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OZET
Matriks Metalloproteinaz-2 -1306 C/T ve Matriks Metalloproteinaz-9 -
1562 C/T Polimorfizimleri ile Lenfoid Malignensi Olusum Riski Arasindaki
iliskinin Arastiriimasi
Hematolojik maligniteler, lenf nodlari ve kemik iligi kdkenli hastaliklari
kapsar. Hematolojik Malignite gelisiminde pek ¢ok etkenin rol oynadigi
gosterilmigtir. Matriks metalloproteinazlar (MMP) cesitli patolojik ve fizyolojik
sureglerde rol oynayan bir endopeptidaz ailesidir. Bu nedenle, Matriks
metalloproteinaz proteinleri ile cesitli kanserlerin iliskilerini arastiran ¢alismalar
yapiimigtir. MMP-2 ve MMP-9 genlerinin ekspresyonlarinin  hematolojik
malignitelerin bazi tiplerinde olasi etkileri galigiimigtir. Bu ¢alismadaki amacimiz
MMP-2 -1306 C/T ve MMP-9 -1562 C/T polimorfizmlerinin lenfoid tip hematolojik
maligniteler arasindaki iliskiyi arastirmaktir. Calisma, 52 Kronik Lenfositik
Lésemi (KLL), 20 Hodgkin Lenfoma (HH), 38 Non Hodgkin lenfoma (NHL), 15
Akut Lenfoblastik Losemi (ALL), 13 Multipl Miyeloma (MM) hastasi ve 110
saglkh bireyde yapildi. MMP-2 -1306 C/T ve MMP-9 -1562 C/T polimorfizmleri
Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PCR- Polimerase chain reaction) ve Restriksiyon
Parca Uzunluk Polimorfizmi (Restiriction Fragment Lenght Polimorphism-RFLP)
yontemleri ile belirlendi. Bu polimorfizmlerin allel ve genotip sikhdi hastalar ile
kontrol grubu arasinda karsilastirildi.
Elde edilen veriler istatistiksel olarak degerlendirildiginde, MMP-2 -1306
C/T ve MMP-9 -1562 C/T polimorfizmilerinin allel frekanslari ve genotip
dagihmlart  acgisindan lenfoid maligniteli hastalar ile kontrol gruplari arasinda
anlaml bir iligki gézlenmemistir(p>0,05). Sonugta, hasta sayisinin artiriimasi ve
farkh genlere ait polimorfizmlerin de birlikte ¢alisiimasi, MMP-2 -1306 C/T ve
MMP-9 -1562 C/T polimorfizmlerinin lenfoid maliginteler ile iligkisinin

aydinlatiimasinda katkida bulunabilecedi dusunulmektedir.

Anahtar Kelimeler: Genetik, Hematolojik Maligniteler, Matriks
metalloproteinaz-2 -1306C/T, Matriks metalloproteinaz-9 -1562 CI/T,

Polimorfizm.



ABSTRACT

investigate The Relationship Between MMP-2 -1306 C/T And MMP-9 -1562
C/T Polymorphisms And Formation Risk Of Lymphoid Malignity.

Hematological malignities consist of lymph nods and diseases of bone
marrow. It has been demonstrated that there are so many factors on the
improvement of Hematological Malignity. Marix metalloproteinases (MMP) is a family
of endopeptidases which has a role on various pathological and physiological
processes. That's why studies searching for relationships between Matrix
metalloproteinase proteins and different types of cancers have been carried out.
Possible effects of expressions of MMP-2 and MMP-9 genes on some types of
hematological malignities have been studied. Our aim in this study is to investigate
the relationship between MMP-2 -1306 C/T and MMP-9 -1562 C/T polymorphisms
and hematological malignities of lymphoid type. Study has been carried out on 52
chronic leukemia (KLL), 20 Hodgkin’s lymphoma (HH); 38 Non Hodgkin’s lymphoma
(NHL), 15 Akut Lenfoblastic Leukemia(ALL), 13 Multiple Myeloma(MM) and 110
healty individuals. MMP-2 -1306 C/T and MMP-9 -1562 C/T polymorphisms were
determined with the methods of Polymerase Chain Reaction (PCR) and Restriction
Fragment Lenght Polymorphism (RFLP). Allele and genotype frequency of these
polymorphisms were compared between the patients and control group.

When obtained data were statistically analyzed, any expressive relationship
between the control group and patients with lymphoid malignity in terms of genotype
and allele frequency of MMP-2 -1306 C/T and MMP-9 -1562 C/T polymorphisms
haven’t observed (p>0,05). In conclusion, it has been believed that increasing the
number of patient and studying together polymorphisms belonging to different genes
would be able to help to clarify the relationship of MMP-2 -1306 C/T and MMP-9 -
1562 C/T polymorphisms with lymphoid malignities.

Key Words: Genetic, Hematologic malignity, Matrix metalloproteinase-2-

1306C/T, Matrix metalloproteinase -9 -1562 C/T, Polymorphisms.



1. GIRIS VE AMAG

Hematolojik maligniteler, lenf nodlari ve kemik iligi kdkenli hastaliklar
kapsar. Kuzey Amerika Halk Saghgi verilerine gére, hematolojik neoplazimlar
erkek kanserlerinin %7’sini, kadin kanserlerinin ise %6’sini olusturur 1

MMP’lar cesitli patolojik ve fizyolojik sureglerde rol oynayan bir
endopeptidaz ailesidir >>*°. Hedef substratlari ekstraselluler matriks, hiicresel
reseptorler, buyume faktorleri ve sitokinler gibi bayuk cesitliliktedir. MMP’ler,
gelisim ve hastalik sirasinda doku buylmesi ve yeniden modellenmesinde,
endometrial dongude, anjiogeneziste, hucre migrasyonunda, iskelet
formasyonunda, inflamasyonda, yara iyilesmesinde ve koagulasyonda rol alirlar.
Ayni  zamanda MMP’lar patolojik sureclerde peridontal, romatolojik,
kardiyovaskuler, pulmoner hastaliklarda, noéroinflamasyonda, kanser ve
metastazda da rol oynarlar >*°

MMP-2 (72 kDa tip IV kollajenaz) ve MMP-9 (92 kDa tip IV kollajenaz)
cesitli malignitelerde artmis sekilde eksprese edilir. MMP ekspresyonu, tUmor
saldirganli§i ve metastaz potansiyeli arasinda anlamli bir iliski bulunmustur °.
insanlarda gastro intestinal sistem, meme, akciger, jinekolojik kanserler ve
kutanoz lenfomalar gibi gesitli insan solid timorlerinde, MMP-2 ve MMP-9 ile
anjiogenesis iliskisi calisiimistir °.

Hematopoetik neoplaziler ile MMP’ler arasindaki iligki ile ilgili yapilan
calismalar oldukg¢a sinirlh sayidadir. Buna karsin Non Hodgkin lenfomalarda
tumor evresi ile MMP-9 ekspresyonu arasinda bir iliski oldugu ve Hodgkin
hastaligi ile MMP-2 duzeyi arasinda iyi prognoz acgisindan anlamli bir iligki
oldugu gdsterilmistir °.

Bu calismada, MMP-2 -1306C/T ve MMP-9 -1562 C/T gen polimorfizmleri
ile lenfoid malignite gelisme riski arasindaki iligkinin incelenmesi amaglanmistir.
MMP gen polimorfizmleri ile lenfoid malignite riski arasindaki muhtemel iligkinin
arastiriimasi, lenfoid malignitelere genetik yatkinlik konusunda literatire katkida

bulunacaktir.



2. GENEL BILGILER
2.1. Hematolojik Maligniteler
2.1.1. Tarihge

Hematolojik maligniteler lenf nodlari ve kemik iligi kokenli hastaliklar
kapsar . Kuzey Amerika Halk Saglhgi verilerine gore hematolojik neoplazimlar
erkek kanserlerinin  %7’sini, kadin kanserlerinin de %6’sini olusturur .
Hematolojik malignitelerin  tarihsel gelisiminde; Malpighi'nin, 1666’da
mikroskoplarin hastaliklarin tanisinda dnemli bir rol oynayabilecegini fark etmesi
ile lenfoid dokuda ve dalakta Uzum salkimi benzeri gorunimun oldugu dlumcul
bir hastaligi tanimlamistir. Bundan yillar sonra 1832°de Hodgkin, lenf nodu
bluyumesi gozlenmis olumcul bir hastaliktan Olen yedi hastanin bulgularini
tanimlamigtir. Samuel Wilks (1856), simdiki anlamda Hodgkin hastahgini
tanimlamigtir. Kundrat (1892) ve Logscope (1907) , Hodgkin ve Non Hodgkin
lenfoma arasindaki patolojik ayrimi tanimlamislardir. Ghon ve Roman (1916),
dev follikiler lenfomayi tanimlamiglardir, bundan sonraki 30 yil icinde
lenfomanin iki ana sinifi, noduler ve diffiz arasindaki klinik farkliliklar, Brill,
Symmers ve Roulet tarafindan belirlenmistir .

Non Hodgkin lenfomada gorulen baykus goézu hicreleri Langhans (1872),
Greenfield (1878) ve Strenberg (1898) tarafindan goézlenmistir. Reed, Non
Hodgkin lenfoma (NHL) ile bu hucreler arasinda iliski oldugunu saptamistir ve
bu hiicreler Reed-Sterberg (RS) hiicreleri olarak adlandiriimislardir .

Ldosemi, Craigie ve Bennett (1845) ile Virchow (1846) tarafindan
tanimlanmistir. Virchow (1847), 16seminin iki formu oldugu ve bunlardan birinde
dalak buyumesinin digerinde lenf buyumesinin belirgin oldugunu tanimlamigtir.
Léseminin hizh ilerleyen akut formu Friedreich (1857) ve bununla iliskili
semptomlar Ebstein (1899) tarafindan tanimlanmistir. Ehrlich’in kan hucrelerini
boyama metodunu gelistirmesi ile farkli klinik durumlarla iligkili 6zel tipteki I6kosit
hacreleri belirlenmigtir. Bu metod sayesinde; Naegeli (1900) myeloblastlari,
Reschad ve Schilling-Torgau (1913) monositik [6semiyi tanimlamislardir .

Losemi ile iligkili anemi, Mayer ve Heineke (1907) tarafindan

tanimlanmistir. Vaqgez (1895), kardiak bir hastaligi gdsteren oskiltasyon



bulgulari olmayan, bir yil sonrada otopsisinde kalp yapisi normal bulunan
hastada, kalici polisitemiyi tanimlamistir. Hiperplastik kan duzensizligi fikri,
Osler’in (1903,1908) polisitemiyi tanimlamasi ve Turk’'un (1904) immatar kirmizi
ve beyaz I6kosit formlarini tanimlamasi ile gelistirilmistir *.

Yirminci  yuzyillin baslarinda hematopoetik dokulardaki neoplastik
hastaliklarin ana siniflari morfolojik 6zelliklerine gére tanimlanmistir .

Modern immunolojinin ¢agl Rustizky ile baslamistir. Rustizky (1873), kemik
kiriklarina neden olan Multipl Miyoloma (MM) hastaligini tanimlamistir. Kunkel
immunoglobulinleri tanimlamigtir, Edelman ve Porter, antikor molekullerinin
aminoasit dizisini belirlemiglerdir ve Tonegawa, immunoglobulin gen yeniden
birlesmelerini kesfetmistir .

1960 yilinda, kronik myelositer I6semi hastalarinin kemik iligi hicrelerinde
kiguk G grubu kromozomu (Philedelphia veya Ph kromozomu) tanimlanmistir.
1973’te philedelphia kromozomunun, kromozom 9 ve 22 arasinda resiprokal
translokasyon [t(9;22)(q34;q11)] nedeni ile oldugu tespit edilmistir .

Farkl uUlkelerden arastirmacilar 1976 yilinda, FAB siniflamasi (FAB
Classification- Fransiz, Amerikan, Ingiliz Siniflama Sistemi) siniflandirma

sistemini akut I6semiler ve myelodisplastik sendromlar igin gelistirmislerdir 8.

2.1.2 Hematolojik malignite siniflandirmasi

Hematolojik maligniteler sagkalim ve olgunlasma 06zellikleri esas alinarak
akut ve kronik olmak Uzere iki tipe ayrilirlar. Akut, tedavi edilmediginde sagkalim
suresi haftalar veya birkag ayla sinirli hastaliklari tanimlar, hiicre olgunlagsmasi
acgisindan ise immatur hucreler, blastlar on planda gozlenir. Kronik, sag kalimin
yillarla Olgulebildigi durumlari tanimlar, hdcre olgunlasmasi agisindan olgun
hdcreler 6n planda gdzlenir. Etkili tedavi yontemleri nedeniyle ginimuzde akut
ve kronik maligniteler arasindaki sagkalim farki bayuk ol¢cide ortadan kalkmigstir
°. Hastaligin etkili oldugu organlar agisindan ise 6n planda kan ve kemik iligini
tutan malignitelere 16semi denir. Doku tutulumu ile giden neoplazmlara ise
lenfoid kokenlilerse lenfoma, miyeloid kokenlilerse granulositik sarkom olarak

adlandiriimaktadir®.



Kbken olarak ayrim ise hematopoetik kok hlcrenin (hematopoetic stem
cell-HSC) farklilagmaya basladigi ilk basamak ile iliskilidir®. Vicuttaki biitiin
olgun kan hiicreleri az sayidaki hematopoetik kdk hiicrelerden kdken alirlar '
Koék hucreler lenfoid ve miyeloid oncul hicreler olarak iki yonde gelisim
gOsterirler. Genel lenfoid 6ncul hicreler (Common Lenfoid progenitor, CLP), B
ve T lenfosit, Dogal 6ldurucu (Natural Killer,NK) hucreler yonunde olgunlagirken,
genel miyeloid 6ncul hacreler (Common myeloid progenitor, CMP), eritrosit,
trombosit, graniilosit ve monosit yéniinde olgunlasirlar '°. Kék hiicre gelisim
semasi sekil 1 de gosterilmigtir.

Calismalar, neoplazmlarin mutasyonla tek hicreden gelisen malign
klonlarin normal hucrelere kargi gogalma avantaji kazanmasi ile olustugunu
gostermigtir. Kemik iligi hucrelerinin maturasyonu sirasinda, bir hiicre grubu ileri
asamaya gecemeyerek sahip oldugu hudcre 6zellikleri ile ¢ogalir, bu sekilde

maligniteler klonal dzellik gdstermektedirler'”.

HE Hiicresi

. T Hiicresi
Genel lenfoid Onciil /

Hiicreler .
—_—
Pluripotent Hematopoetik . i £

s B Hiicresi
Kik Hiicre / \
. Genel Miyoloid Granilositimakrofaj Monositler
Onciil Hiicreler Oneiil Hiiereleri

- .
Errtrosrt-’tromho“! Notrofller
Onciil Hiicreleri

. Klrmlz kall hiicresi
\ Trombosit

Sekil 1: Hematolojik kok hiicre gelisimi *°
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Lenfoid maligniteler T, B lenfositler ve NK hucrelerinin maturasyonu
sirasinda klonal sekilde gelisen neoplazmlardir. Lenfoid seri olgunlasmasindaki

herhangi bir hiicre serisinden kdoken alabilirler.

2.1.3. Akut Lenfoblastik Losemi (ALL)

ALL, immatur lenfosit dncullerinin klonal proliferasyonu ile karakterize
bir hastaliktir. Blastik hucreler, B hucre (olgularin %80-85'i) veya T hucre
oncillerinden (olgularin %15-20) olusabilir’?. Blast hiicrelerinin kemik iliginde
birikimi, hematopoeziste baskilanmaya ve sonrasinda anemi, trombositopeni, ve
nétropeniye neden olur 3.

ALL, Amerika'da tespit edilen butun lésemilerin % 12’sini olusturur,
vakalarin % 60’1 20 yas altinda goriilir'>. Cocukluk caginda en sik gériilen
malignitedir ve gocukluk gadi akut I&semilerinin % 85'ini olusturur'®. Yasa 6zel
insidans, 2-5 yas arasinda ve 60 yaslarindan sonra iki pik yapar. Amerika’da O-
14 yas arasinda insidansi 3,3/100.000 olarak gézlenmistir'®.

Down sendromlu c¢ocuklarda losemi riski 10-30 kat artar. Ataksi-
Telenjektazi ve Bloom Sendromu gibi kromozomal frajilitede artmaya neden
olan otozomal resesif hastaliklar ile arasinda iliski gosterilmistir. Tek yumurta
ikizlerden birinde 16semi geligirse diger kardeste hastaligin gérulme olasihgr %
20’dir. Fetal yagsamda diagnostik X 1sinina maruz kalan bireylerde, ALL gelisim
riskinde bir miktar artis gozlenmistir. Gebelikte ve gebelikten 6nce pestisite
maruz kalan ve sigara igen annelerin gocuklarinda, ALL gelisim riskinde artma
gozlenir™.

ALL’de klinik gérinim degdiskendir. Gozlenen bulgular genellikle kemik
iligi kaybi ve ekstra medullar yayilim ile iligkilidir. Hastalarin yarisinda ates
gOzlenir. Yorgunluk ve bitkinlik ALL’de gorulen aneminin sik semptomlaridir.
Anemi iligkili dispne, anjina ve bas donmesi sik goérulen bulgulardir. Losemi
hlcrelerinin periosteumu, kemidi veya eklem bdolgelerini infiltre etmesi ile
cocuklarda yurumeyi reddetme, topallama, kemik agrilari ve artralji
gorulebilmektedir. Bag agrisi, kusma, mental fonksiyonlarda gerileme, oliguri ve

anuri daha az siklikla gortlen semptomlar arasindadir. Bazi hastalar hayati
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tehdit edici infeksiyon ve kanama ile gelirler. Cok nadiren rutin muayenede
ALL’li hastada herhangi bir bulgu saptanmayabilir'®.

Hastalarin muayenesinde mukozalarda ve deride, pallor, petesi, ekimoz
gorulebilir. Kemikte l6semik infiltrasyon nedeni ile hassasiyet saptanabilir.
Karaciger, dalak ve lenf nodlari en sik goérilen ekstra medullar tutulum
bolgeleridir, organomegali ¢ocuklarda yetiskinlere oranla daha belirgindir.
Anterior mediastinal kitleler c¢ocuklarda % 7-10, eriskinde % 15 oraninda
gorullr. BuyUk anterior mediastinal kitleler bliyuk damarlara, trakeaya basi
yaparak, vena kava sendromu veya superior mediastinal sendroma neden
olabilir. Bu sendromda hastalarda Oksuruk, dispne, ortopne, disfaji, stridor,
siyanoz, yuzde 6dem, artmig kafa i¢i basinci ve bazen senkop gorulebilir. Daha
az sikhkla goérilen bulgular okuler tutulum, subkutandéz noduller, buylimus
tiikriik bezleri (Mikulicz sendromu) ve priapizm’dir™.

ALL’de FAB siniflandiriimasi lenfoid blastlarin 1sik mikroskobunda
gorulen  morfolojilerine  gore siniflandirma  yapilmaktadir. ALL FAB
siniflandirmasina gére L1, L2, L3 olarak (¢ katogoriye ayrilir'*. ALL FAB

siniflandirmasi tablo 1 de gosterilmigtir.

Tablo 1: ALL FAB Siniflamasi "2

L1 En sik ¢ocukluk ¢aginda goérulur. Monomorfik yuvarlak ¢ekirdekli, dar
sitoplazmali kiguk/orta buyulklikte blastlar (¢cekirdek sitoplazma orani
yuksek) homojen nukleus kromatin yapisi ve belirsiz nukleuslar dikkat

cekicidir.

L2 Erigskinde en sik rastlanilan tipidir. Blastlar, daha buyuk, daha genis
sitoplazmali (dusuk cekirdek/sitoplazma orani) degisken
gorunumludur; duzensiz kenarli ¢gekirdek yapisi ve belirgin nukleuslar

goralur.

L3 Nadirdir (ALL olgularinin yaklasik % 1-3’U). Hucreler koyu bazofilik
(mavi) sitoplazma ve sitoplazmik yad iceren vakuoller ile

karakterizedir.
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Yeni WHO siniflandirmasi ise ALL alt tiplerini fenotipik (érnegin 6éncul B
hacreli, oncul T hucreli gibi) ve sitogenetik Ozelliklerine gore
gruplandlrmaktad|r12. Oncll B hiicreli ALL karakteristik olarak CD19 ve CD20
gibi, B hlcre iligkili antijenleri eksprese eder. Cogu olgu CD10 (Common acute
lymphoblastik leukema antigen, CALLA) ve siklikla CD34 (insan progenitor
hdcre antijeni) ekspresyonu gosterir. Hucre yuzeyinde immunglobulin
ekspresyonu yoktur, ancak sitoplazmik mu (y) agir zincir ekspresyonu
gorulebilir. Oncil T hucreli ALL karekteristik olarak CD2, CD5 ve CD7 gibi T
hicre antijenlerini eksprese eder. CD4 ve CD8’in (T helper ve T supressor alttip
antijenleri) tipik olarak ya ikisi birden yoktur ya da es zamanh eksprese olurlar.
Olgun B hucreli ALL (Burkitt hucreli 16semi), monoklonal hafif zincir (kapa ve
lambda) tasiyan yuzey immunglobulini ile birlikte CD19 ve CD20 gibi B hucre
antijenlerinin varligi ile karakterizedir. CD10 (CALLA) pozitif veya negatif olabilir
12

ALL’li erigkin hastalarin 1/3'0 ve ¢ocuk hastalarin yarisi kromozom
anomalileri gosterir. Anomaliler; |0semik hucrelerde, kromozom kaybi ve
kazanci olarak siniflandirilabilir. Hiperdiploid (47-57 kromozom sayisinda)
hicreler, daha az siklikta triploide civari (58-80 kromozom sayisinda) ve
tetraploide civari (near tetraploid, 83-103 kromozom sayisinda) kromozom
kurulusunda hacreler de gozlenmigtir. Kromozomlar arasinda 8, 16, 18, 21 ve
22 numaral kromozomlar diger kromozomlara goére daha sik etkilenir.
Kromozom kayiplari hipodiploid (35-45 kromozom sayisinda) veya haploide
civari (near haploid, kromozom sayisi <27) olarak gozlenir. ALL’li gocuklarin %
20’si hiperdiploididir. Bu hastalar tum ALL hastalari iginde en iyi prognoza sahip
olanlardir. Bunun tersine haploid civari kromozom sayisi ¢ok az gorullr ve ¢ok
kétl prognoz gosterir'.

ALL'de gorulen esas sitogenetik anomaliler t(9;22), t(1;19), t(4;11),
t(12;21), 9p ve 12p delesyonlari, hiperdiploidi, hipodiploidi'dir. 1(9;22) ilk olarak
kronik myeloid |6semide gobzlenmigtir. Translokasyon, kromozom 9 Uzerindeki
BCR geni ile kromozom 22 Gzerindeki ABL geni arasinda olur. t(9;22) insidansi
yas artisi ile artar, translokasyonun gdzlenmesi kétii prognoz gosterir®™.
T(12;21) pediatrik ALL icinde en sik gorulen translokasyon tipidir. Fuzyon gen,
kromozom 12 Uzerindeki TEL geni ve kromozom 21 Uzerindeki AML1 genin

15

birlesmesi ile meydena gelir'* T(12;21)in prognozunun iyi oldugunu
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gOsterilmistir. Diger kromozomal anormallikler daha az siklikta gorulur. Yetiskin
ve cocukta t(1;19) sikhgi, %3-4 oraninda gorulur. Fizyon gen, kromozom 19
lizerindeki E2A bdlgelerini icerir'* . Bu translokasyonun bagimsiz prognostik
faktor oldugu iddia edilmistir™. Goriilen diger translokasyon t(4;11)dir.
Kromozom 11 tzerindeki HRX (MLL) geni ile 4. kromozom Uzerindeki AF4 geni
arasinda olur. Bu translokasyonun gériildiigii vakalarda prognoz kétiidir'® 2.
Yetigkin ve gocuk ALL vakalarinin yaklasik %10’'unda 6q, 9q, 12p delesyonlari
goriliir. Bu delesyonlarin prognostik degeri belirsizdir'.

Yas ALL’nin prognozunda kritik rol oynamaktadir. Tedaviden sonra
hayatta kalim 2-5 yas arasindaki hastalara gore 1 yasindan kuguk ve 10
yasindan buyuk hastalarda zayiftir. Hiperdiploidi ve dusuk blast sayisi iyi
prognoz gosterir. Yetigkin hastalarda ALL prognozu kétudur ve yas buyudikge
kotulesir. Pediatrik ALL hastalarinda kot prognoz kriterleri, 1 yasindan kuguk
10 yasindan buylk olmak, mediastinel kitle, erkek cinsiyet, t(1;19), t(9;22),
t(4;11), hipodiploidi'dir'* ',

2.1.4. Kronik Lenfositik LOosemi

Kronik lenfositer I6semiler, ¢cevresel kanda artmis kiguk olgun gérinumiu
lenfositlerin bulunmasiyla karakterize heterojen bir grup hastaliktir. En sik
rastlanan sekli, bir T hlcre belirteci olan, CD5 antijeni eksprese eden kiguk B
hdcrelerinin proliferasyonu sonucu ortaya c¢ikan kronik lenfositik [6semidir (KLL)
16

KLL’nin Amerika’daki ortalama insidansi 2.7/100.000°dir. KLL'nin gelisim
riski yas ile artar, yasli erkeklerde yasli kadinlara gore 2.8 kat fazla gorullr. Bati
toplumlarinda en sik gorulen erigkin donem losemisidir. Genellikle neoplastik
lenfositler B serisindendir, % 2'den azi T hiicre kokenlidir'”.

Cevresel faktorlerin patogenezde rol oynamadidi dusunulmektedir. KLL
insidansi ile pestiside maruz kalma, gunes 1s1g1, iyonize radyasyon veya bilinen
karsonojenlerle iligkisi gOsterilememigtir. Bazi epidemiyolojik ¢alismalarda,
kronik elektromanyetik alana maruz kalma ile KLL’da artis gézlenlemistir, buna

karsin bu iligkinin nedensel bir etki oldugu gésterilememis”. Asbest
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endustrisinde ve tarimla ilgili islerde ¢alisanlarda, KLL insidansinin daha yuksek
olmasi mesleki bir iliskiyi diistiindiirmektedir'®.

Birinci derece akrabalarinda KLL bulunan kisilerde genel populasyona
gore KLL gelisimi veya diger lenfoid malignite gelisme olasiligi normal
populasyona gore 3 kat fazla oldugu gozlenmistir'’. KLL insidansinda artmaya
neden olan genetik faktorler tam olarak belirlenememistir. HLA haplotipleri ile
hastalik arasinda iliski gOsterilememigtir. Ayni aileden, hastalik gelismis
bireylerin, l6semik hucrelerinde  ayni immunglobulin agir zincir genlerini
eksprese ettiklerini gdstermistir. Buna karsin, monozigot ikizlerin de dahil oldugu
hasta gruplarinda 16semi hlcrelerinin farkli immunglobulin birlesmelerine sahip
olduklari g6zlenmistir ve bu da farkli somatik olaylardan koken aldigini
gostermektedir”.

KLL'de mitotik hizin disik olmasi sebebiyle, standart sitogenetik analiz
yapmak gictir . KLL'de en sik rastlanan kromozomal anomali del 13q14-
23.1°dir '""'®, Gériilen diger anomaliler; trizomi 12, del 11g22.3-23.1, del 6q21-
23, 14q anomalileri, ve 17g13’'teki p53 tUmor baskilayici genlerin delesyon ve
mutasyonlaridir. Gen delesyon ve duplikasyonlari, en sik goérilen genetik
anormalliklerken, kromozomal anormallikler goreceli olarak daha az siklikta
goralar™.

Kromzom 13'Un uzun kolundaki delesyonlar KLL’'de en sik gorulen
kromozom anormallikleridir Y%, Kromozom 13’iin uzun kolundaki delesyonlar
KLL vakalarinin yaklasik yarisinda gorulebilmektedir. Bir grup ¢alismaci, 35 KLL
hastasinin % 80’inde, I16semik hucrelerde gogus kanseri gelisiminde etkisi olan
BRCA2 geninin bulundugu 13q12.3’te delesyon tespit etmislerdir '". Bir grup
calismaci ise 13g14.3’te delesyon tespit etmigledir. Bu bolgede RB-1 geni

bulunmaktadir 171819

. Bu bolgede haritalanan diger aday tumor baskilayici
genler LEU1 ve LEU2dir. Buna karsin, KLL hucrelerinde her iki allelin
mutasyonlari tespit edilemedidi icin KLL'de etkili timor sUpressér gen olma
ihtimalleri diistiktir. Diger bir aday timér baskilayici gen LEUS'tir"”.

Trizomi 12, KLL'li hastalarin %10-30’'unda bulunur. Trizomi 12 tani
aninda da belirlenebilirken, genellikle ilerlemis |6semi hastalarinda tespit
edilmistir'”.  Trizomi 12’nin  gorildigi 16semi hiicreleri siklikla karmasik
karyotipik anormalliklere, atipik veya prolenfositik morfolojiye sahiptirler. Sonucg

olarak, ¢calismalarda trizomi 12’ye sahip I6semik hucre gruplarinin hastaligin ileri
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1718 Hastalarin % 10-20’sinde I6semi

safhasinda yayildigini  énermiglerdir
hdcrelerinde kromozom 11’'in uzun kolunda delesyon vardir. Bu delesyonun
goruldigu hastalarda hastalik gelisim yasi dusuktur (55'ten kuguk) ve bu
kromozom anomalisinin goérilmedigi hastalara gére hastaligin daha agresif
olmaya meyillidirler. Kromozom delesyon bolgeleri genellikle 11q14-24, daha az
siklikla 11922.3-23.12'da go6rulmektedir. Bu bdlgedeki potansiyel tumor
baskilayici genler ATM ve RDX genleridir. ATM, ateksi-telenjektazi’'de mutasyon
gorulen gendir. Losemi hucrelerinde ATM geninde delesyon ve mutasyon
olanlarda hastalik goreceli olarak agresif seyreder. RDX veya Radiksin ise
Norofibromatozis Tip2 (NF-2) timor baskilayici gen ile benzerlik gdsterir'’.

Kromozom 6 Uzerinde gorulen en sik anormallikler 6923 ile 6924
arasindaki kiriklardir. 6g21-q24 arasinda anormallik olan hastalarda kanda
prolenfosit miktari yiiksektir ve daha agresiftir'”.

Kromozom 14 Uzerinde 14932 bolgesi, immunoglobulin agir zincirini
kodlar. Bu bolge B hicre malignitelerinde siklikla translokasyona ugrar.
Kromozom 14’Un q11.2 bdlgesindeki genler, T hlcre reseptoériniun a ve o
zincirini kodlar. Losemik hucrelerde goérulen inv(11)(q11932), siklikla T hucre
kokenlidir'. T(11;14)(q13;932) translokasyonunda, immunglobulin adir zincir
geni (IgH) ile BCL-1 protoonkogeninin birlegmesi gozlenir ve olusan gen PRAD1
olarak adlandirilir, siklin D1’i kodlar 2018 PRAD1’in artmis ekspresyonu, hicre
transformasyonuna ve bazi B hicreli KLL vakalarinin olugsmasina neden olabilir
. T(14;18) az siklikta goriilir. Bu translokasyonlar daha siklikla foliikiiler
lenfomalarinda gériliir'®. Bu translokasyonda immunglobulin agir zinciri ile BCL-

1718 KLL hastalarinin % 5'inin 16semik

2 onkogeni arasinda birlesme olur
hicrelerinde kromozom 18g21’deki BCL-2 protonokogeni ile immunglobulin geni
arasinda yeniden birlesmeler gorulir. BCL-2 gen yeniden birlesmeleri genellikle,
BCL-2 geninin 5 ucu ile kromozom 2 iizerindeki k veya kromozom 22 iizerindeki
A immunglobulin hafif zincirleri arasinda olur. BCL-2 yeniden birlesmelerinden
bagdimsiz olarak bitin hastalarin B hucrelerinde BCL-2 protein ekspresyonu
yuksektir. Bu sonuglarla KLL hastalarinda 18. kromozomda tespit edilmemis
genetik anormalliklerin olabilecegdi ve bunlarin BCL-2 proteininin ekspresyonunu
artirabilecegi bulunmustur'’.

P53 geni, 17. kromozomun p kolunda 17p13.1’de lokalize olmustur, 53 kd

agirhginda bir proteini kodlar'”'®. DNA’sinda hasar olan hastalarda, P53,
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p21/WAF1’i indUkleyerek siklin bagimh kinaz aktivitesini inhibe eder, hicre
dongusund durdurur. P53 mutasyonlari; P53 geninin genellikle ekson 4’ten 8'e
kadar olan bdlgesinde olur ve kromozom 17p’deki heterozigozite kaybi ile
iligkilidir. KLL hucrelerinde P53 mutasyonu olan hastalar genellikle ilerlemis
hastalija, yuksek I6semik hticre proliferasyon oranina ve kisa hayatta kalima
sahiptirler'’.

KLL hastalarinin % 40’1; 16semik hucrelerinde, MDR1 genini artmig
sekilde eksprese ederler. Gen 0Ozellikle kemoterapiye direngten sorumludur.
MDR1 geni, kromozom 7’nin uzun kolunda (7921.1), 170 kDa adgirhginda
transmembran p glikoproteinlerini kodlar ve enerji bagimh olarak sitotoksik
ilaglari hicre disina atarak intraselluler konsantrasyonu dusurmede rol oynar”.
Genin artmis ekspresyonu, 6zellikle KLL’'nin B hastalarinin % 35’inde gézlenmis
'8 Artmis MDR ekspresyonu primer patogenezden ¢ok, hastaligin ilerleyiginde
rol oynamaktadir'’. MDR3 geninin artmis ekspresyonu, genellikle tedavi
uygulanmamis hastalarda goézlenmistir, ayni zamanda ilerlemis hastalik ve
tedaviye direnclede iliskili oldugu gdsterilmistir'®.

MDM2 gen Urind p53 geni ile bir kompleks olusturur ve kromozon 12
Uzerinde bulunmaktadir. Artmis ekspresyonu (10 kattan fazla) B-KLL’de rapor
edilmistir ve B-KLL nin progresyonunda rol oynayacag gosterilmistir'®.

KLL hastalarinin gogu 60 yas ustindedir ve % 90’1 50 yas Uzerindedir.
Hastallk 25 yasin altinda ¢ok nadir gorulir. KLL'de insidans ve prevalans
yonunden erkek ve kadin orani 2/1°dir. Hastalarin % 25’ tani sirasinda
asemptomatiktir. Hastalarin gogunda agrisiz lenfadenopatiler ve agiklanamayan
lenfositoz gozlenir. Bunun haricinde bazi hastalarda dusmus egzersiz toleransi,
yorgunluk gibi orta derecede semptomlar gérilebilir. ileri yastaki hastalar bazen
sahip olduklari pulmoner, serebrovaskuler veya koroner arter hastaligi gibi
hastaliklarin artmig bulgulari ile basvurabilirler'’. Bazi vakalarda, KLL
hdcrelerinin nasal tutulum yapmasi nedeniyle kronik rinit ile gozlenebilir. Bazi
nadir vakalarda, c¢esitli gangliositlere karsi olusan IgM antikorlar ile
sensoriomotor polindropatiler gorulebilir. Hastaligin daha sik ilerledigi olgularda
agirhk kaybi, tekrarlayici enfeksiyonlar, trombositopeniye bagl kanama veya
semptomatik anemi gorulebilir. Gece terlemeleri ve ates (B semptomlari) sik
degildir'”. KLL hastalarinin % 80’inde tani sirasinda agrisiz lenfodenopati

gorulmektedir. Sikhkla servikal, supraklavikular veya aksiler lenf nodlarinda
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biiylime goriliir'. KLL hastalarinin yarisinda ortalama bir splenomegali bulunur.
Hastalarin daha azinda karacigerin I0semik infiltrasyonu nedeniyle
hepatomegali geligir. Losemik hucreler ile organ infiltrasyonlari siklikla otopsi
sirasinda belirlenir. Cogunlukla semptomatik degildirler. Renal parankim
tutulumu postmortem olarak hastalarin yarisinda gézlenmistir'”.

Hayatta kalim sdresini tahmin etmek igin iki ana siniflama sistemi
kullanilmaktadr. ilki Rai tarafindan 1975 yilinda tanimlanmigtir. Bu siniflandirma
O’dan IV’e kadar olan bes farkli evrede degerlendirilir.0 ve | iyi prognoza sahiptir,
lIl ve IV'de hayatta kalim kisadir, Il. evrede ise hayatta kalim orta kademededir.
Rai ve Modifiye Rai siniflamasi tablo2’de gdsterilmistir. Binet, 1981 yilinda 3
evrelik siniflandirmay! kullanmaya baslamistir’’. Bu siniflandirmada toplam
lenfoid kitle dederlendiriimektedir. En ileri evre C’dir, hastada kemik iligi
fonksiyon bozulmasi nedeni ile anemi veya trombositopeni gorulebilir. Binet
siniflandirmasi tablo3’te gdsterilmistir. Geri kalan hastalar da biyimus lenfoid

bélgelerinin sayisina gére A ve B denen iki gruba ayrilir'’.

Tablo 2: Rai ve Modifiye Rai Evreleme Sistemi®

Rai Risk orani Modifiye Rai

Evre 0: Tek basina lenfositoz (kan veya

ilikte) Dusuk risk evre 0

Evre 1: Lenfositoz + buyimus lenf bezleri

Evre 2: Lenfositoz, blyumus dalak,

karaciger ve lenf bezleri

Evre 3: Lenfositoz + anemi ( Hb<11g/dl) | Orta dereceli I. ve Il. evreler

ve yukaridaki bulgular varhgi ya da |risk

yoklugu

Evre 4: Lenfositoz+ trombositopeni

(<100000/ul), yukaridaki bulgularin varli§i | Yuksek risk . ve IV. evreler
ya da yoklugu
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Tablo 3: KLL Binet Evreleme Sistemi'®

Evre > 3 Lenf bezi bolgesi Hemoglobin<10g/dlI
ve /veya trombositler
<100000/yl

A - -

B + -

C +/- +

KLL B hucreleri genellikle yuksek mitotik indekse sahiptir ve siklin

kip1

dependent kinaz inhibitdéri olan p27 dusuk duzeyde eksprese edilir. Bu

protein S fazinda hicre progresyonunda duzenli sekilde artar. Buna karsin, bazi

hastalarda 16semi hiicrelerinde p27

ekspresyonu fazladir. Bu hastalarda,
lenfosit ikilenme zamani uzundur'’. ikilenme zamaninin 12 aydan az olmasi
agresif hastaligi, 12 aydan yuksek olmasi ise yavas seyirli (indolan) hastaligi
dustndirir'®. Kemik iligi biyopsisinde nodiler (cevreden net olarak ayirt
edilebilen lenfosit hiicreleri), intersitisyel (yad hicreleri ve normal hematopoetik
hdcreler arasina infiltre olan lenfositler), miks veya diffuz (kemik iliginin tumayle
lenfositler tarafindan isgal edilmesi) karekter gézlenebilir '®. Kemik iliginin diffiiz
gorunimdu, noduler veya intersitisyel gérinumuane goére kotl prognoza sahiptir.
Atipik lenfosit morfolojisi prognozun koétu olmasi ile iligkilidir. Losemik hticrelerin
yuzeylerinde sadece IgM yerine, IgM ile IgD’yi birlikte eksprese etmeleri ve
CD38 eksprese etmeleri kétii prognoz ile iliskilidir'’. Anormal karyotipe sahip
hastalar, normal karyotipe sahip hastalar ile karsilasgtirildiklarinda; hayatta kalim
suresi anlamli derecede dusuktur. Trizomi 12’ye ek anomalilerin mevcut oldugu
hastalar ile sadece trizomi 12 gorulen hastalar kargilastirildiginda sag kalimlari
anlamli derecede diisiik bulunmustur'” 8. Sadece trizomi 12 gdzlenen hastalar,
normal karyotipte ve sadece 13g14’e sahip hastalara gore kot prognoza
sahiptir'’’. Trizomi 12 ile beraber kromozom 13 anormalliklerinin beraber
gbzlendigi hastalarda hayatta kalim daha da diismektedir'®. 14, 6 veya 11q
anormalliklerinin goruldigu hastalarda normal karyotipli hastalara goére klinik
gidis kotidur'’. Bazi proteinlerin miktari ile timor ilerleyisi ve timor kitlesi

iliskilidir. Bu yiizden beta-2 mikroglobulin (B2M), timidin kinaz (TK), soluble
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vaskuler hicre adezyon molekuli-1 (sVCAM-1, soluble CD27)nin goreceli
serum duzeylerinin  Olgulerek, potansiyel prognostik degerleri olarak
kullanilabilir. Laktat dehidrogenaz (LDH) agresif hastaligi olan hastalarda
yikselmistir'”. Kromozom telomerindeki ilerleyici kisalma tekrarlayan hiicre
bolinmeleri ile gorulir. Kromozom telomerindeki bu erozyon kromozomun
telomerindeki TTAGGG tekrarlarini sentezleyen telomeraz ile onlenir. Ortalama
telomer uzunlugu ve telomeraz aktivitesi B-KLL'de hayatta kalim ile iligkilidir.
Telomer uzunlugu 6kb’dan kisa olanlarda telomeraz aktivitesi yuksek, 6kb’dan
uzun l6semik hucrelerde telomeraz aktivitesi dusuktur. Telomeraz aktivitesi

yiiksek hastalarda, diisiik hastalara gére hayatta kalim dustktir'’

2.1.5. Hodgkin Lenfoma (Hodgkin Hastaligi-HH)

Hodgkin hastaligi (HH) lenfoid dokuda malign Reed Sternberg (RS)
hiicrelerinin gdzlendigi bir neoplazmdir®’. Klasik RS hiicresi blyiiktir ve baykus
g6zune benzetilen cift ¢ekirdekli bir yapiya sahiptir. Cekirdek icinde buylk
eozinofilik nukleus dikkati ceker?’. Ingiltere’”de HH insidansi yaklasik
2/100000°dir*>. ABD’de yilda 7500 yeni HH tanisi konmaktadir®®. Hastalik 3:2
oraninda erkeklerde daha fazla gériilmektedir. insidansi 60’li yaslara kadar
artarak gider, bununla beraber 15-34’li yaslarda hastalik insidansi diger
gruplara gore yuksektir. Bu yas grubunda erkek baskinhgi azdir ve butun
vakalar noduler sklerozan tiptedir?>.

Semptomlarin var olmasi prognozu koétu etkiler. Hastalarda 38 °C Usti
ates, gece terlemeleri ve 6 ay icinde vucut agirhginin % 10’dan fazlasinin kaybi,
hastaligin tanisina B kategorisini ekler. Kasinti tanida siklikla gorulmesine
karsin prognoza etkisi yoktur. Bazi hastalarda atesli ve atessiz donemlerin
dongusel sekilde gozlendigdi, Pel-Ebstein denen 6zel bir ates tipi vardir. Alkol
icimini takiben lenf nodlarinda agr goérulmesi HH igin 6zeldir, hastalarin %
10’unda gorulur ve prognostik bir anlami yoktur. Olagan olmayan kitleler veya
ylizeyel lenf nodlarinin tespit edilmesi sik gériilen bulgulardandir®’.

HH'nin patolojik siniflamasinda, 1966’dan beri Rye siniflamasi
kullaniimaktadir. WHQO’ya goére yeniden duzenlenen HH siniflamasi da Rye’in

modifiye edilmis halidir > .HHnin patolojik siniflamasi tablo 4’te gdsterilmistir.
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HH’nin yayiliminin evrelenmesinde, dort dereceli ANN ARBOR evreleme

siniflamasi kullanilir . ANN ARBOR evreleme sistemi tablo 5’te gosterilmigtir.

Tablo 4: HH Patolojik Siniflamasi®.

Rye Siniflamasi WHO siniflamasi
Lenfositten zengin Noduler lenfositten zengin
Noduler sklerozan Klasik Hodgkin varyantlart:

Mikst selltler Noduler sklerozan

Lenfositten fakir Miks selltler

Lenfositten zengin klasik
Hodgkin

Tablo 5: ANN ARBOR Evreleme Siniflamasi®>"'%.

Evre Ozellikler

I Tek bir lenf bezi veya lenf bolgesi tutulumu veya lokalize
ekstranodal tutulum (Evre IE olarak tanimlanir).

I Diyaframin ayni tarafinda (Alt veya Ust) birden fazla lenf bdlgesi
tutulumu (ll), ekstranodal organ tutulumu veya diyaframin ayni
tarafinda bir veya birden fazla lenf nodunun tutulumu (l1E).

11 Diyaframin her iki tarafindaki lenf bdlgelerinin tutulu olmasi, dalak
tutulumu var ise (llIS), lokalize bir ekstranodal tutulum (llIE), her ikisi
birden (IlISE).

v Yaygin ekstra nodal organ tutulumu.
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BCL-2 ekspresyonu ile HH arasinda iliski gdsterilmistir. BCL-2
ekspresyonu Epstein Barr Virus (EBV) infeksiyonu veya t(14;18) ile iligkili
bulunmustur®’. BCL-2 ekspresyonunun prognoz ile iligkili olabilecegi tespit
edilmistir. Reed-Sternberg hucrelerinde p53 antagonisti olan MDM2 gen
ardnuinun artmig ekspresyonu gozlenmistir. Buna karsin vakalarda p53
mutasyonu ¢cok nadir gériimistir®’.

HH hastalarinin karyotiplerinde patagonomik kromozomal aberasyon
veya Ozel defektler tespit edilmezken, genellikle hiperdiploid karyotipler gézlenir.
BlyUk bir seri ¢alismada en ¢ok gdzlenen kirilma noktalari, Non Hodgkin
lenfomada da gbzlenen 11923, 14932, 6q11-21 ve 8q22-24 bdlgelerinde kirilma

21 12. ve 13. kromozomlarin kisa kolunda da

noktalari oldugu bulunmustur
delesyon ve translokasyon gdzlenmistir 2'. Cesitli Hodgkin dokularinda yapilan
¢alismalarda, kromozom 18 Uzerindeki BCL-2 ile immunglobulin agir zinciri ile
birlesmenin oldugu t(14;18)(q32;q21) translokasyonu gdzlenmistir'®%'.

Hassas in-situ hibridizasyon metodlariyla Hodgkin vakalarinin % 50’sinin
EBV ile iliskili oldugu gosterilmistir?'. Malign hiicrelerin % 50’sinden fazlasinda
EBV genomu tespit edilmistir. infeksiyoz mononukleoz hikayesi olanlarda HH
sikligl, normal populasyona gére 3 kat daha fazladir®.

Hodgkin hastaliginda, yedi etkenin degerlendirildigi prognoz skorlamasini
gelistirmigtir. HH prognoz skorlamasi Tablo 6’da gosterilmigtir. Bu etkenler,
erkek cinsiyet, 45 yasinda veya daha buylk olmak, evre IV olmasi, beyaz kan
hicresinin 15.000/ ul'ye esit veya yuksek olmasi, lenfosit oraninin % 6’dan az
olmasi veya 800/ ul'den az olmasi, hemoglobinin 10,5 g/d'den az olmasi ve
albuminin 4g/d'den az olmasidir. Herbir faktérin varligi 5 yil sure iginde

progresyonun olmama olasiligini yaklasik %7 oraninda diisiiriir?".
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Tablo 6: Prognoz Skorlamasi?'.

Faktor Populasyon (%) Progresyonsuz 5 yilin tahmini
Sayisi degeri (%)

0 7 84

1 22 77

2 29 67

3 23 60

4 12 51

5-7 7 42

2.1.6. Multipl Miyeloma (MM)

Multipl Miyeloma (MM), genellikle monoklonal immunglobulin Ureten

neoplastik plazma hucrelerinin neden oldugu, B tipi hicre malignitesidir. Tum

malignitelerin %

1’ini, hematolojik malignitelerin ise %

10’unu olusturur.

Ortalama yas yaklasik 65'tir. Klinik bulgular heterojen olmasina kargin tUmor

olusumu, monoklonal immunglobulin dretimi, normal plazma hucrelerinden

immunglobulin Gretiminin azalmasi ile hipogamaglobulinemi olugsmasi, bozulmus

hematopoezis, osteolitik kemik hastaligi, hiperkalsemi ve renal disfonksiyon gibi

bulgular igerir °. MM tanisi igin en az bir major ve bir mindr veya 2 tanesi mindr

kriterlerin birincisi ve ikincisi olmak Gzere U¢ minor kriter bulunmasi sarttir. MM

tani kriterleri tablo 7°de gosterilmistir.
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Tablo 7: MM Tani Kriterleri?®

Major Kriterler
1. Biopside plazmasitom tanisi.
2. Kemik iliginde plazmasitoz (> %30).
3. M komponent varhgi:
Serum: IgG> 3.5 g/dl, IgA >2 g/dI
idrar: amiloidoz olmaksizin >1 g/24 saat kappa veya lamda hafif zincir

atiimi ( Bence Jones proteini)

Mindr Kriterler

1. Kemik iliginde plazmositoz (%10-20)

2. M komponentinin yukarida belirtilen degerlerden daha az miktarda var
olmasi.

3. Litik kemik lezyonlari

4. Azalmig normal immunglobulinler (normalin <%50'si) : IgG <600 mg/dl,
IgA <100 mg/dI, IgM <50 mg/dI

Radyasyon ve kimyasal maruziyet MM insidansini arttirir. insan herpes
virus 8’in (HHV8- Kaposi Sarkoma Virus) MM hastalarinda varhgr gosterilmigtir
25

Karyotipik anomalilerin  karmasikligi ve tekrarlayan kromozomal
degisikliklerinin olmayisi, MM icin 6zel molekuler lezyonlari arastirmaya engel
olmaktadir. N-RAS mutasyonlari hastalarin % 50’sinde go6zlenmistir. BCL-2
proteini, normal ve malign plazma hucrelerinin her ikisinde de yuksek duzeyde
bulunur. Floresan in-situ hibridizasyon (FISH) kullanilarak yapilan ¢alismalarda,
RB1 veya p53 mutsyonlari ve delesyonlari malign plazma hucrelerinin %
50’sinden fazlasinda bulunmustur. Vakalarin % 20-40'inda immunglobulin agir
zincirlerinin  bulundugu 14932 bolgesinde translokasyonlar gorilir ?’. Bu
vakalarin % 30’unda, translokasyon BCL-1 (PRAD1) lokusunu tasiyan 11913
[t(11;14)(q13;932)] ile olur®® ?’. Kromozom 13’lin kismi ya da biitiin delesyonu
prognozun kotulugu ile iligkilidir. Bu kromozom Uzerindeki kritik bolgeler 13912,
13914 ve 13g21-22 bantlaridir®®.
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Hastalarda genellikle anemi, kemik agrisi, patolojik kiriklar, kanamaya
egilim ve periferal noropatiler gorulebilir. Bu semptomlar, tumor kitle etkisi ve
tiimor hiicrelerinden salinan protein veya sitokinlerin etkisi ile olusmaktadir®.

Durie-Salmon evreleme sistemi, bu hastalik igin uzun zamandir
kullaniimaktadir. TUmor evreleme sistemi, hemoglobin konsantrasyonunun, Urin
ve serumdaki protein duzeyinin ve kalsiyum duzeyinin olguldugu standart
laboratuar tetkikleri ve hastaligin tuttugu kemiklere gére yapilir®. Durie-Salmon

evreleme sistemi tablo 8’de gosterilmistir.

Tablo 8: Durie-Salmon Evreleme Sistemi %°

1. Buyuk timor kitlesi (Evre 111)
Asagidaki anomalilerden biri bulunmali
a. Hemoglobin <8.5 g/dl, hematokrit <% 25
b. Serum kalsiyum >12mg/dI
c. Cok yuksek serum veya urin miyeloma protein uretim orani
1. 1gG >7 g/dl
2. 1gA >5 g/dI
3. Bence Jones protein > 12g/24h
d. Ugten fazla kemik lezyonu
2. Dusuk Tumdr Kitlesi (Evre 1)

Asagidaki anomalilerin hepsi bulunmali

a. Hemoglobin >10.5 g/dl veya hematokrit > % 32
b. Serum kalsiyum normal
c. Dusuk serum miyeloma protein Uretim orani

1. 1gG <5 g/dl

2. IgA <3 g/dI

3. Bence Jones protein < 4g/24h

d. Kemik lezyonu veya osteopetrozis yoklugu.
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3.  Orta tumor kitlesi (Evre Il)
Yuksek veya dusuk tumor kitlesi katogorilerine girmeyenler, orta tumor
kitlesine sahiptir.
a. Bobrek yetmezligi yoklugu (Kreatinin < 2mg/dl)
b. Bobrek yetmezligi varligi( Kreatinin > 2 mg/dl)

MM’un seyri degiskendir. Bazi hastalarda hastallk yavas seyreder ve
sagkalim uzundur, bazilarinda ise agresif hastalik tablosu iginde hasta kisa
surede kaybedilir. Ancak, hastalarin ¢odgu bu iki ucun arasinda bir yerde

bulunur. Ortalama sag kalim 3-5 yildir®.

2.1.7. Non Hodgkin Lenfomalar (NHL)

Non Hodgkin lenfomalar (NHL), lenfositlerin neoplastik klonal
proliferasyonu sonucu olusur. NHL, lenf bezlerini, ekstranodal dokulari veya her
ikisini tutar. Cogunlukla lenf bezleri tutulur. Karaciger, dalak ve kemik iligi
tutulumu tabloya eslik edebilir®*,

NHL, Amerika'da en sik gézlenen 5. kanserdir®. NHL insidansi son 30
yil iginde ikiye katlanmigtir. Hastalik gelisenlerde 5 yil hayatta kalim beklentisi
1960’larda yaklasik % 31 iken, 1990’larda yaklasik % 60’a yiikselmistir®®. NHL
insidansi son 30 yil igerisinde ikiye katlanmistir®®. NHL erkeklerde daha sik
goriilmektedir, beyazlarda zencilere gére daha sik gdzlenmektedir®®. NHL
insidansi yas ile artmaktadir. Hastalik insidensi, 20-24 yas arasinda 100.000
insanda 2.4 iken, 60 yas Ustinde 18 kat artarak 100.000 kiside 44.2'ye, 75
yasindan sonra ise 100.000 kiside 100 ‘e gikar®.

Lenfomanin insidansinin kimyagerler, ciftciler, lastik, asbest ve arsenik
uretiminde c¢alisanlarda arttigi gosterilmistir. Benzen ve herbisit gibi cesitli
ajanlara maruz kalan Kkisilerde lenfoma insidansinda artis gézlenmi§tir29.
Radyasyona maruz kalma ile lenfomalar arasinda anlamli bir iligki bulunmustur.
Yetigkin T hiicre lenfoma/lésemisinin gelismesi ile insan T Hicre Ldsemi-

28,30

Lenfoma Virus | (HTLV-l) arasinda iligki gosterilmistir™=". Bazi B hucre

lenfomalarindan EBV virdsu sorumlu olabilir. EBV, Herpes virls ailesinden bir
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DNA virisudur, ilk olarak Afrikal Burkit lenfoma hastalarinda gosterilmistir. EBV,
endemik Burkit lenfomali hastalarin % 95’'inde ve non endemik Burkit lenfomali
hastalarin %20’sinde bulunmustur®®. Organ transplantasyonu nedeni ile ilaglarla
immun sistemi baskilanmis hastalarda, enfekte olmus poliklonal B hicrelerinin
benign olarak c¢ogalmasindan, agresif malign lenfomaya kadar cesitli
anormallikler gériilebilir >, Dogustan veya kazanilmis immun bozuklugu olan
hastalarda EBV nedeniyle B hiicreli lenfomalar gelistigi gozlenmistir®®.
Helicobacter pylori, midede MALT (Mucosa associated lenfoid tissue)

28,30

lenfomasina neden olmaktadir . Hashimato tiroiditi, tiroid lenfomalar ile

iligkilidir. Sjogren sendromu gibi bazi otoimmun hastaliklar lenfoma riskini
artirmaktadir®*2®,

Kromozom anomalileri lenfomalarda siktir. Follikil merkezli lenfoma
hastalarinin % 85’i 1(14;18)(q32;921) tasir. 18921 Uzerindeki BCL-2 geni 14q32
Uzerindeki immunglobulin (Ig) agir zinciri ile birlesir. BCL-2 ekspresyonunu
artirmaktadir. BCL-2 apopitozisi inhibe ederek hucrelerin uzun yasamasina
neden olmaktadir. Burkit lenfomada, kromozom 8 Uzerindeki c-MYC onkogeni,
kromozom 14 Uzerindeki Ig agir zinciri ile t(8;14)(q24;932), daha az siklikla
kromozom 2 Uzerindeki k bdlgesi ile t(2;8)(p13;p24) veya kromozom 22
lizerindeki A bélgesi ile (8;22)(q24;q11) translokasyonlarini yapar®® ', T hiicreli
I6semi ve lenfomalarda en sik gorulen anormallikler 3q, 6q, 14g’nun trizomi,
parsiyel trizomileri veya inversiyonlaridir. Daha az siklikla gorilen anormallikler
X kromozom kaybl, t(9;21), 5p, 2q*, 17q" ve trizomi 18 anormallikleridir® .

Hastalarda gece terlemeleri, ateg veya 6 ay icinde vicut agirhiginin % 10

kaybi B semptomlari olarak tanimlanir®®®

. B semptomlarinin varligi kotu
prognoz belirtisidir. Butin lenf nodu bolgeleri agisindan muayene yapilmalidir.
Tutulan lenf nodlari sert, fiske ve lastik kivamindadir. Agresif lenfomalar, deri ve
merkezi sinir sistemi gibi ekstra nodal bélgeleri tutma egilimindedirler®®.

Rapport, 1966 yilinda lenfoma huicresinin buyuklugunu ve seklini temel
alan, morfoloji ile klinik bulgular arasinda iligki kurmaya calistigi siniflama
sistemini yayinlamistir. 1974’te Lukas ve Collins, morfoloji ve immunolojik
fenotipin beraber kullanildigi siniflama sistemini yayinlamiglardir. Diger bir
siniflama, Kiel siniflamasi, Avrupa’da yaygin olarak kullaniimistir. 1982'de
Uluslararasi Kanser Enstitisinin destegiyle hali hazirda varolan batin

siniflandirmalar kullanilarak bir “Working formulation” olusturulmustur

27



Working formulation siniflamasi Tablo 9da goésterilmistir. 1994 yilinda
Uluslararasi lenfoma c¢alisma grubu, Duzeltiimis Avrupa Amerika Lenfoid
Neoplazi siniflamasini yayinlamislardir. Bu siniflandirma B hucre, T hucre
kokenli maligniteleri ve Hodgkin hastaligini icermektedir. Ayni zamanda, T ve B
serileri indolent lenfoma (dusuk risk), agresif lenfomalar (intermediate risk) ve

cok agresif lenfomalar (yiiksek risk) olarak g alt gruba ayrilirlar®.

Tablo 9: NHL’da Kullanilan Working Formulation Siniflamasi***

Duisuk Dereceli (Low Grade)
A. Kiguk Lenfositik
B. Follikuler, ¢entikli kiguk hucreli

C. Follikuler, ¢entikli kiguk htcreli ve buyuk hucreli mikst

Orta Dereceli (intermediate Grade)

D. Folliktler, blyuk hicreli

E. Diffuz, ¢entikli kiguk hucreli

F. Diffuz, ¢entikli kiguk hucreli ve buyuk hicreli mikst
G. Diffuz, buyldk hacreli

Yuksek Dereceli (High Grade)

H. Blayuk hacreli, immunoblastik

I. Lenfoblastik

J. Centiksiz, kiguk htcreli

NHL’lar1 evrelemek icin Ann Arbor evreleme sistemi kullanilir. Evreleme
yaparken hastaligin anatomik yayilimi ve eslik eden sistemik belirtilerin olup
olmadigi dikkate alinir®.

Histolojik alt tip, 6nemli bir prognostik faktordir. Hastalar hucre tiplerine
gore dusuk riskli, orta derecede riskli ve yuksek riskli olarak ayrilir. Hasta yasi
da prognozu etkiler ve 60 yas Uzerinde sag kalim zayiftir. Ekstranodal hastalik
k6t prognoz ile iligkilidir. Ozellikle santral sinir sistemi tutulumu daha saldirgan
histoloji gosterir ve bu kigilerde AIDS insidansi yuksektir. Tumor kitlesi ve
blylUme orani prognoz ile iligkilidir. Tumor kitlesi 10 cm’den buyuk ise, bu koétu

prognoz gosterir. T hlcre fenotipinin kétl prognoz ile iligkili olabilecedi 6ne
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surtlmustur. Rastgele olmayan kromozomal anormallikler kotu prognoz ile
iligkilidir. Ann Arbor siniflamasinda derece Il ve IV olmasi kotu prognoz ile
iligkilidir. Hastanin performans dizeyi de, fiziksel kapasitesini yansitan bir
belirtectir**. Bu hastalar, normal aktivitesini sirdiirebilenler (6zel bakima ihtiyag
duymayanlar), calisamayanlar (evde yasayabilip, bazi ihtiyaclarini yardimla
gorebilenler) ve kendine bakamayacak durumda olanlar (hastane ve esdeger bir
enstitide bakimi yapilanlar) olarak U¢ gruba ayr|I|rIar3°. Zamaninin buyuk
bolimunu yatarak gegiren hastalarin performans durumu kotu olarak kabul edilir
24 Uluslararasi lenfoma prognostik faktdr indeksi, Ann Arbor siniflamasinda
derece Il veya IV'U, 60 vyastan blyuk olmayi, yukselmis LDH
konsantarasyonunu, zayif performans duzeyini ve birden fazla ekstranodal
tutulumun olmasinin her birini bir risk faktorl kabul edip, toplamlarina gore
hayatta kalim oranini hesaplamaktadir?®*°. Bu indekste 5 yillik hayatta kalim, 0-
1 risk faktord icin % 73, 2 icin % 51,3, 3 icin % 43, 4-5 icin ise % 26

ongoriilmektedir®.

2.2. Matriks Metalloproteinaz

Matriks metalloproteinazlar (MMP), yapisal ve fonksiyonel olarak ¢inko ile

2,3,4

iliskili bir endopeptidaz ailesidir=>*. ilk bulunan MMP proteini olan intestinal

kollajenaz, yaklasik 30 sene 6nce Cross ve Lepier tarafindan amfibi dokusunda
kesfedilmistir*®?.  Iribaglarda, kuyrugun ayrimasindan sorumlu oldugu
gosterilmistir®.

Matriks metalloproteinazlar cesitli patolojik ve fizyolojik slreglerde rol
oynarlar®**°, Hedef substratlari ekstraselluler matriks, hiicresel reseptorler,
bliyume faktorleri ve sitokinler gibi buyuk cesitliliktedir. MMP’ler gelisim ve
hastalik sirasinda doku buyumesi ve yeniden modellenmesinde, endometrial
dongude, anjiogeneziste, hicresel migrasyonda, iskelet formasyonunda,
inflamasyonda, yara iyilesmesinde, koagulasyonda, ayni zamanda patolojik
sureglerde peridontal, romatolojik, kardiyovaskuler, pulmoner hastaliklarda,

néroinflamasyonda, kanser ve metastazda da rol oynarlar®*°.
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2.2.1. MMP Ailesi

Bugiine kadar insanlarda 24 MMP aile (iyesi tanimlanmistir °. MMP’lar
substrat 6zelligine, bodlge organizasyonuna ve dizi homolojisine gore,
Kollajenazlar, Jelatinazlar, Stromelezinler, Matrilizinler, MT-MMP (Membran tipi
MMP)'ler ve diger MMP tipleri olmak Uizere 6 gruba ayrilirlar®®?. Metal iceren
proteaz ailesinin karekteristik bazi 6zellikleri vardir: Her biri bazal membranin en
az bir komponentini yikar, fizyolojik pH'da aktiftirler, aktivasyonlari igin iki ginko
iyon molekuline ihtiya¢ duyarlar, metal selatorleri ve metalloproteinazlarin doku
inhibitdrleri (Tissue inhibiting of Metalloproteinase-TIMP) ile inhibe olurlar,

zimojen olarak salinip ekstraselluler ortamda aktive olurlar®,

2.2.1.1. Kollajenazlar ( MMP-1, MMP-8, MMP-13 ve MMP-18)

Kollajenazlar, kollajenaz-1 (MMP-1), kollajenaz-2 (MMP-8, notrofil
kollajenaz) ve kollajenaz-3’4 (MMP-13) icerir. Xenopus’ta (Kurbaga turu) 4. tip
kollajenaz (MMP-18) bulunmasina karsin insandaki homologu tespit
edilememistir’. Bu proteazlar, major fibriller kollajenleri (tip I, Il, Ill) keserler. Ik
tanimlanan kollajenaz olan MMP-1, tip Il kollajene, tip | ve tip II'den fazla ilgi
(Affinite) duyar. Bu enzim ayni zamanda ekstraselluler matrikste bulunup,
kollajen olmayan, IL-1B ve timér nekrozis faktér (TNF)-a’yi da keser®. MMP-1
fizyolojik ve patolojik olarak yeniden modellenen cesitli dokularda tespit
edilmistir. MMP-1 yara iyilesmesinde keratinositlerden salinir ve a2B1 integrin
ve tip | kollajenlere baglanarak hicre migrasyonunu duzenler. MMP-1
ekspresyonunun gogus kanserinin prekanseroz agsamasini gosteren bir belirte¢

olabilecegi belirtilmistir 3°.

Fare akcigerinde transgenik insan MMP-1’in
ekspresyonunun, akciger yapisini bozarak amfizeme neden oldugu ileri
strilmistir’. Bu amfizematdéz degisiklikleri, alveolar duvarin hayati yapisal
elementlerinden biri olan tip Ill kollajende anlamli dusUslere neden olarak
olusturdugu tespit edilmigtir?"‘. Amfizemi olan hastalarda akcigerde MMP-1
ekspresyonu olmakla beraber, normal akcigerde bu ekspresyon gézlenmemigtir.
Amfizemde major risk faktdrl olan sigara, pulmoner epitel hicrelerinde MMP-

1in ekspresyonunu tetiklemektedir®. Insan MMP-1ini squamoz epitelinde
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eksprese edebilen transgenik farelerde, hiperproliferatif deri lezyonlari gelistigi
ve bu farelerin kimyasal karsinojenlere hassas olduklari gbzlenmigtir%. Kalbinde
transgenik MMP-1 ekspresyonu olan farelerde, intersitisyel kollajen kaybi,
sistolik ve diyastolik fonksiyon kaybi gdzlenmistir’”. Bu modelde, kalp
ekstraselluler matriksinin direkt pargalaniginin, insan kalp yetmezliginde
gOzlenen bulgularin ortaya ¢gikmasina neden oldugunu gézlenmigtir‘”. Stroke ve
miyokardiyal infaktUsu, aterosklerozun komplikasyonlaridirlar. Ateroskleroz
blyuk ve orta buyuklUkteki damar duvarlarini etkileyen karmasik bir inflamatuar
siirectir®. Bu sendromlar, aterosiklerotik lezyon bdlgesini saran fibréz bashigin
erozyonu veya ruptart ile olur. MMP-1'i de igeren proteazlar plaktaki
makrofajlardan salinir, bunun fibroz plag! destabilize edip, riptlre neden oldugu
dustiniimektedir*® Siirpriz bir sekilde apo-E knok out farelerde ateromlara
yatkinlik olmasina karsin, makrofajlarindan insan MMP-1’ini ekspresyonu
yapmasi saglandiginda farelerde plak ruptiri baslangici arastirmacilar
tarafindan gbzlenmemi§tir4°. Bu transgenik farelerin kollajen igeriginin azalmasi
nedeniyle olgun lezyon gelismesinde dusme oldugu gosterilmigtir. MMP-1’in
doku yeniden modellenmesi ve tamiri ile ateroskleroza karsi koruyucu rol
oynayabilecegi iddia edilmistir®.

Kollajenaz-2  (MMP8-Norofil  Kollajenaz), genellikle inflamatuar
hastaliklarda aktiflenen nétrofillerden salinmaktadir®. Bitin MMP’ler  gibi
kollajenaz-2 de, tiimérlerde tespit edilebilmektedir®. Farelerde MMP-8
postpartum uterusta eksprese edilir ve burada doku yeniden modellenmesinde
rol oynar*'. MMP-8 knock out fareler, embriyonik gelisimlerinde veya yetiskin
hayatlarinda herhangi bir anormallik gostermemelerine karsin deri tUmorlerine
kargi artmis hassasiyet goézlenmistir ve bu bulgularla nétrofil kollajenazin
kansere karsi koruyucu oldugu iddia edilmistir*?. Son zamanlarda yapilan
calismalarda knock out farelerde notrofil infiltrasyonuna ve olumcul hepatite
karsi koruyuculugun azaldigi gosterilmistir ve bu da kollajenaz 2’nin akut
karaciger kaybinda merkezi rol oynadigini diisiindiirmektedir®. MMP-8 diiz kas
hicrelerinin  fibroz basinda ve ateromun epitelindeki makrofajlarda tespit
edilmistir. Buralarda kollajen yeniden modellenmesinde ve inflamasyonda goérev
alabilecegi distintilmektedir®.

Uglinci tip insan intersitisyel kollajenazi MMP-13'tir. MMP-13,

proteoglikan, fibronektin, laminin, elastin ve tip IV kollajeni substrat olarak
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taniylp kesebilmektedir**. Fetal gelisim sirasinda hipertrofik kondrosit ile
osteoblastik hucrelerden eksprese edilir ve postnatal dokularda iskelet yeniden
modellemesinde yeniden eksprese edilir’. Kollajenaz 3'iin iskelet gelisimindeki
onemi, MMP-13 knock out farelerde kartilajdaki bayime plaginda, akut defekt
ve endokondriyal ve primer kemiklesme merkezinin olusumunda gecikme
gOzlenmesi, kollajenaz 3’Un iskelet gelisimindeki dnemini belirtmektedir®®. Aktif
MMP-13’Un ekspresyonunun yapildigi transgenik farelerde, eklem kartilajinda,
kartilajin ana komponenti ve kollejenaz-3’un hedefi olan, tip Il kollajenin artmig
yikiminin gozlendigi ve insan osteoartritinin olustugu gézlenmistir®®. Son
zamanlarda, MMP-13’te gozlenen bir mutasyonun enzimin otodegradasyonuna
neden olup, otozomal dominant spondiloepimetafizyel displaziye neden olarak,
kemik ve vertebranin modellenmesi ve biayumesinde bozukluk olusturdugu iddia
edilmistir®”. MMP-13, aterosklerotik lezyonlardaki makrofajlarda MMP-1 ile

birlikte bulundugu gostrilmistir®.,

2.2.1.2. Jelatinazlar (MMP-2 ve MMP-9)

Jelatinazlar (MMP-2 ve MMP-9), denature kollajen ve jelatini etkili sekilde
parcalar. MMP-2 (Jelatinaz A) kollajen tip IV, tip V, tip VII ve tip X'u, elastini,
fibronektini, laminini ve c¢esitli kemokinleri degrade eder ve pro mmp-1 ve pro
mmp-9'u aktive eder’. MMP-2 knock out fareler kiiciik olmalarina karsin iskelet
anormallikleri  gelistirdikleri gézlenmemi§49. MMP-2’nin  kardiyovaskuler
hastaliklardan ateroskleroz, anevrizma® ve miyokard infaktiisiinde rol oynadigi
iddia edilmistir®'. Miyokard infaktisiinde ekstraselliiler matriksin proteazlar ile
yikihminin olumcul kalp rupturidne neden olduguna inaniimaktadir. MMP-2'nin
farmakolojik inhibisyonu veya gen delesyonunun, farelerde kardiyak rupture
karsi  koruyucu oldugu go6zlenmistir, bunun ekstraselliler matriks
degradasyonunu 6nledigi gosterilmistir’?. Anevrizmalar genellikle ateroskleroz
ile iligkilidir ve damarlarin mediasinin yapisal ve hucresel elemanlarinin yikimi
ile karekterizedir. MMP-2'nin knock out farelerin, deneysel olarak olusturulan
abdominal  aortik anevrizmadan korundugu tespit edilmistir’>. Deneysel

otoimmun ansefalitte, MMP-2 knock out fareler muhtemelen MMP-9un
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tamamlayici ekspresyonu nedeni ile daha siddetli ve erken baglangig¢li hastalik
gelistirdikleri gézlenmistir™.

MMP-9, kollajen tip IV, tip V, ve tip XI'i, tip | kollajenin N- telopeptitlerini,
agrekan, kartilaj baglanti proteinini ve elastini etkili bir sekilde yikar®>. MMP-9,
IL1-B ve transforming growth faktdr -B (TGF-B) gibi sitokinleri aktifler®® ve
plazminojeni anjiostatine cevirir’’. MMP-9 knock out fareler yasayabilir ama
iskelet buyume plagi vaskularizasyonu ve kemiklesmesi anormal yapi sergiler
% Bu farelerde apoptozis, vaskularizasyon ve kemiklesme gecikmistir ve
bilylime plaginda ilerleyici bilyiime oldugu gdzlenmistir’®. MMP-9'un kemik
iliginde uyarilmasi, sessiz halde duran endoteliyal ve hematopoetik kok
hicrelerin proliferatif asamaya ge¢gmesine neden olarak hematopoetik yeniden
yapilanmayi kolayla§t|r|r59. Murin astim modellerinde, MMP-9’da eksiklik,
lenfositik inflamasyonda ve peribrongial mononukleer hicre infiltrasyonunda
dismeye neden olur, bu bulgular ile jelanitaz B'nin, allerjene maruz kalindiktan
sonra gelisen havayolu inflamasyonunda énemli rol oynadigi distnutlmektedir
0 MMP-9 delesyonu, miyokard infaktiisiinden sonra yeniden modellenmeyi, sol
ventrikiil fonksiyonunu diizelterek®’ ve miyokardiumda neovaskularizasyonu
arttirarak® degistirir. Unstabil anjinasi olan hastalardan alinan koroner arter
orneklerinde, artmis MMP-9 ekspresyonu géstermistir. insan MMP-9 promoter
dizisindeki varyantin, enzimin artmis ekspresyonu ve aterosklerozun siddetinin
artisi ile iliskili bulunmustur®®. MMP-9 ekspresyonu diizgiin olmayan farelerin
diiz kas hiicrelerinde in vitro olarak migrasyonun bozuldugu gdsterilmistir®®.
Bulgular MMP-9 aktivitesinin, lezyon olgunlagsmasinin kritik basamagi olan duz
kas hiicresi infiltrasyonunun olmasi igin gerekli oldugunu gdstermektedir®.
MMP-9 ekspresyonu bozuk olan, apo € knock out farelerde ateroskleroz
azalmig, makrofaj infiltrasyonu bozulmus ve kollajen birikiminin dastugu
g6zlenmistir. Bu bulgular ile MMP-9'un bu hastalikta zararli rol oynadidi tespit
edilmi$tir65. Bunun tersine Johnson ve arklari, MMP-9 knock out farelerde
brakiosefalik arterde cesitli ateroskleroz lezyonlarinin oldugu gosterilmistir ve
jelatinaz B’nin aterosklerozdan koruyucu olabilecegi tespit edilmistir®®. MMP-9,
abdominal aortik anevrizmada eksprese edilmektedir®’. MMP-9 ekspresyon
bozuklugunun, cesitli deneysel modellerde anevrizma olusumundan korudugu
ve jelatinaz B’nin damar duvarlarinin pargcalanmasinda 6nemli rol oynadigi

gosterilmistir®®. MMP-9, inflamatuar nérolojik hastalik gelisiminde de rolii oldugu

33



tespit edilmistir®®. Bu proteazin bozuk oldugu farelerin deneysel otoimmun
ansefalomyelitin  gelismesine daha az hassas oldugu ve ndtrofil

infiltrasyonlarinda disme oldugu gésterilmistirﬁs.

2.2.1.3 Stromelizinler (MMP-3 ve MMP-10)

Stromelizin 1 ve 2, proteoglikanlar, fibronektin, nidojen, laminin, kazein,
jelatin, kollajen (tip IV, tip IX ve tip X), tenaskin, vitronektin ve dekorini yikabilir
% Stromelezinlerin her ikisi de pro MMP-9 ve prokollajenazi aktifleyebilir®®.
MMP-3’Un (Stromelizin-1) stromal hlcrelerde, meme glandi gelisimi sirasinda
ekspresyonunun arttigi gosterilmistir’®. Farede, transgenik aktif MMP-3’tin
meme epitelinde gebelik ve emzirme sirasinda ekspresyonu, endojen MMP-3
ekspresyonunu, fibrozisi, neovaskularizasyonu ve tenascin-c ekspresyonunu
artirdigi gosterilmistir’'. ilerleyen dénemlerde bu transgenik farelerde spontan
malign lezyonlar ve meme kanseri gelistigi gosterilmistir. Bu nedenle MMP-3’Un
kanser olusumunda rol oynayabilecegi tespit edilmistir’>. MMP-3, kemik ve
kartilaj hastaliklarinin gelisminde rol oynamaktadir. Disk hernisi olugturan
modellerde rezorpsiyonda, MMP-3'Un kondrositlerce sekrete edildigi
gosterimistir. Bu modellerde, MMP-3’Un rezorpsiyon ve makrofaj invazyonu igin
gerekli oldugu saptanmistir’. MMP-3 defisiti olan farelerde olusturulan deneysel
artrit modellerinde, kartilaj erozyonuna direng oldugu gdsterilmistir’.
Ateroskleroz modellerinde, MMP-3 knock out farelerde buyuk lezyonlar
gorulmektedir, bu bulgular ile stromelizin-1’in bu hastaliga karsi koruyucu
oldugu iddia edilmistir’®. Bu farelerde medial yikimin olmayisinin gdzlemesi
nedeniyle, MMP-3'Uin anevrizma olusumuna katkida bulundugu iddia edilmigtir
. MMP-3’(in bagisiklik mekanizmalarinda da etkili oldugu saptanmistir. MMP-3
ekspresyonu bozuk olan farelerde, intestinal infeksiyon sirasinda bakteri
temizlenmesi ve CD4 T lenfositlerinin migrasyonunun bozuldugu gdsterilmistir
76

Stromelizin-2 (MMP-10), karsinomalar ve doku iyilesmesinde de roli
oldugu tespit edilmis ve ayni zamanda keratinositlerin migrasyonunda rol

oynadi§i gosterilmistir’”.
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2.2.1.4. Matrilizinler (MMP-7 ve MMP-26)

MMP-7 (Matrilizin 1), tip IV kollajen, laminin ve entaktini substrat olarak
kullanmaktadir®. Fizyolojik kosullar altinda, MMP-7, mukoza ve epitel
hucrelerinin ekzokrin gland hucrelerinden sekrete edilmekte ve bir antibakteriyal
peptit olan defensini aktiflemektedir’®. Ayni zamanda postpartum uterusun
yeniden modellenmesinde gérev almaktadir’®. MMP-7, kanserde ve erken evre
kolorektal tumorlerde eksprese edildigi tespit edilmistir. Fare kolon kanseri
modellerinde, matrilizin-1’in ekspresyonu olmadiginda, intestinal yolda tumor
gelisiminin azaldigi gdsterilmistir®®. MMP-7’nin, proteoglikan degradasyonu,
kulturde intervertebral disklere makrofaj infiltrasyonu, makrofajlardan TNF-a
salinimi igin gerekli oldugu gdsterilmistir®’. Matrilizin-1, aterosklerozda da
eksprese edilmektedir. MMP-7 ve apo E genlerinin knock out oldugu farelerde,
infiltre edilmis dlz kas hucresi sayisinda artma tespit edilmis buna karsin plak
bliyumesine etki gésterilememi§tir82. MMP-7 knock out fareler, bleomisin
uygulamasindan sonra akciger fibrozisi gelistirmemigtirler. Bu bulgularla
arastirmacilar matrilizin-1’in idiopatik pulmoner fibroziste potansiyel terapotik
hedef olabilecegi saptanmistir®’.

MMP-26'in (Matrilizin-2 veya Endometaz), fizyolojik sartlarda uterusta,
bdbrekte, plasentada ekspresyonunun yapildidi, akciger kanseri ve endometrial
kanserde de eksprese edildi§i gosterilmistir®®>. Matrilizin-2, tip IV kollajeni,
fibronektini, vitronektin ve fibrinojeni yikabilmektedir®?. Fare uterusunda dstrojen
dongusunde ve erken gebelikte eksprese edilmektedir. MMP-26, embriyo
implantasyonunda da rol oynadi§i gosterilmistir®. Matrilizin-2 ekspresyoununun,
doku iyilegsmesinde ve erken deri karsinogenezinde keratinositlerde arttigi

gosterilmistir®®.
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2.2.1.5. Membran Tipi MMP’ler (MMP-14, MMP-15, MMP-16, MMP-17,
MMP-24 ve MMP-25 )

Membran tipi MMP (MT-MMPY)’ler migrasyon, differansiasyon, apopitozis,
proliferasyon gibi gesitli fonksiyonlari dizenleyen, hiicre etrafindaki proteolizisin
esas molekulleridir. MT-MMP gruplari, dort transmembran enzimi (MMP-14,
MMP-15, MMP-16 ve MMP-24) ve glikozilfosfatidilinozitol (GPIl) baglayici
proteazlardan (MMP-17 ve MMP-25) olusmaktadir’.

MMP-14 (MT1-MMP), pro MMP-2’'nin ve pro MMP-13'Un fizyolojik
aktivatoridir®. MMP-14, major fibriller kollajeni (Ohuchi) iceren pek cok
substrati kesebilir ve hucre migrasyonu, stroma yeniden modellenmesi,
anjiogenezis ve doku tamiri gibi cesitli fizyolojik siireclerde rol oynamaktadir®.
MMP-14, kanser, kalp yetmezligi, ateroskleroz ve astim gibi cesitli
patogenezlerde rol oynayabilir. MMP-14 knock out fareler, cesitli iskelet
anormallikleri ve seksuel olgunlagsmama tespit edilmistir®*.  MMP-14
ekspresyonu bozuk olan farelerde, anormal alveolar formasyon, hava yolu
blyUmesi ve alveolar yuzey alaninin azalmasi tespit edilmistir, bu nedenle
MMP-14’in normal gelisimde de 6nemli bir roli oldugu saptanmistir®.
Karsinomada ekspresyonu artan MMP-15'in (MT2-MMP), kanser hucrelerinde
antiapoptotik etkisi oldugu gésterilmistir®®. MMP-16(MT3-MMP), ilk olarak timor
dokularinda gosteriimesine karsin, plasenta, beyin, akciger ve diz kas
hiicrelerinin damarlari gibi normal dokularda da eksprese edilebilmektedir®’.
MMP-24(MT5-MMP), beyinde eksprese edilmektedir®. Santral ve periferal sinir
sisteminin noéronlarinda da ekspresyonu tespit edilebilmistir®®. MMP-24,
rodentlerin sinir sisteminde embriyonik gelisim sirasinda fazla miktarda
eksprese edilmektedir. Yetigkin rodentlerde ise ekspresyonunun, hormonal
plastisiteye sahip serebellum ve hipokampusta lokalize oldugu gdsterilmistir®.
MMP-24 knock out fareler, kesin bir anormallik géstermemelerine kargin, MMP-
24’in noéronal plastisite icin gerekli oldugu gdsterilmistir®. MT-MMP’nin son
ayesi, MMP-25 (MT6-MMP), I6kositlerde, akcigerde ve dalakta bulunan, GPI
baglayici bir enzimdir’’. MMP-25, ayni zamanda kolon ve beyin kanserlerinde
de tespit edilmistir, burada tumorin progresyonunda pro MMP-2'yi aktive ederek

gorev almaktadir®”.
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2.2.1.6. Diger MMP’ler (MMP-11, MMP-12, MMP-19, MMP-20, MMP-21,
MMP-22, MMP-23 ve MMP-28)

Bu grup, MMP sinifina ait olmasina karsin, dizi ve substrat dzelliklerine
gore MMP’Iin bes grubuna dahil edilmemistir. MMP-11 (Stromelizin 3), golgi
iginde furin benzeri proteinazlar ile aktiflenir ve aktif enzim olarak salinmaktadir
92 Stromelizin 1 ve 2'nin tersine Stromelizin 3'Un, a-1 antiproteaz ve insulin
benzeri buyume faktér baglayici protein-1’inde iginde oldugu bilinen ¢ok az
substrati vardir®, Stromelizin-3, embriyogenez sirasinda, doku involusyonunda,
yara iyilesmesinde ve metamorfoziste eksprese edilmektedir’. Ayni zamanda
aterosklerozda da tespit edilmistir® ve sahip oldugu parakrin antiapopitotik
fonksiyon ile kanser hiicresinin hayatta kalmasini saglamaktadir®. Makrofajlar,
MMP-12 (Metalloelastazin) esas kaynaklaridirlar. MMP-12, elastine ek olarak
agrekan, fibronektin, laminin ve tip IV kollajen gibi genig bir substrat grubuna
etki edebilmektedir’. MMP-12 knok out olan fareler uzun siire sigaraya maruz
kaldiginda amfizem gelismedigi gozlenmistir®. MMP-12 knock out farelerin
makrofajlarinda, ekstraselluler matriks komponentlerini parcalamada anlamli
dustis vardir’. Buna ek olarak, bu makrofajlar in vivo ve in vitro olarak bazal
membrana penetre olamadiklari g('jzlenmi§tir97. MMP-12 ve apo € nin birlikte
knock out oldugu farelerde innominent arterinde aterosklerotik lezyonlar
kiicliktir ve media yikima direngli oldugu gdzlenmistir®. Bu bulgular ile MMP-
12’nin plak instabiletisini artirdiy1 ve anevrizma gelisimine neden oldugu idda
edilmistir®®>. MMP-19 plasenta, akciger, pankreas, over, dalak ve bagirsakta
tespit edilmistir®®. MMP-19 tip IV kollajen, jelatin, tenaskin, laminin, nidojen ve
agrekan’i hidrolize edebilmektedir®®. MMP-19, yapisal olarak epidermisin bazal
tabakasindan salinir ve insulin benzeri buyume faktor baglayici protein-3’G
keserek keratinositlerin proliferasyonuna katkida bulunmaktadir'®. MMP-20
(Enamelezin), dental enamel olusumunun erken asamalarinda eksprese
edilmektedir®. MMP-20 knock out farelerde, enamel minerali ve enamelin
saglamlihgr anlamli dlgide dusik goézlenmig, bu nedenle enamal matriksini
yiktigi ve bunun da enamel gelisimi sirasinda hayati énemi olan proteinin
diizgiin yikilmasi fonksiyonunda rol aldi§i gosterilmistir'®'. MMP-21, salgilanma

yolaginda furin benzeri proteazlar ile aktive edilmektedir'®>. MMP-21, kanserde,
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fare embriyogenezinde ve néral dokuda tespit edilebilmektedir'®. MMP-22
(CMMP), tavuk embriyosunun fibroblastlarindan klonlanmigtir ve fonksiyonu

hala bilinmemektedir'®

. MMP-22, in vitro olarak jelatin ve kazein uzerine
etkisinin oldugu gézlenmistir ve insan B lenfositlerinden salinmaktadir'®. MMP-
23 (Sistein array MMP), primer olarak over, testis ve prostatta eksprese
edilmektedir ve bu nedenle Ureme surecinde oOnemli rol oynadigi
disinilmektedir'®. MMP-28 (Epilizin), esas olarak testiste eksprese
edilmektedir'®. Ayni zamanda akcigerde, kalpte, ince bagirsakta, beyinde ve

106

epidermiste proteinin dlsik dizeyde bulundugu goézlenmigstir Protein,

yaralanmig deride, yara kenarindaki bazal keratinositlerde tespit edilmigtir ve

doku tamirinde etkisi oldugu diistinilmektedir'®.

2.2.2. MMP Yapisi

Tipik bir MMP, yaklagsik 80 aminoasitlik propeptit, yaklasik 170 amino
asitlik katalitik metalloproteinaz domain, uzunlugu degisebilen linker peptidi ve
yaklasik 200 aminoasitlik hemopeksin (Hpx) domaininden olusur®.

MMP-7 (Matrilizin1), MMP-26 (Matrilizin 2) ve MMP-23’de baglanti peptidi
ve Hpx domain yoktur, MMP-23 sisteinden zengin bdlgeye ve Ig benzeri
bdlgeye sahiptir. Jelatinazlar (MMP-2 ve MMP-9) fibronektin tip I motif
tekrarlarina sahiptirler®. Stromelezinler (MMP-3, MMP-10 ve MMP-11)
kollajenazlara benzer domain birlesmeleri gostermelerine karsin kollajeni
kesemezler. MMP-11, MMP-21, MMP-23 ve MMP-28’in C terminal bdlgesinde
furin tanima bdlgesi vardir, hicre igcinde aktive olur ve aktif enzim olarak hicre
yiizeyine salinirlar®. MMP proteininin bdlgeleri sekil 2'de sematik olarak

gOsterilmektedir. Pro MMP’Iin 3 boyutlu yapisi sekil 3’te gosterilmigtir.
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Sekil 2: MMP proteininin bolgeleri: sp, sinyal bolgesi; pro, propeptit bélgesi; cat,
katalitik bolge; FNII, fibronektin tip Il motifi; L1, baglanti (linker) ; Hpx, hemopeksin like
domain; L2 , linker; Mb, plazma ; TM, trans membran domain; Cy, sitoplazmik uzanti;

CyR, sistein zengin; Ig, immunoglobulin bélgesi; GPI, Glikozilfosfatidilinositol baglay|0|4.
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Sekil(3): Tam uzunlukta pro MMP’nin li¢ boyutlu yap|5|2.
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2.2.2.1.Katalitik Bolge

MMP katalitik bélgesinin elipsoid bir sekli vardir’. Katalitik bdlgenin
polipeptit zinciri, 5 iplikli (stranded) B kirmali tabaka (pleated sheet), 3a heliks ve

baglanti ilmiginden (connective loop) olusur*®.

Substrat baglayici yarik
(Substrat binding cleft), zincir IV, heliks B ve heliks B sonrasinda uzanan ilmik
bélgesinden olusur. Ug histidin aktif ginko bdlgesini kordine eder®. iimik bélgesi
korunmus “met-turn” icerir. Bu bolge katalitik ¢inko etrafindaki yapiya destek
verir *°. Katalitik cinko atomunun dérdiincii ligandi su molekiilidiir®®. Substratin
enzime baglanmasi, cinkodan su molekdiliiniin ayriimasina neden olur**°. Cinko
baglanan korunmus bolgenin N terminal kismi, HEXXHXXGXXH yapisindadir
24 Bitiin MMP’ler, katalitik cinko atomu haricinde bir ¢inko atomu ve iki veya lic
kalsiyum iyonu daha tasirlar®*. Kalsiyum iyonlari yapiyi stabilize eder®. Yapisal
cinko atomu, S- ilmigi olusturan sIV ve sV (4.ve 5. iplikler) zincirinin His
artiklarina baglanir. Bu ginko atomu tamamen protein matriksine gémUImUstUrz.
Aktif bolge cinkosunun sag tarafinda bir cep vardir, burasi 6zellesme cebi
(specifite pocket) veya S1 cebi olarak adlandirilir*®®. S1 cebinin biyiikligi
MMP’ler arasinda degismektedir ve bu, substrata 6zel olmayi belirleyen major
faktorlerden biridir*®°.

Jelatinaz A (MMP-2) ve jelatinaz B (MMP-9), 3 fibronektin tip Il tekrarina
sahiptir*'®”. Ucli fibronektin tip Il tekrarlari, MMP-2 ve MMP-9 da katalitik
bdlgenin, dordincii B zinciri ile heliks 2 arasinda yer alir’®*'%". Her bir
fibronektin domaini kisa a heliks ile baglanmis ve iki disulfit bagi ile stabilize

edilmis iki antiparallel B tabakadan olusur**°.

2.2.2.2. Propeptit Domain

Propeptit domain yaklasik 80 aminoasit buyukligundedir ve enzimin
inaktif kalmasindan sorumludur '%. Propeptid domain, 6zel PRCG(V/N)PD dizisi
icerir ' ve 3a zincir ve katalitik bélge ile baglanti kuran baglanti halkasindan
olusur*?. Proteaza hassas “bait domain”, heliks 1 ve heliks 2 arasindadir’.
Propeptidin, “sistein switch” motifi PRCGXPD yapisindadir*®. Sistein Switch

bolgesi substrat baglayici cep boyunca uzanir, bu polipeptit bolgesi peptit
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substratin karsisinda yer alr®. Sisteinin SH gruplar katalitik ginko atomu ile
etkilesime girerek, MMP’lerin aktivasyonunu &nler'®'%° MMP aktivasyonu ile
CYS-Zn" etkilegimi bozulur, bunu takiben su molekiili ile ginko atomu baglanir
4109 'MMP’nin aktivasyonu ile sistein cinko iliskisinin bozulup, su cinko baginin
olusmasi “sistein switch” mekanizmasi olarak adlandirilir'®.

Baglanti halkasi katalitik domain ve hemopeksin domain ile baglanti
kurar, MMP-1 ve MMP-8'de bu bolgelerdeki mutasyonlar enzim aktivitesini

anlamli diizeyde diistrir®.

2.2.2.3. Hemopeksin Benzeri Domain

MMP-7 disinda bitin vertebra ve insan MMP’leri C terminal
hemopeksin benzeri domain (Hpx) ile eksprese edilir>. Bazi hemopeksin benzeri
domainler substrat taninmasinda ve substrata ézel olmada gérev yapar®. Klasik
MMP’larin hemopeksin bolgeleri, elips benzeri bir yapi gdsterir?.

Hpx polipeptit zinciri (Plazma hem baglayici ve tasiyici protein hemopeksin ile
dizi benzerligi oldugu icin bu adi almistir), doért B tabaka halinde organize
olmustur, merkezi bir eksen etrafinda siralanmislardir?. Her bir tabaka en ic
zinciri ayni yonde birbirine parallel sekilde ilerleyerek merkezde baca seklinde
tiinel olusturur®. Merkez tiinelin iginde dért iyon tespit edilmistir, tinelin girisinde
kalsiyum iyonu, merkezinde klor kalsiyum iyon cifti vardir ve ikinci klor iyonu iki
kalsiyum iyonu arasindadir’. Bu iyonlarin fonksiyonlari tam olarak
aydlnlatllamamlgtlrz. Hemopeksin benzer domainin 4 tabakasinda ilk ve

dordiincii tabaka arasinda distilfiit bagi vardir*>®.

2.2.3. MMP ve Hiicre DigI Matriks iliskisi

Hicre disi matriks (Ekstra celluler matriks- ECM), dokulari ayiran ve
destekleyen molekullerin agidir. Cevresindeki hucreler ile etkilesime girerek
onlari etkiler. Kollajen ve elastin gibi yapisal proteinlerden, fibronektin ve laminin
gibi 6zellesmis proteinlerden, perlekan gibi proteoglikan ve polisakkaritlerden

olugsur. Hucre disi matriksinin yapisi, bulundugu dokunun karekteristigi ile
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iliskilidir. Bu nedenle, her doku tipi farkli hiicre disi matriks tipine sahiptir'.

Hucre disi matriksin yapisinin devamliligi protein depolanmasi ve yikimi
arasindaki dinamik denge ile saglanir. MMP’larin karekteristik 6zellikleri, hucre
disi matriks proteinlerinin yikilmasini saglamaktir. Hicre digi matriksin MMP’ler
tarafindan yikimi, patolojik ve fizyolojik kosullarin her ikisinde de gorev alir ve
bliyume, gelisme, vaskularizasyon ve doku yeniden modellenmesi gibi
kosullarda diizenleyici rol oynar''®. MMP’ler, hiicre disi matriksin yikimi disinda,
hdcre digi matriksten bayume fakort salinimini yapabilirler, inaktif olan buyime
faktora reseptorlerini kesebilirler ve degistirici blyume faktéru alfa (Transforming
growth factor/ TGF-a), TGF-B, makrofaj koloni uyarici faktér (M-CSF), insulin
benzeri fibroblast buyume faktor reseptoru gibi pre-pro enzim olarak salinan
faktorleri aktifleyebilirlerms. Hucre disi matriks proteinleri, sitokin reseptorleri,
bliyime faktdr reseptorleri ve diger hidcre adezyon reseptorleri ile iligki
kurabilirler. Bu reseptorler proliferasyon, apoptozis ve migrasyon gibi énemli
biyolojik ~ fonksiyonlari  dizenlerler. integrinler biyik hiicre adezyon
reseptorleridirler, reseptdr aracili sinyalizasyonda rol oynarlar'®. integrinler, o
ve [3 alt Unitelerinden olusan hlicre yuzey proteinleridir. Src kinaz ailesi ve fokal
adezyon kinaz gibi cesitli tirozin kinazlan aktiflerler. Matriksin hicre ile
etkilesiminde rol alirlar. Her bir af3 alt Gnite kombinasyonunun farkli baglanma
Ozellikleri vardir. Hiucre matriks etkilesimi ile duzenlenen hicre migrasyonunda,
integrinler hiicre disi matriksin yikimini diizenlerler'®. integrin reseptérlerinden
ayBs integrin, kuvvetli sekilde anjiogenezis ve timoér buylimesinde goérev alir.
integrin, vitronektin, fibronektin ve gesitli proteinlerin arjinin glisin aspartik asit
(RDG) dizisine baglanir'®. a,Bs integrin, hiicre migrasyonunda ve hiicre matriks
etkilesiminde, fokal adezyon bdlgesinde bulunur. Hlcre vyayilmasini ve
migrasyonunu, RDG motifi iceren substratlar vasitasi ile yapar'®. integrin
ekspresyonunun, tumor hucresinin daha invaziv 6zellige sahip olmasi ile iliskili
oldugu goézlenmis, ayni zamanda integrinlerin MT1-MMP ve MMP-2 aktivasyonu
ile iligkili olduklari da bildirmistir'®. MMP-2 aktivasyonundaki rolii, MMP-2’nin
ayBs integrinlere fibronektin benzer tekrarlari ile tutulma kapasitesi ile
aciklanmaktadir. MMP-2'nin a,B3 integrine tutunmasi MMP-2'nin membrana
lokalizasyonunu saglar'®.

MMP’ler direkt veya indirekt olarak hicre digi matriksi yikarak ve TUmor

nekrozis faktoér alfa (TNF-a), Tumor nekrozis faktor beta (TNF-B) gibi buylime

42



faktorlerinin salinimini ve aktivasyonunu yaparak timor anjiogenezini uyarabilir
ve anjiogenezden bagimsiz olarak timér biiylimesine neden olabilirler'®®. Buna
karsin, MMP aktivitesi her zaman tumor anjiogenezinde pozitif etkiye sahip
degildir. Cesitli hiicre digI matiks fragmentleri (Tumstatin ve kollajen tip IV zincir
fragmentleri) ve plazminojen fragmentleri, timoér anjiogenezisinin inhibisyonu ile
iliskili bulunmustur'®. Jelatinazlar, vaskiler bazal membrandaki kollajeni direkt
yikarak ve indirekt kollajenaz aktivitesini arttirarak yikima ugratirlar. Bu
fonksiyonlari ile endotelin yeni damar yapisi olusturmasi igin dallanmayi
saglarlar'™®. Vaskiler endoteliyal blyime faktér (VEGF) anjiyogenezin
potansiyel uyaricisidir ve salinimi MMP-9 tarafindan saglanir. VEGEF,
endoteliyal hicrelerden MMP-2 salinmasini saglar, bazal membran yikimini ve
yeni damar olusumunu uyarir'’®. Anjiogenez ve timér biiylimesinden baska
MMP’ler metastaz surecinde de rol oynarlar. Metastazdaki en 6nemli rolleri
dejeneratif kapasiteleri nedeniyle timor hicrelerinin hedef dokuya

migrasyonunu ve kolonizasyonunu saglamaktir'®.

2.2.4. MMP Aktivasyonu

Hucre disi matriksin yikimi, normal sartlar altinda ¢ok siki bir sekilde
kontrol edilen bir suregtir. Yetersiz yikim normal hicre migrasyonunu
engellerken, asir yikim hucre disi matrikse hucrenin yapigsmasini engeller ve
ayni zamanda ba§ dokunun patolojik yikimina neden olur'™'. MMP’ler latent
enzimler olarak salgilandiklari icin fizyolojik aktivasyonlari kritik bir rol

111

oynamaktadir' . MMP’larin zimojen formu inaktiftir. Bunun, aktif bdlgedeki ginko

atomu ve MMP propeptidinin karboksil sonlanmasindaki sistein gruplari
arasindaki bagin koordinasyonu ile duzenlendigi kristalografik calismalar ile

112

dogrulanmistir MMP aktivasyonunda primer mekanizma, sistein ¢inko

etkilesiminin kesilmesi ile gerceklesen “sistein switch” mekanizmasidir "'
Sistein ¢inko baginin bozulmasi yapisal degisime neden olur ve katalitik bolgeyi
ulagilabilir hale getirir'™2. Bu sekilde cinko atomundan sisteinin ayriimasinin
aktivasyona neden oldugu gdzlenmistir'"". Hiicre icermeyen sistemlerde sistein
cinko atom etkilesiminin yikici ajanlar ile bozulabilecedi gdsterilmistir''%.

Sodyum dodesi sulfat (SDS), N-Etilmalemid (NEM), okside glutatyon (GSSG),
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hipoklorik asit (HOCI) ve amnofenil merkurik asetat (APMA), sisteini inaktive

edebilir'"

. Bununla beraber, pek ¢ok MMP, plazmin gibi doku veya serin
proteaz ile aktive edilebilir'®. Yapisal degisimi takiben aktif formun propeptidi,
otokatalitik veya proteolitik degisime ugrayarak enzim katalitik diizeye ulasir''%.

MMP’lerin sistein switch mekanizmasi ile aktivasyonu sekil 4’te gosterilmektedir.

111

Sekil 4: MMP’lerin sistein switch mekanizmasi ile aktivasyonu

Propeptitlerinde furin benzeri tanima bdlgesi iceren MMP’ler (Stromelizin-
3 ve membran tipi MMP’ler) ve pro MMP-2 bu aktivasyon sirasina
uymamaktadlrm. Stromelizin-3 ve membran tipi MMP’ler hicre iginde furin/
PACE/kex-2 benzeri kalsiyum bagimh transmembran serin proteazlar ile
aktiflenir'"2.

Jelatinaz A, MMP’lar arasinda &zel bir aktivasyona sahiptir'®’.
Aktivasyonuna, membrana bagli MMP’lerin alt gruplarinin bazilart (MT1-MMP,
MT2- MMP veya MT3-MMP) ve TIMP (Tissue inhibitor of Metalloproteinase

Precursor) ailesinin tyeleri (TIMP-2 veya TIMP-3) katilmaktadir'®’. Ayrica, pro-
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MMP-2 aktivasyon surecinde MT5-MMP, MT6-MMP, plazmin ve trombinde
gorev yapmaktadir''?.

MT1-MMP’nin katalizledigi projelatinaz A aktivasyonunun ilk asamasi
TIMP-2’'nin N-terminal kisminin MT1-MMP aktif boélgesine baglanmasidir bu
sekilde membrana baglanmis inaktif kompleks olustururlar. Sonraki asamada;
TIMP-2'nin karboksil sonlanmasinin projelatinaz A’nin hemopeksin benzeri
bdlgesine baglanmasi ile Giglii kompleks olusur'®’. Projelatinaz A’nin propeptiti
domaininin Asn®-Leu® peptit baglari yakinindaki, TIMP-2 ile baglanmamis
MT1-MMP’nin {cli komplekse baglanmasi ile kesilir. Bunu Asn®-Tyr®! peptid
baginin otokatalizi takip eder. Tam aktif Jelatinaz A’nin olusumu gerceklesir'®’.
ProMMP-2 (72 kDa) MT-MMP ile kesildiginde 64 kDa agiriginda MMP2 ara
arunu olugur, ara urun otokatalitik mekanizma ile 62 kDa agirliginda aktif MMP-
2've donisir'.  Plazminojen aktivatdr—Plazmin sisteminin, ProMMP-2'yi
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aktifledigi tespit edilmistir insan umblikal ven endoteliyal hiicrelerinde

trombinin; MT-MMP’nin olusturdugu ara MMP-2 formunu etkili sekilde keserek
62 kDa agirhigindan daha agir aktif form olusturdugu saptanmistir'™.

Batin MMP’ler gibi pro-MMP-9 da inaktif zimojenik formda uretilir ve
aktivasyonu igin enzimatik aktivite gerekmektedir'®. ProMMP9Q'un proteolitik ve

199 Stromelizin1

proteolitik olmayan aktivasyon mekanizmalari c¢alisiimistir
(MMP-3), proMMP-Qun en etkili aktivatoriidir, enzimin Glu®*-Met®® peptid
bagini keser, bunu takiben Arg'®-Phe’® bagini ve ardindan da, Arg'%®-Phe'”’
bagini keserek 85 kDa adirliginda tam aktif formu olusturur'®®. MMP-2, MMP-7
ve MMP-13 (Kollajenaz-3), proMMP-Q'u aktive edebilir. MMP-2 ve MMP-13,
proMMP-9'u MMP -3'iin kestigi bélgeden keserek aktiflerler'®. Pro MMP-9'un

aktivasyon kaskad sekil 5'te gdosterilmistir.
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Sekil 5: Pro MMP-9’un aktivasyon kaskadi'®.

Cesitli serin proteazlar, proMMP-9'u aktive edebilirler. Kronik iyilesmeyen
yaralari olan deri hastalarinda; doku iligkili kimotripsin benzeri proteinazlarin
proMMP-9 aktivasyonundan sorumlu oldugu saptanmistir'®. insan karsinoma
hicre hatlarindan izole edilen pankreatik tripsinin, proMMP-9'u etkili sekilde
aktive ettigi gosterilmistir. Mast hlcrelerinden salinan a ve 8 kinazlar proMMP-9
aktivatorleridir'®. ProMMP-9 propeptid domainin aktif bdlgesinden, proteolitik
enzimler kullanilmadan ayrilabildigi farkli mekanizmalarin var oldugu
saptanmistir'®. Bu mekanizmalardan ilki, sisteinin tiyol yan zincirinin oksidatif
modifikasyonu ile olur, bu sekilde katalitik ¢inko iyonuna etkili bir ligand olma
ozelligi azaltilmaktadir. ikinci olarak substrata baglanarak yapisal degisikliklerin
uyarilmasi yolu ile olur'®. Her iki siirecte de aktivasyon ile inhibitér propeptid
bdlge ayrilmaz ve molekuler agirlikta farklilik olusmadan enzimatik aktivite

yaratilabilir'%°.
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2.2.5. MMP’lerin inhibisyonunun Diizenlenmesi

MMP aktivitesi, iki tip major endojen inhibitdru tarafindan duzenlenir.
Bunlar, a2-makroglobulin ve metalloproteazlarin doku inhibitorleridir (TIMP)* 1%,

insan a2-makroglobulini, 180 kDa agirhiginda dért alt Gniteden olusan,
725 kDa agirhiginda bir plazma glikoproteinidir*. Her bir alt Ginite “bait domain”
denen, bilinen bitin endopeptidazlar icin bir kesim bélgesi icerir'®®.
Endopeptidazlar dort “bait domain”i kestiginde a2-makroglobulin yapisal
degisim gegcirir. Bu yapisal degisim bir veya iki endopeptidazla etkilesime
girmesine neden olur. Ayni zamanda reseptor baglayici bolgeler yluzeyden
cikinti yapar ve olusan kompleks hizlica reseptdr aracili endositoza ugrar'®.

MMP’lerin proteolitik aktiviteleri, primer olarak TIMP’ler ile kontrol edilir.
TIMP’ler, 21-28 kDa agirliginda kuguk proteinlerdir ve MMP’lerin aktif ginko
baglayici bolgesine baglanarak aktivitesini bloke ederler®. TIMP-1 ve TIMP-2
pekcok MMP’nin aktivitesini inhibe edebilir’. TIMP-1, MT1-MMP, MT3-MMP,
MT5-MMP ve MMP-19u zayif inhibe eder®. TIMP-2/proMMP-2 kompleksine
benzer sekilde, TIMP-1'de proMMP-9 ile kompleks olusturur®. TIMP-1/proMMP-
9 kompleksi MMP-3 ile birleserek aktivitesini inhibe eder’. TIMP-3, MMP-1,
MMP-2, MMP-3, MMP-7, MMP-9 , MMP-13’Un proteolitik aktivitesini inhibe eder
3 TIMP-4, MMP-2, MMP-7 ve daha az derecelerde de MMP-1, MMP-3, MMP-
9'u inhibe eder °.

Bilinen Gg¢uncu dogal MMP inhibitort, endostatindir. Endostatin, tipVIll
kollajen yikim drunuddr. Fizyolojik kosullarda dolagimda dusuk duzeylerde
gOzlenirken, kanser progresyonunda artis gozlenir. Endostatinin MMP-2'yi in

vitro olarak inhibe ettigi gdsterilmistir'®.

2.2.6. MMP-2 ve MMP-9 Genlerinin Promoter Polimorfizimleri

Gen polimorfizimleri, kisilerin biyolojik sayilabilecek sinirlar iginde farklilik
gostermelerini saglar''*. Tek niikleotit degisimleri, en sik gdzlenen stabil genetik
varyantlardir. Ortalama olarak her 1000 baz ciftinde bir gorulurler ve bu nedenle
genetik olarak karmasik hastaliklara yatkinlikta veya direngte, farmakogenetik

115

calismalarda kullanilan anlamli belirleyicilerdir ™°. Bazi genetik varyantlarin
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transkripsiyon duzenlenmesini etkileyerek, protein miktarini etkileyebildigi ve
proteinin kendisinin aktivitesini arttirabildigi gozlenmigtir,  bu varyantlarin
hastalik aktivitesi (izerinde kantitatif bir etkisi olmasi beklenmektedir'™. MMP
genlerinin promoter bodlgeleri icinde tek nukleotit polimorfizimleri ylksek

frekansta gozlenir ve gesitli hastaliklar ile iliskileri gdsterilmistir''*.

2.2.6.1. MMP-2 -1306 C/T polimorfizmi

MMP-2 geni, 16. kromozomun q13-q21 bélgesi lizerine lokalizedir**>'"".
Price ve ark.lari, insan MMP-2 geninin 2 kb’lik promoter bélgesi ve 13 eksonu
tarandi§inda 6 adet promoter bdlgesinde, 1 adet 5 Translokasyonu yapilmayan
bdlgede(UTR), 6 kodlanan bélgede, 1 intronik bdlgede, 1 tanede 3 UTR'de
olmak Uzere 15 tane polimorfizm gbézlemistirler ve her varyantta tek baz degisimi

bulunmaktadir'™®

. Hinterscher ve ark.lari, bu polimorfizmlere ek olarak 3’0
intronda ve 3’0 kodlanan bodlgede olmak uzere 6 yeni polimorfizm
tanimlamistirlar''®,

MMP-2 geninin transkripsiyonal dizenlenisi ¢cok dnemlidir. Cinki insan MMP-
2 promoteri, “cis-akting” duzenleyici elemanlar igerir ve p53, Sp1, Sp3 ve AP-2
iceren cesitli transkripsiyon faktorleri ekspresyon kontroline katkida bulunur'"’.
MMP-2 geni promoter bdlgesi polimorfizmleri ve ¢ogalan -1306 C/T bdlgesinin

baz dizisi sekil 6'da gosterilmistir.
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-1575 -1306 -955 -790 -187 -168

G/A CIT CIA TIG TIG GIT
| | | | | |
16q13 —q21
A
N
-1900 +1

5-CTTCCTAGGCTGGTCCTTACTGACCCCTCCAGCTCCATCCCCTCACCCTGTGCCCCAC
CTTTTTCAGATAGAAAAAACTTTCTTCTCCAGTGCCTCTTGCTGTTTTTCATCTCTGGGCC
ATTGTCAATGTTCCCTAAAACATTCCCCATATTCCCCACCCAGCACTC|CAGCTCTTTAGC
TCTTCAGGTCTCAG-3

Sekil 6: MMP-2 geni promoter bolgesi polimorfizmleri ve ¢ogalan -1306 C/T bdlgesinin
baz dizisi'"®; (kirmiz1 harfle gosterilen bolge primer baglanma boélgesi, mavi ile boyanan

bolge Fsp B1 restriksiyon enziminin kestigi bolge) .

Price ve ark.lari, MMP-2 -1306 C/T polimorfizmini tanimlamistirlar'™. -
1306 C/T degisimi (Sekil 5) promoter bolgesinde Sp1 baglayici bdlgeyi
(CCACC kutusu) ortadan kaldirarak, promoter aktivitesini degistirmektedir
17118 By polimorfizmin fonksiyonel oldugu ve C allelinin artmis promoter

aktivitesi gosterdigi bulunmustur'®.

2.2.6.2. MMP-9 -1562 C/T Polimorfizmi

MMP-9 geni, kromozom 20q11.1-13.1’e lokalizedir*>>'?%2"  MMP-9
Geninin promoter bélgesi 2.2 kb uzunlugundadir'?'?2,  MMP-9 geni 13
eksondan olusmaktadir 2" 122,

Zhang ve ark.lar, Kafkas irkina mensup 40 saglikh kiside, MMP-9
geninde 10 varyant bdlgesi tespit etmigtirler. Bunlarin 4’G  promoter

22 Hirakawa

bdlgesinde, 5'i kodlanan bolgede ve 1'i de 3 UTR bdlgesindedir
ve ark.lari, Kafkas irkina mensup bireylerde, 11 tek nikleotit polimorfizmi (4
promoter, 6 kodlanan, 1 3-UTR bdlgelerinde) ve Afrika kokenli Amerikalilarda

ise 19 tek nukleotit polimorfizmi (11 promoter, 6 kodlanan, 1 3-UTR
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bdlgelerinde ) tespit etmistirler. Bu ¢alismada; Kafkas irkina mensuplarda, 3 (2
promoter ve 1 kodlanan bolge bolgelerde ) ve Afrika kokenli Amerikalilarda 11
(8 promoter ve 3 kodlanan bélgelerde) yeni polimorfizm tanimlanmigtir'’
(MMP-9 promoter boélgesinde bulunan polimorfizimler ve galigilan bélgenin baz

dizisi sekil 7’de gosterilmistir).

20g11.1-13.1
R
Qe el d e 19f (91 |21 |90
Rl IB]IB8lle| || | |2 |&] |2
A
-

5 -GCCTGGCACATAGTAGGCCCTTTAAATACAGCTTATTGGGCCGGGCGCCATGGCTC
ATGCCCGTAATCCTAGCACTTTGGGAGGCCAGGTGGGCAGATCACTTGAGTCAGAAGTTCGA
AACCAGCCTGGTCAACGTAGTGAAACCCCATCTCTACTAAAAATACAAAAAATTTAGCCAGGC
GTGGTGGCGCACG|CCTATAATACCAGCTACTCGGGAGGCTGAGGCAGGAGAATTGCTTGA
ACCCGGGAGGCAGATGTTGCAGTGAGCCGAGATCACGCCACTGCACTCCAGCCTGGGTGAC
AGAGTGATACTACACCCCCCAAAAATAAAATAAAATAAATAAATACAACTTTTTGAGTTGTTAG
CAGGTTTTTCCCAAATAGGGCTTTGAAGAAGGTGAATATAGACCCTGCCCGATGCCGGCTGG
CTAGGAAG-3

Sekil 7: MMP-9 promoter bdlgesinde bulunan polimorfizimler ve c¢alisilan

bélgenin baz dizisi'?'; (kirmizi harflerle yazilmig boélge primer baglanma bdlgeleri, mavi

boyali alan ise Pae | restriksiyon enziminin kestigi bélgeyi gosteriyor).

MMP-9 ekspresyonu esas olarak transkripsiyon duzeyinde kontrol edilir.
MMP-9 geni promoter bolgesindeki cesitli cis elamanlarinin transkripsiyonu
diizenlemede dnemli oldugu gdsterilmistir®. Promoter (izerinde 2AP-1 bdlgesi (-
533 ve -79, transkripsiyon faktori c-fos ve c-jun tarafindan baglanir), PEA3
motifi (-540, trankripsiyon faktér ETS tarafindan taninir) ve nikleer faktér k@3
tarafindan baglanan (-600) konsensus dizisi bulunur. Yapilan ¢alismalarda, C-
1562-T polimorfik bolgesini igeren 9 bp’lik bolgenin (GCGCAC/TGCC, -1567'den
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-1559’a kadar olan dizi), transkripsiyonu baskilayan proteininin baglandigi
énemli bir diizenleyici eleman olabilecedi iddia edilmistir ®2.

MMP geni, -1562 pozisyonunda fonksiyonel bir C-T (Sekil 7) degisiminin
gozlendigi tek nukleotit polimorfizimine sahiptir. CC genotipi transkripsiyon
aktivitesini baskilar'. T allelinin artmis promoter aktivitesi gosterdigi

bulunmustur®?.
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3. GEREG VE YONTEMLER

3.1. Hasta ve Kontrol Gruplarinin Toplanmasi

Bu calismada, Mersin Universitesi, Tip Fakdltesi ic Hastaliklari Anabilim Dal,
Hematoloji Bilim Dalina bagvuran, 139 lenfoid maligniteli bireylerden hasta
grubu olusturuldu. Bunlarin 52’si KLL, 20’si Hodgkin, 38’i NHL, 15’i ALL ve 14’0
ise multiple miyelom hastasi idi. Ayrica akrabalarinda da hematolojik malignite
OyklUsu olmayan, 110 saglikhi bireyden kontrol grubu olusturuldu. Calisma igin
Etik kurul onayl alindi ve hastalara bilgilendiriimis onam formu dolduruldu.
Hastalardan ve kontrol grubundaki bireylerden DNA izolasyonu igin alinan 7-8
ml vendz kan, 1 ml % 2’lik etilendimetil tetra asetik asitli (EDTA) igeren, 15
ml'lik santrifijj tiiplerine konuldu. DNA izolasyonuna kadar —20 “C de saklandi.

Bu kanlardan tuz ¢oktiirme ydntemiyle DNA izolasyonu yapildi'®.

3.2. Kullanilan Arag ve Geregler
3.2.1. Aletler ve Cihazlar

Termal Cycler (Techne Flexigene Cambridge, UK)
Elektroforez Tanki (EC Midicell EC 350, 20x20cm)
Elektroforez Gug¢ Kaynagi (EC 135-90)

Jel Goruntuleme Sistemi (Vilber Lourmat Marne La Vallée, France)
Manyetik Karistirici (NUve MK 418)

Mikrodalga Firin (Alaska)

Hassas Terazi (AND GR-200)

Mikrosantrifij (Hermle, Z160M)

Vorteks (VELP)

Santriflij (NtUve NF 800)

Mikropipet Seti (Eppendorf)

Derin Dondurucu (Argelik-2031 D)
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Etav (NUve EN-500)
Otoklav (Nuve OT 4060 V)
Buzdolabi (Arcelik 8188 NF)

3.2.2. Kimyasal Maddeler

Na,EDTA (Sigma E-5134)
Sodyum Perklorat (Sigma S-3546)
Sodyum Dodesil Sulfat, SDS (Sigma L-5750)
Sodyum Klorur (Riedel-de Haen)
Etanol (Riedel-de Haen 32221)
Parafilm M (Sigma P-7793)
Taq DNA Polimeraz (Fermentas, EP0402)
Bidistile Su (Sigma W-3500)
2 mM dNTP Mix (Fermentas, R0241)
Fsp Bl (Fermentas, ER1762)
Pae | (Fermentas, ER0602)
10X PCR Buffer with (NH4).SO4 (Fermentas B33)
25 mM MgCl, (Fermentas KO182)
Proteinaz-K (Sigma P-2308)
Primerler
(MMP-2) -1306 C/T polimorfizmi igin
Forward 5’- CTTCCTAGGCTGGTCCTTACTGA -3
Reverse 5’- CTGAGACCTGAAGAGCTAAAGAGCT -3’
(MMP-9) -1562 C/T polimorfizmi igin
Forward 5’ -GCCTGGCACATAGTAGGCCC -3
Reverse 5 -CTTCCTAGCCAGCCGGCATC -3
Tris-Hidroklorid (Sigma T-7149)
Trizma Base (Sigma T-6066)
Borik Asit (Carlo Erba 302177)
Ethidium Bromide (Sigma E-1510)
Gliserol (Merck 4091)
Agarose Plus(Prona, E.U)
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100 bp DNA ladder GeneRuler marker (Fermentas SM 0241)

3.2.3. Cozeltiler

Nuklei Lizis Tamponu: 1.576gr Tris- HCI, 23.4 gr NaCl, 0.7 gr Na,EDTA 1
It distile suya tamamlanip ¢dziildiikten sonra otoklavda steril edildi ve + 4 "C’de

saklandi.

TE (Tris-HCI) Tamponu: 0.394 gr Tris-HCI, 0.093 Na;EDTA, 250 ml distile
suyla tamamlanip ¢ozuldukten sonra, otoklavda steril edildi ve + 4 ‘C'de

saklandi.

10XTBE (Tris-Borat-EDTA) Tamponu: 108 gr Trizma Base, 54.8 gr Borik
Asit ve 5.44 gr EDTA, distile su ile 1lt'ye tamamlanarak ¢ozulda.

Orange G ¢ozeltisi: 2.232 gr Na,EDTA, 200 mg Orange G, 60 ml Gliserol

ve 40 ml distile sudan olugan solusyon igerisinde ¢ozuldu.

Elektroforez Yurutme Tamponu: 10XTBE tamponundan distile su ile
seyreltilerek hazirlanmig olan 1X TBE igerisine 0.5 ug/ml konsantrasyonunda

olacak sekilde ethidium bromide (EtBr) konularak hazirlandi.

Agaroz Jel Soliisyonu: 140 ml 1X TBE tamponu igerisinde %3’luk jel igin
4.2 gr agaroz (Agarose plus), % 2lik jel igin 2.8 gr agaroz (Agarose plus)
mikrodalga firinda eritildikten sonra 0.5 ug/ml konsantrasyonunda olacak sekilde

EtBr eklenerek, hazirlandi.

10 mg/ml Proteinaz K Cozeltisi: 100 mg Proteinaz K, 10 ml steril distile su

ile ¢oziilerek hazirlandi ve —20 “C’de saklandi.

5M Sodyum Perklorat Solisyonu: 612 gr sodyum perklorat (NaClO4) 1
It'ye distile suyla tamamlanip, ¢ozuldukten sonra otoklavda steril edildi ve + 4
"C’de saklandi.

54



% 10 SDS Solusyonu: 10 gr SDS, 100 ml distile suda ¢6zulda.

6 M NaCl Soliisyonu: 35,06 gr NaCl, 100 ml distile suda ¢dzuldu.

3.3. DNA izolasyonu

DNA izolasyonu tuz ¢oktiirme yontemine gore yapildi'®. Yéntemin esasi,
IOkositlerde bulunan DNA disindaki tum vyapilarin bozularak pargalanmasi,
yogun bir tuz c¢ozeltisi ile ¢Okturulmesi ve Ustte kalan sivi kisimda bulunan

DNA'nin etil alkol yardimi ile yogunlagmasi saglanarak izole edilmesidir.

3.3.1. DNA izolasyonunun Yapilig

DNA izolasyonu islemi iki gin stirmektedir. Bu islemin ilk asamasinda;
kanlarin bulundugu tupler soguk steril distile su ile 14 ml'ye tamamlanip
kuvvetlice 1-1.5 dakika galkalandiktan sonra 15 dakika 2000 rpm’de ilk santrifdj
islemi yapildi. Tuplerde c¢okelmelerin bagladigi bdlgenin yakinina kadar olan
stpernatant kisim, pastor pipetiyle alinarak atildi. Cokeltinin Ustlne steril soguk
distile su eklenerek hacmi tekrar 14 ml’'ye tamamlandi. Tum tuplerde bu islem
yapildiktan sonra 10 dakika 2000 rpm de ikinci santrifdj islemi yapildi. Tekrar
supernatant atilarak, ¢okelti Gzerine steril soguk distile su eklendi ve kuvvetlice
calkalandi. Calkalama islemi yapilirken tapun dibinde c¢okelti kalmamasina
dikkat edildi. Daha sonra tekrar su eklenerek 14 ml'ye tamamlandi ve santrifj
edildi. Bu islemler supernatanta seffaf bir renk olusuncaya kadar devam etti. Bu
islem yaklasik 4-5 defa tekrarlandi.

Yikama iglemi tamamlandiktan sonra, tiplere pipetle 3’er ml nuklei lizis
buffer konulup galkalandiktan sonra tuplerin her birine 200 ul SDS, 500 ul 5
M’lik Sodyum Perklorat ve 25 ul, 10 mg/ml’lik Proteinaz-K konuldu. Kapaklar
sikica kapatilip taplerin agzi parafilm ile sarildiktan sonra 37 ‘C'lik etlivde bir

gece bekletildi.
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ikinci glin, tipler 37 °Clik etiivden cikarilip calkalanarak, 55 ‘C’lik
inkiibatore konuldu. Bir saat gegtikten sonra her bir tipe 2'ser ml 6M NaCl
cozeltisi konuldu. Kapaklar kapatilip tupler hizlica calkalandiktan sonra 10
dakika bekletildi. Daha sonra 15 dakika 3500 rpm’de santrifij edildi. SantrifQj
isleminden sonra tlplerde bulunan supernatantlar, bos santrifij tuplerine
aktarildi. Uzerine soguk, etanol eklenerek, c¢ozinmis haldeki DNAnin
yogunlagsmasi saglandi. Yogunlasan DNA'larin her biri, mikropipet yardimiyla,
icerisinde 500 ul TE tamponu bulunan ependorf tuplerine aktarildi. Tup igindeki
olabilecek DNAaz aktivitelerini 6nlemek igin DNA'lar 1 saat 70 C'de tutuldu.
Ependorf tupleri, DNA'larin TE tamponu igerisinde ¢6zinup, homojen hale
gelmesi icin de 37 "Clik etiivde bir gece bekletildikten sonra + 4 °‘C’deki
buzdolabina kaldirildi. Eger, DNA ayni gun icinde elde edilmek isteniyorsa, bu
durumda ilk giin islemleri yapilir ve 55 °C’de 3 saat bekletildikten sonra, ikinci

gun islemleri yapilarak DNA elde edilir.

3.4. Molekiiler Analiz

3.4.1. MMP-2 (-1306 C/T) Gen Polimorfizminin Belirlenmesi

PCR, tek bir moleklil DNA’yi dahi c¢ogaltabileceginden, reaksiyon
karisimlarinin  DNA  molekulleri ile kontamine olmasinin engellenmesi
gerekmektedir. Bu kontaminasyon, daha onceki PCR reaksiyonu, eksojen DNA
veya diger hucresel materyallerden kaynaklaniyor olabilir. Bu nedenle,
kullanilan sarf malzemeleri ve solusyonlarin steril olmasina dikkat edildi. Ayrica
PCR reaksiyonunda, 1si iletiminden kaynaklanabilecek sorunlarin en az dizeye
indirilmesi igin, ince ¢eperli DNAase ve RNAase enzimlerinden arindiriimig steril
0,5 mllik PCR tupleri (Axygen Thin-Walled PCR Tubes), reaksiyonun
gerceklestiriimesi icin Thermal Cycler cihazi ve 0,5-10 pl'lik, 2-20 pl'lik ve 10-
100 pl'lik otomatik pipetler kullanildi.

MMP-2 -1306 C/T gen bolgesinin amplifikasyonu igin PCR-RFLP yapildi.

Daha sonra yapilan elektroforez iglemi ile elde edilen DNA pargaciklarinin
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uzunluklarina goére allel degerlendiriimesi yapildi.  MMP-2 geni promoter
bolgedeki -1306 C/T polimorfizmi igin uygulanan PCR isleminde kullanilan
primerler asagida verilmistir'?* 12,

MMP-2 (-1306 C/T) Forward 5 —-CTTCCTAGGCTGGTCCTTACTGA- 3
MMP-2 (-1306 C/T) Reverse 5 —-CTGAGACCTGAAGAGCTAAAGAGCT- 3’
Daha once elde edilen DNA’lar bu reaksiyonda kullanildi.

PCR reaksiyon karisimi yaklasik 20 6rnek i¢in asagidaki gibi hazirlandi.

1- Bidistile SU........cccooeiiiiie. 340 ul
2- 10x PCR Buffer (NH4)2SOsq......... 50 ul
3- 2mM dNTP MiX .. 50 ul
4- Primer F. ..o, 10
5- Primer R......coooiii 10 ul
6- Taq DNA Polimeraz (MgCly)..... 30 ul

Elde edilen karisim, 0,5 ml'lik ince geperli eppendorf tlplere 23’er pl
konulduktan sonra her bir tipe 1 ul DNa 6rnegi eklenerek thermal cycler'a
konuldu. Termal cyclerda; énce 1 dongi 2 dak. 95 ‘C de ilk denatiirasyon
gerceklestirildi. Sonra, 35 dongii; 45 sn 95 “C’de denatiirasyon, 1 dak. 58
‘C'de baglanma ve 1,5 dak. 72 ‘C’de sentez asamalari gerceklestirildi. Son
asamada ise, 1 dongli 7 dak. 72 °C'de son sentez asamas! gergeklestirildi.
Yapilan PCR iglemi sonrasinda, trln olusup olusmadigini tespit etmek igin,
% 3’luk agaroz jelde elektroforez islemi yapildi . Olugsmasi beklenen, 193 bp’lik
DNA parcacigi gozlendi.

PCR asamasi sonucunda elde edilen 193 bp’lik PCR urlind, bize
sadece polimorfizmin oldugu bdlgenin dizisini vermektedir. Ancak, bizim tespit
etmeye calistigimiz tek nukleotid degisimi oldugu icgin bu bdlgeyi taniyan bir
restriksiyon enzimi kullanilarak allel tespiti yapildi. Bu islem i¢in FspB1( Xspl)
enziminden olusan bir karigim hazirlandi. 10 6rnek igin; 95 ul bidistile su, 25 pl
Buffer B ve 100 Unite Fsp B1 (Xspl)'dan olusan enzim karisimi hazirlandi 125
15 pl PCR Urdnd bulunan her bir tipe, 13 ul hazirlanan restriksiyon enzim
karisimindan eklendi ve 14 saat 37 ‘C etiivde bekletilerek kesme islemi

gerceklestirildi.
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RE kesimi ile elde edilen drtnler Gzerine 10 ul orange G solusyonu
eklendi. Daha sonra, hazirlanmis olan % 3’'lik agaroz jel ile elektroforez
yurtutme islemi yapildi. Her bir tipteki ¢ozeltiden yaklasik 25 ul kadar alinip,
her bir kuyucug@a yerlestirildi. DNA pargaciklarinin boylarinin tespiti i¢in, araya
100 bp DNA ladder (marker) konuldu. Sonra, 120 V elektrik akimi kullanilarak
elektroforez iglemi yapildi. Elde edilen PCR-RFLP Grdnleri gérintuleme cihazi
kullanilarak tespit edildi. Kesme igslemi sonucunda C alleline sahip gen
bolgeleri kesilmezken, T alleline sahip gen bolgeleri kesildi. Sonugta,
genotipleme asagidaki gibi yapildi.

CC — 193 bp
CT — 193 bp, 167 bp, 26 bp
TT — 167 bp, 26 bp

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

MMP-9 —1562’daki C>T dénusimunutn bulundugu yeri belirlemek igin,
436 bp’lik DNA bolgesi amplifiye edildi. Bu islem igin kullanilan primerler

asagida verilmistir'?*.

MMP-9 (-1562 C/T) F 5 GCCTGGCACATAGTAGGCCC 3
MMP-9 (-1562 C/T) R5 CTTCCTAGCCAGCCGGCATC 3

PCR reaksiyon karisimi yaklasik 20 érnek i¢in asagidaki gibi hazirlandi.

1-Bidistile Su........ccccoeviiiiii 340 pl
2-10x PCR Buffer (NH4)2SO.;............. 50 pl
3-dNTP Mix (2 mM)....cc.ceoeviieeeiienns 50 ul
4- Primer Fo..ooooe 7 ul

S5-Primer R.......ouiiiiiiii 7 ul

6-MgCl2 (25 MM)...coeiiieiie e, 30 ul
7- Taqg DNA Polimeraz.............ccc.u...... 3ul
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Hazirlanan PCR karisimdan, 0,5 ml’lik ince c¢eperli eppendorf tlptne
23’er ul konulduktan sonra her bir tupe 1 ul DNA 0Ornegi eklenerek tupler
thermal cyclera birakildi. Termal cyclerda, énce 1 déngii 2 dak. 95 °C de ilk
denatiirasyon, sonra 35 dongii; 45 sn 95 ‘C’de denatiirasyon, 1 dk. 60 ‘C’de
baglanma (anneling), 1.5 dak. 72 ‘C’'de sentez (extension) ve 1 déngii 7 dak.
72 ‘C’de son sentez (final extension) asamalari gergeklestirildi. Yapilan PCR
islemi sonrasinda, Urdn olugup olusmadigini tespit etmek igin, % 3’lUk agaroz
jelde elektroforez islemi yapildi. Olusmasi beklenen, 436 bp’lik DNA pargacigi
gOzlendi.

PCR asamasi sonucunda elde edilen 436 bp’lik PCR urind, bize
sadece polimorfizmin oldugu bdlgenin dizisini vermektedir. Ancak, bizim tespit
etmeye calistigimiz tek nukleotid degigsimi oldugu icin bu bdlgeyi tanityan bir
Restriksiyon enzimi (RE) kullanilarak allel tespiti yapildi. Bu iglem igin, Pae |
(Bbu I) enziminden olusan bir karisim hazirlandi. 10 érnek igin; 95 ul bidistile
su, 25 ul buffer B ve 100 unite Pae | (Bbu l)dan olusan enzim karigimi
hazirlandi '#*. 15 pl PCR {riinii bulunan her bir tiipe, 13 ul hazirlanan RE
enzim karisimindan eklendi ve 14 saat 37 °C etiivde bekletilerek kesme islemi
gerceklestirildi.

Kesme islemi gergeklestikten sonra, tuplerin her birine 10 ul orange G
eklendi. Sonra, % 2’luk agaroz plus jel hazirlandi. Her bir tupten 25 ul kadar
alinarak jel kuyucuklarina yuklendi. Sonra 120 V elektrik akim uygulanarak
elektroforez iglemi yapildi. Kesme islemi sonucunda C alleline sahip gen
bolgeleri kesilmezken, T alleline sahip gen bolgeleri kesildi. Sonugta,
genotipleme asagidaki gibi yapildi.

CC — 436 bp
CT — 436 bp, 242 bp, 194 bp
TT — 242 bp, 194 bp
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3.5. istatistiksel Analiz

MMP-2 (-1306 C/T), MMP-9 (-1562 C/T) polimorfizmleri ile lenfoid
malignite arasindaki iligki, genotip agisindan, ¢oklu lojistik regresyon modeli
ile, allel agisindan ise ki-kare analizi ile SPSS (Statistical Package for Social
Sciences, version 11.5) paket programi kullanilarak degerlendirildi.
Polimorfizmlerin genotip frekanslari Pierson Chi Square testiyle degerlendirildi.
Genotiplerin Hardy Weinberg dengesinde olup olmadigi, Heliks Tri testiyle

belirlendi.
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4. BULGULAR

Bu galismada, MMP-2 -1306 C/T ve MMP-9 -1562 C/T genlerine ait
polimorfizmler ile lenfoid maligniteler arasindaki iligkiyi belirlemek igin, Mersin
Universitesi, Tip Fakiiltesi ic Hastaliklari Anabilim Dali, Hematoloji Bilim
Dalina bagvuran, 52 KLL'li, 20 HH, 38 NHL, 15 ALL, 14 MM’l , toplam 139
bireyden hasta grubu olusturuldu. Ayrica, 110 saglikli birey ile de kontrol
grubu olusturuldu. Kontrol grubunun yas ortalamasi 56.53+ 11.37, hasta
grubunun yas ortalamasi 59.02+11.02 idi. iki grup arasinda yas bakimindan
anlamli bir farkhlik tespit edilmedi (p=0.117). Hasta grubunun 96’si erkek
(%69.1) ve 43’ kadin (%30.9) idi.

41. MMP-2 Geni -1306 C/T Polimorfizminin Genotip ve Allel
Dagilimi

MMP-2 geni promoter bdlgedeki tek nukleotit polimorfizmi igin, PCR-
RFLP ve elektroforez sonucu elde edilen bantlar, goérintileme sisteminde
marker ile kargilastirildi. 193 bp hizasinda tek bant olan érnekler CC genotipi,
193 bp, 167 bp, 26 bp hizalarinda 3 bant goérulen érnekler CT genotipi, 167 bp,
26 bp hizasinda 2 bant goérulen 6érnekler de TT genotipi olarak belirlendi. 26
bp’lik bantlar ¢ok kiiguk olduklarindan gdsterilemedi. MMP-2 polimorfizmine ait

genotiplerin elektroforez sonrasi fotografi resim 1 de gosterilmektedir.
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Resim 1: MMP-2 polimorfizmine ait genotiplerin elektroforez sonrasi goériintiisi. 1, 2, 4, 6
numarali hastalar CC, 3 numarali hasta TT, 5 numarali hasta ise CT olarak genotipleri

belirlenmigtir.

Deneyler sonunda, 139 Lenfoid maligniteli hastadan ve 110 kontrol grubu
bireyden olusturulan gruplar, MMP-2 -1306 C/T geni promoter bdlgesindeki tek

nakleotit degisimi polimorfizmi agisindan degerlendirildi.

110 Kontrol hastasinin 74’ (% 67.3) CC, 34’4 (% 30,9) CT, 2’si (% 1.8)
TT bulunmustur. Grup ayrimi yapilmaksizin hasta grubunda (GAYHGD) 98 (%
70.5), 39 (% 28), 2(% 1.5) bulunmustur. Kontrol ve Grup ayrimi yapilmaksizin
hasta gruplarinda (GAYHGD) MMP-2 -1306 polimorfizmi genotipi dagilimlari
tablo 10’da gosterimistir. 52 KLL hastalasinin 37’si (% 71.2) CC, 15'i (% 28.8)
CT bulunmus , TT genotipine ise rastlanmamistir, 20 Hodgkin hastanin 14°G (%
70) CC, 6’s1 (% 30) CT bulunmus , TT genotipine ise rastlanmamistir, 38 NHL
hastasinin 23’0 (% 60.5) CC, 13'U (% 34.2) CT, 2'si (% 5.3) TT bulunmus, 15
ALL hastasinin 13’0 (% 86.7) CC, 2'si (% 13.3) CT bulunmus , TT genotipine ise
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rastlanmamistir ve 14 MM hastasinin 11’i (% 78.6) CC, 3’0 (% 21.4) CT, TT
genotipine ise rastlanmamigtir. MMP-2 -1306 C/T polimorfizmi allel ve
genotiplerinin hastalikla iliskisi Pearson Chi Square testi ile incelendiginde;
hasta gruplarindaki CC, CT ve TT genotipine sahip bireyler birbirleriyle
kiyaslandiginda lenfoid malignite riski bakimindan istatistiksel agidan bir fark
bulunmamistir (p=0.378). Hasta gruplarinda MMP-2 -1306 polimorfizmi genotipi

dagilimlari tablo11’de gosterilmigtir.

Tablo10: Kontrol ve Grup ayrimi yapilmaksizin hasta gruplarinda (GAYHGD) MMP-
2 -1306 polimorfizmi genotipi dagilimlari (n= birey sayisi).

MMP2 -1306
cC cT T
Grup Toplam
(%) n(%) n(%)
Kontrol | T74(% 67.3) 34(% 30.9) | 2(%1.8) | 110(% 100)
GAYHg | 8(%70.5) | 39(% 28) 2(% 1.5) 139(% 100)
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Tablo 11: Hasta gruplarinda MMP-2 -1306 polimorfizmi genotipi dagilimlari  (n=
birey sayisi).

MMP2 -1306
Hastalik CC CT TT

Toplam

grubu n(%) n(%) n(%)
KLL 37(% 71.2) 15(% 28.8) 0(% 0) 52(% 100)
HH 14(% 70) 6(% 30) 0(% 0) 20(% 100)
NHL 23( % 60.5) 13(% 34.2) 2(% 5.3) 38(% 100)
ALL 13(% 86.7) 2(% 13.3) 0(% 0) 15(% 100)
MM 11(% 78.6) 3(% 21.4) 0(% 0) 14(% 100)

Kontrol ve hasta grubundaki CC, CT ve TT genotipine sahip bireyler
birbirleriyle Pearson Chi Square testi ile kiyaslandiginda lenfoid malignite
gelisim riski bakimindan istatistiksel agidan bir fark bulunmamistir ( KLL igin
p=0.433, Hodgkin igin p=0.708, NHL i¢in p=0.503, ALL igin p=0.234, MM igin
p=0.574).

Kontrol grubunda MMP-2 -1306 polimorfizminin allel frekanslari C igin
0.8273, T igin 0.1727 bulunmustur. Hasta grubunun genelinde C allel frekansi
0.8453, T alleli ise 0.1547 bulunmustur. Grup grup bakildiginda ise KLL i¢in C
alleli 0.8558, T alleli 0.1442, HH icin C alleli 0.85, T alleli 0.15, NHL icin C alleli
0.7763, T alleli 0.2237, ALL icin C alleli 0.9333, T alleli 0.0667, MM icin C alleli
0.8929, T alleli ise 0.1071 bulunmustur. Kontrol ve Hasta gruplarinda MMP-2 -
1306 C/T polimorfizmine ait allel frekansi dagihmi tablo12’de gosterilmistir.
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Tablo 12: Kontrol ve Hasta gruplarinda MMP-2 -1306 C/T polimorfizmine ait

allel frekansi dagilimi.

MMP-2 -1306
Alleller Frekanslar

Tani C T
Kontrol 0.8273 0.1727
GAYHGD 0.8453 0.1547
KLL 0.8558 0.1442
HH 0.85 0.15
NHL 0.7763 0.2237
ALL 0.9333 0.0667
MM 0.8929 0.1071

Uygulanan Heliks Tri testiyle, hasta grubunun MMP-2 -1306
genotiplerinin Hardy Weinberg dengesinde oldugu (p=0.389), kontrol grubunun
MMP-2 -1306 genotiplerinin Hardy Weinberg dengesinde oldugu (p=0.392)

gOzlenmistir.

4.2. MMP-9 Geni -1562 C/T Polimorfizminin Genotipleri ve Allelleri

Dagilimi

MMP-9 geni promoter bdlgedeki tek nukleotit polimorfizmi igin, PCR-
RFLP sonrasi elde edilen drin elektroforez islemi uygulandi ve goézlenen
bantlar goruntileme sisteminde degerlendirildi. 436 bp hizasinda tek bant olan
ornekler CC genotipi, 436 bp, 242 bp, 194 bp hizalarinda 3 bant gorilen
ornekler CT genotipi, 242 bp, 194 bp hizasinda 2 bant goérilen ornekler TT
genotipi olarak belirlendi. MMP-9 polimorfizmine ait genotiplerin elektroforez

sonrasi fotografi resim 2 de gosterilmektedir.
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Resim 2: MMP-9 polimorfizmine ait genotiplerin elektroforez sonrasi goriintiisii: 1, 5

numaral hastalar CC, 2 ve 6 numarali hastalar TT, 3 ve 4 numaral hastalar ise CT olarak
genotipleri belirlenmistir.

Deneyler sonunda, 135 Lenfoid maligniteli hastadan ve 110 kontrol
grubu bireyden olusturulan gruplar, MMP-9 -1562 C/T geni promoter
bdlgesindeki tek nukleotit degisimi polimorfizmi agisindan degerlendirildi. Bu
gruplardan 2 KLL, 1 NHL , 1 ALL hastasinda ve kontrol grubundan 7 bireyde

genotipleme yapilamamisgtir.

103 Kontrol hastasinin 844G (% 81.6) CC, 190 (% 18.4) CT
bulunmustur. 50 KLL hastalasinin 37’si (% 74) CC, 13’0 (% 26) CT bulunmus,
TT genotipi tespit ise edilememistir, 20 Hodgkin hastanin 13’4 (% 65) CC, 5'i
(% 25) CT, 2’si ( % 10) TT bulunmus, 37 NHL hastasinin 27°G (% 73) CC, 10U
(% 27) CT bulunmus, TT genotipi tespit edilememistir, 14 ALL hastasinin 171’i
(% 78.6) CC, 2'si (% 14.3) CT, 1'i (% 7.1) TT, 14 MM hastasinin 12’si (% 85.7)
CC, 2'si(% 14.3) CT bulunmus, TT genotipi ise tespit edilememistir.
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MMP-9 -1562 C/T polimorfizmi allel ve genotiplerinin hastalikla iligkisi
Pearson Chi- Square testi ile incelendiginde; hasta gruplarindaki CC, CT ve
TT genotipine sahip bireyler birbirleriyle kiyaslandiginda lenfoid malignite riski
bakimindan istatistiksel agidan bir fark bulunmamistir (p=0.239). Kontrol ve
Grup ayrimi yapilmaksizin hasta gruplarinda (GAYHGD) MMP-9 -1562
polimorfizmi genotipi dagilimlari tablo13’te gosterilmigtir. Hasta gruplarinda
MMP-9 -1562 polimorfizmi genotipi dagilimlari tablo 14’te gosterilmistir.

Tablo 13: Kontrol ve Grup ayrimi yapilmaksizin hasta gruplarinda (GAYHGD) MMP-9 -

1562 polimorfizmi genotipi dagilimlari (n= birey sayisi).

MMP-9 -1562
CC CT TT Toplam
Tani (%) (%) (%)
Kontrol | 84(% 81.6) | 19(% 18.4) 0(% 0) 103(% 100)
GAYHGD | 100(%74.1) | 32(% 23.7) 3(% 2.2) 135(% 100)
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Tablo14: Hasta gruplarinda MMP-9 -1562 polimorfizmi genotipi dagihmi (n=

birey sayisi).
MMP-9 -1562
Tani CC CT TT Toplam
n(%) n(%) n(%)

KLL 37(% 74) 13(% 26) | 0(% 0) 50(% 100)
HH 13 (% 65) 5(% 25) 2(%10) 20(% 100)
NHL 27(% 73) 10(% 27) | 0(% 0) 37(% 100)
ALL 11(% 78.6) 2(% 14.3) | 1(% 7.1) 14(%100)
MM 12(% 85.7) 2(%14.3) | 0(% 0) 14(% 100)

Kontrol ve hasta grubundaki CC, CT ve TT genotipine sahip bireyler
birbirleriyle Pearson Chi Square testi ile kiyaslandiginda lenfoid malignite
gelisim riski bakimindan, Hodgkin hasta grubu disinda hasta gruplari ile
arasinda istatistiksel agidan bir fark bulunmamistir (KLL igin p=0.281, Hodgkin
icin p=0.016, NHL igin p=0.269, ALL i¢in p=0.112, MM igin p=0.696). Hodgkin
hastalik grubuna Pearson Chi Square testi anlamli ¢iktigi icin Logistik regresyon
testi uygulanmigtir. Testte, CC genotipi referans alinarak CT ve TT genotipleri
buna oranlanmistir, Odds Orani 2.381 bulunmasina karsin, istatiksel olarak
anlamli degildi, p=0.104 (% 95 guven araligi 0.837-6.769 alindi). Hodgkin ve
Kontrol tablo 15'te

gruplarinin  MMP-9 -1562 C/T genotip dagilimlari

gOsterilmistir.
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Tablo 15: Hodgkin ve Kontrol gruplarinin MMP-9 -1562 C/T genotip dagilimi (n=

birey sayisi).
MMP-9 -1562
Tani CC CT TT Toplam
n(%) n(%) n(%) n(%)
Kontrol 84(% 81.6) 19 (% 18.4) 0(% 0) 103(% 100)
HH 13(% 73) 5(% 27) 2(% 10) | 20(% 100)

Kontrol grubunda MMP-9 -1562 polimorfizminin allel frekanslari C alleli

icin 0.9078, T alleli icin 0.0922 bulunmustur. Hasta grubunun genelinde C alleli
0.8593, T alleli 0.1407 bulunmustur. Hasta gruplari tek tek ele alindiginda KLL
grubunda C alleli 0.87, T alleli 0.13, HH grubunda C alleli 0.775, T alleli 0.225,
NHL grubunda C alleli 0.8649, T alleli 0.1351, ALL grubunda C alleli 0.8571, T
alleli 0.1429, MM grubunda C alleli 0.9286, T alleli 0.714 bulunmustur. Kontrol
ve hasta gruplarinda MMP-9 -1562 C/T polimorfizmine ait allel frekanslarinin

dagilimi tablo 16’da gosterilmigtir.
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Tablo 16 : Kontrol ve hasta gruplarinda MMP-9 -1562 C/T polimorfizmine ait allel

frekanslarinin dagihmi.

MMP-9 -1562
Allel Frekanslari
Gruplar C T

Kontrol 0.9078 0.0922
GAYHGD 0.8593 0.1407
KLL 0.87 0.13
HH 0.775 0.225
NHL 0.8649 0.1351
ALL 0.8571 0.1429
MM 0.9286 0.0714

Uygulanan Heliks Tri testiyle, hasta grubunun MMP-9

-1562

genotiplerinin Hardy Weinberg dengesinde oldugu (p=0.816), kontrol grubunun
MMP-9 -1562 genotiplerinin Hardy Weinberg dengesinde oldugu (p=0.302)

gOzlenmistir.
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5. TARTISMA

Calismamizda lenfoid maligniteli bireyler ile saglikh bireyler
karsilastirilarak, MMP-2 -1306 C/T ve MMP-9 -1562 C/T polimorfizmleri iligkisi
incelenmistir. Ancak, MMP-2 -1306 C/T ve MMP-9 -1562 C/T varyantlari ile
hasta gruplari arasinda anlaml bir iligki bulunamamigtir.

Lenfoid maligniteler ile bu polimorfizmler arasinda gen ekspresyon

126, 6 slmasina

dizeyi ve allelerin promoter aktivitesi ile ilgili calismalar yapiimis
karsin, lenfoid maligniteler ile polimorfizmlerin allel frekansi ve genotip dagilimi
arasindaki iligkiyi arastiran ¢caligma bulunmamaktadir. Bununla beraber, gesitli
topluluklarda, degisik maligniteler ve hastaliklarda bu polimorfizmlerin allel
frekansi ve genotip dagihmi iligkisini arastiran calismalar mevcuttur. Bu
calismalarda bulunun sonuglar MMP-2 icin tablo17'de, MMP-9 icin tablo 18’de
gOsterilmistir. Calismamiz Turk populasyonunda MMP-2 -1306 C/T ve MMP-9 -
1562 C/T polimorfizmi agisindan yapilan ilk galismadir. Farkli populasyonlardaki
saglikli kontrollerin degerleri MMP-2 icin tablo19, MMP-9 igin tablo 20’de
gOsterilmistir.

MMP-2 -1306 C/T allel frekanslari agisindan calismamizda elde
ettigimiz degerlerin Kafkas, Tayland ve Cin populasyonu ile yapilan
calismalarda elde edilen degerlerle uyumlu oldugu (Calismamizda C 0.8273/ T
0.1727, Kafkas populasyonunda C 0.77/ T 0.23, Tayland populasyonunuda C
0.872/ T 0.128, Cin populasyonunda C 0.836/ T 0.164) gdzlenmistir 124127 128,
Bu polimorfizmin genotip dagilimi agisindan ise bulgularimiz Cin ve Tayland
populasyonunun dagilmina benzemekle birlikte, bazi farkhliklar mevcuttur. Her
iki populasyona oranla CT genotipi bir miktar ylksek ( Calismamizda % 30.9,
Gin populasyonunda % 28.3, Tayland populasyonunda % 22.4), CC genotipi ise
bir miktar az ( Galismamizda % 67.3, Cin populasyonunda % 69.4, Tayland
populasyonunda % 76) gdzlenmistir'?®'?’. MMP-9 -1562 C/T allel frekanslari
acisindan c¢alismamizda elde ettigimiz degerler Kafkas, Japon ve beyaz
Amerika populasyonunda yapilan ¢alismarla uyumlu gézlenmesine karsin Cin
populasyonunda C allel frekansi yuksek, Japon populasyonunda ise T alleli
frekansi populasyonumuza oranla yuUksektir ( Calismamizda C 0.9078/ T
0.0922, Kafkas populasyonunda C 0.87/ T 0.13, Japon populasyonunda C
0.697/ T 0.303, beyaz Amerikan populasyonunda C 0.921/T 0.079, Cin
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populasyonunda C 0.987/ T 0.013) ' 130. 131132 = Ayn| polimorfizmin genotip
dagilimi degerleri Amerikan, Avrupa ve Cin populasyonlari ile yapilan ¢alismalar

128,131,133 Calismamizda T genotipi % 0 iken Kafkas ve

ile uyumlu bulunmustur
Japon irklarinda yapilan calismalarda bu genotip % 3.8'dir'®'  Ayni
zamanda orneklerimizde bu populasyonlara gére CC genotipi dagilimi bir miktar
yuksek tespit edilmistir ( Calismamizda CC % 81.6, Kafkas populasyonunda CC

% 75.9, Japon populasyonunda CC % 69.7)'%°,%,
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Tablo 17: MMP-2 -1306C/T polimorfizmi ile ilgili bazi caligmalarin sonuglari.

MMP-2 -1306 C/T

Gruplar Genotip dagilimi Allel frekansi Calisma/ Populasyon
CC (%) CT (%) TT( %) C T

Gogls Kanseri Kontrol - - - 0.77 0.23 Grieu'™* | Kafkas
Go6gus Kanseri Hasta Grubu - - - 0.725 0.275 "
HNSCC Kontrol % 76 % 22.4 % 1.6 0.872 0.128 O-Choroenrat'?’/ Tayland
HNSCC Hasta % 86.2 % 13.8 %0 0.931 0.069 "
KKH Kontrol % 53 % 42 %5 0.74 0.26 Vasku'?®/ Cekoslovak
KKH Hasta % 60 % 35 %5 0.77 0.23 "
Ozefagus Kanseri Kontrol % 69.4 % 28.3 % 2.3 0.836 0.164 Chunyuan Yu %%/ Cin
Ozefagus Kanseri Hasta % 77.6 % 21.3 % 1.1 0.882 0.118 "
Koroner Aterosklerozlu ve % 61 % 32 % 7 0.77 0.23 Lamblin "%/ Amerika
Anevrizmasi Olmayan
Koroner Ateroskleroziu ve % 69 % 28 % 3 0.83 0.17 "
Anevrizmasi Olan
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Tablo 18: MMP-9 -1562C/T polimorfizmi ile ilgili bazi galismalarin sonuglari.

MMP-9 -1562 C/T

Gruplar Genotip dagilimi Allel frekansi Calisma/ Populasyon
CC (%) CT (%) TT( %) C T

Kontrol % 73 % 23.2 % 3.8 0.846 0.154 Awakura ™%/ Japon
Renal Hucreli Karsinom % 70.4 % 27.9 % 1.7 0.844 0.156 ¢
Gogls kanseri Kontrol 0.87 0.13 Grieu™/ Kafkas
Kontrol % 79.4 % 20.6 % 0 0.987 0.013 Wang "4/ Cin
Klguk Huacreli Olmayan Akciger % 77.4 % 21.8 % 0.8 0.883 0.117 “
karsinomalari
Kontrol - - - 0.87 0.13 Zhang®’/ Kafkas
Miyokard infarktiis Hastalig - - - 0.86 0.14 o
Kontrol % 69.7 % 28.1 % 2.2 0.697 0.303 Matsumura™/ Japon
Gastrik kanser Hastaligi % 75.1 % 21.5 % 3.4 0.751 0.249 K
Kontrol % 75.9 % 20.3 % 3.8 0.861 0.139 Holla %/ Kafkas
Atopik Astim Hastaligi % 74.6 % 22 % 3.4 0.856 0.144 o
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Tablo 18: Devami

MMP-9 -1562 C/T

Gruplar Genotip dagilimi Allel frekansi Calisma/ Populasyon
CC (%) CT(%) TT(%) C T

Kontrol % 75 % 23 % 2 0.87 0.13 Okamato'°/ Japon
Karaciger Sirozu % 78 % 20 % 2 0.88 0.12 "
Kronik Karaciger Hepatiti % 62 % 35 % 3 0.79 0.21 K
Kontrol % 84.2 %15.8 % 0 0.921 0.079 | Morgan™'/BeyazAmerikan
Koroner Arter Darligi % 78 % 20.3 % 1.6 0.882 0.118 °
Kontrol % 71.5 % 28 % 0.5 0.855 0.145 | Jones'® Yeni Zelanda
Periferal Vaskuler Hastalik % 75 % 25 % 0 - - "
Abdominal Aort Anevrizma % 62.1 % 35 % 2.9 - - Jones'/ Yeni Zelanda
Kontrol % 79.7 % 20.3 % 0 - - Montaner™>/ Avrupa
Stroke Hastaligi % 72.3 % 27.7 %0 - - ;
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Tablo19: MMP-2 -1306C/T polimorfizmi ile ilgili,

bireylerden elde edilmis degerler.

farkli populasyonlardan saglkl

MMP-2 -1306C/T
Gruplar Genotip Dagilimi Allel Frekansi | Calisma /
CcC CT TT C T Populasyon
Kontrol - - - 0.77 0.23 | Grieu™¥
Kafkas
Kontrol %76 | %224 | %16 | 0.872 | 0.128 | O-Choroenrat™’/
Tayland
Kontrol % 53 % 42 %5 0.74 0.26 | Vasku'®/
Cekoslovak
Kontrol | %69.4 | %283 | %23 | 0.836 | 0.164 | Chunyuan Yu '*®/
Cin

Tablo20: MMP-9 -1562C/T polimorfizmi ile ilgili,

bireylerden elde edilmis degerler.

farkli populasyonlardan saghkh

MMP-9 -1562C/T
Gruplar Genotip Dagilimi Allel Frekansi Calisma/
CcC CT 1T C T Populasyon

Kontrol - - - 0.87 0.13 | Grieu'/ Kafkas

Kontrol | %73 | %232 | %3.8 | 0.846 | 0.154 | Awakura "
Japon

Kontrol | %79.4 | %206 | %0 0.987 | 0.013 | Wang™? Cin

Kontrol - - - 0.87 0.13 | Zhang'**/ Kafkas

Kontrol | %69.7 | %281 | %22 | 0697 | 0.303 | Matsumura™"
Japon

Kontrol | %759 | %203 | %3.8 | 0.861 | 0.139 | Holla " /Kafkas

Kontrol | % 75 % 23 % 2 0.87 0.13 | Okamato™>/
Japon

Kontrol | %842 | %158 | %0 0.921 | 0.079 | Morgan™'/Beyaz
Amerikan

Kontrol | % 71.5 | % 28 %0.5 | 0.855 | 0.145 | Jones™® Yeni
Zelanda

Kontrol | % 79.7 | % 20.3 % 0 - - Montaner™?/
Avrupa
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Transfeksiyon deneyleri ile MMP-2 -1306T allelinin C alleline gore
promoter aktivitesinin anlamli derecede diisiik oldugu saptanmistir'®*. MMP-2 -
1306 C/T polimorfizmi icin Kafkas irkinda saglikli kisilerde T allel frekansi 0.26
olarak gozlenirken, bu degerin Cin populasyonunda 0.16 oldugu tespit edilmigtir.
Cin populasyonunda MMP-2 -1306 CT ve TT genotipleri CC genotipi ile
karsilastinlldiginda, akciger, mide ve gogus kanserleri igin duguk risk
gostermektedirler. MMP-9 -1562 T alleli, C alleline gore yaklagik 1.5 kat yuksek
promoter aktivitesi gostermektedir ve saglikh Kafkas populasyonunda frekans
yaklasik 0.15'ir'* .

Kuittinen O ve ark.lari, MMP-2 ve MMP-9’un Hodgkin hastaligindaki
rolu Uzerine gallsmlgtlrlar126. Hazar ve ark.lar, Hodgkin hastalikli , Non Hogkin
lenfomali bireylerde ve  saglikli kontrollerin serumunda MMP-2 ve MMP-9
diizeylerini arastirmistirlar®. Kuittinen O ve ark.lari, calismasinda, MMP-2 ve
MMP-9’un Reed stenberg hucreleri veya reaktif lenfositlerde ki ekspresyonu ile
hastalik evresi ve ekstranodal bulgular arasinda iligki oldugunu saptamiglardir
26 Malign hiicrelerde veya reaktif lenfositlerde MMP-2 ekspresyonunun
artmasi, hayatta kalim suresinin artmasi ile iligkili iken, MMP-9 ekspresyonunun
artmasi hayatta kalim siresinin daha dugsurdigunun tespit edilmistir. Ancak bu
veriler istatistiksel olarak anlamli bulunmamistir'?®. MMP-9 diuzeylerinin, HH ve
NHL’da kontrol grubuna oranla yiiksek oldugu tespit edilmistir °. NHL’da, disiik
evredeki hastalara gore yuksek evredeki hastalarda, yuksek duzey MMP-9
mRNA ekspresyonu oldugu saptanmistir®. Saglikli kontrollerle
karsilastirildiginda MMP2 diizey yiiksekligi, HH’da daha sik saptanmistir®. Buna
karsin hastalik derecesi, B semptomlari, tedaviye cevap, hayatta kalim gibi
diger klinik parametreler ile arasinda bir iligki bulunmamigtir. Hodgkin hastaligi
ve NHL grubundaki MMP-9 dulzeyleri, kontrollerle karsilagtiriidiginda 4-5 kat
yiiksek bulunmustur ®. Kuittinen O ve ark.lari'®®, MMP-9'un zararli etkisinin
tumorin invazyon olasiliklari veya timor neovaskulerizasyonu ile iligkili olmayip,
immunolojik sureglerin kontrolu ile iligkili olabilecegini tespit etmiglerdir. Kuittinen
O ve ark.lar®, Hodgkin hastaliginda MMP-2'nin iyi prognozla MMP-9’un kétii
prognozla iligkili oldugunu tespit ederken, Hazar ve ark.lari, MMP-2 ve MMP-9
dizeyleri ile NHL ve Hodgkin hastaliklarinin klinik karekteristikleri arasinda iliski
tespit etmemislerdir®. Calismamizda da MMP-2 -1306 C/T ve MMP-9 -1562 C/T
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polimorfizmleri ile hastaliklar arasinda anlamli bir iliski tespit edilmemesine
kargin, MMP-9 -1562 C/T polimorfizmi agisindan Hodgkin hastaligi grubunda,
kontrollere gore yuksek promoter aktivitesi gosteren T alleli sikhgi daha fazla
g6zlenmistir. Ancak (odds ratio 2.381) istatistiksel olarak anlamli bulunmamistir
(p=0.104) (%95 guven arahdi 0.837-6.769). Hodgkin hastaliginda yuksek
promotor aktivitesini goOsteren varyantin fazla go6zlenmesi Kuittinen O ve
arklarinin galismasinda tespit ettigi, MMP-9 ile kotu prognoz arasindaki iligki
ile uyumludur .

MMP-2 -1306 C/T ve MMP-9 -1562 C/T polimorfizmleri ile hematolojik
malignite iliskisini arastiran bir calisma olmamakla beraber, bu polimorfizmler
farkh kanser tipleri i¢in arastiriimistir. MMP-2 -1306 C/T polimorfizmi i¢in, Grieu

* meme kanserinde, O- Choroenrat ve ark.lar’® bas ve boyun

8

ve ark.lar'?

squamoz hiicre karsinoma (HNSCC), Chunyuan Yu ve ark.lar'

kanserinde arastirma yapmislardir. Grieu ve ark.larn'®, MMP-2 -1306 TT

O0zefagus

genotipinin nodal tutulum, tGmor tipi, histolojik evre, erb B2 amplifikasyonu ve
p53 mutasyonlari ile iligkisini saptayamamigtirlar. Bununla beraber MMP-2 T
homozigotlarin, timordeki 6strojen reseptor pozitifligi veya negatifligine bagli
olarak hayatta kalimda anlamh farkliliklar gosterdigini tespit etmistirler. Ostrojen
reseptori negatif timorlerde MMP-2 TT genotipi kotu prognoz ile iligkili
oldugunu tespit etmistir. Ostrojen reseptorii pozitif timorlerde MMP-2 TT
genotipi cok iyi hayatta kalim ile iligkili saptanmistir'®, O- Choroenrat ve ark.lari
2l MMP2 CC genotipinin HNSCC hastaliginda 1,97 kat artmis risk ile iliskili
oldugunu tespit etmislerdir , Chunyuan Yu ve ark.lar'?®, galismalari sonucunda
MMP-2 -1306 CC genotipi tagiyanlarda tagsimayanlara gore 6zefagus sqamoz
hdcreli karsinom gelisme riskinin 1,52 kat ylksek oldugunu, -1306C/-735C
haplotipi tasiyanlarda bu haplotipe sahip olmayanlara gére 6zefagus squamoz
hdcreli kanser gelisimi 6 kattan fazla gelistigini saptamiglardir, bu genotipte uzak
metastazlarinda goérulme riskinin arttigini tespit etmislerdir . Choroenrat ve
ark.lari’®’, Chunyuan Yu ve ark.lar'® calismalarinda MMP-2 -1306 CC fenotipi

ile timor gelisim riski artisi ile iliski tespit ederken, Grieu ve ark.lar'®*

iligki tespit
edememiglerdir, ayrica MMP-1306 polimorfizminin timordeki ostrojen varligina
bagdli olarak hayatta kalimi etkiledigini de tespit etmigtirler.

MMP-9 -1562 C/T polimorfizmi icin, Grieu ve ark.lar™ meme

kanserinde, Awakura ve ark.lar™* renal hiicreli karsinomda, Wang ve ark.lari
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132 132

, kuicuk hucreli olmayan akciger karsinomlu hastalarda™™*, Matsumura ve

ark.lari *°, Japon gastrik kanser hastalarinda’®

calismalar yapmislardir. Grieu
ve ark.ar'® MMP-9 CC ve CT/ TT genotip gruplarinda, hastaligin ortalama
tespit yasi ve ortalama dstrojen reseptor konsantrasyonu agisindan anlamli bir
farkhlik tespit edememistirler. MMP-9 -1562 CT/TT genotipli hastalarin CC
homozigot hastalara gore uzun hayatta kalma suresine sahip olduklari tespit

124 Awakura ve ark.lari’**, -1562 C/T genotip dagilimi ile renal hiicreli

2

etmislerdir
kanser gelisimi arasinda iligkili bulamamistirlar . Wang ve ark.lar™?, kigiik
hdcreli olmayan akciger karsinomlu hasta grubu ile saglikli bireyler arasinda
allel dagihmi acisindan anlamlh bir fark saptamamisglardir. Ayni zamanda, CC
genotipinin, T allel iceren genotiplerle karsilastirildiginda, hastalik geligimi riskini

132 130

etkilemedigi tespit edilmistir °. Matsumura ve arklari™™ ilerlemis derecedeki

gastrik kanserli hastalarda, T alleli (CT ve TT), CC genotipine gére daha sik

130

saptamislardir' °*. Buna karsin, lenf nodu metastazi acisindan, genotip ile

anlamli bir iliski tespit edilmemistir'*°.

MMP-2 -1306 C/T ve MMP-9 -1562 C/T polimorfizmleri arasindaki iligki
kanser disinda farkli hastaliklarda da cahsilmistr.  MMP-2 -1306 C/T
polimorfizmi iliskisini, Lamblin ve ark.lari''®, koroner anevrizmasi olan
hastalarda , Vasku ve ark.lar'® koroner glii damar hastali§i olan hastalarda
calismislardir. Lamblin ve ark.lari’® calismasinda CC genotipi ve C allelinin
koroner anevrizma grubunda daha fazla bulunmasina karsin farkhligin
istatistiksel olarak anlamli olmadigini saptamislardir'’®, Vasku ve ark.larn'®
calismasinda hasta ve kontrol gruplarinda genotip dagihmi i¢in anlamli bir
farkhlik tespit edememiglerdir .

MMP-9 -1562 C/T polimorfizmi iliskisini, Zhang ve ark.lar®® miyokard
infarktiislii hastalarda, Holla ve ark.lari'®. atopik astim hastalarinda, Okamato
ve ark.lar™®® kronik karaciger hepatit ve karaciger sirozunda, Wagner ve ark.lari
37 servikal arter disseksiyonu, Morgan ve ark.lari"™' koraner artroskleroz,
Blankenberg ve ark.lari "*® koraner artroskleroz, Jones ve ark.lari’*® Abdominal
aort anevrizmali (AAA), Montaner ve ark.lari™®® stroke tedavisi sonrasi gelisen
intrakranial kanamalar, Pollanen ve ark.lari'® cesitli derecelerdeki kroner
lezyonlu kadavralarda, Ferrand ve ark.lari'*° preterm prematiir membran riiptiirii

(PPROM) gelisen gebelerde arastirmiglardir.
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Polimorfizm ile kardiyovaskuler sistem (KVS) hastaliklari iligkisini
arastiran ¢alismalar arasinda, Zhang ve ark.lan®® calismalarinda TT genotipini
tasiyanlarin % 26’sinin 3 arterinde % 50°den fazla darlik bulunmuslar, buna
karsin CC grubunun % 15’inde 3 damar hastaligi ile kargilagsmislar, bu sonuglar
ile bu fonksiyonel genetik varyasyonun aterosklerozisin fenotipinde etkili oldugu

saptanmistir, Morgan ve ark.lari™"

calismalarinda CT ve TT genotip frekanslari
CC genotipine gore, koroner darlik gézlenen grupta gézlenmeyen gruba gore
daha yiiksek tespit etmislerdir , Pollanen ve ark.lar™®, Zhang ve ark.lari®® ve
Morgan ve ark.lari™" tarafindan yapilan calismadaki bulgularin tersine koroner
trombls veya akut miyokard enfaktis ile MMP-9 genotiplerinin frekansi

arasinda iliski tespit edilmemistir. Blankenberg ve ark.lari’®

calismasinda,
MMP-9 -1562 C/T polimorfizmi ile kardiyovaskuler hastaliklardaki kayiplar
arasinda iliski tespit edememistirler'®®, Jones ve ark.lar™*®calismalarinda MMP9
-1562 C/T polimorfizminin AAA icin kuvvetli bir bagimsiz risk faktéri oldugu
saptamislardir, Montaner ve ark.larn'® calismada stroke hastalarinda tPA
uygulamasindan sonra gorulen intrakranial kanamalar ile -1562 C/T polimorfizmi

" servikal arter

arasinda iliski tespit edememistirler’®, Wagner ve ark.lari'™
disseksiyonu hasta ve kontrol gruplari arasinda MMP-9 -1562 C/T tek nukleotit
polimorfizmi allel dagihimlari agisindan anlamh bir istatistiksel farklilik
saptamamistirlar’’,  Sonuglarin  farkli  ¢ikmasinda  calismalarin  farkli
populasyonlarda yapilmis olmasi etken olabilir, Zhang ve ark.lari®® Kafkas
irkinda, Morgan ve ark.lar™' beyaz Amerikan populasyonundan sonuglarini
elde ederken Pollanen ve ark.ar™® Fin populasyonundan sonuglarini elde
etmislerdir. Benzer ¢alismalarin benzer populasyonlarda tekrarlanmasi MMP-9 -
1562 C/T polimorfizmi ile KVS hastaliklari arasindaki iliskinin aydinlatilmasina
yardimci olacaktir.

Holla ve ark.lari, Kafkas irkina mensup atopik astim hastasinda MMP-

9 -1562 C/T polimorfizmi iligkisini arastirmislardir'?®

. Bu calismada astimin
disuk ya da ylUksek pulmoner fonksiyon degerleri veya serum IgE’si ylksek
veya duslk olan hastalarda allel frekanslari ve genotip dagihiminda anlamli bir
farklilik tespit edememislerdir'®.

Okamato ve ark.lar’®®, Japon populasyonundan HCV iliskili kronik
karaciger hepatiti, HCV liskili karaciger sirozunda MMP-9 -1562 C/T iligkisini

arastirmiglardir. Bu calismada, kronik hepatit ile karaciger sirozu arasinda
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MMP-9 -1562 C/T gen polimorfizminin genotip dagilimi ve allel frekansi
acisindan anlamli bir farkhilik bulunmustur'. Sirotik hastalarda C allel frekansi
daha yUksektir ve CC genotip orani kronik hepatite goére daha ylksek
saptanmislardir’®.

Ferrand ve ark.larn'®, Afrika kokenli Amerikalilardan olusan hasta
grubunda membranlarin preterm prematur rupturt (PPROM) ile MMP-9 -1562
C/T polimorfizmi iligkisini arastirmislardir. Bu galismada, membranlarin preterm
prematur ruptard ile MMP-9 -1562 C/T polimorfizmi arasinda bir iligki tespit
edilememistir.

MMP-2 1306 C/T ve MMP-9 1562 C/T polimorfizmleri icin degisik
hastaliklardaki caligmalarda, istatistiksel anlamhligin farkh ¢ikmasi populasyon
farklihklari, hastaliklarin gelisiminde MMP’lerinin roll, hasta ve kontrol
gruplarinin sayisi ile iligkili olabilir. Bu nedenle, ayni hastaliklarin farkli
populasyonlarda tekrarlanmasi MMP’lerinin  hastalik gelisimindeki rolinu
aydinlatmada faydali olacaktir.

Populasyon ve hastalik grubu farkililiklari nedeniyle, c¢alismamizdaki
genotip dagilimi ve allel frekansi verileri ile diger galismalardaki hastalik gruplari
verileri arasinda farkliliklar mevcut oldugu goézlenmistir. Sadece ¢alismamizda
hastalik grubu ayrimi yapilmadan hesaplanan hasta grubu degerleri ile bazi
calismalarin uyumlu oldugu gézlenmistir.

MMP-2 -1306, hastalik grubu ayrimi yapilmadan hesaplanan veriler, Cin
populasyonunda calismis Chunyuan Yu ve arklan'® ve Amerikan
populasyonunda calismis Lamblin ve ark.larinin’® calismalari ile uyumlu
oldugu goézlenmistir. Calismamizda T allel frekansi Chunyuan Yu ve ark.lar’dan
farkli olarak bir miktar yiiksek gdzlenmistir'?®.

Calismamizin, MMP-9 -1562, hastallk grubu ayrimi yapilmadan
hesaplanan hastalik grubu genotip dagilimi ve allel frekansi degerleri, Morgan
ve ark.larinin®™’ ¢alismasiyla uyumludur ve CC ve CT genotipleri bir miktar
calismamizda yiiksek gdzlenmesine karsin Holla ve ark.larinin® calismasiyla
uyumlu gozlenmistir. MMP-9 -1562, hastalik grubu ayrimi yapilmadan
hesaplanan hastalik grubu allel frekansi verileri ayni sekilde Zhang ve
ark.lar’inn Kafkas irkindan o&rneklerle yaptigi ¢alisma ile uyumlu oldugu

gozlenmistir®.
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MMP-2 -1306 C/T ve MMP-9 -1562 C/T polimorfizmlerinin lenfoid
malignitelerle iligkisini arastiran bir baska calisma olmadigi igin elde edilen
sonuglari farkli populasyonlarla karsilastirma olanagi bulamamakla birlikte, ayni
¢alismanin daha blyuk hasta gruplari ve uzun vadede goézlenen prognoz iliskisi

ile beraber degerlendiriimesi istatistiksel anlamlligi etkileyebilir.
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6. SONUG VE ONERILER

Yapilan bu galismada hematolojik malignitelerin lenfoid kdkenlilerinden
olan KLL, ALL, NHL, HL ve MM hastaliklarinda MMP-2 -1306C/T, MMP-9 -
1562C/T polimorfizmleri arasindaki iliski arastiriimistir. Hodgkin lenfoma
grubunda T alleli ylksek gozlenmesine karsin, istatistiksel olarak anlamli
bulunmamigtir. Bununla beraber polimorfizmler ile hastaliklar arasinda

istatistiksel olarak anlamli bir iligki bulunmamigtir.

1- Calisilan 6rnek sayisi arttirilirsa daha anlamli sonuglar elde edilebilir.

2- MMP genlerindeki polimorfizmin etnik farklihklar gdstermesinden
dolayr ve bu gen polimorfizmi ile ilgili bu ¢alismanin lenfoid malignitelerle
iliskisini arastiran bir galisma olmasi nedeni ile farkl populasyonlarda ayni
c¢alismanin tekrarlanmasi yararli olacaktir.

3- Maligniteleri etkilemesi muhtemel diger risk faktorleri ve genlerle
yapilacak olan kapsamli bir gcalisma, daha anlamli sonuglar verebilir.

4- MMP-2 -1306C/T, MMP-9 -1562C/T ile gesitili hastaliklarda tedaviye
yanitla ilgili caligsmalar yapilabilir.

5- Bu polimorfizmler ile diger MMP’ler ve  MMP-2, MMP-9'un diger
polimorfizimleri arasindaki iligkileri arastiran c¢alismalar yapilabilir. TIMP gibi

inhibitor genlerle olan iligkileri arastirilabilir.
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EK 1:

Amino Asitlerin Sembolleri

A Ala Alanin

B Asx Asparagin veya Aspartik asid
C Cys Sistein

D Asp Aspartik asit
E Glu Glutamik asid
F Phe Fenilalanin

G Gly Glisin

H His Histidin

I lle Izoldsin

K Lys Lizin

L Leu LAsin

M Met Metiyonin

N Asn Asparajin

P Pro Prolin

Q GIn Glutamin

R Arg Arginin

S Ser Serin

T Thr Treonin

\% Val Valin

W Trp Triptofan

Y Tyr Tirozin

Z Glx Glutamin veya Glutamik asid



