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OZET

Yurdum LM. Tip 2 Diyabet Hastaliginda MMP-3 ve MMP-12 Gen Polimorfizmlerinin
ve Serum Diizeylerine Olan Etkisinin Incelenmesi. Istanbul Universitesi Saglik
Bilimleri Enstitiisii, Molekiiler Tip ABD. Yiiksek Lisans. Istanbul. 2011.

Diabetes mellitus, biitiin diinyada milyonlarca kisiyi etkileyen ve giderek artan bir
saglik problemidir. Type 2 diabetes mellitus, patogenezi kompleks molekiiler yolaklar
aktive etmesi ile karakterize edilir ve inflamatuar yolaklar diyabetik nefropati gibi
diyabetik komplikasyonlarin gelisiminde merkezi rol oynar. Inflamatuar sitokinler,
diyabet ile mikrovaskiiler komplikasyon patogenezinde onemlidir. IL-1,IL-6, IL-18 ve
TNF inflamasyonun temel diizenleyicileridir. Bu molekiiller, diyabetik nefropatinin
patogenezinde rol oynar. Matriks metalloproteinazlar (MMPs), sitokinler tarafindan
diizenlenir. MMP’ler, rheumatoid, osteoartrit, metastatik kanser, metabolik kemik
hastaligi, aterosklerosiz gibi patolojik siireglerde doku matrikslerini bozmaktadir.
Caligmamiza hasta grubu olarak 70 adet Tip 2 diyabet hastasi , kontrol grubu olarak
100 saglikli kisi dahil ettik. MMP-3 -1171 5A/6A genotip frekanslari diyabet
hastalarinda %20 6A/6A, %8 5A/5A , %42 6A/5A iken kontrol grubunda %38
6A/6A, %18 SA/5A , %44 6A/SA oldugunu bulduk. Hasta ve kontrol gruplari arasinda
MMP-3-1171 5A/6A  genotipleri ve allelleri agisindan istatistiksel anlamli bir fark
tespit edilmemistir (p>0.05). Heterozigot 6A/5A genotipine sahip bireylerin frekansinin
hasta grubunda kontrole goére anlamli olarak yiiksek oldugu ve diyabet gelisim riskinin
1,9 kat yiikseldigi gozlenmistir. Tez ¢alismamizda MMP-12 genotiplemesi de yapilmis
olup hasta ve kontrolde herhangi bir variant polimorfizme rastlanmamistir. Calisma
gruplarinin hepsinde AA genotipi tespit edilmis olup istatistiksel degerlendirme

yapilamamustir.

Anahtar Kelimeler : Diabetes Mellitus, MMP-3, MMP-12,Polimorfizm, Inflamasyon

Bu calisma, Istanbul Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri Birimi tarafindan
desteklenmistir. Proje No: 4393
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ABSTRACT

Yurdum LM. (2011). Investigation of gene polymorphims and serum levels of MMP-3
and MMP-12 in patient with Type 2 Diabetes Mellitus. Istanbul University, Institute of
Health Science, Molecular Medicine. Istanbul 2011.

Diabetes mellitus is a growing public health problem that adversely affects the lives of
millions of individuals around the world. The pathogenesis of Type 2 diabetes mellitus
is characterized by activation of complex molecular pathways and evidence suggests
that inflammatory pathways have a central role in the development of diabetic
complications, such as diabetic nephropathy. Inflammatory cytokines are important in

the pathogenesis of microvascular complication with diabetes mellitus.

IL-1,IL-6, IL-18 and TNF are the main regulators of inflammation. These molecules are
cytokines reported to have key roles in pathogenesis of diabetic nephropathy. There are
lots of investigation about matriks metalloproteinases (MMPs) which are regulated by
cytokines. MMPs are implicated in many pathologic processes characterized by
dysregulated turnover of connective tissue matrices, such as occurs in rheumatoid and
osteoarthritis, metastatic cancer, metabolic bone disease, atherosclerosis. We used PCR,
RFLP and gel electrophoresis techniques to detect MMP-3-1171 5A/6A and MMP-12-
82A/G polymorphisms on 70 type II diabetes mellitus patients and 100 controls. In our
study, we found MMP-3-1171 5A/6A genotypes %20 6A/6A, %8 SA/SA |, %42 6A/5A
in diabetes patients and %38 6A/6A, %18 5A/5A , %44 6A/5A in control group. There
is no statistically mean frequencies and significantly difference between diabetes
mellitus and control groups in the distribution of MMP-3-1171 genotypes (p<0.05).
6A/5A genotype frequencies increased 1,9 times in the diabetes group. We didn’t
determine MMP 12 GG and AG genotypes in patient and in control groups.

Key Words: Diabetes Mellitus, MMP-3, MMP-12, Polymorphism and Inflammatory

The present work was supported by the Research Fund of Istanbul University. Project
No. 4393
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1. GIRIS VE AMAC

Diyabet vakalarinin yaklasik %80-90’n1 olusturan ve tipik olarak ileri yaglarda
ortaya cikan bir hastalik olarak bilinen tip 2 diyabet (1), son donemlerde geng
eriskinlerde ve ¢ocukluk caginda da goriilmeye baglanmistir (2). Giiniimiizde diinya
tizerinde 200 milyon diyabet hastast bulunmakta olup, 2025 yilinda 300 milyona
yiikselecegi tahmin edilmektedir (3).

Tip 2 diyabet, lipid, protein ve karbonhidrat metabolizma bozukluklar ile
seyreden retinopati, nefropati, noropati, kalp hastaliklari, hipertansiyon, gebelik
komplikasyonlar1 ¢ok genis bir komplikasyon yelpazesine sahiptir (4). Tip 2 diyabet
patogenezi olduk¢a karmasiktir ve bir¢ok yonden halen tartisma konusudur. Kalitimi
poligeniktir ve c¢evresel faktorlerle giiclii bir iliskisi mevcuttur. Tip 2 diyabet
patogenezinde bozulmus insiilin salinimi ve insiilin duyarliligi ile inflamatuar yolaklarin
rolii de giderek 6nem kazanmaktadir (4).

Matriks metalloproteinazlar (MMP) ekstraselliiler matriks (ESM) bilesenlerini

o ++ ++
yikima ugratan, Zn ve Ca

a bagimli bir notral endopeptidaz ailesidir (4). Bu
enzimler doku rejenerasyonu, inflamasyon, morfogenez, yara iyilesmesi ve normal
sireclerin i¢inde bulundugu fizyolojik durumlarda 6nemli rol oynarlar hem de timér
hiicresi invazyonu, anjiyogenezis ve metastaz gibi patolojik siire¢lerde de yer alirlar.

Fizyolojik kosullar altinda MMP’lerin aktivitesi endojen doku inhibitorleri
(TIMP) tarafindan kontrol edilmektedir. Yapilan g¢aligmalarda sitokin ve biiyiime
faktorlerini uyaran gen transkripsiyonu, zimojen aktivasyonunun artisi ve MMP/TIMP
oranindaki dengesizlik sonucu, MMP aktivitesinin arttig1 bildirilmistir (4). MMP ve
TIMP’ler normal sartlar altinda dokularda diisiik diizeyde ekspresyon gostermektedir.
MMP’ler kanser ve ateroskleroz basta olmak tizere artrit, nefrit, gastrointestinal iilser,
peridontal hastalik, kornea lseri, deri iilseri, multipl skleroz, norolojik hastaliklar,
Alzheimer, karaciger fibrozu, fibrotik akciger hastaligi, amfizem, kan beyin bariyerinin
yikilmasi gibi birgok patolojik olayda rol oynamaktadir.

Kontrolsiiz hiperglisemi, diyabet siiresi, artmig oksidan diizeyleri ve enzimatik
olmayan protein glikolizasyonu diyabetik komplikasyonlarin olusmasinda 6nemli rol
oynarlar. Tip 2 diyabetin komplikasyonlar1 arasinda yer alan diyabetik nefropatide

ekstrasellular matriks kalinlagsmalarida rol oynamaktadir (4).
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Bu caligmada, Tip 2 diyabet hastalarinda ekstrasellular matriks proteinleri
lizerine etki gdsteren MMP-3 ve MMP-12 gen polimorfizmleri ve serum diizeylerinin

incelenmesi amag¢lanmaktadir.
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2. GENEL BIiLGILER

2.1. DIABETES MELLITUS

Diyabet insiilin yoklugu, yetersizligi veya periferik dokulardaki insiilin
direncine baglh olarak hiperglisemi ataklariyla seyreden bir hastaliktir (5,6). Yetersiz
insiilin salinimi1 nedeniyle olusan metabolik degisiklikler, glukagonun artmasi ile daha
da siddetlenir. Karbonhidrat, yag ve protein metabolizmalarinin kronik olarak
bozulmasi sonucunda kan damarlari, bobrekler, gozler ve sinirleri etkileyen uzun siireli

komplikasyonlar gelisir (5).

2.1.1. Diyabetin Tanis1

Normal glukoz homeostazi birbiri ile iligkili {i¢ siire¢ tarafindan siki bigimde
diizenlenir: Karacigerde glukoz iiretimi, periferik dokular tarafindan glukozun alinmasi
ve kullanilmasi (baslica iskelet kasi), insiilin ve glukagonlar gibi karsit-diizenleyici
hormonlarin etkileri. Kan glukoz degerleri bu kontrol yollar1 ile normalde ¢ok dar bir

aralikta, cogunlukla 70-110 mg/dl arasinda tutulur (5).
Diyabetin klinik ve etiyolojik olarak ortaya ¢ikis evreleri sdyledir (7).
1. Evre : genetik yatkinlik

2. Evre : immiinolojik bozukluklar (insiilin salinimi normal olup,

otoantikorlar ortaya ¢ikar)

3. Evre : insiilin saliniminda azalma

4. Evre : OGTT yanitlar1 bozulur ancak diyabet tanis1 konacak diizeyde
degildir.

5. Evre : klinik olarak diyabet semptomlart belirir, glukagona C-peptid
yanit1 vardir.

6. Evre : total diyabet evresi

Diyabetes mellitus tanisi, kan glukoz yiiksekliginin ii¢ kriterden herhangi biri ile

gosterilmesi sonucunda konur (8):

e Kironik belirti ve semptomlar(sonra tartisiimistir) ile birlikte herhangi bir

zamanda 200 mg/dl veya tizerinde glukoz diizeyi
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e 126 mg/dl veya iizeri aglik glukoz diizeyi

e Glukoz diizeyinin standart karbohidrat yiliklemesinden 2 saat sonra 200

mg/dl veya tizerinde oldugu anormal oral glukoz tolerans test (OGTT)

2.2. DiYABETIN SINIFLANDIRILMASI
Diyabetikler iki gruba ayrilir: Insiiline-bagimli diabetes mellitus (Tip 1 diyabet)
ve Insiilinden-bagimsiz diabetes mellitus (Tip 2 diyabet) (5).

2.2.1. Tip 1 Diyabet

Bu hastalar, diyabetlilerin %10-20’sini olusturmaktadir. Bu hastalikta,
pankreasin PB-hiicreleri agir bir otoimmiin atak nedeni ile hasara ugramistir ve insiilin
tamamen eksiktir. Bu hasarin olugmasi i¢in ¢evresel bir uyar1 (viral bir enfeksiyon gibi)
ve/veya P-hiicrelerinin ‘yabanci’ olarak tanimmmasimi saglayan genetik bir kusur
gereklidir. B-hiicrelerinin %80-90°1 harabiyete ugradiginda semptomlar aniden ortaya
cikar. Bu noktada, pankreas artik alinan glukoza yeterli yaniti veremez ve metabolik

kontrolii diizeltmek i¢in insiilin verilmesi gereklidir (6).

2.2.1.1. Tip 1 Diyabetteki Metabolik Degisiklikler

Tedavi edilmemis diabetes mellitusta, hiperglisemi ve ketoasidoz goriiliir.
Hiperglisemi, glukozun hepatik yapiminin artmasiyla beraber periferik kullaniminin
azalmasi nedeni ile meydana gelmektedir. Ketoasidoz ise, adipoz dokudan yag asidi
salimiminin artmasiyla beraber karacigerde 3-Hidroksibiitirat ve asetoasetat sentezinin
artmast sonucu olugsmaktadir. Ancak karacigere gelen yag asitlerinin hepsi oksidasyon
veya keton cismi sentezinde kullanilmaz, bir kismi triagilgliserole doniisiir ve VLDL
olarak paketlenerek kana verilir. Silomikronlar, yemek sonrasi diyet lipitlerinden barsak
mukoza hiicrelerinde sentezlenir. Diyabetiklerde, yag dokusunda lipoprotein lipaz
tarafindan lipoprotein yikiminin diigiik olmasi nedeni ile plazma silomikron ve VLDL
diizeyleri yiikselmistir. Bu da hipertrigliseridemiye yol acar. Bu metabolik degisiklikler
insiilin yetersizligi ve glukagonun kismen yiikselmesi nedeni ile olusmaktadir.
Glukagon glukoneogenez ve ketogenezin uyarilmasinda O6nemli bir rol oynar. Bu

degisimlerin ¢ogu aclikta goriilenlere benzemektedir, fakat daha agir yasanmaktadir (5).
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Diyabet ve aglik arasindaki metabolik farklar sunlardir:

e Insiilin diizeyleri : Tip 1 diyabetlilerde kanda hi¢ insiilin bulunmaz,
aclikta ise bir miktar bulunmaktadir. Bu nedenle, diyabetiklerde

glukagonun metabolik etkilerine engel olunamamaktadir.

e Kan glukoz diizeyleri : Diyabetiklerde karakteristik olarak hiperglisemi

goriiliir. Yiyecek yoklugunda ise kan glukozu normale yakindir.

e Ketoasidoz : Diyabette adipoz dokudan yag asidi salinimi ve hepatik
ketogenez, acglikta oldugundan daha fazla goriilmektedir. Sonug¢ olarak

diyabette goriilen ketoasidoz, aglikta goriilenden daha ciddidir.

2.2.2. Tip 2 Diyabet

Tip 2 diyabet hastaligin en sik goriilen seklidir (5). Tiim diyabetlilerin %901 tip
2 diyabetlidir. Karaciger, kas ve adipoz dokuda insiilin duyarliliginin azalmasi ve (-
hiicre fonksiyonun bozulmasi ile karakterizedir. Patogenezi genetik ve ¢evresel
faktorlerin rol aldigi kompleks etkilesime dayanir. Tip 2 diyabet hastaligi genellikle
obezitenin eslik ettigi insiilin direnci ve insiilin salgisinda anomali sonucu gelisir. Bu
hastalarda insiilin olduk¢a yiiksek seviyelerdedir. Hiperpigmentasyon, akantozis

nigrikans ve ensede derinin kalinlagmasi gibi insiilin direnci belirtileri olusabilir (5).

2.2.2.1. Tip 2 Diabetes Mellitus’un Patogenezi

Tip 2 diabetes mellitus ¢ok daha yaygin bir tiptir ve bu tipte genetik yatkinlik
daha biiyiik bir rol oynar. Hastalik, her biri kendi predispozan riskini igeren ve ¢evresel
faktorler tarafindan diizenlenen, coklu genetik bozukluklarin bir araya gelmesi
sonucunda ortaya cikar. Tip 1’den farkli olarak , Tip 2’nin otoimmiin temeli oldugunu
diisiindiiren kanit yoktur. Tip 2’nin karakteristigini olusturan iki metabolik defekt

insiilin direnci ve B-hiicre bozuklugudur (5).
1. Insiilin Direnci

Insiilin direnci periferik dokularin insiiline yanit verme yeteneginin azalmasidir.
Insiilin direnci olan bireylerde yapilan fonksiyonel g¢aligmalar sonucunda, insiilin
reseptdr sayisinda azalma, insiilin reseptdr fosforilasyonunda ve tirozin kinaz

aktivitesinde azalma ve insiilin sinyal yolaginda aktif aracilarin diizeyinde azalma gibi
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cok sayida kantitatif ve kalitatif anomaliler tespit edilmistir. Insiilin direncinin, g¢esitli
genetik ve ¢evresel faktorlerden etkilenen kompleks bir fenomen oldugu anlagilmistir.
Insiilin reseptorlerindeki mutasyonlarin Tip 2 diyabetli hastalarin ¢ok kiiclik bir
boliimiinden sorumlu olmasi, insiilin direnci ile ilgili genetik faktorlerin biiyiik oranda

sir olarak kalmasina neden olmustur.

Cevresel faktorler arasinda obezite en giiglii iliskiye sahiptir. Tip 2 diyabet ve
obezitenin birlikteligi yillardir bilinmektedir ve insiilin direnci altta yatan nedendir.
Viicut kitle indeksinin (viicut yag igeriginin bir 6l¢iimii) yiikselmesi ile diyabet artar. Bu
durum viicut yagi ve insiilin direnci arasinda bir doz-yanut iligkisi oldugunu akla getirir.
Obezitede insiilin direncini etkileyen olasi faktorler arasinda insiilin fonksiyonlar1 ile zit
etki gosteren dolasimda veya hiicre i¢inde yliksek diizeyde serbest yag asit diizeylerinin
varlig1 (lipotoksisite) ile leptin, adiponektin ve rezistin gibi adipoz doku tarafindan
salgilanan ¢esitli sitokinler (adipokinler) yer alir. Peroksizom proliferatdr —aktive
reseptor —y (PPAR-y), adipositlerdeki gen ekspresyonunu diizenleyebilir ve sonugcta

insiilin direncinin azalmasina yol acabilir (5).
2. PB- Hiicre Bozuklugu

B-hiicre bozuklugu, hiperglisemi ve insiilin direnci varliginda yetersiz insiilin
sekresyonu olarak belirti verir. B-hiicre disfonksiyonu kalitatif (insiilin sekresyonunun
normal pulsatil ve dalgali salinim gosteren paterninde kayip ve plazma glukozundaki
yiikselme ile tetiklenen insiilin sekresyonunun hizli birinci fazinda yavaslama) ve
kantitatif 'tir (p-hiicre kitlesinde azalma, adacik dejenerasyonu, adacikta amiloid

depolanmasi) (5).
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Tip 2 Divabet
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Sekil 1: Tip 2 patogenezinde epigenetik mekanizma (59).

2.3. Diyabete Neden Olan Risk Etmenleri

2.3.1. Viicut Yag Dagilim

Toplumsal arastirmalar diyabet gelisme riskinin beden kitle indeksinden bagka

viicut yag kitle artisi ile paralel olarak arttigini ortaya koymustur.

2.3.2. Obezite

Obezite fazla kilolarin 6zellikle viicudun {iist kisminda toplandigi abdominal
obezite (santral obezite) tip 2 diyabet riski ile ¢ok yakindan iliskilidir (8). Tip 2
diyabetlilerin %85’1 obez veya kiloludur. Yanlis beslenme ve fiziksel aktivitenin
azalmasi sonucunda bir¢ok toplumda obezite sikliginin artmasi, diyabet sikligini da
arttirmistir. Viicut agirligindaki her 1 kg artisa karsilik diyabet prevalansinin %9 arttigi
bildirilmistir (5).

2.3.3. Cinsiyet
Gelismekte olan iilkelerde hastalik kadinlarda daha sik gorildiigi bildirilmistir.
Bunu da gelismis toplumlarin ¢cogunda yapilan ¢alismalar desteklemistir. Buna karsin

Iskandinav iilkelerinde erkeklerde prevalans daha yiiksektir.
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2.3.4. Beslenme

Diizensiz ve dengesiz beslenme tip 2 diyabet gelisimi ile iliskilendirilmistir.
Kalorisi yiiksek, doymus trans yaglardan zengin, posadan fakir beslenme ve &6giin

atlama insiilin direnci obezite ile birlikte diyabet riskini arttirmaktadir (8).

2.3.5. Genetik Belirtecler
Bazi etnik gruplarda tip 2 diyabetin baz1 HLA gruplar ile iliskili olabilecegi
bildirilmistir. Ayrica baz1 ailevi 6zel diyabet formlarinda da spesifik gen mutasyonlari

gosterilmistir.

2.3.6. Alkol ve Sigara Tiiketimi
Alkol ve sigara tiikketimi ile tip 2 diyabet arasinda pozitif bir iliski oldugu tespit
edilmistir. Fakat beden kitle indeksi ile egzersizden sonra bu parametreler ile

istatistiksel bir iligki saptanmamustir.

2.3.7. Kalitim

Tek yumurta ikizlerinde tip 2 diyabetin %90’a varan oranda godzlenmesi
hastaligin gelismesinde kalittimin 6nemli 6l¢iide rolii oldugunu diisiindiirmektedir.
Ayrica ailede 1. derecede akrabalarda diyabet bulunmasi, diyabet riskini 2-6 kat
arttirmaktadir. Ailedeki diyabetli sayisi arttikga risk de ylikselmektedir.

2.3.8. Insiilin Direnci

Insiilin direnci ekzojen veya endojen insiiline karsi normal biyolojik yanitin
bozulmasi olarak tanimlanir. Insiilin karacigerde glukoneogenezi ve glikojenolizi inhibe
ederek hepatik glukoz iiretimini baskilar. Ayn1 zamanda glukozun kas ve yag dokusuna
almimini ve burada enerji kaynagi olarak depolanmasini saglar. insiilin direnci gelisen
durumda, insiilinin karaciger, kas ve yag dokusundaki bu etkilerine kars1 direng gelisir
ve gerek hepatik glukoz ¢ikisinda artig(hepatik insiilin direnci) gerekse kas ve yag
dokusu i¢ine alinamayan glukoz (periferik instilin direnci) ile kanda hiperglisemi gelisir.
Hiperglisemiyi kompanse etmek i¢in beta hiicresinden fazla insiilin salinimi1 gerceklesir.
Fakat beta hiicresi de fonksiyonlarii kaybetmeye baslayinca, insiilin salinim eksikligi

sonucu diyabet gelisir (6).
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2.3.9. Cinsiyet Hormonlari

Cinsiyet hormanlar1 baglayic1 globulin (SHBG) diisiikliigii, kadinlarda eriskin
tip diyabet geliseceginin habercisi olarak goriilmektedir. Hiperinsiilinemi ve insiilin
direncinin birlikte oldugu polikistik over sendromunda diyabet prevalansinin yiiksek

oldugu bildirilmistir.

2.4. Diyabette inflamatuar Mekanizma

Tip 2 diyabetin patogenezinde bircok kompleks molekiiler yolaklarin aktivasyonu
bilinmekle birlikte inflamatuar yolaklarin, nefropati gibi diyabet komplikasyonlarindaki
rolii de giderek onem kazanmaktadir. Bugiinkii bilgilerimize gore degisik inflamatuar
bilesiklerin mekanizmast oldukg¢a karigiktir. Diyabetik nefropatide bu inflamatuar
reaksiyonlarda etkili baglica elementlerden biri Niikleer Faktor kB (NfKP) dir. NfKf
proinflamatuar sitokinler ve mekanik giicleri kapsayan bir¢ok stimulus tarafindan aktive
edilen bir transkripsiyon faktoriidiir. Bunu takiben bu sinyaller inflamatuar yolaklardaki
diger molekiillerin {iretimi ve sentezini tetiklemektedir. Yani NfKf diyabetik nefropati
patogenezinde bircok kemokinin hiicre adhezyon molekiillerinin, inflamatuar
sitokinlerin regiilasyonunda anahtar rol oynamaktadir. Yapilan bir¢ok calismada
sitokinler ~ diyabetik  nefropatiyide kapsayan, diyabetin mikrovaskiiler
komplikasyonlarinin patogenezinde olduk¢a onemli olduklarini gostermislerdir. IL-1,
IL-6, IL-18 ve TNF-a inflamasyonun baslica regiilatorleri olup bu molekiiller diyabetik

nefropatinin patogenezinde anahtar rol oynamaktadirlar (10).

Proinflamatuar sitokinlerin MMP ekspresyonunun diizenlenmesindeki roliinti
gosteren bir¢cok caligma bulunmaktadir. IL-1p ve TNF-a gibi sitokinler MMP {iretimini
stimiile ederken, transforming biiyiime faktorii, kortikoid hormonlar insiilin benzeri
biiyiime faktorler MMP sentezini baskilamaktadir (11,12). Glukoz ve ileri glikolizasyon
son lriinlerinin MMP ekspresyonunu diizenledigi in vitro ¢alismalarda gosterilmistir.
MMP aktivasyonunun bozulmasi ¢esitli diyabetik retinopati ve kronik diyabetik iilserler
gibi cesitli diyabetik komplikasyonlarin patogenezinde rol oynadigi gosterilmistir.
MMP-2"nin hiperglisemi aracili artmis sentezi in vivo olarak arteriyal damarlagsmada, in
vitro olarakta endotelyal hiicreler, makrofajlar ve diiz kas hiicreleri gibi ¢esitli vaskiiler
bilesiklerde gosterilmistir. Bu veriler ile uyumlu olarak serum MMP-2 ve MMP-9
konsantrasyonlariin tip 2 diyabette periferal arteriyal hastaliklarda veya akut koroner

sendromda arttig1 gosterilmistir (12).
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Gastroinstential Sistemden

k GLIKOZ

Serbest Yaf Agitleri

CCL2,CCL3
CXCL8

Pro-inflamatuar sitokinler ve
kemokinler
IL-1B, TNE, CCL2, CCL3, CXCLH

Sekil 2 : Tip 2 diyabette inflamasyonun gelisimi (59).

2.5. MATRIKS METALLOPROTEINAZLAR (MMPs)

Hiicrelerin canli kalabilmeleri ve islevlerini siirdiirebilmeleri i¢in bulunduklar
ortamla etkilesimlerini hizli sekilde diizenlemeleri ©Onemlidir (13). Ekstraselliiler
matriksin (ESM) sekillenmesi hiicreler tarafindan digariya salinan biiylime faktorleri,
hiicresel adezyon molekiilleri ve proteinazlarla gergeklestirilir (14,15).

Ekstraselliiler matriks bilesenlerini yikabilme kapasitesine sahip iki proteolitik sistem

mevcuttur (16,15):

¢ Fibrinolitik sistem (plazminojen/plazmin),

e Matriks metalloproteinazlar (MMP’ler).

Plazmin ekstraselliiler matriksin laminin ve fibronektin gibi bazi bilesenlerini
dogrudan yikabilirken elastin ve kollajen gibi temel bilesenler MMP’ler tarafindan

yikima ugratilmaktadir (16,17).
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Ekstraselliiler Matriksi (ESM) degrade eden metalloenzimler, matriks
metalloproteinazlar ya da matriksinler olarak adlandirilmalarina ragmen en yaygin
olan1 metalloproteinazlardir (MMPs) (18,21). MMP’ler proteolitik, ¢inko bagimli,
notral pH’ da islevsel olan multijenik formda bulunan bir ailedir. ilk olarak proenzim
(inaktif zimojenler) ya da pro-MMP halinde olan latent formda salgilanirlar ve

proteolitik etkilesime ihtiyag¢lar1 vardir (18).

MMP’ler birbiriyle uyumlu fakat farkli mekanizma sahiptir (22). MMP’lerin
aktivasyonu endojen inhibitdr tarzinda olan doku inhibitorleri (TIMPs) tarafindan
diizenlenmektedir. Bircok MMP embriyogenez olusumunda merkezi rol oynamaktadir.
Normal fizyolojik durumlarda 6rnegin proliferasyon, hiicre motilitesi, sekil degisikligi,
yara iyilesmesi, anjiyogenez, ovulasyon, embriyo asilamasi, rahim, gogiis ve prostat
kiiciilmesi, mensturasyon ve endometriyal proliferasyon gibi iireme olaylarinda
MMP’ler anahtar rol oynamaktadirlar(23-25). MMP ve TIMP ekspresyonu arasindaki
dengesizlik, tiimor invazyonu, romatoid artrit, ateroskleroz, anevrizma, nefrit, doku

iilserleri, fibrozis ve endometriozis gibi c¢esitli medikal durumlar1 kapsamaktadir

(21-26).

2.5.1. Matriks Metalloproteinazlarin Yapisi ve Siniflandiriimasi
MMP’ler, genellikle prodomen, katalitik domen, mentese bolgesi ve hemopeksin

domen igeren karakteristik multidomenli bir yapiya sahiptir (21).

MMP’lerin {i¢ boyutlu yapilart X-ray kristallografi ve niikleer manyetik
rezonans (NMR) ile belirlenmistir. MMP-2, MMP-3 ve MMP-9’ un prodomeni i¢ o-
heliks ve baglayici loplardan meydana gelmektedir. Ilk lop proteaz duyarli ‘’aldatma
bolgesi’” ve katalitik domenin substrat baglayici yarig1 i¢ine uzandiktan sonra peptid
bolgesi ‘dir. Korunan sistein, aktif ¢inko bdlgenin dordiincii ligandi form degistirerek
zimojeni inaktif tutar (21). Polipeptid zincirler, 5-1ifli B-katli tabakadan, {li¢ adet a-heliks
ve baglayici loplardan meydana gelmektedir. Bu proteinaz domen, bir adet katalitik
cinko ve ii¢ adet histidin tarafindan koordine edilen bir yapisal ¢inko ile genel olarak ii¢
kalsiyum iyonunu igermektedir. Glutamik asit, kataliz i¢in gerekli birinci histidine
bitigiktir. Lop bolgesi, katalitik c¢inkonun etrafinda “’Met-turn’’ olarak adlandirilan
temel bir yap1 igermektedir. Katalitik ¢inkonun dordiincii ligandi ise su molekiiliidiir

(21,28).
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Sinyal peptid, hiicreden salgilanma {izerine etkilidir. Propeptid latent formdaki
pro-MMP’nin saglanmasi i¢in gereklidir. Katalitik domain iyi bi¢imde korunan Zn
baglayici bolgeleri icermektedir. Prolince zengin mentese bdlgeleri katalitik domene C-
terminal hemopeksine benzer domene eklenir. Bu kissm MMP’nin substrata

Ozgilliiglini belirlemekte ve endojendz inhibitorler ile etkilesimine aracilik etmektedir

(27).
Bugiine kadar 26 farkli MMP ile bunlar1 kodlayan 24 adet gen tanimlanmigtir

(21,28).

Substrat Ozgiilliigli, dizi benzerligi ve domen organizasyonuna dayanarak
omurgali MMP’leri 6 gruba ayrilabilir: kollajenazlar, jelatinazlar, stromelisinler,

matrilisinler, membran tip-MMP’ler ve diger MMP’ler (21,22) (Tablo1).
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Tablo 1: Matriks metalloproteinaz ailesi ve sitogenetik lokalizasyonlar1 (22,24,29).

GRUP

Kollajenazlar

Stromelisinler

Jelatinazlar

Matrilisinler

Membran tipi MMP’ler

Digerleri

MMP tiirii Diger isimler

MMP-1

MMP-8

MMP-13
MMP-18
MMP-3

MMP-10
MMP-11
MMP-2

MMP-9

MMP-7

MMP-26
MMP-14
MMP-15
MMP-16
MMP-17
MMP-24
MMP-25
MMP-12
MMP-19
MMP-20
MMP-21
MMP-22
MMP-26
MMP-27
MMP-28

Kollajenaz
Kollajenaz 2;nétrofil kollajenaz
Kollajenaz 3

Kollajenaz 4
Stromelisin 1
Stromelisin 2
Stromelisin 3

Jelatinaz A

Jelatinaz B

Matrilisin-1, PUMP1
Endometaz, matrilisin-2
MT1-MMP

MT2-MMP

MT3-MMP

MT4-MMP

MT5-MMP

MT6-MMP

Makrofaj metalloelastaz
RASI

Enamelisin

MMP-23A

MMP-23B

Endometaz, matrilisin-2

Epilizin

Sitogenetik lokalizasyon

L;intersitsyel kollajenaz 11q22.3

11g22.3
11g22.3

11g22.3
11922.3
22ql1
16921
20q11-q13
11922.3

l4ql1-q12
16q12-21
8q21
12q24.33
20q11.2
16p13.3
11q22.3
12q14
11922

1p36
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2.5.2. Matriks Metalloproteinazlarin Biyokimyasi
MMP’ler ¢inko veya Kkalsiyum bagimhi calisgan endopeptidazlardir ve

birbirleriyle ileri derecede dizi homolojisi gosterirler (30).

MMP’ler hiicre membranina gémiilii durumda bulunurlar ya da hiicre disina
salinirlar. Hiicre yiizeyinde bulunduklari durumlarda genellikle heparin stilfat
glikozaminoglikanlarina bagl olarak bulunurlar (16). Cogu ekstraselliiler dokuda aktive
edilmek tizere latent prekiirsorler (zimojenler) olarak salgilanirlar (MMP-11 ve MT]1-
MMP bu durumun istisnasidir) (30). Tiim MMP’lerin N-terminallerinde bir pre-
domainleri, aktivasyon esnasinda uzaklastirilan bir adet ‘pro’ domainleri ve bir tane
katalitik domainleri vardir (30). Matrilisin hari¢ tiim MMP’ler hemopeksin/vitronektin
benzeri domain ve bunu katalitik bolgeye baglayan bir baglanti (mentese) domaini

igerirler (30,31).

MMP ailesinde yer alan enzimlerin 3 temel molekiiler 6zelligi bulunur (32):

1. Kollajenaz-1 (MMP-1) ile dizi homolojisi tagirlar.

2. Prodomaindeki sistein doniisiim motifi PRCGXPD, MMP’leri proMMP zimojen
formunda tutar. Korunan sistein aktif ¢inko bdlgesini selatlar. Bunun istisnasi
MMP-23"tiir.

3. Cinko baglayici motif katalitik domainde bulunan HEXGHXXGXXH korunmus

dizisinde bulunan 3 histidin molekiiliinii baglar.

MMP’ler siki kontrol edilen ¢inko-bagimli bir endopeptidaz ailesidir.
MMP’lerin ¢ogu inaktif proenzimler olarak salinmakta ve 17-29 aminoasitlik sinyal
peptidi ile 77-87 aminoasitten olusan propeptid domaininden meydana gelirler.
Proenzimlerin siirekliligini saglayan katalitik ¢inko baglayict sistein bolgesi iceren 6zel
bir dizileri vardir (16,33). Yaklagik 170 aminoasitten olusan katalitik bolge ise
metiyonin ve ¢inko-baglayict bolge iceren 6zel bir yapiya sahiptir. Bu bdlge ayrica
MMP’lerin stabilitesi ve enzimatik aktivitesi i¢in gerekli olan ve {i¢ boyutlu yapiy1
koruyan ek kalsiyum ve ¢inko iyonlar1 icermektedir. MMP-2 ve MMP-9 ek fibronektin-
benzeri domain tekrarlar igerdikleri i¢in kollajen ve jelatinle etkilesirler. Hemopeksine

benzeyen karboksil ucu ise 210 kadar aminoasitten olusur. Elipsoidal disk sekilli
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yapidadir ve substrat spesifisitesiyle ilgili bolgedir (16,33). ProMMP-2’nin hemopeksin
domaini, MT1-MMP, MMP-7 ve MMP-26 ile hiicre ylizeyinde aktivasyon ig¢in
gereklidir. MMP-7 ve MMP-26’da bu domain yoktur. Katalitik ve hemopeksin
domainler prolinden zengin bir baglayict (hinge) bodlge araciligiyla birbirlerine

baglanirlar (33). (Sekil 2 ve Sekil 3).

Artkeotipal MMP"ler
Kollejenaz-1 ( MMP-1)
Kollejenaz-2 ( MMP-8 )
Kollejenaz-3 { MMP13 )

- .

[ —

Jelatinazlar
Jelatinaz-A ( MMP-2)

Jelatinaz. B ( MMP-9)
&

Konvertaz-aktiflenebilir MMP’ler

Y DG Salgilanan
Sitromelisinler Sitromelisin-3 (MMP-13 )
Sitromelisin-1 ( MMP-3) Wltm
Sitromelisin2 ( MMP-1 Epilisin éa } :
_y_@t e 4 - i
. Membran Bagl

MMP-27 (MMP-22, C-MMP )

:]I_@T

MT1-MMP ( MMP-14 )

Diger MMP’ler MT2-MMP ( MMP-15 )
Metaloelastaz ( MMP-12) MT3-MMP ( MMP-16)
MMP-19

Enamelisin ( MMP-20)

MT5-MMP ( MMP-24 E

MT4-MMP { MMP-17 )

MT6-MMP { MMP-25 )
Matrilisinler
Matisia (MM ) T
Matrilisin-2 ( MMP-26 ) e
MMP-23A
MMP-23B
] @' - p— 1 @ ] !
- i — "
[ Sinyal peptidi [ Katalitik domain [ ™1 [T ca
" Propeptid [ Destek noktasyBaglayica [ sitoptazmik Kuyrut: [ 15 penzes
T Konvertazagimabslgesi | | Hemopeksin C-terminal domain [T gpr
: Fibronektin Tip 2 Modiits. [ Membran baglayict :TM-II

Sekil 3: Matriks metalloproteinazlarin yapilar: (34).
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2.5.3. Matriks Metalloproteinazlarin Genel Ozellikleri ve Gorevleri
MMP’lerin bazi ortak 6zellikleri vardir (13):
1) Bir ¢inko baglayict motif ve metiyonin doniigsiine ek olarak ortak aminoasit
dizileri kapsarlar (sekil 3),
2) Aktivasyonlart gereklidir, salgilanmis ya da membrana bagli formda
bulunurlar,
3) Katalizin gerceklesebilmesi i¢in ikinci bir metal kofaktore (¢inko disinda) gerek

vardr,

4) Bazi doku inhibitorlerine (TIMP) duyarhdirlar.

sinyal mentese hemopeksin-benzeri
peptidi propeptid katalitik domain bolgesi domain

Catt Zntt Catt

Sekil 4 : Matriks metalloproteinazlarin genel yapisi (35).

MMP ekspresyonu yiiksek oranda dokuya spesifite gosterir ve bu enzimlerin
ekspresyonlar1 dokulara has bigcimde transkripsiyonel, posttranskipsiyonel ile
posttranslasyonel asamalarda diizenlenebilmektedir (13). Ornegin MMP-1’in birgok
hiicrede sentezlenebildigi fakat sentezlendigi temel hiicrelerin damar diiz kas hiicreleri,

endotel hiicreleri, makrofajlar ve monosit kaynakli hiicreler oldugu bilinmektedir (36).

2.5.4. Matriks Metalloproteinazlarin Regiilasyonu

MMP’lerin  zimojen formlarda {iretilmesinden dolayr, MMP gen ve
proteinlerinin ekpresyonu fonksiyonlar1 i¢in yeterli olamamaktadir. Ancak MMP’lerin
aktivasyonu onlarin in vivo proteinaz etkisi i¢in bir anahtar basamagidir (37). MMP
ekspresyonu tam anlamiyla transkripsiyon, salgilanma, aktivasyon ve aktive enzimlerin
inhibisyonu seklinde kontrol edilir. Proenzimler ve MMP’nin aktif formlari, lokal

olarak iiretilen metalloproteinazlarin doku inhibitorleri (TIMPs: TIMP-1, TIMP-2,
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TIMP-3 ve TIMP-4) olan ve 6zgiil baglanan stekiyometriler tarafindan kontrol edilir
(22).

In vitro, MMP’ler, plasmin, MMP-3 ve MT-MMP’leri igeren bazi proteazlar
tarafindan ya da organomerkiiriyal bilesenlerin iyilestirilmesi ile aktive edilebilirler.
Bu enzimlerden birgogu yetiskin dokularinin diisiik seviyelerinde eksprese edilir. Cogu
normal ve patolojik sekil degisiklik siirecleri sirasinda up regiiledir (24). Bircok MMP
esas olarak in vivo hiicreler tarafindan eksprese edilmez fakat ekspresyonlari,
sitokinler, biiyiime faktorleri, diger hiicre- matriks ya da hiicre- hiicre baglantilar1 gibi

ekzojen sinyaller araciligi ile indiiklenmektedir.

MMP’lerin ekspresyonu transkripsiyon seviyesinde diizenlenmektedir. Buna
ragmen MMP mRNA’s1 yar1 démriiniin modiilasyonunun biiytime faktorleri ve sitokinler
aracigl ile oldugu belgelenmistir. MMP’lerin proteolitik aktivitesi, TIMP’ler gibi
spesifik inhibitdrler, spesifik olmayan proteinaz inhibitdrler olan al-proteinaz inhibitor
ve o2-makroglobulin, zimojen aktivasyonu ile inhibisyonu araciligi ile

diizenlenmektedir (24).

2.5.5. Latent MMP’lerin (Pro-MMP) Aktivasyonu

MMP’lerin ¢ogu ekstraselliiler alanda proteolitik olarak aktive edilen latent
zimojenler seklinde salinirlar. Latent MMP’ler katalitik ¢inko ile propeptid iginde
korunmus sisteinin kovalent bagli formunda bulunan ‘Sistein Anahtar1’ ile korunan bir
proformda yer alir. Cesitli bilesikler 6rnegin, cesitli denatliran ajanlar, in vitro olarak
sisteinle reaksiyona girebilir ve onu bag yapamaz forma doniistiirebilir, katalitik bolgeyi

aci8a cikarabilir ve propeptidlerin otokatalitik olarak boliinmesine sebep olurlar(38) .
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ESM MMP-2 & MT1-MMP
proMMP-2 MMP-3 | |
(% MMP-1, MMP-2,
ey | MMP-3, MMP-7,
MDMP-26
prohMP-13
' proMMP-1
proMMP-2 proMMP-8
\ proMMP-2
MMPO0 |2 [ vamp-7 |~
IT1-MMP
Hiicre
Membram

Sekil 5 : Latent MMP'lerin Aktivasyonu

2.5.6. MMP’lerin Fizyolojik Fonksiyonlari

ESM proteinlerinin ve ¢ok sayida ¢oziiniir faktorlerin regiilasyonu ile MMPler,
lireme sistemi basta olmak {izere, embriyogenez ve bir¢ok fizyolojik faaliyette
bulunmaktadir. Matrilisin, stromelisinler, jelatinaz A, kollajenaz-2 ve kollajenaz-3
dogum sonrasi rahim involiisyonu sirasinda tesvik edilir.

Deneysel calismalar gosteriyor ki matrilisin, stromelisinler ve jelatinaz A
kollajenaz-2 ve kollajenaz-3 ile birlikte de dogum sonrasi rahim involiisyonunda rol
almaktadirlar. Belirli MMPleri eksik olan mutant farelerle yapilan deneyler, MMPler
arasinda veya bu enzimler ve plazminojen sistem bilesenleri arasinda islevsel bir
fazlalik olabilecegini dngormiislerdir (24,39).

MMP-9 implantasyon ve endokondrial kemik olusumundan sorumludur. MT1-
MMP iskelet ve bag doku gelisiminde ve anjiogenezde rol oynamaktadirlar.

MMP’lerin doku modellemesine etkileri: MMP-2 ve MMP-3 memelilerde salg1 bezi
morfogenezini diizenlerken, MMP-2 ve MMP-9 adipogenezde rol alir, MMP-1 ise

keratinosit gocii i¢in gereklidir.

2.5.7. MMP-Aracili Boliinmeyle Uretilen Biyolojik Aktiviteler

MMP’lerin 6nemli bir islevinin doku rezorpsiyonunda ESM’nin kaldirilmasi
oldugu diisiiniilmektedir. Ancak ESM sadece basit bir ekstraselliiler iskelet degil; ayn
zamanda biiyltime faktorleri gibi, biyolojik aktif molekiillere bir rezervuar gibi gorev

yapmaktadir. Bazi ESM bilesenlerini, proteolizde kritik biyolojik fonksiyonlar1 gibi
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ifade edebiliriz. Dolayisiyla, MMP tarafindan ESM bilesenlerinin bozulmasi hiicresel

davranis ve fenotipleri degistirebilir (Tablo 2).

Tablo 2: MMP’lerin biyolojik aktiviteleri ve spesifik substratlar (21).

Biyolojik etki Sorumlu MMPler Baglandig1 substrat
Adiposit farklilasmasi MMP-3,MMP-7 Fibronektin
Hiicre Gocii MMP-1,MMP-2, MMP-3,MMP-26 Fibronektin
Hiicre Gocii MT1-MMP CD44
Memeli epitelyum hiicre MMP-3 En alt tabaka membran
apoptosisi
Epitel-mezensimal doniisiimii MMP-3 E-kaderin
(Memeli epitel hiicreleri)
Alveolar dallanma morfogenezi MMP-3 Tanimlanmadi
Innat intestinal immunite MMP-7 Paneth hiicrelerde Alfa
defensin (kriptidin)
Iltihaph fenotiple mezensimal MMP-2 Tanimlanmadi
hiicre farklilasmasi
Platelet agregasyonu MMP-1 Tanimlanmadi
Anjiostatin benzer MMP-2, MMP-3, MMP-7,MMP- Plasminojen
parcaciklarin iiretimi 9,MMP-12
Endostatin benzer MMP-3, MMP-7MMP-9, MMP- Tip XVIII kollajen
parcaciklarin iiretimi 12, MMP-13, MMP-20
Neostatin-7 parcaciginin MMP-7 Tip IV kollajen
iiretimi
Artirilmis kollajen afinitesi MMP-2,MMP-3,MMP-7, MMP-9, BM-40
MMP-13 (SPARC/osteonektin)
Bobrek tubulogenezi MTI1-MMP,MMP-2, MMP- Tip I kollajen
3,MMP-9
bFGF salinim MMP-3,MMP-13 Perlecan
IGF1 in artirilmis MMP-1, MMP-2, MMP-3, IGFBP-3
biyoyararhihig ve hiicre MMP-7, MMP-9, MMP-19, MMP- IGFBP-5
proliferasyonu 11, MMP-26 IGFBP-1
VEGEF aktivasyonu MMP-1, MMP-3, MMP-7, MMP-9, CTGF (bag doku biiyiime
MMP-13 faktorii)
Epitel hiicre gocii MMP-2, MT1-MMP Laminin 5y2 zinciri
Embriyonik implantasyon MMP-9 Tanimlanmadi
Apoptosis (amnion epitel MMP-1, MMP-3, MMP-9 Tip I kollajen
hiicreleri)
Endometrial menstruasyon MMP-1, MMP-3, MMP-7, MMP-9 Kollajen
Proinflamatuar MMP-1, MMP-3, MMP-9 Prekiirsorden IL-1beta
islenmesi
Proinflamatuar MMP-8 Tip I ve II kollajen
Tiimor hiicre direnci MMP-9 ICAM-1
Tiimér bilyiime azalmasi MMP-2, MMP-11 Endotelyal hiicreler

Antiinflamatuar
Antiinflamatuar

TGF-beta’nin artirilmis
biyoyararhhg:
Bozunmus hiicre agregasyonu
ve artirilmis hiicre invazyonu
Indirgenmis hiicre adhezyonu
ve yayllimi
Fas reseptor aracili apoptosis
Indirgenmis IL-2 yamiti

MMP-1, MMP-2, MMP-9
MMP-1, MMP2, MMP-3, MMP-13,
MMP-14
MMP-2, MMP-3, MMP-7

MMP-3, MMP-7

MT1-MMP, MT2-MMP, MT3-
MMP
MMP-7
MMP-9

IL-1beta bozunumu
Monosit kemoatraktan
protein-3
Decorin

E-kaderin

Hiicre yiizey doku
transglutaminaz
Fas ligand
IL-2Ralfa
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2.5.8. Matriks Metalloproteinazlarin Gen Ekspresyonlarinin Diizenlenmesi

MMP’lerin gen ekspresyonlar1 biiyiik oranda transkripsiyon asamasinda cis-
elementleri ve trans-aktivatorleri aracilifiyla diizenlenmektedir. MMP promotorlari
bircok cis-elementini kapsarlar ve bunlar aracilifiyla MMP gen ekspresyonunu AP-1,
PES3, Sp-I, beta-katenin/Tcf-4 ve NF-xf gibi trans-aktivatorler ile diizenlerler (34).
MMP promotorlarinin ¢ogu ¢arpici bir sekilde birbirlerine benzerler, hatta ¢ogunun cis-
elementleri ortaktir, fakat ilging bir sekilde fonksiyonel olarak iligkili ¢alisan MMP-
2/MMP-9 (jelatinaz) veya MMP-1/MMP-8 (kollajenaz) gibi MMP’lerin promotor
igerikleri birbirinden farklidir (40).

Cis-elementlerinin igerigine gére MMP promotorlart 3 farkli kategoriye

ayrilabilir (40,41):

e ilk grup MMP promotorlarmin ¢gogunu kapsar. -30 bp uzunlugunda TATA kutusu
(transkripsiyon bolgesine gore degisir) ve -70 bp uzunlugunda AP-I baglanma
bolgesi icerir. Bu promotor bolgelerin ¢ogu ayrica list kisminda PEA3-baglanma

bolgesine sahiptirler ve bu sekilde MMP transkripsiyonunu kontrol ederler.

e ikinci gruptaki MMP promotorlar1 ise (MMP-8, MMP-11 ve MMP-21) TATA
kutusu igerir, fakat proksimal AP-I bolgesi icermez. Bu promotorlarin diizenlenmesi

diger promotor gruplarindan biraz daha basit ve farklidir.

e Ugiincii grup promotorlar (MMP-2, MMP-14 ve MMP-28) TATA kutusu
icermezler. Bu promotorlardan gergeklesen transkripsiyon bir¢ok noktadan baslar.
Ayrica bu gruptaki MMP’lerin ekspresyonu proksimal bir GC kutusu bolgesine
baglanan Sp-I ailesi tarafindan belirlenir. MMP ekspresyonu bu ana simifta

yapisaldir ve biiyiime faktorleri ile sitokinlerden etkilenmez.

MMP promotorlarinda bulunan AP-I baglanma bdlgesi, bu genlerin trans
aktivatdrlerin miktarina ve/veya aktivitesine hassas olmasii saglar. Interlokinleri,
interferonlar1, EGF, KGF, NGF, HGF, bFGF, VEGF, PDGF, TNF-alfa ve TGF-beta
gibi  farkli  ve c¢esitli  sitokinlerle, biiyiime faktorleri, MMP’lerin
transaktivasyonlarina etki ederek, AP-I ve PEA3 araciliiyla etkilesimlerini saglar

(40).
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AP-1 ve PEA3 baglanma bolgeleri disinda, MMP-7, MMP-14, MMP-12 ve
MMP-26 promotorlarindaki Tcf-4 bolgesi ve MMP-9 promotorundaki NF-«xf3
baglanma bdlgesi de gen diizenlenmeleri i¢in 6nemli yerlerdir. Tcf-4 bolgesi MMP

ekspresyonunu Wnt sinyal ileti yoluyla etkilesim i¢inde gerceklestirir (40).

Dokuya ya da hiicreye 6zel MMP ekspresyonunun mekanizmasi heniiz tam olarak
anlasilamamakla beraber MMP genlerinin ¢ogunun fizyolojik ya da patolojik
sekillenme mekanizmalarinin  aktif oldugu bolgelerde eksprese edildigi
bilinmektedir (40,41). Bunlarin istisnast olan MMP-2, eksprese edilmeyen
dokularda da etkin miktarda sentezlenmektedir. Dolayisiyla genetik diizenlenme

disindaki faktorler burada daha fazla 6nem tasimaktadir (41).

MMP ekspresyonu, sitokinler, biliylime faktorleri, timoér promotorlar1 gibi
etkenlerin yaninda kimyasal ajanlar, fiziksel stres, aktive onkogenler ve
ekstraselliiler matriks etkilesimleriyle de diizenlenmektedir (38). Inflamasyon ve
karsinogenez gibi fizyolojik ve patolojik olaylarda rol alan giiclii bir biyolojik
mediator olan nitrik oksitin (NO), bazi MMP ailesi iiyelerinin ekspresyonunu
arttirdigr diistiniilmektedir (42). Epigenetik faktorlerin MMP gen regiilasyonundaki
rolleri heniiz tam olarak aydinlatilamamakla beraber, bu genlerin ekspresyonlarinin
histon-diizenleyici enzimlerle ve kromatinleri yeniden sekillendiren kompleksler
yardimiyla da kontrol edilebildigi bilinmektedir. Fakat her ne kadar MMP gen
ekspresyonunun temel olarak transkripsiyonel diizeyde diizenlendigi diisiiniilse de
son zamanlarda posttranskripsiyonel ~mekanizmalarin da olaya katkida

bulundugunan da bahsedilmektedir (40).

Farkli durum ve patolojilerde MMP’lerin ve bunlar1 diizenleyen sistemlerin
etkilerini arastiran ¢ok sayida g¢aligma yapilmistir (43-46). Kanserde, romatoid
artritte, osteoartritte, sistemik lupus eritomatoziste, multiple sklerozda, polikistik
bobrek hastaliklarinda, periodontitte, abdominal aortik anevrizmada, akut miyokard
infarktiisiinde, lumbar diskte c¢esitli MMP diizeylerindeki degisimlerle ilgili
caligsmalar yapilmistir (33,41,47-51).
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Tablo 3 : MMP Genlerinin Transkripsiyonel Regiilasyonu (60).

Hipoksi Reoksijenasyon OXLDL IL-1 IL-1B TNF-a TGF-B, CD40-L Trombin

MMP-1 + + + i
MMP-2 +/- + + i "
MMP-3 + + + i
MMP-8 + + i

MMP-9 + + 4 +

MMP-12 + +

MMP-13 +

MMP-14 + + + +

2.5.9. Gen Polimorfizmleri

Gen polimorfizmleri, genomik DNA’nn bir popiilasyonun normal bireyleri
arasinda farklilik gosterdigi tek baz-gifti degisiklikleridir (51). Gen polimorfizmleri
popiilasyonda yaygin goriiliir, etnik ve cografi farkliliklar gosterirler. Hiicre
metabolizmasi i¢in 6nemli olan yolaklarda (DNA tamiri, hiicre dongiisii kontrolii, sinyal
iletimi vb.) rol alan genlerin kritik pozisyonlarinda yer alirlar. Bazi durumlarda genin
kodladig1 proteinin fonksiyonu ya da enzim aktivitesi bu polimorfizmlerden 6nemli
Olciide etkilenebilir. Hiicre metabolizmasi i¢in kritik Onem tagiyan proteinlerin
fonksiyonun bozulmasi ¢esitli hastaliklara yol agmakta veya bazi hastaliklar i¢in riski
artirmaktadir (51).

DNA polimorfizmlerinin yaklasik %901 tek nokta degisimleri (SNP) seklinde
gerceklesmektedir (41). Bu SNP’lerden bazilari bir restriksiyon endoniikleazinin kesim
bolgesinde meydana gelerek kesimin olmamasina ya da daha dnce olmayan bir kesim
bolgesinin olugmasina neden olur. Bu tiir polimorfizmlere restriksiyon fragmani

uzunluk polimorfizmleri (RFLP) ad1 verilir (41).
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2.6. Matriks Metalloproteinaz — 3 (MMP-3,Stromelisin-1) Geni
Stromelisin’ler ailesinde yer alan MMP-3 (stromelisin-1), MMP-10 (stromelisin-
2) ve MMP-11(stromelisin-3), tip IV ve IX kollajenler, laminin, fibronektin, elastin ve

proteoglikanlar1 degrade eden enzimleri temsil etmektedir (21,55).

MMP-3"1in latent formu 57 kDa, aktif formu 46 kDa agirligindadir. MMP-3 geni
11922,2-22,3 te lokalize olmustur. Substratlari; proteoglikanlar, laminin, fibronektin, tip
HLIV,IX kollajen ve jelatinlerdir. MMP-3 {iretimi fibroblast ve kondrasitlerde biiylime

faktorleri, sitokinler ve timor promotorlar tarafindan uyarilir (52).

MMP-3’1lin, al-proteinaz inhibitoriinii, tiimor nekrozis faktér (TNF)-a
prekiirsoriinii, miyelin temel protein interlokin (IL)-1p ‘y1 bolerek degrade ve inaktive
ettigi bildirilmistir. MMP-10’dan daha yliksek proteolitik etki ortaya koymaktadir.
MMP-3 birkag pro-MMP’yi aktive etmektedir (21).

MMP-3 geninde promotor bolgenin -1171 bg. pozisyonunda tek adenin
insersiyonu (6A) ya da delesyonu (5A) polimorfizmi (rs3025058) MMP-3
ekspresyonunu represor baglanma bolgesinin affinitesini degistirerek etkilemektedir. 6A
allel sekansi represor baglanma bolgesini giiclii bi¢imde tanimaktadir. MMP-3’iin

transkripsiyonel asamasinda SA allelinin varlig1 yol gostericidir (41,53).

2.7. Makrofaj Metalloelastaz (MMP-12,Matrilisin)
MMP-12’nin latent formu 54 kDa , aktif formu 45 kDa agirligindadir. MMP-12
geni 11g22,2-22,3’te lokalize olmustur (54).

MMP-9 ve MMP-12 insan plazminojenini anjiyotensin fragment tiretimi i¢in
bolme yetenegine sahiptir. Anjiyotensin fragmenti, anjiyogenezin inhibitoriidiir. MMP-
12 (Makrofaj Metalloelastaz), elastin, tip IV kollajen, tip I jelatin, fibronektin, laminin,
vitronektin, proteoglikanlar, miyelin temel protein ve al-antitripsini degrade etmektedir

(56).

Genetik seviyede MMP-12 -82 A/G polimorfizmi (rs2276109) A alleli
bakimindan transkripsiyon faktor active edici protein — 1 igin yliksek affiniteye ve
haberci gen c¢alismalarinda yiiksek gen ekspresyonuna sahiptir. Fonksiyonel tek
niikleotid polimorfizmi MMP-12 geninde protein ekspresyonu, tumor gelisimi ve

ilerleyisi ile iliskili olarak bozulma ile sonuglanmaktadir (57).
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Bir¢ok arastirma MMP-12’nin anormal ekspresyonu ile malign tiimorlerin

metastazi ve infiltrasyonu arasinda siki bir iligki oldugunu gostermistir (57).

Bu bilgiler 15181nda ¢alismamizda MMP-3 ve MMP-12 gen polimorfizmlerinin
ve serum diizeylerinin tip 2 diyabet patogenezindeki roliinii incelemeyi

amaglamaktay1z.
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3. GEREC VE YONTEM

3.1. SECILEN ORNEKLERIN TANIMI

Bu ¢alismada iki 6rnek grubu kullanilmustir. Birinci grupta Istanbul Universitesi
Tip Fakiiltesi I¢ Hastaliklar1 Anabilim Dali Endokrin ve Metabolizma AD tarafindan
takip edilen tip2 diyabet hastalig1 tanist konulmus 70 hasta calismaya dahil edilmistir.

Ikinci grupta kontrol olarak kullamlmak {izere kendisinde ve 1. derece
akrabalarinda diyabet hastaligt olmayan 100 saglikli birey normal populasyondan

rastgele secilerek drnek olarak kullanilmistir.

Secilen vakalardan 10ml.lik kan 6rnekleri EDTA’l1 ve kuru tiiplere toplanmustir.
EDTA’lh tiiplerdeki periferik kan lokositlerinden elde edilen DNA o6rneklerinde
MMP-3 ve MMP-12 polimorfizmlerini saptamak i¢in Polimeraz Zincirleme Reaksiyonu
(PZR), Restriksiyon Fragmani Uzunluk Polimorfizmi (RFLP) ve agaroz jel

elektroforezi teknikleri kullanilmustir.

3.2. KULLANILAN KiMYASAL MADDELER

Agaroz (Promega MBG), Amonyum asetat (Sigma A-8920), Amonyum kloriir
(Sigma A-5666), Asetik asit (Merck K-04134156), Borik asit (Sigma B-6768), ANTP
seti (MBI Fermentas), EDTA (dihidrat)(Merck K-90602121), Etanol (%99), Brom
fenol mavisi (Sigma B-6896), Etidyum bromiir (Sigma E-8751), Mineral yag (Sigma
M-5904), Potasyum bikarbonat (Merck K-126223552), Sodyum dodesil (lauril) sulfat
(Sigma L-5750), Sodyum hidroksit (Merck C754962), Potasyumdihidrojenfosfat
(Merck A-741071), Sodyum kloriir (Carlo Erba 368257), Tris baz (Sigma T-1503), Taq
DNA polimeraz (Invitrogen), DNA marker (50-100 bp DNA size marker; MBI
Fermentas), Proteinaz K (Sigma), Potasyum hidroksit (Sigma P 1767), restriksiyon
enzimleri (Tth111LPvull), primer dizileri (MBI Fermentas).

Kullanilan Primerler: MMP-3 geninde -1171 5A/6A polimorfizminin gozlendigi

bolgeyi cogaltmak icin kullanilan primerlerin niikleotid dizileri asagida verildigi gibidir:

fleri primer: 5°’- GGTTCTCCATTCCTTTGATGGGGGGAAAGA -3’
Geri primer: 5°’- CTTCCTGGAATTTCACATCACTGCCACCAC -3'
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MMP-12 geninde -82 A/G polimorfizminin gézlendigi bolgeyi ¢ogaltmak icin

kullanilan primerlerin niikleotid dizileri asagida verildigi gibidir:

fleri primer: 5°- GAGATAGTCAAGGGAATGATATCA -3’
Geri primer: 5’- AAGAGCTCCAGAAGCAGTGG -3'

3.3. KULLANILAN GERECLER

Thermal Cycler cihaz1 (Gold Plate), Otoklav, Etiiv, Hot plate, Dijital Goriintiileme
sistemi, Elektroforez i¢in gii¢ kaynagi (E-C Apparatus Corporation), Hassas terazi
(Mettler), Polaroid kamera (Kodak), Isiticili manyetik karistirict (Elektromag),
Mikrodalga firin (Philco),  Mikrosantrifii, pH metre (Hanna), Pipet takim
(Eppendorf), Falkon santrifiij (Hettich), Spektrofotometre (Biochrom-S2100 diode array
spectrophotometer), Su banyosu (Elektromag), UV transilluminator (Stratagene

UV/White light Transilluminator), Elektroforez Sistemi (E-C 350 MIDICELL).

3.4. COZELTILER
3.4.1. DNA izolasyonunda Kullamilan Cézeltiler

3.4.1.1. Eritrosit Parcalama 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 igine alinir. 900ml
ddH,O eklenir ve cozeltinin pH’st bir normal sodyum hidroksit ¢ozeltisi ile 7.4°e
ayarlanir. Daha sonra balon joje icine 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 icine alimir ve 800ml
ddH,O eklendikten sonra manyetik karistirict yardimiyla ¢oziindiiriiliir 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.

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 karistiric1 yardimiyla iyice c¢oziindiiriiliir. Balon jojeye
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aktarilarak 11t’ye tamamlanir. Hazirlanan ¢ozelti 120°C’de 15 dakika otoklavlanarak

sterilize edilir.

3.4.1.4. Lokositleri Parcalama 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 ¢o6zelti 120°C’de 15 dakika

otoklavlanarak sterilize edildikten sonra oda 1sisinda saklanir.

3.4.1.5. 1 Molar Tris Tamponu (Stok)

121,1gram 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 ¢6zelti 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 i¢ine alinir. Uzerine 80ml ddH,0
eklenerek manyetik karistiricida ¢oziindiiriiliir. Balon jojeye aktarilir ve ddH,O ile
100ml’ye tamamlanir. 0,22 mikronluk filtreden gegcirilerek 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 tozlarim1 kaldirmamaya dikkat ederek beher
icine alinir ve tizerine 80ml ddH,O eklenir. Manyetik karistirict yardimi ile
¢Oziindiiriiliir ve pH’s1 7,2°ye ayarlanir. 0,22 mikronluk filtreden gecirilerek sterilize

edilir ve oda 1s1sinda saklanir.

3.4.1.8. Proteinaz K (20 mg/ml)
20 mg proteinaz K tartilarak steril bir gode i¢inde steril ddH,O ile Iml’ye

tamamlanir ve -20°C’de saklanir.

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 tamamlanur.



41

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 karistiricidda ¢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 almir. Uzerine
20ml 0.5 molarlik etilen diamin tetra asetat ve 800ml ddH,O ilave edilerek manyetik
karistiricida ¢oziindiriiliir. Balon jojeye aktarilarak 1 litreye tamamlanir. Hazirlanan

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

3.5. KULLANILAN YONTEMLER

3.5.1. PERIFERIK KANDAN DNA IZOLASYONU
EDTA’L tiiplerle alinan 10ml.lik kan 6rnekleri ¢alisma i¢in falkon tiiplerine

aktarilir. Uzerilerine 1:3 oraninda lysis 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. lysis eklenir. Ornekler
+4°C’de 15dk. bekledikten sonra 10dk.1500rpm’de santrifiij edilir. Siipernatant
kisimlari 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 érnek basina 0,37ml olacak sekilde
9,5M’lik amonyum asetat ¢ozeltisi eklendikten sonra karistirilir ve 3000rpm’de 25dk
santrifiij edilerek proteinler ¢oktiiriiliir. Santrifiij sonrasi silipernatant kismi temiz bir
falkona aktarilir ve iizerine 1:2 oraninda %99’luk absolii alkol eklenir ve DNA’nin
presipitasyonu saglanir. Yogunlasan DNA nin alkol yiizeyine ¢ikmasi beklenir ve DNA
mikropipet ucuyla alinir. DNA %70’lik alkolde yikanir ve korunmak tizere Tris-EDTA

¢Ozeltisinde ¢oziindiiriilerek +4°C’de saklanir.
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3.5.2. Elde Edilen DNA’nin Konsantrasyon ve Kalitesinin Tayini

Elde edilen DNA o6rneklerinde konsantrasyon ve miktar tayini yapmadan 6nce
her 6rnekten 20ul alinarak tizeri 380ul 0,5X TE tamponu ile tamamlandi ve bu sekilde
1/20 dilisyonu saglandi. Bu diliisyon orneklerinin daha sonra spektrofotometrede 260
nm ve 280 nm dalga boylarinda OD o6l¢timleri yapild.

Spektrofotometrede 260 nm ve 280 nm dalga boylarinda yapilan dlglimlerle
DNA’nin saflifi ve konsantrasyonu belirlendi. O.D.¢p / O.D.g0 orani 1,7-1,8 olan
DNA’lar temiz olarak kabul edildi. DNA’nin 50pg/ml ¢ift iplikeikli igeriginin 260 nm
dalga boyunda bir optik densite (OD) verdigi kabul edilmektedir. 260 nm’deki 6l¢tim

degeri asagidaki formiile uygulanarak DNA konsantrasyonu hesaplandi.

DNA Konsantrasyonu (ng/ul ): Sulandirma katsayisi (100) x Ays x 50

DNA orneklerinin safligi OD,60/ODsgp orani kullanilarak belirlendi. Yeterince
iyi saflikta kabul edilen DNA’nin ODye/ ODyg degeri yaklasik 1,8°dir. Ortamda fenol
veya protein mevcutsa bu oran 1,8’den kiigiik olacaktir. OD,6/ODygy degeri 2’den

biiyiikse ortamda RNA bulundugu anlamina gelir.

3.6. PZR Yontemi fle MMP-3 ve MMP-12 Gen Bolgelerinin Cogaltilmasi ve RFLP

Yontemiyle Polimorfizm Analizi

Genomik DNA oOrneklerinde MMP-3 ve MMP-12 gen boélgeleri polimeraz
zincir reaksiyonu (PZR) ile ¢ogaltildi. DNA &rneklerinin her birinin amplifikasyonu
icin 10x PZR tamponu (10mM Tris-HCI, 50 mM of KCl, 1,75 mM of MgCl,), 2,5mM
dNTP, 0,1 iinite Taq DNA polimeraz MMP-3 ve MMP-12 gen bolgelerine 6zgii her bir
primerden 100pmol/pul ve 500ng DNA igeren toplam 25ul’lik PZR karisimi hazirlandi.

3.6.1. PZR’da Kullamilan Kimyasal Maddeler

DNA Taqg polimeraz enzimi (5U/ul)

PZR reaksiyonundaki konsantrasyonu 2,5 unite olacak sekilde 50 pul’lik PZR
karigimina 0,3 pl eklendi.
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10 X DNA Taq PZR Tamponu (NH4) »SO4 1

Tris-HCI’den 100mM (pH 8,8, 25°C’de), 500mM KCI ve %0,8 Nonidet P40
iceren 10X Taq PZR tamponundan 25 pl’lik PZR karigimina 2,5 pl eklendi.

MgCl, (25mM/ml)

MgCl,’den 25 ul’lik PZR karigimina 1,5 pl eklendi.

dNTP’ler (100 umol/ml)

dNTP’den (2,5Mm) 25 pl’lik PZR karisimina 3 pl eklendi.

3.6.2. MMP-3 -1171 5A/6A ve MMP-12 -82A/G Gen Bolgelerinin PZR Yontemi

ile Cogaltilmasi

MMP-3 -1171 5A/6A gen bolgesi optimize edilmis PZR protokolii (Tablo 4) ve
PZR sartlar1 (Tablo 5) ile amplifiye edilmistir.

MMP-12 -82 A/G gen bolgesi optimize edilmis PZR protokolii (Tablo 6) ve
PZR sartlar1 (Tablo 7) ile amplifiye edilmistir.

Tablo 4 : MMP-3 -1171 SA/6A gen bdlgesi icin kullamilan PZR Protokolii

KiMYASALLAR MIKTARLAR

sSU 15,7 ul

dNTP 3 nl

10x Buffer 2,5ul

Mg 1.5 ul (2.5Mm)
Primer F+R 1l (1+2)

Taq 0,3 ul

DNA 0,8 ul

Tablo 5 : MMP-3 -1171 SA/6A gen bolgesi icin kullamlan amplifikasyon sicakhiklar:

95 °C 4 dk
95° C 30 sn
58° C 30 sn } 35 dongii
72°C 30 sn
72°C 4 dk
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Tablo 6 : MMP-12 -82 A/G gen bdlgesi icin kullanilan PZR Protokolii

KiMYASALLAR MIKTARLAR

SU 15,7 ul

dNTP 3ul

10x Buffer 2.5 ul

Mg 1.5 ul (2.5Mm)
Primer F+R 1ul(1+2)

Taq 0.3 ul

DNA 0.8 ul

Tablo 7 : MMP-12 -82 A/G gen bdlgesi icin kullamilan amplifikasyon sicakliklar:

95 °C 3 dk
95 °C 1dk
58 °C 1dk L 35 dongu
72 °C 1dk
72°C 7 dk

3.6.2.1. %3’lik Agaroz Jel Hazirlanmasi

Elektoforezde stok 5X TBE tamponundan hazirlanan 1 X TBE kullanildi. 6 gr.
agaroz (Promega MBG) tartilarak erlen igine konuldu. Uzerine son hacim 200 ml.
olacak sekilde 1X TBE tamponu eklenerek, mikrodalga firinda kaynatma yolu ile
¢Oziindiiriildi. Erlenin sicakligi elle tutulabilecek sicakliga diistiigiinde (50-55°C )
¢Ozlinmiis agaroz jel i¢gine 1 pl etidyum bromiir (10mg/ml) ilave edildi. Hazirlanan jel
yatay jel yatagi icine dokiilerek, yiikleme kuycuklarmin olugmast igin tarak
yerlestirilerek donmaya birakildi. Jel donduktan sonra tarak dikkatlice ¢ikarildi ve jel

ornek yiiklenmesi i¢in hazir duruma geldi.

3.6.2.2. PZR Uriinlerinin Agaroz Jel’e Yiiklenmesi
Yiikleme Tamponu (Loading Buffer : 6X)

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

mavisi karisimi kullanildi

%3’lik jel hazirlandiktan sonra 1X TBE tamponu igeren jel tanki igine uygun
sekilde konuldu. Agaroz jelin iizerini 2-3 ml gececek sekilde 1X TBE tamponu jel
tizerine eklendi. 7 pl PZR {irlintine, 1,5 pl yiikleme tamponu (6X) eklenip pipetleme
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yapilarak karistirildi. 10 pl’lik 6rnek karisimi kuyucuklara sirasiyla yiiklendi. Yikleme
isleminden sonra jel tankinin kapag kapatildi. Giig kaynagi (E-C apparatus
Corporation, E-C4000P) 500 miliamper 120 volt elektrik giicline ayarlanarak

elektroforez jel yiiriitiilmesi gergeklestirildi.

3.6.2.3. PZR Uriinlerinin Kontrolii

MMP-3 -1171 6A/5A ve MMP-12 -82 A/G genlerine ait istenilen bdlgelerinin
PZR iiriinlerinin olusup olusmadigini kontrol etmek amaci ile her iki bolge i¢in de ayr1
ayr1 PZR tiipiinden alinan 7 pl 6rnek 1,5 pl yiikkleme tamponu ile karistirilarak yukarida
tanimlanan elektroforez sisteminde 120 voltluk elektrik akiminda yiiriitildi. Yiriitme
isleminden sonra jel UV 151k altinda (304 nm dalga boyunda) PZR iiriinleri incelendi ve
fotograft UV transilliiminator diizeneginde ¢ekildi. PZR reaksiyonlar1 sonucu MMP-3 -
1171 6A/5A geninden 129 b¢ ve MMP-12 -82 A/G geninden 199 bg’lik bir iirlin elde

edilmesi beklendi.

3.6.2.4. MMP-3 -1171 5A/6A geninden 129 b¢ ve MMP-12 -82 A/G Gen

Polimorfizminin Belirlenmesi Icin PZR Uriinlerinde Restriksiyon Enzim Analizi

Tth111l Kesim enzimi (10U/ul): Tth111I enzimi 10X Buffer Tango ile birlikte

MMP-3 -1171 6A/5A gen polimorfizminin belirlenmesi i¢in kullanildi.

Tth1111I enziminin tamidig1 dizi ve kesim yeri:

v
f

Pvull Kesim enzimi (10U/ul): Pvull enzim 10X Buffer G ile birlikte MMP-12 -82A/G

gen polimorfizminin belirlenmesi igin kullanilda.

Pvull enziminin tanidig1 dizi ve kesim yeri:

v
f

3.6.2.5. Restriksiyon Enzim Kesimleri
PZR fiiriinii saptanmis 6rneklerden toplam hacimleri 10,5 pl ve 8,45 ul olacak

sekilde restriksiyon enzim kesimleri tablo de belirtilen ¢ozeltilere, Tth1111 ve Pvull
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enzimlerinin eklenmesi ile gercgeklestirildi. Bu kesim islemlerinde kulanilan her iki
enzim ic¢in optimum sicaklik 37°C’de 2 saat olmustur. Tth111I enzimi i¢in kesim

protokolii tablo 8’de, Pvull enzimi i¢in kesim protokolii Tablo 9°da verildigi gibidir.

Tablo 8 : Tth1111 enzimi i¢in kesim protokolii

KiIMYASALLAR MIKTARLAR

PZR Uriinii 5,25 ul
Distile Su 4,5 nl
10 x Buffer 0,5l
Enzim: Tth111l 0,25 ul

Tablo 9 : Pvull enzimi icin kesim protokolii

KIMYASALLAR MIKTARLAR

PZR Uriinii 5,25 ul
Distile Su 1,5l
10 x Buffer 1,4 nl
Enzim: Pvu ll 0,3 ul

3.6.2.6. Tth1111 ve Pvull Enzimleri Kesim Uriinlerinin Kontrolii

%?3’liik agaroz jel hazirlandi. Tth111I kesim enzimi ile kesilen PZR iiriiniinden
7 pl ve yiikleme tamponundan 1 pl, Pvull kesim enzimi ile kesilen PZR {iriiniinden 7
ul ve yiikkleme tamponundan 1 pl alinarak karistirilip %3°liik agaroz jeldeki kuyulara
ylkleme yapildi. Kesim firtinleri (50 bp marker) DNA molekiiler marker ile birlikte

yiuiriitiildii. Yiriitme sonrsi jel lizerindeki bantlar, UV 151k (304 nm) altinda incelendi.

3.6.2.7. Tth111I ve Pvull Enzimleri Kesim Sonuclarinin Degerlendirilmesi

Tth1111 Enzimi Kesim Sonuclarinin Degerlendirilmesi

Kesim iglemi yapilmadan oOnce elde edilen PZR iiriinlerinin bant
biiytikliiklerinin 129 bg oldugu saptandi. Tth111I ile kesim sonrasi; 129, 97 ve 32 bg
blytikliigiinde bantlar goriildi. Kesim sonucu sadece 129 bg¢’lik bant goriildiigiinde
6A6A (polimorfizm yok), 97 ve 32 bg¢’lik bantlar goriildiiglinde 6A5SA (homozigot
mutant), 129, 97 ve 32 b¢’lik bantlar goriildiigiinde ise 5AS5A (heterozigot mutant)

olarak degerlendirildi.



6A5A S5ASA BASA

BABA

50 bg DNA
Marker

97 bc.

Sekil 6 : MMP-3 -1171 SA/6A polimorfizmi kesim goriintiisii
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129 b

129, 97 b
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Pvull Enzimi Kesim Sonuclarinin Degerlendirilmesi

Kesim iglemi yapilmadan once elde edilen PZR iiriinlerinin bant biiyiikliiklerinin
117 bp oldugu saptandi. Pvull ile kesim sonrast; 199, 175 ve 24 bg biiyiikliigiinde
bantlar goriildi. Kesim sonucu sadece 199 bg’lik bant goriildiigiinde AA (polimorfizm
yok), 175 ve 24 bg’lik bantlar goriildiigiinde GG (homozigot mutant), 199, 175 ve 24
b¢’lik bantlar goriildiigiinde ise AG (heterozigot mutant) olarak degerlendirildi.

6ABA GABA GAGA GABA ‘

100 bg DNA 199 bg
marker

Sekil 7 : MMP-12 -82A/G polimorfizmi kesim goriintiisii

3.7. SERUM MMP-3 VE MMP-12 DUZEYLERININ ELISA (ENZYME LINKED
IMMUNOSORBENT ASSAY) YONTEMI iLE TAYINi

Hasta ve kontrol gruplarina ait kuru tiipe almman kan oOrneklerinden
santrifiigasyon islemi sonrasinda serum Ornekleri ayrilmistir. Ayrilan serum Ornekleri

ELISA yontemi ile ¢alisilana kadar -80°C*de dondurulmustur.
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3.7.1. ELISA Yonteminin Genel Prensipleri

ELISA saptanmak istenen antijen (Ag) veya antikorlarin (Ab) tayininde

kullanilan duyarl bir laboratuar yontemidir.

ELISA iki 2 farkli yontem ile 6l¢tim yapar:

1) Ortamdaki antijenleri taniyabilen antikorlarin kullanimai ile antijenleri saptar.
2) Kullanilan antijenler sayesinde ortamdaki antikorlar1 saptar.

Antikorlar kullanilan test kitindeki kuyucuklarin duvarma yapisarak reaksiyona
girerler. Antikor veya antijen varliginda bir renk degisimi meydana gelir, bu renk
degisimi 15181 kirilma ve emilimi kuralina dayanarak c¢alisan bir alet sayesinde bize
yogunlagma ve emilme olarak sonuglar verir.

ELISA yontemi 5 basamakta yapilan bir islemdir:

1) ELISA kabindaki kuyucuklar antijen ile kaplanir.

2) Yanlis pozitif sonucu 6nlemek icin antijen ile kaplanmamus yerler kapatilir.

3) Kuyucuklara antikor eklenir.

4) Bir enzime bagli olan fare veya tavsan karsit1 [gG kuyucuklara eklenir. Bu ortamdaki
ikinci antikordur.

5) Substratin enzimle reaksiyonu sonucu beklenen renk degisimi olursa bu bir pozitif
reaksiyondur ve renk degisiminin 15181 emilimine gore yogunluk belirlenir.

Kullanilan ELISA kitleri ile hedef protein miktar1 fotometrik okuyucu sayesinde
saptanan renk degisikliginin sablon egriye (standard curve) olan oranindan

yararlanilarak bulunabilir.

3.7.1.1. Serumda Human MMP-3 Diizey Tayin Protokolu
Serum o6rneklerinde MMP-3 seviyesi tayini Sandvi¢ ELISA (Enzyme Linked
Immunosorbent Assay) yontemi ile invitrogen kiti kullanilarak gergeklestirilmistir (61).
Kullanilan standart soliisyonlar 0, 0.62, 1.25, 2.5, 5, 10, 20 ng/ mL olacak
sekilde hazirlanmustir. Islem asamalar asagidaki sekilde yapilmustir:
a) Tim ayraglar ve drnekler oda sicakligina getirilip vortekslenip karistirtlmigtir.
b) Kullanilacak ornekler (serum,plazma vb.)standart seyreltici tampon ile
sulandirilmstir.
¢) Kuyucuklara 50 pl inkiibasyon tamponu eklenmistir
d) Bos kuyucuklara 50 pl standart seyreltici tampon eklenmistir.
e) Uygun kuyucuklara 50 pl standart ya da 6rnek eklenmistir.



g)

h)

)
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Her bir kuyucuga 50 ul Biotin konjugati eklenerek 2 saat oda sicakliginda
inkiibe edilmis ve 4 kez yikanmustir.

Her bir kuyucuga 100 pl Streptavidin-HRP ¢alisma soliisyonu eklenerek 30
dakika sicakliginda bekletilmis ve 4 kez yikanmustir.

Her bir kuyucuk igerisindeki sivilar aspire edilip 100 pl stabilize kromojen ile 30
dakika karanlikta inkiibe edilmistir.

Kuyucuklarin ~ iizerine 100 pul stop  soliisyonu eklenip, iyice
karigtirtlmistir.(kuyucuklarin rengi stop soliisyon eklendiginde maviden sariya
donmiistiir.)

Referans olarak 450 nm dalga boyunda ELISA okuyucusunda okuma yapilmistir

3.7.1.2. Serumda Human MMP-12 Diizey Tayin Protokolii

Serum oOrneklerinde MMP-12 seviyesi tayini Sandvi¢ ELISA (Enzyme Linked

Immunosorbent Assay) yontemi ile USCN Life Science Inc. kiti kullanilarak

gergeklestirilmistir (62).

Kullanilan standart soliisyonlar 0, 0.156, 0.312, 0.625, 1.25, 2.5, 5, 10 ng/ mL

olacak sekilde hazirlanmustir. Islem asamalar1 asagidaki sekilde yapilmustir:

a) Standart soliisyonlar i¢in 7 kuyu , kor 6rnek i¢in 1 kuyu hazirlanir. Diger
kuyulara ornekler (serum,plazma vb.) eklenir. 100 pl seyreltilmis standart
soliisyonlardan kor ve ornek kuyularina eklenir. Plate {izerine koruyucu

kapatilarak oda sicakliginda 2 saat inkiibe edilir.
b) Kuyulardaki sivi yikamadan uzaklastirilir.

¢) Her kuyu {izerine 100 pl deteksiyon reaktif A soliisyonu eklenerek oda

sicakliginda 1 saat inkiibe edilir.

d) Soliisyonlar aspire edilir ve 400 ul 1X yikama soliisyonu ile her kuyu 1-2
dakika yikanir. Sivilar kurutma kagidina vururak uzaklastirilir.bu islem 3
kere tekrarlanir. En son yikamadan sonra kalan sivilar aspire edilerek

uzaklagtirilir.

e) 100 ul deteksiyon reaktif B soliisyonu kuyulara eklenerek oda sicakliginda
30 dk. Inkiibasyona birakilir.
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f) Soliisyonlar aspire edilir ve 400 pul 1X yikama soliisyonu ile her kuyu 1-2
dakika yikanir. Sivilar kurutma kagidina vururak uzaklastirilir.bu islem 3
kere tekrarlanir. En son yikamadan sonra kalan sivilar aspire edilerek

uzaklagtirilir.

g) Kuyulara 90 pl substrat soliisyonu eklenerek karanlikta 15-25 dk. Oda
sicakliginda inkiibasyona birakilir. Kuyularin rengi substrat soliisyonu

eklendiginde maviye donecektir.

h) Her kuyuya 50 pl sonlandirict soliisyon eklenir. Boylece kuyularin rengi

maviden sartya donecektir.

1) Referans olarak 450 nm dalga boyunda ELISA okuyucusunda okuma
yapilmistir.

3.7.2. Sonuclarin Degerlendirilmesinde Kullanilacak Istatistiksel Yontemler

Bu calismanin istatiksel analizi SPSS 11.0 paket programi kullanilarak
yapilmugtir. Istatiksel anlamlilik smir1 p<0.05 olarak alinmustir. Sonuglar ortanca
(median) ve median interquarter range (EQR) veya ortalama standart sapma olarak
verilmigtir.

Genotip ve allelerin  goriilme sikhiginin  gruplararas1  farkliliklarinin
degerlendirilmesinde Ki Kare, Fisher, Kruskal Wallis ve Mann-Whitney testleri
kullanilmistir.

Inflamasyon belirteglerinin birbirleri arasindaki ve inflamasyon belirtegleri ve
lipid degerleri arasindaki iligki Pearson Korelasyon Testi (Katsayisi) ile irdelenmistir.

Genotip ve allellerin aktivite iizerindeki etkilerinin belirlenmesi i¢in Student’s t-
testi ve Annova kullanilmistir. Allel frekanslar1 gen sayma metoduna gore yapilmistir.

Hasta ve kontrol grubuna ait serum diizeylerinin karsilastirilmasinda Wilcoxon

testi kullanilmastir.
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Calisma gruplarina ait demografik bilgiler Tablo 10’da verilmistir. Hasta grubu

olarak ¢aligmaya 70 adet Tip 2 diyabet hastas: dahil edilmistir. Kontrol grubu olarak

calismaya yaslar1 esitlenmis 100 diyabet veMI hikayesi olmayan saglikli kisi dahil

edilmistir.

Tablo 10 : Cahsma gruplarina ait demografik bilgiler

PARAMETRELER

Cinsiyet (Kadin/erkek)
Sigara(Var/Yok) %
Yas (yi)

Glikoz (mg/dl)

KONTROL HASTA
N=100 N=70

65/35 39/31
40,2/59,8 21,4/78,6
46,46+11,20 51,04+13,31
83+3,20 215,26+112,94

0,26
0,016
0,079

0,001

Tablo 11 : Hasta grubuna ait demografik bilgiler

PARAMETRELER

Viicut Kitle indeksi (kg/m?)
Trigliserid (mg/dl)

Total kolesterol (mg/dl)
HDL-kolestreol (mg/dl)
LDL-kolesterol (mg/dl)
VLDL-kolesterol (mg/dl)
Glikoz (mg/dl)

HbAlc

Insiilin

CPeptid

Folat

Vitamin B12

28,32+8,60
174,80+198,94
177,88+47,20
33,76+12,11
111,34+39,28
30,11+14,80
215,26+112,94
9,22+3,06
18,58+18,98
5,3245,71
7.48+3,57
509,60+404,73
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Tablo 12°de hasta ve kontrol gruplarina ait MMP-3 ve MMP-12 serum diizeyleri
goriilmektedir. Serum MMP-3 diizeyinin hasta grubunda istatistiksel anlamli olarak
yiikseldigi gozlenmistir. Serum MMP-12 diizeyinin ise hasta grubunda diistiigii ancak

istatistiksel anlamlilik olusturmadigi tespit edilmistir.

Tablo 12 : Hasta ve Kontrol Gruplarina Ait Serum Diizeyleri

SERUM DUZEYLERI KONTROL HASTA P
N=100 N=60

MMP-3 Diizeyi (ng/ml) 4,38+0,33 6,47+0,61 0,008

MMP-12 Diizeyi (ng/ml) 4,93+0,61 3,43+0,41 0,362

*Tablodaki degerler Ort+SE olarak verilmistir. Degerlendirme Mann-Whitney Testi ile yapilmustir.

Hasta ve kontrol gruplarina ait MMP-3-1171 5A/6A genotip ve allel dagilimlari
tablo 13’de goriilmektedir. Hasta ve kontrol gruplar1 arasinda MMP-3-1171 5A/6A
genotipleri  ve allelleri agisindan istatistiksel anlamli bir fark tespit edilmemistir.
Homozigot genotipler tek tek incelendiginde hasta ve kontrol gruplari arasinda da

istatistiksel anlaml1 bir fark bulunmamastir.
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Tablo 13 : Hasta ve Kontrol gruplarinda MMP-3-1171 SA/6A genotip ve allel dagilimlari

MMP-3-1'171 5A/6A KONTROL DM P
GENOTIP VE (N:100) (N:70)

ALLELERI

Genotip

6A6A 38 (%38,0) 20 (%28,6)

5A5A 18 (%18,0) 8 (%11,4)

6ASA 44 (%44,0) 42 (%60,0) 0,115
Allel

6A 120 (%60,0) 82 (%58,57)

5A 80 (%40,0) 58 (9%41,42) 0,791

Heterozigot 6A/5A genotipine sahip bireylerin frekansinin hasta grubunda

kontrole gore anlamli olarak yiiksek oldugu ve diyabet gelisim riskinin 1,9 kat

yiikseldigi gozlenmistir (p:0,040 X224,21 OR:1,90 %95 CI 1,027-3,54).
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Sekil 8: Hasta ve Kontrol Gruplarina ait MMP-3 6 A5A Genotip Dagilimlar:

Tez caligmamizda MMP-12 genotiplemesi yapilmis fakat hasta ve kontrolde

herhangi bir varyant polimorfizme rastlanmamistir. Calisma gruplarinin hepsinde AA

genotipi tespit edilmis olup istatistiksel degerlendirme yapilamamaistir.
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Sekil 9 : MMP-3-1171 SA/6A genotiplerine ait serum MMP-3

diizeyleri
811 7201148
7 6.38+0.75
617 -
5.31+0.68 5.50+1.29
547

3.97+0.38 :I I HASTA

B KONTROL

3.43+0.59

6A6A 6A5A 5A5A

Hasta ve kontrol gruplar1 genotipler agisindan karsilastirildiginda sadece 6A5SA
genotipine sahip hasta grubunda MMP-3 serum diizeylerinin istatistiksel olarak anlamli
sekilde kontrole gore yiikseldigi tespit edilmistir (p:0,031 Mann-Whitney Testi). Hasta
ve kontrol gruplart kendi icinde MMP-3’iin her 3 genotipine gore serum diizeyleri

incelendiginde herhangi bir anlamliliga rastlanmamaistir.
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5.TARTISMA

Koroner arter hastaliginin gelismis {lkelerde goriilen Oliimlerde temel
nedenlerden biri oldugu bildirilmistir (63). Yapilan bir¢ok calismada oksidatif stres ile
MMP-3’iin iliskili oldugu gosterilmistir (64,65). Aterosklerozisde MMP sistemleri ve
artan oksidatif stres onemli faktorlerdendir (66). Kontrol gruplar agisindan bizim
calismamza paralellik gosteren Ozkok ve ark.nm Tiirk populasyonunda yaptiklari
aragtirmada MMP-3 6A6A genotip frekans1 %52,6, 6A5A genotip frekanst %35,1,
SASA genotip frekanst %12,3 bulunmustur. Ayrica 6A alleli %0,70, SA alleli ise
%0,30 olarak tespit edilmistir. Yaptiklar1 calismaya gére MMP-3 5A/6A varyantlari ile
koroner arter hastalig1 arasinda iliski gozlenmistir. MMP-3 5A/6A polimorfizminin
hasta damarlar iizerinde etkiye sahip olmamasina ragmen koroner arter hastalarinda
hipertansiyon ve hiperlipidemi ile MMP-3’{in iliskili oldugu bulunmustur (67). Vanessa
ve ark.nin Koroner arter hastalarinda yaptig1 arastirmada 6A6A genotipi %25, 6ASA
genotipi %57, SASA genotipi %12, 6A allel frekans1 %56 ve 5A allel frekanst %46
olarak tespit edilmistir. MMP-3 6A6A genotipini, 6A5A ve SASA genotipleri koroner
arter hastaligi ile karsilastirilldiginda istatistiksel olarak bir anlamlilik saptanmigtir

(p<0,05) (683).

Kadinlar arasinda en sik goriilen kanser tiirli meme kanseridir. Genetik faktorler,
polimorfizmler ile meme kanser riskinin ve sikliginin hizli sekilde arttig1 bildirilmistir.
MMP genlerinde meydana gelen tek niikleotid polimorfizmleri ile bir¢ok kanser tiirii
ornegin akciger, bas, boyun, renal ve kolorektal kanserler arasinda iligski oldugu ileri
stiriilmiistiir. Bir¢cok ¢alismada MMP genlerindeki polimorfizmlerin meme kanser riski
ile iligkili olabilecegi gosterilmistir. Ghilardi ve ark.’mmn Italyan populasyonunda
yaptiklar1t MMP-3 -1171 6A/5A polimorfizminde kontrol grubunda %30,9 6A6A
genotipi, %49,09 6A5SA genotipi, %20 SASA genotipine rastlamiglardir (69). Krippl ve
ark. Avustralya populasyonunda yaptiklari polimorfizm c¢alismasinda kontrol grubunda
%29 oraninda 6A6A genotipi, %46,6 oraninda 6AS5A genotipi ve %23 oraninda SASA
genotipi belirlemislerdir (70). Bir baska calismada ise Holliday ve ark. Ingiliz toplumu
tizerinde MMP-3 -1171 6A/5A polimorfizmini kontrol grubunda 6A6A genotipini
%26,31, 6ASA genotipini %52,63, 5AS5A genotipini %21,05 tespit etmislerdir (71).
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Bunlarin aksine McColgan ve ark.nin yaptig1 calismada MMP-3 polimorfizmi ile meme

kanseri arasinda herhangi bir iliski bulunamamistir (72).

Constantin ve ark.nin yaptig1 diger bir MMP-3 -1171 5A/6A polimorfizminin
aragtirildigi  ¢aligmada yer alan kontrol grubunda %28,5 oraninda 6A6A genotipi,
%54,8 oraninda 6ASA genotipi, %16,7 oraninda SASA genotipini saptanmisglar; 6A allel
frekans1 % 66 iken, SA allel frekansi %44 olarak bulmuslar, bunun yaninda ¢alisma
sonucunda elde edilen bu verilerin, MMP-3 gen promotoru ile romatoid artridin siddetli
ilerleyisi arasinda bir iliskinin bulundugunu ancak romatoid artrid yatkinlig1 agisindan

benzer bir iliski bulunmadigini gostermektedir (73).

MMP-3’lin bircok MMP’yi aktive ederek solunum yolunun yeniden
diizenlenmesine katkida bulundugu bildirilmistir. Schimer ve ark. Brezilya’da, kronik
obstriiktif pulmoner hastaligt (KOAH) gelisimi ile ilgili yaptiklart polimorfizm
aragtirmasinda yer alan kontrol grubu verilerinde 6A6A genotipi %34,3, 6A5A genotipi
%42.,4, SASA genotipi ise %23,3 oraninda bulunmus olup, 6A allel frekans1 %55,6 ve
5A allel frekansi1 44,4 olarak tespit edilmistir. Bu bilgilere géore KOAH {iizerinde MMP

polimorfizmlerinin anlamli olarak bir etkisi olmadig1 saptanmistir (74).

Su ve ark.nin yaptig1 arastirmanin kontrol grubu verileri MMP-3 -1171 5A/6A
polimorfizminde %26 6A6A genotipi, %50 6ASA genotipi, %24 SAS5SA genotipi
saptanmigtir. MMP-3 polimorfizminde 6A6A genotipi bulundurmanin hi¢ sigara
icmeyen akciger kanserli vakalarla yiiksek iligkili oldugu saptanmustir (1.76, 95% CI,
1.04-2.97) (75).

Park ve ark. yaptiklar1 arastirmada MMP-3 -1171 5SA/6A polimorfizmi agisindan
kontrol grubunda 6A6A genotipi %74, 6ASA genotipi %23 ve SASA genotipi %3
oraninda goézlenirken, 6A allel frekanst %85,5, SA allel frekansi ise %14.5 olarak
saptanmigtir. Bu bulgular sonucunda MMP-3 6A/6A  genotipinin Kawazaki
hastaliginda koroner arter lezyonlari olusumu i¢in Onemli risk faktorii oldugunu
sOylemislerdir (76). Renal hiicre karsinomlarinda Hirata ve ark. yaptigi calismada
kontrol grubunda MMP-3 6A6A genotipi %69,1, 6A5A genotipi %29,1 ve 5ASA
genotipi %1,7 olarak tespit edilmistir. Bu ¢alismada MMP-3 5A/6A polimorfizmi ile

ilgili olarak istatistiki anlamlilik gézlenmemistir (77).

Tanya ve ark. ise gen¢ ve yash gruplariyla yaptiklar1 ¢aigmada MMP-3 -1171
5A/6A geng gruba ait 6A6A genotipini %32 , 6A5SA genotipini %41, SASA genotipini
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ise %27 oraninda bulunmustur. Yash grupta ise 6A6A genotipi %34 , 6AS5A genotipi
%45, SA5A genotipi ise %21 oraninda bulunmustur (78). Calisma sonuclarina gore
spontan ger¢eklesen ve yaygin bir polimorfizm olan -1171 6A/SA MMP-3 promotorunu
etkilemektedir. 5 veya 6 ardisik adeninler (5A/6A) transkripsiyon faktér baglanmasini
ve MMP-3 promotor aktivitesini degistirmektedir. SA alleli hiicre kiiltiir ¢aligmalarinda
artan promotor aktiviteye sahiptir. SA alleli akut koroner olaylar, aortik anevrizma ve
artan matriks degredasyonunu ile buna karsin 6A alleli karotid intima-medya

kalinlagmas1 ve bypass sonrasi hastalarda koroner arter hastalig ilerleyisi ile iliskilidir

(78).

Ghilardi ve ark.nin Italyan populasyonunda meme kanseri gecirmis hasta ve
kanser siiphesi tasimayan saglikli grupta yaptigir calismada kontrol grubuna MMP-3
genine ait 6A6A genotipi %31, 6A5A genotipi %49, SASA genotipi %20 oraninda
tespit edilmis olup MMP-3 gen promotor sekansinda 5A allel varliginin meme kanserli
hastalarda metastaz ve kanser biiylimesi icin kolaylastiric1 faktor olabilecegini

gostermistir (79).

Cozzolino ve ark.nin hemodiyaliz hastalar1 ve kontrol grubu {izerinde yaptiklari
MMP-3 genine ait promotor bolgedeki polimorfizm ¢aligmasinda 6A6A genotipi %28,
5A6A genotipi %44, SASA genotipi %27 ve 6A alleli %6 oraninda tespit edilmistir. Bu
calismaya gore hemodiyaliz hastalar1 ile normal populasyon karsilastirildiginda  ilk
defa MMP-3 gen polimorfizminde farkli bir dagilim sergiledigi gozlenmistir.
Homozigot 6A6A genonitipi tasiyan hemodiyaliz hastalarinda 6liim oranin oldukca

ylksek oldugu tespit edilmistir (80).

Yemek borusu kanserlerinde Bradbury ve ark. yaptigi ¢alismada hasta ve
kontrol gruplarinda MMP-3 -1171 6A/5A polimorfizmi arastirilmistir. Kontrol
grubunda 6A6A genotipi %26, 6ASA genotipi %51, SASA genoitipi %23 oraninda
bulunmustur. Sonu¢ olarak MMP-3 6AS5A genotipi ile yemek borusu kanseri arasinda
anlamli bir iligki oldugu, fakat bu durumun kanser gelisimi {lizerinde etkili olmadigi

saptanmugstir (81).

Caligmamizda MMP-3 genotip dagiliminin hasta grubunda %28,6 oraninda
6A6A genotipi, %60 oraninda 6ASA genotipi ve %11,4 oraninda SAS5A genotipi,
kontrol grubunda ise %38 oraninda 6A6A, %44 oraninda 6AS5SA ve %18 oraninda
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SASA genotipi bulduk. Buna gore frekans dagilimimizin beyaz irktaki caligmalar ile

uyumlu oldugu izlenimini edindik.

Kronik obstriiktif pulmoner hastaligin gelisiminde en 6nemli ¢evresel etmenin
sigara oldugu ve baz1 6zel MMP genotiplerinin bu hastaligin gelisiminde risk faktori
olabilecegi Ongoriilmiistiir. MMP-12"nin solunum yolu inflamasyonunda ve anfizem
gelisiminde 6nemli oldugu bildirilmistir. Schimer ve ark. Brezilya populasyonunda
MMP-12 -82 A/G polimorfizmi ile ilgili yaptiklar1 arastirmada GG genotipine
ratlanmaz iken %84,1 oraninda AA ve %15,9 oraninda AG genotipi bulunmustur.
MMP-12 de %7,9 G alleli ve %92,1 A alleli tespit edilmistir. MMP-12’nin
promotorundaki -82A/G polimorfizminin MMP-12 ekspresyonunu etkiledigi
gosterilmistir. Brezilyali bireylerden alinan orneklerde kronik obstriiktif pulmoner
hastalig1 gelisimi iizerinde MMP-12 -82A/G polimorfizminin anlaml olarak bir etkisi
olmadigi bulunmustur (74). Su ve ark.nin yaptigi diger bir MMP-12 -82 A/G
polimorfizm calismasinda %?2 oraninda GG genotipi, %76 oraninda AA genotipi ve
%22 oraninda AG genotipine sahip bireyler bulunmustur. Bu polimorfizm ile akciger

kanseri arasinda iligki saptanmamustir (82).

Koroner arter hastalarinda Vanessa ve ark.nin yaptigt MMP-12 -82 A/G
arastirmada GG genotipi  %1,5, %77,6 AA genotipi ve %20,9 AG genotipi
bulunmus olup, %12 G alleli , %88 A alleli tespit edilmistir. Bu polimorfizm ile

koroner arter hastaliginin siddeti tizerinde anlamli iligski gdzlenmemistir. (68).

Li ve ark.nin epitel yumurtalik kanseri (EOC) iizerine Cin populasyonuna ait
kadinlarda yaptiklar1 -82 A/G polimorfizm ¢alismasinda kontrol grubunda GG
genotipine rastlanmaz iken, %96,7 oraninda AA, %3,3 oraninda AG genotipi tespit
edilmis ve bunun yan1 sira A alleli %98,3 ve G alleli %1,7 oraninda saptanmistir. Bu
bilgilere gore EOC ilerleyisi ve gelisiminde MMP-12 geninin -82A/G genetik
varyantinin risk faktorii olabilecegini ileri siirtilmiistiir (75). Bradbury ve ark.nin yemek
borusu kanserlerinde yaptiklar1 ¢aligmada ise hasta ve kontrol gruplarinda MMP-12 —
82 A/G polimorfizmi incelenmistir. Kontrol grubunda MMP-12 geninde AA
genotipine %82, AG genotipine %17, GG genotipine %1 oraninda rastlanmistir.
MMP-12 -82A/G polimorfizminde G alleli ile yemek borusu kanseri arasinda bu kanser
tiiriinde artan riske sebep oldugu bilirilmistir (81). Bir diger kanser tiirii olan koleraktal

kanserli hastalar ve kontrol grubu iizerinde Woo ve ark.nin kore populasyonundaki
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yaptiklar1 arastirmada MMP-12 -82A/G polimorfizminde %97 AA genotipi, %3 AG
genotipi tespit edilirken, GG genotipine rastlanmamistir. Koleraktal kanserli hasta ve
kontrol grubu arasinda allel frekanslar1 ya da genotipler ac¢isindan herhangi bir farkililik
belirlenememistir. Ayrica Kore populasyonu i¢inde herhangi istatistiksel bir anlam
tespit edilememistir. Promotor bolgedeki bu varyantlarin kolorektal kanserinde diisiik

etkinlige sahip olabilecegi bildirilmistir.

Calismamizda MMP-12’ye ait varyant genotipe rastlamadigimizdan diger
populasyonlarla karsilastirma yapilamamaistir. Schimer ve ark.,Li ve ark. Woo ve ark.nin
calismalarini inceledigimizde onlarinda homozigot varyant genotip frekanslarinin bizim

calismamiza benzer sekilde ¢ok diisiik ya da hi¢ olmadig1 gozlemledik.

Serum MMP diizeyleri ile ilgili arastirmalar yapilmis olup Kanesaka ve ark.nin
multiple sklerozis hastalar1 {izerinde MMP-3 serum diizeyleri ile ilgili yaptiklar
calismada hastaligin pro ile hastalik aktivitesi birbiri ile korele oldugu tespit edilmistir.
MMP-3 diizeyleri hastaligin tekrarlamasi agisindan belirteg olarak gozlemlenmistir
(83). Tsukahara ve ark.nin yaptigi calismada Japon Romatoid Artrid hastalarinda
MMP-3 -1612ins/del A geontiplerinin MMP-3 serum diizeyleri {izerine etkisi
incelenmis ve serum diizeylerinin SASA < 5A6A < 6A6A seklinde yiikseldigi tespit
edilmistir (84). Miyokard iskemili hasta grubunda yapilan bagka bir ¢alismada ise
kontrole goére hasta grubunda serum MMP-3 diizeylerinin miyokard iskemisinde

yiikseldigi tespit edilmistir (85).

Calismamizda serum MMP-3 diizeylerini hasta grubunda kontrole gore yiiksek
olarak tespit ettik. Ayrica MMP-3 serum diizeylerinin genotiplerden etkilendigini
Tsukahara ve ark.nin bulgular1 ile uyumlu sekilde SASA < 5A6A < 6A6A seklinde
yiikseldigini tespit ettik. Ayrica serum MMP-12 diizeylerinin hasta grubundan kontrole

gore azaldigini gozlemledik.

Yaptigimiz literatiir ¢alismasinda MMP-3 -1171 6A/5A  polimorfizminin
MMP-3 ekspresyonunu etkiledigi, 6A allelinin MMP-3 ekspresyonunu arttirirken SA
allelinin MMP-3 ekspresyonunu diisiirdiigii gosteren yayinlar bulunmaktadir (79,80,81).

6A allelinin represdr baglanma bdlgesindeki affiniyi arttirarak ekspresyonun
azalmasina, S5A allelinin varliginda ise represoriin baglanmasin1 azalttigindan

ekspresyonun artmasina sebep oldugu ileri siiriilmektedir (79).
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Ancak c¢alismamizda 6A6A genotipinde yiksek MMP-3 diizeylerini
gozlemlerken 5AS5SA genotipli bireylerde ise en diisiik MMP-3 seviyelerini tespit ettik.
Genel hipotezin aksine bu bulgumuz Tsukahara ve ark. ile Mattey ve ark.nin ¢aligmalari

ile uyumlu ¢ikmustir.

MMP-3 ekspresyonu normal dokularda diisiiktiir fakat ESM’nin yeniden
diizenlenmesi ihtiyacinda ekspresyon artmaktadir. MMP-3’iin  bir¢gok ESM
degredasyonu, yeniden sekillenme, proliferasyon, anjiyogenez ve diger MMP’lerin
sentezinin indiikklenmesinde (MMP-1,MMP-9) rol oynadigi bilinmektedir. MMP-3
trasnkripsiyonu  degisik kanser tlirlerinde yiiksek olarak tespit edilmistir
(MMP-9,MMP-12). MMP-31lin promotor bolgesindeki SA6A genotipinin MMP-3’iin
farkli transkripsiyonlarina sebep oldugu bilinmektedir. 5A allelinin promotor
aktivitesini 6A alleline gore 2 kat arttirdigi gosterilmistir. SA alleli Avrupa
populasyonunda ¢ok sik olarak goriilmektedir (%40-50). Fakat Asya populasyonunda
%7-20 siklikta goriilmektedir (MMP-14,MMP-16). 5A6A polimorfizmi diisiik
trasnskripsiyonel seviyeleri etkilemektedir. SA alleli fibroblast ve diiz kas hiicrelerinde
yiiksek gen ekspresyonu ile sonuglanirken 6A alleli diisiik promotor reaktivitesi ile

iligkilendirilmistir (87).

SA alleli yiiksek trasnkripsiyonel aktivite ile iligkili iken 6A alleli diisiik
trasnkripsiyonel aktivite ile iligkilidir. Bugiine kadar 6 A6A genotipi erkek ve kadinlarda
koroner arter hastaliginin ilerlemesi ve tikanmis damar sayisinin artmasi ile

iligkilendirilmistir (86).

6A allelinin diisiik promotor aktivitesine, yetersiz MMP-3 ekspresyonuna,
vaskiiler matriks proteinlerinin birikimine ve aterosklerozun hizli gelisimine sebep
oldugu bildirilmistir. Genotipi artmis matriks protein birikimi ile iligkili iken SASA ve
6ASA genotiplerinin artmig matriks degredasyonu ile iligkili oldugu bildirilmistir.

Artmig MMP-3 ekspresiyonunun plak yirtilmasinmi tetikledigi, 5A allelinin
miyokard infarktiisii ile iligkili oldugu bildirilmis ve 5A allelini tasiyan bireylerin
tasimayanlara gore miyokard infarktiisi gecirme riskini 1,5-2 kat arttirdigi ileri
striilmektedir. Caligmamizda diyabette MMP-3 diizeylerini yiiksek bulduk. MMP-3
diizeylerinin artmast ESM birikimine, degisik biiyiime faktorlerinin (tlimor nekroz
faktor-o, pro-doniistiiriicii biliylime faktorii-f, insiilin benzeri biliylime faktorii ve

heparin-baglayici-epidermal biiyiime faktorlerinin) ve sitokinlerin salgilanmasini ya da



63

aktivasyonu arttirarak renal hipertrofinin baslamasina ve bunun sonucunda diyabetin
baslica komplikasyonlarindan olan diyabetik nefropatinin gelisimine sebep oldugu ileri

stiriilmektedir.
Sonug olarak:
1. Tiirk toplumuna ait MMP-3 frekans dagilimi beyaz 1k ile uyumludur.

2. MMP-3 genotipleri hasta sayisinin az olmast nedeni ile hastalik ile
iligkilendirilememistir. Ancak hasta sayisinin artmasi ile bu iliskinin daha belirgin

olacag diisiiniilmektedir.
3. MMP-3 serum diizeyleri hasta grubunda yiiksek bulunmustur.

4. MMP-3 serum diizeylerinin MMP-3 -1171 6A/5A polimorfizminden
etkilendigi tespit edilmis olup SASA<6ASA<6AOGA seklinde arttig1 belirlenmistir.

5. 6A6A genotipine sahip bireylerde artmis MMP-3 diizeylerinin ekstraselluler
matriks protein birikimine sebep olarak, diyabet komplikasyonlarmin gelisimini
tetikleyerek tip 2 diyabet gelisiminde etkili olabilecegi tespit edilmistir. Hasta sayisinin

arttirilarak bu iligkinin desteklenecegini iimit etmekteyiz.
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