade eder ve

glioma hiicrelerinin invazyonu ve gogiine onciiliik eder(101,102).

MMP-3’iin hasarli arter duvarlarinda MMP-2 ve -9’un aktivasyonu ve
ekspresyonunda da potansiyel olarak fiziksel bir roli bulunur(103). MMP-3,
plazminojen ve uPA arasinda spesifik molekiiler bir etkilesim vardir. Bu sayede MMP-3
hiicre fibronolitik aktivitede rol alir(104). Ayrica insan koroner aterosklorozisinde, in-
situ hibridizasyon ¢aligmalari, aterosklerotik plaklarda, kopiik hiicrelerinde, makrofaj ve
diiz kas hiicrelerinde MMP-3 ekpsresyonunun arttigin1 gostermistir(105). Koroner

miidahaleler sonrasinda restenozun gelisiminde de rol alir(97).

MMP-3 geni 10 ekzonlu 13,003 b¢ uzunlugunda 11922.3 kromozomunun uzun
kolunda MMP-1 genine bitisik halde bulunur. Genin % 92 dizilemesi yapilmistir ve 8-9
kadar tek niikleotid polimorfizmi (SNP) tanimlanmistir(106,107). MMP-3 genindeki
farkli polimorfizmler tiimor gelisim ve invazyonunda degisik tip tiimorlerde farklilik
gosterir. Meme kanserinin lenfatik metastaz ve gelisimi riski ile iliskilendirilmistir.
Fakat ovaryum kanseri ve miyokardial infarksiyon riski ile bir baglanti
kurulamamistir(107,108). Son ¢alismalar gostermistir ki, MMP-3 polimorfizmi boyun
ve bas squamoz hiicre karsinomalarinda neo-adjuvant kemoterapiye cevapta prediktif

faktor olarak belirtilmistir(109).

MMP-3 E45K polimorfizminde genin 2.ekzonunda rol alan A/G baz degisimi
lizin/glutamat amino asit degisimi ile sonuglanmaktadir. Bu degisim polipeptid
zincirinin 45. pozisyonunda meydana gelmektedir. Pro-MMP-3’ten olgun MMP-3
olusumu asamasinda baslangictaki ilk 82 peptid kesilerek atilmaktadir. Yapilan
caligmalarda propeptidin kesilmesi glutamat/lizin varligima bagimli olabilecegi ileri

stiriilmiistiir ki, bu durum olgun MMP-3 olugsmasinda azalmaya neden olur. T102T
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polimorfizminde ise genin 371. pozisyonunda C/G baz degisimi gozlenmektedir. Ancak

bu degisim proteinde herhangi bir amino asit degisimine yol agmamaktadir(110).

Tim bu bilgiler 1s18inda ¢alismamizda MMP-3 geni E45K ve T102T
polimorfizmlerinin osteosarkom hastalarindaki dagilimi ve etkinligini incelemeyi

amacladik.
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3. GEREC VE YONTEM

3.1. Secilen Orneklerin Tanim

Bu c¢alisma iki ornek grubu iizerinde yapilmustir. Birinci grup Istanbul
Universitesi Tip Fakiiltesi Ortopedi ve Travmatoloji Klinigi tarafindan takip edilen yas
ortalamalar1 23,60+8,61 olan osteosarkom tanist konmus 54 (24 kadin ve 30 erkek)

hasta ¢aligmaya dahil edilmistir.

Ikinci grup kontrol grubu olmak iizere kendisinde ve birinci derece
akrabalarinda kanser goriillmeyen yas ortalamalar1 27,03+8,97 olan 81 (50 kadin ve 31

erkek) saglikli birey normal populasyonu 6rnek olarak kullanilmistir.

Secilen vakalardan 10ml.lik kan 6rnekleri EDTA’l1 ve kuru tiiplere toplanmustir.
EDTA’l tiiplerdeki periferik kan 16kositlerinden elde edilen DNA 6rneklerinde MMP3
geni lizerinde bulunan E45K ve T102T polimofizmlerini saptamak icin Polimeraz
Zincir Reaksiyonu (PCR), Restriksiyon Fragmani Uzunluk Polimorfizmi (RFLP) ve

agaroz jel elektroforezi teknikleri kullanilmistir.

3.2. Kullanmilan Kimyasal Maddeler

Agaroz, Amonyum asetat, Amonyum kloriir, Asetik asit, Borik asit, ANTP seti,
EDTA (dihidrat), Etanol (%99), Brom fenol mavisi, Etidyum bromiir, Mineral yag,
Potasyum bikarbonat, Sodyum dodesil (lauril) sulfat, Sodyum hidroksit,
Potasyumdihidrojenfosfat, Sodyum kloriir, Tris baz, Taq DNA polimeraz, DNA marker
(50-100 bp DNA size marker), Proteinaz K, Potasyum hidroksit, restriksiyon enzimleri
(Tag I ve Acl 1), primer dizileri.

Genotiplendirmede Kullanilan Primer Dizileri
MMP3, E45K ve TI102T polimorfizmlerini igerdigi bilinen hedef diziler spesifik
primerler kullanilarak PCR yontemi ile ¢ogaltildi. Calismada kullanilan primerler tablo

3-1"de gosterilmistir.
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Tablo 3-1: MMP3, E45K ve T102T polimorfizmleri spesifik primerleri

Varyasyon Primer Dizisi Uriin Boyutu

E45K F-5'- AAATTTGCCATTATTTCAGCAAG -3' 399 bp

R-5'- CCCCTCTGAACCATTACCTG -3'

T102T F-5'- GTTCCTTGGATTGGAGGTGA -3' 237 bp

R-5'- CCTGTAGGAGAAAAATTGAAGCA -3'

3.3. Kullanilan Geregler

Thermal Cycler cihazi (Gold Plate), Otoklav, Etliv, Hot plate, Dijital Gorlintiileme
sistemi, Elektroforez i¢in gili¢ kaynagi (E-C Apparatus Corporation), Hassas terazi
(Mettler), Polaroid kamera (Kodak), Isiticili manyetik karistirict (Elektromag),
Mikrodalga firin (Philco), Mikrosantrifiij, pH metre (Hanna), Pipet takimi (Eppendorf),
Falkon santrifiij (Hettich), Spektrofotometre (Biochrom-S2100 diode array
spectrophotometer), Su banyosu (Elektromag), UV transilluminator (Stratagene
UV/White light Transilluminator), Elektroforez Sistemi (E-C 400 P).

3.4. Cozeltiler
3.4.1. DNA izolasyonunda Kullamlan Cozeltiler

3.4.1.1. Eritrosit Par¢calama Tamponu (Lysis Buffer)

8,74 gram amonyum kloriir, 1 gram potasyum bikarbonat, 200ul 0,5 molarlik
etilen diamin tetra asetat (EDTA)’nin tartimlar1 yapilarak erlen ig¢ine alinir. 900ml
ddH,O eklenir ve ¢ozeltinin pH’st bir normal sodyum hidroksit ¢ozeltisi ile 7.4%¢
ayarlanir. Daha sonra balon joje igine alinarak bir litreye tamamlanir. Cozelti 1siya

dayanikli cam siseye alinarak 120°C’ye alinarak 15 dakika otoklavda steril edildikten

sonra +4°C’de saklanir.

3.4.1.2. 0,5 M Disodium Etilen Diamin Tetra Asetat (EDTA) (pH:8.0)

186,1 gram etilen diamin tetra asetat tartilarak beher igine alinir ve 800ml
ddH0 eklendikten sonra manyetik karistirict yardimiyla ¢6ziindiiriiliir ve pH’s1 sodyum
hidroksit ¢ozeltisi ile 8,0’e ayarlanarak ddH,O ile 11t’ye tamamlanir. Cozelti 120°C’de

15 dakika otoklavlanarak sterilize edilir.
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3.4.1.3. 4 Molar Sodyum Kloriir (NaCl) Cozeltisi

233,6 gram sodyum kloriir tartilarak erlene alinir. Uzerine 800ml ddH,O ilave
edildikten sonra manyetik karistirici yardimiyla iyice c¢oziindiiriiliir. Balon jojeye
aktarilarak 11t’ye tamamlanir. Hazirlanan ¢ozelti 120°C’de 15 dakika otoklavlanarak

sterilize edilir.

3.4.1.4. Lokositleri Par¢calama Tamponu (White Blood Cell Buffer-WBL)
25ml 4M sodyum kloriir ve 50ml 0.5M etilen diamin tetra asetat (EDTA) direkt

balon jojeye aktarilarak 11t’ye tamamlanir. Hazirlanan ¢ozelti 120°C’de 15 dakika

otoklavlanarak sterilize edildikten sonra oda 1sisinda saklanir.

3.4.1.5. 1 Molar Tris Tamponu (Stok)

121,1 gram Tris baz tartilarak bir behere alinir. Uzerine 42ul hidroklorik asit ile
yaklasik 800ml ddH,O eklenerek manyetik karistirict yardimiyla iyice ¢oziindiiriiliir.
Daha sonra balon jojeye aktarilir ve 11t’ye tamamlanir. Hazirlanan ¢ozelti 120°C’de 15

dakika otoklavlanarak sterilize edilir.

3.4.1.6. 9,5 Molar Amonyum Asetat Cozeltisi

73,22 gram amonyum asetat tartilarak beher igine alinir. Uzerine 80ml ddH,0
eklenerek manyetik karigtiricida ¢oziindiiriiliir. Balon jojeye aktarilir ve ddH,O ile
100ml’ye tamamlanir. 0,22 mikronluk filtreden gegirilerek sterilize edilir ve +4°C’de

saklanir.

3.4.1.7. %10’luk Sodyum Dodesil Siilfat (SDS) Cozeltisi

10 gr sodyum dodesil siilfat tartilir. SDS tozlarini kaldirmamaya dikkat ederek
beher i¢ine alimir ve lizerine 80ml ddH»O eklenir. Manyetik karistirict yardimi ile
¢cOziindiiriiliir ve pH’s1 7,2’ye ayarlanir. 0,22 mikronluk filtreden geg¢irilerek sterilize

edilir ve oda 1s1sinda saklanir.

3.4.1.8. Proteinaz K (20 mg/ml)
20 mg proteinaz K tartilarak steril bir gode icinde steril ddH,O ile 1ml’ye

tamamlanir ve -20°C’de saklanir.
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3.4.2. Agaroz Jel Elektroforezi’nde Kullanilan Cozeltiler

3.4.2.1. Etidyum Bromiir (10 mg/ml)

10 gram etidyum bromiir tartilarak steril ddH,O ile 10ml’ye tamamlanir.

3.4.2.2. Agaroz Jel Yiikleme Tamponu (5x)
20 gram Ficoll 400, 1gram SDS, 1,2ml 0,5 molarlik etilen diamin tetra asetat,
Iml Imolarlik Tris (pH 8.0), 200 mg Bromo fenol mavisi, 200 mg Ksilen siyanol

tartilarak steril ddH>O ile 100ml’ye tamamlanir. Oda 1sisinda saklanir.

3.4.2.3. 50x Tris - Asetik asit - Etilen Diamin Tetra Asetat (TAE) Tamponu

242 gram tris baz tartilarak bir behere alinir. Uzerine 57,1ml Glasiyal asetik asit
ve 100ml 0,5 molarlik etilen diamin tetra asetat ve 800ml ddH,O ilave edilerek
manyetik karistiricida ¢oziindiiriiliir. Balon jojeye aktarilarak 1 litreye tamamlanir.
Hazirlanan ¢ozelti 120°C’de 15 dakika otoklavlanarak sterilize edilir ve oda 1sisinda

saklanir.

3.4.2.4. 5X Tris-Borik Asit-Etilen Diamin Tetra Asetat (TBE) Tamponu

54 gram tris baz ve 27,5 gram borik asit tartilarak bir behere alinir. Uzerine
20ml 0.5 molarlik etilen diamin tetra asetat ve 800ml ddH,O ilave edilerek manyetik
karistiricida ¢oziindiiriiliir. Balon jojeye aktarilarak 1 litreye tamamlanir. Hazirlanan

¢ozelti 120°C’de 15 dakika otoklavlanarak sterilize edilir ve oda 1sisinda saklanir.

3.5. Kullanilan Yoéntemler

3.5.1. Periferik Kandan DNA izolasyonu

EDTA’l1 tiiplerle alinan 10ml.lik kan oOrnekleri ¢alisma i¢in falkon tiiplerine
aktarilir. Uzerlerine 1:3 oraninda lizis eklenerek +4°C’de 15dk. bekletilir. Daha sonra
1500rpm'de 10dk. santrifiij edilir ve siipernatant kisimlar1 atilarak pelletler tamamen
siispansiyon durumuna getirilir ve iizerlerine tekrar 15-20ml. lizis eklenir. Ornekler
+4°C’de 15dk. bekledikten sonra 10dk. 1500 rpm’de santrifiij edilir. Siipernatant
kisimlart atilir ve siispanse olan pellet tizerine 500 ul %10’luk SDS, 75ul proteinaz K
(20mg/ml) ve 9,4 ml 16kosit parcalama ¢ozeltisi eklenerek 56°C’de su banyosunda bir
gece inkiibe edilir. Inkiibasyondan sonra her 1ml &rnek basina 0,37ml olacak sekilde
9,5M’lik amonyum asetat ¢ozeltisi eklendikten sonra karistirilir ve 3000rpm’de 25dk

santrifiij edilerek proteinler ¢oktiiriiliir. Santrifiij sonrasi siipernatant kismi temiz bir
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falkona aktarilir ve {lizerine 1:2 oraninda %99’luk absolii alkol eklenir ve DNA’nin
presipitasyonu saglanir. Yogunlagan DNA nin alkol yiizeyine ¢ikmasi beklenir ve DNA
mikropipet ucuyla alinir. DNA %70’lik alkolde yikanir ve korunmak tizere Tris-EDTA

¢oOzeltisinde ¢oziindiirilerek +4°C’de saklanir.

3.5.2. Elde Edilen DNA’nin Konsantrasyon ve Kalitesinin Tayini

Elde edilen DNA o6rneklerinden 1’er pl alinarak nanodrop spektrofotometrede
260 nm ve 280 nm dalga boylarinda yapilan oOlglimlerle DNA’nin safligi ve
konsantrasyonu belirlendi. DNA 6rneklerinin saflignt OD260/ OD280 orani kullanilarak
belirlendi. Yeterince iyi saflikta kabul edilen DNA’nin OD260/ OD280 degeri 1,7-1,8
olarak kabul edildi.

3.6. PCR Yéntemi Ile Mmp-3 Gen Bélgelerinin Cogaltilmasi ve RFLP Yontemiyle

Polimorfizm Analizi

Genomik DNA o6rneklerinde MMP-3 gen bolgeleri PCR ile ¢ogaltildi. Her iki
polimorfizm i¢in ayr1 PCR reaksiyonlar1 asagidaki protokole (Tablo 3-2) uygun olarak
yapildu.

Tablo 3-2: MMP-3- A/G E45K,- C/G T102T Gen Bélgelerinin Cogaltilmas icin Kullanilan

Protokol
Stok Konsantrasyonu PCR Malzemesi Miktar Son
Konsantrasyon
10 X DreamTaq Buffer with 2,5 uL 1X
MgCl,

25 mM MgCl, 0.5 uL 05M
2mM dNTP Mix 2,5 uL 02M
10 pmol/uL Forward Primer 0,5 pL 0.2 pmol/ pL
10 pmol/uL Reverse Primer 0,5 uL 0.2 pmol/ pL
- dH,0 16.375 uL -
5U/uL DreamTaq Polymerase 0.125 uL 0.025 U/uL
50 g/ uL Template DNA 2uL 100 ng/uL

TOTAL 25 uL




3.6.1. MMP-3 Gen Bélgelerinin PCR Yontemi ile Cogaltilmasi

MMP-3- A/G E45K gen bolgesi igin PCR protokolii (Tablo 3-2) ve PCR
kosullar1 (Tablo 3-3) ile amplifiye edilmisitir.

MMP-3 C/G T102T gen boélgesi igin PCR protokolii (Tablo 3-2) ve PCR
kosullar1 (Tablo 3-4) ile amplifiye edilmistir.

Tablo 3-3: MMP-3- A/G E45K gen bolgesi icin PCR kosullar:

PCR Faz1 Sicakhik Siire Tekrar Sayisi
Initial Denaturation 94 °C 5 min. 1
Denaturation 94 °C 30 sec.
Annealing 59 °C 30 sec. 35
Extension 72 °C 30 sec.
Final Extension 72 °C 7 min. 1
Final Hold 4°C o0

Tablo 3-4: MMP-3 -C/G T102T gen bolgesi i¢cin PCR kosullar:

PCR Faz1 Sicakhik Siire Tekrar Sayisi
Initial Denaturation 94 °C 5 min. 1
Denaturation 94 °C 30 sec.
Annealing 58 °C 30 sec. 35
Extension 72 °C 30 sec.
Final Extension 72 °C 7 min. 1

Final Hold 4 °C 00
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3.6.1.1. %1’lik Agaroz Jel Hazirlanmasi

Elektoforezde stok 5X TBE tamponundan hazirlanan 1 X TBE kullanildi. 2 g
agaroz (Promega MBG) tartilarak erlen igine konuldu. Uzerine son hacim 200 ml
olacak sekilde 1X TBE tamponu eklenerek, mikrodalga firinda kaynatma yolu ile
¢cOziindiiriildii. Erlenin sicakligi elle tutulabilecek sicakliga diistiiglinde (50-55°C )
¢Oziinmiis agaroz jel i¢gine 1 pl etidyum bromiir (10mg/ml) ilave edildi. Hazirlanan jel
yatay jel yatagr i¢ine dokiliip, yiikleme kuyucuklarinin olusmasi igin tarak
yerlestirilerek donmaya birakildi. Jel donduktan sonra tarak dikkatlice ¢ikarildi ve jel

ornek yiiklenmesi i¢in hazir duruma geldi.

3.6.1.2. PCR Uriinlerinin Agaroz Jel’e Yiiklenmesi

Yiikleme Tamponu (Loading Buffer : 6X)

Yiikleme tamponu (loading buffer) olarak %40 siikroz + %0,25 bromfenol

mavisi karisimi kullanildi

%1’lik jel hazirlandiktan sonra 1X TBE tamponu igeren jel tanki igine uygun
sekilde konuldu. Agaroz jelin iizerini 2-3 ml gegecek sekilde 1X TBE tamponu jel
tizerine eklendi. 7 ul PCR firlintine, 1,5 ul yiikleme tamponu (6X) eklenip pipetleme
yapilarak karistirildi. 10 pl’lik 6rnek karisimi kuyucuklara sirasiyla yiiklendi. Yiikleme
isleminden sonra jel tankinin kapagi kapatildi. Gili¢ kaynagi (E-C apparatus
Corporation, E-C4000P) 500 miliamper 90 volt elektrik giiciine ayarlanarak 35 dakika

elektroforez jel yiiriitiilmesi gergeklestirildi.

3.6.1.3. PCR Uriinlerinin Kontrolii

MMP-3- A/G E45K,- C/G T102T genlerine ait istenilen bolgelerinin PCR
tiriinlerinin olusup olusmadigini kontrol etmek amaci ile her iki bolge i¢in de ayr1 ayri
PCR tiiptinden aliman 7 pl 6rnek 1,5 pl yiikkleme tamponu ile karistirilarak yukarida
tanimlanan elektroforez sisteminde 90 voltluk elektrik akiminda 35 dakika yiiriitiildi.
Yiriitme isleminden sonra jel UV 1s1k altinda (304 nm dalga boyunda) PCR iiriinleri
incelendi ve fotografi UV transilliiminator diizeneginde c¢ekildi. PCR reaksiyonlari
sonucu MMP-3 - A/G geninde 399 bp ve C/G T102T geninden 237 bp’lik bir iiriin elde
edildi.
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Genotiplendirmede Kullanilan Enzimler

Ilgili enzimler ve fragment boyutlar1 asagida (Tablo 3-5) verilmektedir.

Tablo 3-5: E45K ve T102T polimorfizmlerinin analizleri icin kullanilacak enzimler

Varyasyon Restriksiyon Enzimi Fragment Boyutu

E45K Taql Dogal Tip: 1 fragment = 399 bp
Mutant: 2 fragment - 163bp + 236bp

T102T Acl | Dogal Tip: 1 fragment - 237 bp
Mutant: 1 fragment - 98bp + 139bp

Her iki enzim kesimi i¢in protokol asagida gosterilmistir (Tablo 3-6).

Tablo 3-6: E45K ve T102T polimorfizmlerinin analizleri icin kullamlacak enzim protokolii

PCR Faz Miktar

dH,O 3uL

10 X Restriction Buffer 2 ulL
BSA 1 uL
Restriction Enzyme 1 uL
PCR Uriinii 13 uL

E45K polimorfizm analizi i¢in, 6rnekler Taq I enzimi ile 60 °C’de 3 saat inkiibe
edildi. T102T polimorfizmi igin ise 6rnekler Acl I enzimi ile 37 °C’de 3 saat inkiibe
edildi.

Acl-I enziminin tanidig1 dizi ve kesim yeri:

v
5'...AACGTT...3'
3K”TTGC§5“.F

Taq I enzimin tamdig1 dizi ve kesim yerti:

v
5'...TCGA...3'

3% ..AGCT,:.5'
A
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3.6.2. Enzim Kesim Sonuglarmin Degerlendirilmesi

Enzim kesimi sonuglart %2’lik agaroz jelde 90 voltta 40 dakika yiiriitiilerek
genotip analizi yapildi.

Jel goriintiilemede marker olarak Fermentas MassRuler Low Range DNA

Ladder kullanilmistir.

3.6.2.1. Taq I Enzimi Kesim Sonuc¢larimin Degerlendirilmesi

Kesim iglemi yapilmadan dnce elde edilen PCR iiriinlerinin bant biiyiikliiklerinin
399 bg oldugu saptandi. Taq | enzimi ile kesim sonrasi; 399, 236 ve 163 bg
biiyiikliigiinde bantlar goriildii. Kesim sonucu sadece 399 bg’lik bant goriildiiglinde AA
genotipi (homozigot dogal tip), 236 ve 163 bg’lik bantlar goriildiigiinde GG (homozigot
mutant), 399,236 ve 163 bg’lik bantlar gorildiigiinde ise AG (heterozigot) olarak
degerlendirildi (Sekil 3-1).

.

10 15 28 30 31 37 58 73 74 75 79 80 8 87 W0 9

300 bp

Sekil 3-1: Tag | enzimi kesim sonu¢larinin %2’lik agaroz jelde goriintiisii

3.6.2.2. Acl I Enzimi Kesim Sonug¢larimin Degerlendirilmesi

Kesim islemi yapilmadan dnce elde edilen PCR iiriinlerinin bant biiyiikliiklerinin
237 b¢ oldugu saptandi. Acl | enzimi ile kesim sonrasi; 237, 139 ve 98 bg
biiyiikliigiinde bantlar goriildii. Kesim sonucu sadece 237 bg’lik bant goriildiigiinde CC
(homozigot dogal tip), 139 ve 98 b¢’lik bantlar gortildiigiinde GG (homozigot mutant),
237, 139 ve 98 bg¢’lik bantlar goriildiigiinde ise CG (heterozigot) olarak degerlendirildi
(Sekil 3-2).
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T,

—
| o f
7 22 31 34 38 MFE 78 81 92

. 237bp

139bp 98bp

Sekil 3-2: Acl I enzim kesimi sonuclarinin %?2’lik agaroz jelde goriintiisii

3.6.2.3. MMP-3 Genine Ait Polimorfizmlerin DNA Dizileme Sonuglari
E45K Polimorfizmi (Sekil 3-3, Sekil 3-4)

E45K Polimorfizmi (rs679620)

[ rs679620 [Homo sapiens]
1.

ARTATCTAGRALLCTACTACGAC CE (&G Ann R CATGTGRARACAGTTTGITAG

DT12-5296-> K [Lys] = E [Glu] (MUTANT) (E45K)

140 150 160
c I i c

Sekil 3-3: MMP-3 geni E45K polimorfizmi mutant DNA dizileme goriintiisii
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DT12-5297 = K [Lys] = K [Lys] (Do%al Tip) (E45K)

N 160 170 180

P2 AA L2 CT ACT ACGRACCT CR A2 LR GART ETGLREAE CAGTITGETIT R

il

Sekil 3-4: MMP-3 geni E45K polimorfizmi dogal tip DNA dizileme goriintiisii

T102T Polimorfizmi (Sekil 3-5, Sekil 3-6)

T102T Polimorfizmi (rs41380244)
[ rs41380244 [Homo sapiens]

1.
GITCCIGATGITGGTCACTICAGALC [C/ ] TTICCTIGGCAT CCCGALGT GEAGEL

DT12-5297 = T [Thr] = T [Thr] (Dogal Tip) (T102T)

\
320 Ny

-
<
G T CA BG AR CCTTT CCT G

M t“hll“ﬂlh LA

Sekil 3-5: MMP-3 geni T102T polimorfizmi dogal tip DNA dizileme goriintiisii
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DT12-5297 = T[Thr] = T[Thr] (Mutan&)&FlOZT)

100 110 120

c L 6 A r CCG T I T c C T G 6 C2 T C C c G

‘ ; _ ‘ ,’ ) i ’. ‘:'\_ ey A _

Sekil 3-6: MMP-3 geni T102T polimorfizmi mutant DNA dizileme goriintiisii

3.7. Sonuclarin Degerlendirilmesinde Kullanilan Istatistiksel Yontemler
Bu c¢alismanin istatistiksel analizleri i¢cin SPSS 11.0 paket programi

kullanilmistir. Istatistiksel anlamlilik sinir1 p<0.05 olarak alinmustir.

MMP-3 gen polimorfizmlerine ait genotip ve allellerinin goriilme sikliginin,
gruplar arasi farkliliklarla beraber degerlendirilmesi i¢in Ki kare (x%) ve Fisher Exact
testleri, sayisal verilerin analizi i¢in student-t testi kullanilmistir. Allel frekanslar1 gen

sayimi1 yontemi kullanilarak yapilmistir.
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Calisma gruplarimiza ait yas ve cinsiyet bilgileri tablo 4-1’de gdsterilmistir.

Calisma gruplarimizda yas dagilimlar1 agisindan istatistiksel olarak anlamli bir farklilik

gbzlenmemistir (p>0,005).

Tablo 4-1: Calisma gruplarina ait demografik bilgiler

HASTA KONTROL
GRUP
(n=54) (n=81)
Cinsiyet
24/30 50/31
(Kadin/erkek)
Yas (vl
s (b 23,60+8,61 27,03£8,97

n: birey sayisi

Timor lokalizasyonuna baktigimizda 1 vakada sol diz, 1 vakada sol femur, 1

vakada sol femur alt ug, 1 vakada sol femur proksimal, 8 vakada sol femur distal, 1

vakada sol klavikula, 1 vakada sol skapula, 1 vakada sol tibia alt u¢, 2 vakada sol tibia

proksimal, 1 vakada sag femur alt ug, 4 vakada sag femur distal, 1 vakada sag femur

proksimal, 1 vakada sag humerus iist ug¢, 1 vakada sag tibia diafiz, 8 vakada sag tibia

proksimal, 1 vakada sag tibia {ist u¢ olarak lokalizasyonlar gozlemlendi. 19 vakaya ait

bilgiye ise ulasilamamistir.

Tablo 4-2’de ¢alisma gruplarimiza ait MMP-3 E45K genotip ve allel dagilimlar

verilmistir. Saglikli grupta AA genotipi tasima sikliginin hasta grubuna gore anlamli

sekilde arttig1 gézlenmistir (p:0,004, ki kare:8,182, OR:2,929, %95Cl:1,38-6,19).

Istatistiksel degerlendirmeye gore hasta grubunda G alleli tasima sikhiginin

kontrol grubuna gore anlamli sekilde arttigi gozlenmistir (p:0,010, ki kare:6,710,

OR:1,429, %95CI:1,019-1,858).
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Benzer sekilde hasta grubunda AG genotipi tasima siklig1 da kontrol grubuyla

karsilagtirildiginda anlamli  sekilde artmistir (p:0,001, ki kare:14,753, OR:2,32,
%95Cl:1,491-3,626).

Tablo 4-2: Calisma gruplarinda MMP-3 E45K genotip ve allel dagihimlar:

MMP-3 HASTA KONTROL
E45K (n=54) (n=81)
GENOTIP
AA 14 (%25,9) 41(%50,6)**
GG 9 (%16,7) 20(%24,7)
AG 31(%57,4)*** 20(%24,7)
ALLEL
A 59(%54,6) 102(%62,9)
G 49(%45,4)* 60 (%37,1)

n: birey sayisi, Grup i¢i karsilastirmalar Ki kare testi ile yapilmigtir.
*p:0,010, ki kare:6,710, OR:1,429, %95Cl:1,019-1,858)

** n:0,004, ki kare:8,182, OR:2,929, %95Cl:1,38-6,19

***p:0,001, ki kare:14,753, OR:2,32, %95Cl:1,491-3,626

MMP-3 T102T genotip ve allel dagilimlarina gore gruplar karsilagtirdigimizda
ise istatistiksel bir farklilik gozlemlenmemistir (Tablo 4-3).



Tablo 4-3: Calisma gruplarinda MMP-3 T102T genotip ve allel dagilimlar:

MMP-3 HASTA KONTROL
T102T (n=54) (n=81)
GENOTIP
cC 45 (%83,3) 65 (%80,2)
GG 0 (%0) 0 (%0)
CG 9 (%16,7) 16 (%19,8)
ALLEL
C 99(%91,6) 146(%90,12)
G 9(%8,4) 16(%9,88)

n: birey sayis1, Grup i¢i karsilagtirmalar Ki kare testi ile yapilmustir.
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Her iki mutant alleli tasima agisindan gruplar karsilastirildiginda hasta grubunda

her iki mutant allel, tasima orani1 artmis olarak goriinmesine karsilik istatistiksel bir

anlamlilik elde edilememistir (p:0,818)(Tablo 4-4).

Tablo 4-4: Her iki mutant alleli tasima acisindan calisma gruplariin karsilastirilmasi

MMP-3 MMP-3
Gruplar E45K G + MMP-3 | E45K G + MMP-3
T102T G alleli T102T G alleli
tastyanlar tasimayanlar
8 73
Kontrol
%9,9 %90,1
6 48
Hasta
%11,1 %388,9

Grup i¢i karsilagtirmalar Ki testi ile yapilmustir.

Hasta grubuna ait metastaz ve lokal niiks goériilme sikligina ait bilgiler Tablo 4-

5’te gosterilmistir.
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Tablo 4-5: Hasta grubuna ait demografik ozellikler

Var Yok
Metastaz (n/%o) 6 (%11,1) 48(%89,9)
Lokal Niiks (n/%0) 4(%7,4) 50(%92,6)

n: birey sayis1

Hastalarda lokal niiks ve metastaz goriilme durumuna gore MMP-3 E45K
genotip dagilimlarimi inceledigimizde istatistiksel agidan anlamli bir farklilik

gozlemlenmemistir (p>0,005) (Tablo 4-6).

Tablo 4-6: Demografik ozelliklere gore MMP-3 E45K genotiplerinin dagilimi

MMP-3 E45K GENOTIPLERIi

LOKAL

NUKS AA GG AG

Var (n/%) 1(%25) 2(%50) 1(%25)

Yok (n/%) 13(%26) | 8(%16) | 29(%58)

METASTAZ AA GG AG

Var (n/%) 1(%16,7) | 2(%33,3) | 3(%50)

Yok (/%) | 13(%27,1) | 7(%14,6) | 28(%58,3)

n: birey sayist

Benzer bir durum MMP-3 T102T genotipleri agisindan da gecerlidir. T102T
genotiplerinin lokal niiks ve metastaz goriilme durumuna gore dagilimlarinda anlamh

bir bulguya ulasilamamistir (p>0,005) (Tablo 7).
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Tablo 4-7: Demografik ozelliklere gore MMP-3 T102T genotiplerinin dagilimi

MMP-3 T102T GENOTIPLERI
LOKAL NUKS cC CG
Var (n/%) 3(%75) 1(%25)
Yok (n/%) 42(%84) 8(%16)
METASTAZ cC CG
Var (n/%o) 4(%66,7) 2(%33,3)
Yok (n/%) 41(%85,4) 7(%14,6)

n: birey sayisi

Tablo 4-8’de calisma gruplarinda cinsiyete gére MMP-3 E45K genotiplerinin
dagilimlar verilmistir. Cinsiyetler arasinda genotip dagilimlari a¢isindan istatistiksel bir

farklilik gozlemlenmemistir (p>0,005).

Tablo 4-8: MMP-3 E45K polimorfizmi genotip dagilimlarinin kontrol ve hasta
gruplarinda cinsiyete gore dagihimlari

5 MMP-3 E45K
0 AA GG AG
x 23 12 15
KADIN
E') . %46 %24 %30
< | CINSIYET
= 18 8 5
- ERKEK
5 %58,1 %25.8 %16,1
v
2 MMP-3 E45K
2 AA GG AG
O 8 4 12
,<_E KADIN
7 %33,3 %16,7 %50
< | CINSIYET
T 6 5 19
ERKEK
%20 %16,7 %63,3

Grup i¢i karsilagtirmalar Ki kare ve Fisher’s Exact testi ile yapilmustir.
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MMP-3 T102T genotip dagilimlarina baktigimizda ise yine cinsiyetler arasinda

anlamli diizeyde bir farkliliga rastlanilmamistir (p>0,005) (Tablo 4-9).

Tablo 4-9: MMP-3 T102T polimorfizmi genotip dagilimlarinin kontrol ve hasta

gruplarinda cinsiyete gore dagilimlar:

MMP-3 T102T
cC CG
B
2 42 8
O KADIN
o %684 %16
| CINSIYET
Z 23 8
X ERKEK
%74,2 %25,8
MMP-3 T102T
2 cc CG
2
o
O 19 5
< KADIN
Z %79,2 %20,8
I| CINSIYET
26 4
ERKEK
%86,7 %13,3

Grup i¢i kargilagtirmalar Ki kare ve Fisher’s Exact testi ile yapilmustir.
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5. TARTISMA

Osteosarkom (OS) kemik sarkomlar1 iginde en yaygin primer malignant kemik
tiimorlerindendir. Goriilme siklig1 yilda 1 milyon kiside 2°dir(1,2,3). Uzanimsal gelisme
atagl gosteren uzun kemiklerin metafizinde goriiliir(2). Genellikle adolesan donemde
yani 15-20 yas araligindaki kisilerde goriiliir(5). OS’ye neden oldugu bilinen ¢evresel
faktor iyonize radyasyondur(12). OS metastaz1 genelde akcigerde daha sonra diger
kemik ve yumusak dokularda goriilebilir(1). OS’nin farkli tipleri bulunmakla beraber en

yaygin goriinen tip konvansiyonel tip OS’dir.

MMP’ler kanser invazyonu ve metastazinda ECM’nin pargalanmasinda dnemli
goreve sahiptirler. Bazal membranin par¢lanmasinin yami sira kanser gelisimi icin
gerekli olan anjiyogenezde de rol alirlar(80). MMP ve MMP’lerin spesifik doku
inhibitorleri arasindaki homeostaz (MMP/TIMP) metastaz ve invazyon igin onem arz
eder(94).

MMP-3 capraz bagl fibrini yikma yetenegine sahiptir. Bu enzim ayn1 zamanda
bazit MMP’lerin aktivasyon ve ekspresyonunda gorev alir(96). MMP-3 geni 10 ekzonlu
13,003 b¢ uzunlugunda 11g22.3 kromozomunun uzun kolunda lokalizedir. Yapilan
dizileme c¢alismalar1 sonucunda bu gene ait 8-9 kadar tek niikleotid polimorfizmi
tanimlanmistir(106,107).

MMP-3 genine ait en yaygin olarak caligilan polimorfizm 5A/6A
polimorfizmidir. Smolarz ve ark.(111) ovaryum kanserli hasta ve kontrol grubu arasinda
yaptiklar1 caligmada 5A ve 6A allelleri arasinda bulunma siklig1 agisindan farklilik

olmadigini1 gézlemlemislerdir.

Chaudhary ve ark.(112) bas boyun lezyonu ve oral submukozal fibroziste Hintli
bireylerde yaptiklar1 calismada 6A/6A genotipinin 45 yasindan daha biiyiik olanlarda
her iki vaka i¢in, SA/5A genotipinin ise 45 yasindan kiigiik olanlarda her iki vaka i¢in

onemli olduklarini géstermislerdir.

Biondi ve ark.(113) MMP-1 ve MMP-3 promoter bdlgesi ve kanser arasindaki
iliskiyi incelemek igin yaptiklar1 italyan populasyondaki calismaya, meme kanserli,
kolon kanserli, pulmoner kanserli ve ovaryum kanserli hasta ve saglikli bireyleri dahil

etmiglerdir. MMP-3 genine ait olan SA/6A polimorfizmi caligmasinda, 6A allelinden
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daha yiiksek promoter aktivitesine sahip olan 5A alleli i¢in heterozigot ve
homozigotlarin sikligi kolon kanseri istisna olmak tizere (%73), kanserli hastalarda
belirgin olarak daha yiiksek oldugunu bildirmislerdir (%84,5). Calisma sonucundaki
bulgulara goére bu polimorfizmin, kanserin gelismesi ve progresyonu i¢in Ozellikle

memeli tiimdrlerinde risk faktdrii oldugunu ileri siirmiislerdir.

Calismamiza, Istanbul Universitesi Tip Fakiiltesi Ortopedi ve Travmatoloji
ABD. tarafindan temin edilen, yas ortalamalar1 23,60+8,61 olan 54 (24 kadin ve 30
erkek) osteosarkom tanis1 konmus hasta ve yas ortalamalar1 27,03+8,97 olan kendisinde
ve ailesinde kanser gegmisi olmayan 81 (50 kadin ve 31) saglikli bireyi dahil ettik. Bu
gruplara ait MMP-3 E45K ve TI102T polimorfizmlerini istatistiksel agidan
degerlendirdik.

MMP-3 E45K polimorfizmi, MMP-3 proteininin 45. aa’de Lys-Glu non-sinonim
bir varyanti1 kodlar. MMP-3 olusumu asamasinda baslangictaki ilk 82 peptid kesilerek
atilmaktadir. Yapilan calismalar sonucunda propeptidin kesilmesi Glu-Lys varligina
bagimli olabilecegi ve bu durumun MMP-3 olusmasinda azalmaya neden olabilecegi

ileri stirlilmistiir(110).

Fan ve ark.(114), 766 glioma hastasi ve 824 saglikli birey Cin populasyonunda
yaptiklar1 ¢alismada MMP-3 E45K polimorfizmini incelemislerdir. Her iki grup
arasinda yapilan istatistiksel karsilastirmaya gore bu polimorfizmin glioma riskini

arttirdigina dair bir veriye rastlanmamastir.

Nan ve ark.(115), 218 melanoma, 285 squamoz hiicre karsinomasi, 300 bazal
hiicre karsinomasina sahip kanserli hasta ve 870 saglikli bireyde E45K polimorfizmini
de i¢ine alan 6 tane SNP calismasi yapmiglardir. Bu ¢alisma sonucunda kontrol bireyleri

ve hasta grubu arasinda anlamli bir fark gézlemlememislerdir.

Ouyang ve ark.(116), Cin populasyonu 6zofagal squamoz hiicre kanserinde, 227
hasta ve 378 saglikli bireyde yaptiklari ¢alismada MMP-3 E45K polimorfizminin

kontrol ve hasta gruplarinda istatistiksel bir farkinin olmadigint gézlemlemislerdir.

Hirata ve ark.(117), renal hiicre kanserli 156 hasta ve 326 saglikli bireyde
yaptiklart ¢alismada MMP-3 E45K polimorfizminde GG genotipinin frekansinin

kontrol bireylerine gore hastalarda arttigin1 gézlemlemislerdir.
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Buldugumuz sonuglara gore; saglikli bireylerde MMP-3 E45K AA genotipi
tasima sikligi hasta grubuna gore anlamli sekilde artmistir (p:0,004, ki kare:8,182,
OR:2,929, %95Cl:1,38-6,19). Buna paralel olarak hasta grubunda da G alleli tasima
sikligimin saglikli bireylere gore anlamli bir sekilde arttigimi gézlemledik (p:0,010, ki
kare:6,710, OR:1,429, %95CI:1,019-1,858). Benzer sekilde AG genotipi tasima sikligi
da kontrol grubu ile karsilastirildiginda anlamli sekilde artmis olarak saptand: (p:0,001,
ki kare:14,753, OR:2,32, %95Cl:1,491-3,626).

MMP-3 genine ait diger bir polimorfizm olan T102T (C/G) polimorfizmi

literatlirlerde taranmistir ve az sayida ¢calismaya rastlanmuistir.

Hong ve ark.(118), Koreli ¢ocuklarda Kawasaki hastaliginda bu polimorfizmi
hasta ve kontrol bireyleri arasinda karsilagtirmiglardir. Kawasaki hastaligi, koroner arter
gelisimini igeren multisistemik vaskiiler bir hastaliktir. Bu polimorfizmdeki genomik ve
allelik sikliklarin hasta ve kontrol bireyleri arasinda farklilasma gostermedigi sonucunu

elde etmislerdir.

Li ve ark.(119), MMP-3 genine ait birtakim polimorfizmleri ¢aligmalarina dahil
etmisler; MMP-3 E45K polimorfizm ¢alismasi igin 1853 koroner hastasi ve 1207
kontrol bireyi, MMP-3 T102T polimorfizm ¢alismasi i¢in 1197 koroner arter hastasi ve
1791 Kkontrol bireyini ¢alismaya dahil etmislerdir. Bu calismada, A aleli ve AA
genotipinin koroner hastalik riskinin artmasiyla iliskili oldugunu GG genotipinin ise
koruyucu rol oynadigini gozlemlemislerdir. MMP-3 T102T polimorfizminde GG
genotipi tagtyicilarinin C alleli tasiyicilan ile karsilastirildiginda daha yiiksek koroner

hastalik riskine sahip olduklarini gézlemlemislerdir.

Beyzade ve ark.(120), 1240 koroner arter hastasinda bazi polimorfizmleri (-1986
T>C, -1612 5A>6A, -1346 A>C, -709 A>G, -376 G>C ve +802 A>G) caligsmalarina
dahil etmis ve SA>6A haricindeki diger polimorfizmlerin bu hastalikta anlamliligini

gozlemlememislerdir.

Calismamizda MMP-3 T102T genotip ve allel dagilimlarini saglikli ve
osteosarkomlu bireylerde karsilastirdigimizda istatistiksel olarak bir farklilik

gozlemlemedik. Her iki ¢calisma grubumuzda da mutant GG genotipine rastlamadik.
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Her iki polimorfizme ait mutant alleli tasima acgisindan gruplari
karsilagtirdigimizda hasta grubunda her iki mutant allel tagima orani artmis olarak

goriinmesine karsin istatistiksel bir anlamlilik elde edilememistir (p:0,818).

Hastalarda metastaz ve lokal niiks goériilme durumuna gore MMP-3 E45K ve
T102T genotip dagilimlarini inceledigimizde hem E45K hem de T102T polimorfizmleri

acisindan anlamli bulgular elde edilmemistir.

Calismamiza her iki polimorfizme ait genotip dagilimlarinin kontrol ve hasta
gruplarinda cinsiyete gore dagilimlar1 da dahil edilmis olup, MMP-3 E45K ve T102T

polimorfizmi agisindan istatistiksel bir farklilik gézlemlenmemistir.

Sonug olarak, ¢alismamiz her iki polimorfizm ag¢isindan da osteosarkomda
yapilan ilk calisma 6zelligini tagimaktadir. Yaptigimiz deneysel ¢aligmalar sonucunda
elde ettigimiz bulgular MMP-3 E45K polimorfizminin osteosarkom gelisiminde rol
oynayabilecegi izlenimi elde etmemize neden olmusken, bu polimorfizmin metastaz ve
lokal niiks goriilme gibi siireglerde etkisi olmadigi kanisina varmamiza neden olmustur.
Bir diger polimorfik varyant olan TI102T acisindan c¢alisma gruplarimizi
degerlendirdigimizde ise anlamliliga ulasan bulgular elde edemedik. Her iki
polimorfizmin karsinogenezdeki etkinliginin belirlenmesi agisindan daha fazla sayida

calismaya ihtiya¢ duyulmaktadir.
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