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Ozet

Nitrik oksit (NO), hem fizyolojik hem de patolojik sartlarda birgok
hicreden nitrik oksit sentaz ( NOS) enzimleri tarafindan sentezlenen, gaz
yapida bir molekdldir. NO’'nun, kanserli hicrelerin  invazyon ve
migrasyonuna katki sagladigi  bulunmustur. Bu etkiyi meydana
getirebilmek icin NO, ekstraselliler matriks (ECM) molekdllerinin
yikimindan sorumlu olan matriks metalloproteinaz (MMP) enzimlerini
uyarmaktadir. Bircok timdrin gelisiminin sebebi olarak bilinen MMP-2 ve
MMP-9, NO tarafindan tetiklenerek ECM molekillerinin yikimina yol
acmaktadir. MMP-2 ve MMP-9 (zerinde baskilayicl etki gdsteren doku
metalloproteinaz baskilayicisi (TIMP)-2 ise NO tarafindan uyarilan ve
bircok kanser tipinde varligi kanitlanmis bir enzimdir. Kanser malignitesi
ile dogrudan iliskili olan bu parametrelerin, dokuda NO dlizeyini azalttig
bilinen nitrik oksit sentaz ile etkilesen protein (NOSIP) ile arasindaki iligki
hala bilinmemektedir. NOSIP, endotelyal nitrik oksit sentaz (eNOS) ve
néronal nitrik oksit sentaz (nNOS) enzimlerini inhibe eden bir proteindir.
Buglne kadar yapilan kisitli dizeydeki calismalar yiksek NO dizeyinin
yikicl etkilerine karsi NOSIP'in eNOS ve nNOS Ulzerinde baskilayici etki
meydana getirerek ve NO dlzeyini dlstrerek, dokuyu korumada rol
oynadigini savunmaktadir. Bu calismada, bugliine kadar hicbir kanserli
dokuda varhigi kanitlanmamis olan NOSIP’in kolorektal kanser (KRK)
dokularindaki dizeyi ve kanserin gelisiminde o6nemli rol oynayan
parametrelerle iliskisinin belirlenmesi amaclanmistir. Calismamizda KRK
hastalarindan ve saglikl bireylerden alinan kan érneklerinde NO ile NOSIP,
MMP-2, MMP-9, TIMP-2 duzeylerinin karsilastirimasi, ayrica kanserli
hastalardan alinan timor dokusu ve normal doku &rneklerinde NOSIP,
MMP-2, MMP-9, TIMP-2 ifadelenme dizeylerinin belirlenmesi
hedeflenmistir.

Calismamiz icin KRK hastalarinin timorli ve normal dokularindan
(titmorin 10 cm uzadindaki mukozal dokudan) oérnekler alinmistir. Ayrica
KRK hastalarindan ve saglkli bireylerden kan oOrnekleri toplanmistir.
Toplanan kan drneklerinden elde edilen plazmalar ELISA ve renge dayali
nitrit/nitrat tayini deneylerinde kullanilmistir. Cerrahi operasyon sirasinda
alinan doku 6érnekleri gercek zamanli polimeraz zincir reaksiyonu (RT-PCR)
calismalan icin kullaniimistir.

Kan ornekleriyle yapilan ELISA deneylerinden elde edilen sonuglara
gére NO dlzeyinin tumoérli dokuda normal dokuya gére ciddi oranda
ylksek oldugu saptanmistir. ELISA ve RT-PCR sonuglar birbirine paralel
olarak tumorli dokudaki MMP-2 ve MMP-9 dlzeyleri normal dokuya
kiyasla daha ylksek bulunmustur. Ancak timorld doku ve normal dokuda



TIMP-2 dilzeyleri arasinda anlamli derecede fark gézlenmemistir. NOSIP
miktari ELISA bulgularina gbére kanserli hastalarin plazmalarinda normal
bireylere kiyasla disuk bulunmustur. RT-PCR sonuclarina goére ise
istatistiki acidan anlamli olmamakla birlikte NOSIP dlzeyinin tUmaorla
dokuda azaldigi gézlenmistir.

Deneylerimizden elde ettigimiz bu sonucglar KRK ile normal dokular
arasindaki farkli NO dlzeyine bagli olarak MMP-2 ve MMP-9 diizeyinin
degistigini, bununla birlikte NOSIP diizeyinde de bir farkhligin gozlendigini
aciga cikarmistir. Yapilan bu calisma timoér malignitesi, NO ve NOSIP
arasindaki iliskinin aciklandigi ilk calisma niteligindedir. Ancak bu
mekanizmalarin anlasilabilmesi igin daha ileri arastirmalarin yapilmasi
gerekmektedir.

Anahtar kelimeler: Kolorektal kanser, NO, NOSIP, Matriks
metalloproteinazlar



Summary

Nitric oxide (NO) is a gaseous molecule synthesized by nitric oxide
synthase (NOS) enzymes from many cell types in both physiological and
pathological conditions. It is found that NO is involved invasion and
migration of tumour cells. NO stimulates the matrix metalloproteinase
(MMP) enzymes, responsible for the degradation of extracellular matrix
(ECM) molecules. MMP-2 and MMP-9, known as responsible for many
tumour progression, are triggered by NO, lead to the degredation of ECM
molecules. Tissue inhibitor of metalloproteinase-2 (TIMP-2), which has
inhibiting effects on MMP-2 and MMP-9, is an enzyme proved to be
present in many types of cancer and TIMP-2 is stimulated by NO. The
relationship between these parameters, which are directly related to
cancer malignancy, and nitric oxide synthase interacting protein (NOSIP),
known to reduce NO levels in the tissue, is still unknown. NOSIP is a
protein that inhibits endothelial nitric oxide synthase (eNOS) and neuronal
nitric oxide synthase (nNOS). To date, limited studies have suggested that
NOSIP plays a role in tissue preservation by exerting a suppresive effect
on eNOS and nNOS and by reducing the level of NO; in this way NOSIP
inhibits the destructive effects. In this study, it was aimed to determine
the relationship between the levels of NOSIP which has not been proven
to be present in any cancer tissue, and parameters that play important
role in the development of cancer. We aimed to compare NO and NOSIP,
MMP-2, MMP-9, TIMP-2 levels in blood samples, taken from patients with
colorectal cancer (CRC) and healthy subjects. Additionally the expression
levels of NOSIP, MMP-2, MMP-9 and TIMP-2 in CRC tumour tissue and
normal tissue samples taken from cancer patients.

In the present study, samples were obtained from the tumour and
normal (mucosal tissue, 10 cm far away from the tumour) tissues in CRC
patients. Blood samples were also collected from patients and healthy
subjects. Collected plasma samples were used for ELISA and colorimetric
nitrite/nitrate assays. Tissue samples obtained during the surgical
operation were used for real-time polymerase chain reaction (RT-PCR)
studies.

According to the results of experiments, NO level was found to be
significantly higher in tumour tissue than in normal tissue. The results of
ELISA and RT-PCR experiments are found to be similar, the levels of MMP-
2 and MMP-9 in tumour tissue are higher than normal tissue. However, no
significant difference was observed between TIMP-2 levels in tumour
tissue and normal tissue. NOSIP level was found to be low in plasma of



patients with cancer compared to normal individuals according to ELISA
findings. According to the results of RT-PCR experiments, although it is not
significant statistically, NOSIP level decreased in the tumor tissue.

These results suggest that MMP-2 and MMP-9 levels change due to
different levels of NO between CRC and normal tissues. There is a
difference between patients and normal individuals in NOSIP levels. This is
the first study, describing the relationship between NO, NOSIP and tumour
malignancy. However, further research is needed to understand these
mechanisms.

Key words: Colorectal cancer, NO, NOSIP, Matrix metalloproteinases
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1. GIRIS VE AMAC

Kolorektal kanserler (KRK) dinya capinda en yaygin kanserler
arasinda yer almakta ve koétllesen cevresel etmenler nedeniyle goérilme
sikhigi her yil daha da artmaktadir. KRK vakalarinin yalnizca %25’i
kalitimsal olarak hastaligin aktarildigi bireylerdir (Migliore, Migheli, Spisni
& Coppede, 2011). Diger vakalarin kansere vyakalanmalan diyet,
abdominal yaglanma, cesitli iltihabi badirsak hastaliklari, sigara ve alkol
kullanimi ile tetiklenmektedir (Labianca vd., 2010). KRK gelisim
mekanizmalarinin aydinlatiimasi uygun tedavi yontemlerinin gelistiriimesi
icin hayati 6nem tasimaktadir. Bu nedenle KRK tima&rinin gelisiminde rol
oynayan molekiller ve  mekanizmalarinin  anlasiimasi, kanser
arastirmalarinin blyUtk bir gogunlugunu olusturmaktadir.

KRK gelisiminde rol oynayan moleklllerden biri  matriks
metalloproteinaz (MMP)’lardir. MMP’ler hlicreler arasi alanda kollajenler,
proteoglikanlar, fibronektin ve laminin gibi ekstrasellliler matriks (ECM)’in
protein bilesenlerinin yikiminda goérev almaktadir. Bu etkileri sayesinde
embriyonik gelisim, dogum, blylime ve vyara iyilesmesi gibi fizyolojik
olaylara aracilik etmektedirler (Bode vd., 1999). Yuksek MMP aktivitesi
sonucu dokuda yikicl etkilerin meydana gelmesini 6nleyen molekiller doku
metalloproteinaz baskilayicisi (TIMP) olarak adlandinimaktadir. Bu
enzimler MMP’lerin fizyolojik dengesini slirdiirmesine katki saglamaktadir
(Visse & Nagase, 2003). MMP’ler timdr hicrelerinde invazyon ve gdégu
tetiklemektedir. MMP-TIMP ifadelenme dizeyi timoér derecesi ve tipine
bagh olarak degisiklik gosterse de kanser tedavisinde TIMP kullaniminin,
timor bldylmesini ve bolgesel yayillimini baskiladigi bulunmustur (Baker,
Edwards & Murphy, 2002).

Insan kolon kanser hiicre hattiyla yapilan bir calismada nitrik oksit
(NO)'in MMP-2 ve MMP-9'u uyararak timor gelisimine katki sadladig
kanitlanmistir (Damodharan, Ganesan & Radhakrishan, 2011). NO, nitrik
oksit sentaz (NOS)’lar tarafindan L-arjininden sentezlenen gaz yapida bir
molekdlddr (Ruiz, Cadenas & Lamas, 2011). Fizyolojik sartlarda NO hicre
icinde donglisel guanozin monofosfat (cGMP) sinyal yoladi (zerinden
vazodilatasyon, trombosit agregasyonunun baskilanmasi, Dbiligsel
fonksiyonlar gibi olaylara aracilik etmektedir (Francis, Busch & Corbin,
2010). Yuksek duzeyde dretilen NO, posttranslasyonal protein
modifikasyonlar yoluyla hicrede lipid peroksidasyonu, protein ve DNA
denatlrasyonu gibi yikicl etkilere yol agabilmektedir (Ruiz vd., 2011). Bir
timoér dokusunda ylksek NO konsantrasyonu hlcrede hasar arttirarak
apoptoza yol acgcmaktadir. Orta dlizeyde dretilen NO, timodr hcresinin
invazyon ve migrasyonuna katki saglamakta, apoptozu Onlemektedir.



Disuk konsantrasyonlarda NO, timoér hicrelerinin  proliferasyonunu
arttirarak timor gelisimine katki saglamaktadir (Vahora, Khan, Alalami &
Hussain, 2016).

NOS’larin  enzim aktivitesinin duzenlenmesi NO’nun hicresel
etkilerinin belirlenmesinde oldukca blylk 6nem tasimaktadir. Nitrik oksit
sentaz ile etkilesen protein (NOSIP) néronal nitrik oksit sentaz (nNOS) ve
endotelyal nitrik oksit sentaz (eNOS) enzimlerinin  aktivitesini
duzenleyebilmekte, ancak induklenebilir nitrik oksit sentaz (iNOS) ile
etkilesime girmemektedir. eNOS ve nNOS enzim aktivitesi hcre
membraninda meydana gelmektedir. NOSIP, bu enzimlerle protein-protein
etkilesimine girerek NOS enzimlerinin hicrenin i¢ kisimlarina dogru
hareket etmelerini saglayarak aktivitelerini baskilamakta ve NO diizeyinin
azalmasina neden olmaktadir (Dedio vd., 2001; Dreyer vd., 2004).
Omurilik hasari olusturulan sican modelleriyle yapilan bir calismada doku
hasarina neden olan ylksek NO dlizeyine yanit olarak NOSIP miktarinin da
arttigini ve NO dizeyini dislrerek dokuyu korumaya yonelik bir etkinlik
gosterdigi disinulmustir (Yu, Zhong & Zhu, 2012).

Daha o6nce hicbir timorli dokuda varligi ve ifadelenme dlzeyi
kanitlanmamis NOSIP’in NO dizeyi ile iligkisinin belirlenmesi bu calismanin
asil amacidir. KRK hastalarindan ve saglikli bireylerden alinan kan
orneklerinde NO miktarinin 6lglilmesi NOSIP ve NO arasindaki baglantiyi
kanitlayacak nitelikte bir veri olusturacaktir. Ayrica kanserli dokuda
maligniteyle orantili olarak arttigi bilinen ve NO tarafindan uyarilan MMP-2
ve MMP-9 enzimleri ile bu enzimler lzerinde inhibitdér etki gésteren TIMP-
2'nin  Olcllmesi, malignite dilzeyiyle NOSIP arasindaki iliskinin
belirlenmesinde énemli rol oynayacaktir.



2. GENEL BILGILER

2.1. Kahn Bagirsak

2.1.1. Kalin bagirsagin anatomisi

Kalin bagirsak abdomen boslugunda, ileumun bitiminden anise kadar
uzanan 130-150 cm uzunlugunda bir kanaldir ve g¢ekum, cgikan kolon,

transvers kolon, inen kolon, sigmoid kolon ile rektumdan olusmaktadir
(Sekil 2.1) (Slzen, 2008; Bugra, 2004).

Sekil 2.1: Kalin badirsadin vicuttaki yerlesimi ve kisimlarn (Staff, 2017).

Cekum kalin bagirsagin ilk kismidir ve uzunlugu 6-7 cm’dir. Cekumun
arka vylizeyinde uzun, ince ve boru seklinde appendiks vermiformis
bulunmaktadir. Cikan kolon (colon ascendens) cekumun devaminda valva
ileocaecalisin Ust seviyesinden baslayan ve flexura coli dextraya kadar
uzanan 15-20 cm uzunlugunda bir kanaldir. Transvers kolon ise flexura
coli dextradan flexura coli sinistraya kadar uzanir ve uzunlugu yaklasik 40-
50 cm’dir. Transvers kolonun devaminda 25-30 cm uzunlugunda, sol fossa
iliacaya kadar olan kisim ise inen kolon (colon descendens)’dur. Sol fossa
iliacadan baslayip 3. sakral vertebrada sonlanan kisim ise sigmoid
kolondur. Rektum kalin badirsagin son segmentidir. Uclincii sakral
vertebra ile anis arasinda bulunan 15-17 cm uzunlugunda bir kanaldir.
Kadinda rektum, uterus ve vagina ile erkekte ise dnde bulbus penis,



drogenital diyaframin arka kenari, arkada ligamentum anakoksigeum ile
komsudur (Stzen, 2008).

Kolon ve rektumun duvan 5 ayrn katmandan olusmaktadir (Sekil
2.2). Bunlar icten disa dogru; mukoza, submukoza, i¢ sirkiler kas, dis
longitudinal kas ve serozadir (Brunicardi vd., 2010).

Sekil 2.2: Kalin badirsak duvarinin kesiti (Gersten, 2017).

Intraperitoneal kolon ve rektumun 1/3‘lik kismi olan proksimal
rektum seroza ile ortulidir. Orta ve alt rektumda seroza yoktur. Kas
tabakasinin en ince oldugu bolim gekumdur (Brunicardi vd., 2010).

2.1.2. Kolonun arterleri

Kolonun kanlanmasini saglayan iki ana arterden superior mezenterik
arter dallanarak;

-Terminal ileum ve proksimal gikan kolonu besleyen ileokolik arteri,

-Cikan kolonu besleyen sag kolik arteri,

-Transvers kolonu besleyen kolika media arterini vermektedir.

Diger bir ana arter olan inferior mezenterik arter de dallanarak;

-Inen kolonu besleyen sol kolik arteri,

-Sigmoid kolonu besleyen sigmoidal arteri,

-Rektumun superiorunu besleyen superior rektal arteri vermektedir
(Sekil 2.3)(Brunicardi vd., 2010).



Kolika
media

Superior
mezenteri

Inferior
mezenterik

™y

LB - kolik

Sigmoidal

L Superior
rektal

Sekil 2.3: Kalin badirsagin arterleri (Colorectal resection, 2011).

2.1.3. Kolonun lenfatik drenaji

Kolonun lenfatik drenaji muskularis mukoza icindeki lenfatik agdan
saglanmaktadir. Lenf ddgumleri bagirsak duvarinda (epikolik), bulyuk
mezenter arter etrafinda (intermediate), superior ve inferior arterlerin
kaynaklandidi yerlerde bulunmaktadir (Brunicardi vd., 2010).

2.1.4. Kalin bagirsagin fonksiyonu

Kalin bagirsak, sindirim sisteminin son 1/5lik kismini olusturan bir
kanaldir (Barret, Brooks, Boitano & Barman, 2010). Su, sodyum ve diger
minerallerin  emilimini gergeklestirmektedir. Aktif sodyum emilimi,
elektriksel potansiyel olusumunu saglayarak klorun emilimini de saglar.
Yuksek duzeyde aldosteron sodyum emiliminin artmasina neden
olmaktadir. Sodyum ve klor absorbsiyonu osmotik gradient olusumuna yol
acarak suyun da emilimine yol acar (Guyton & Hall, 2001). Ileumdan
gelen 1000-2000 ml’lik kimusun yaklasik 200-250 ml’si kati feges haline
dondsir (Barret vd., 2010). Kalin bagirsaktaki absorbsiyonun biylk
cogunlugu proksimal kolonda gergeklesmektedir. Distal kolon fegesin
depolanmasindan sorumludur (Guyton & Hall, 2001).
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2.2. Kolorektal Kanserler
2.2.1. Epidemiyoloji

Kolon ve rektum kanserleri dinya capinda en yaygin rastlanan
kanserler arasinda Ucguncli sirada yer almaktadir. Avrupa’da her vyil
yaklasik 250.000 yeni kolon kanseri vakasi teshis edilmekte ve bu tim
malignitelerin %9’unu olusturmaktadir (Labianca vd., 2010; Migliore vd.,
2011).

Kolon kanseri erken evrede teshis edildiginde iyi sonuclar alinmasiyla
karakterize olan bir kanser tlrudir (Labianca vd., 2010). Elde edilen
bilgilere gore bu kanser tirinin 50 yas ve sonrasinda etkili oldugu, eger
kisi risk altinda degdilse 50 yasindan 6nce hastaligin teshis edilemedigi
gortilmustdr. Son vyillarda 50-75 vyas arasi bireylerde kolonoskopi
kullaniminin yayginlasmasi, lezyonlarin daha erken saptanabilmesi ve
béylece gorilme sikliginin %4 oraninda dismesini saglamistir (Campos,
2017).

Dinyada KRK gérilme sikligi endistriyellesme ve sehirlesmeye bagl
olarak artmaktadir (Migliore vd., 2011). YuUksek gelir dizeyine sahip
Ulkelerde KRK gorilme sikhgr cok yliksek olmakla birlikte, son zamanlarda
orta ve dlslk gelir dlizeyine sahip Ulkelerde de artmakta oldugu
bildirilmistir. Ayrica yine son zamanlarda yapilan arastirmalarda, goérilme
sikliginin sabit veya distk oldugu Ulkelerdeki geng bireylerde de hastaligin
gorilme sikhginin arttigi goézlenmistir (Labianca vd., 2010). Amerikan
Kanser Toplulugu’ndan alinan bilgilere gore tim dinyada 1992-2005 yillan
arasinda 20-49 vyas arasi eriskin bireylerde gorilme sikliginin arttid,
bunun erkekler arasindaki orani yilda %3,5 iken kadinlarda %2,9 oldugu
gorulmektedir (Campos, 2017).

Yapilan arastirmalardan elde edilen Dbilgilere gbre artan
endlstriyellesme ve cesitli cevresel faktorler sonucunda gortlme sikliginin
giderek artmasi, uygun tani ve tedavi yontemleri ile kanser taramalarinin
yayginlastinlmasina olan ihtiyac arttirmaktadir. Kanser olusum
mekanizmalarinin aydinlatilmasi, uygun tani ve tedavi ydntemlerinin
gelistirilmesi, gorilme sikliginin diismesi igin kritik 6neme sahiptir.

2.2.2. Risk faktorleri

KRK dinya capinda en fazla sporadik olarak meydana gelmektedir.
Hastalarin yalnizca %25'i ailenin diger bireylerinde hastaligin gortldigu ve
kalitimsal olarak aktarildigi bireylerdir. KRK'larin %5-6'st major KRK
genindeki kalitimsal mutasyonlardan kaynaklanirken, ailesel formlarin geri
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kalani blUydk oranda gen-cevre etkilesiminden kaynaklanmaktadir
(Migliore vd., 2011).

2.2.2.1. Diyet

Diyet KRK etiyolojisinde simdiye kadar tanimlanmis en dnemli dis
faktdérdlr. Dinya Kanser Arastirma Fonu (World Cancer Research Fund
International) ve Kanser Arastirma Amerikan Enstitistd (AICR) KRK’nin
diyetle en fazla oOnlenebilen kanser tiri oldugunu ileri sirmektedir
(Labianca vd., 2010).

Kirmizi et ve asin et tiketimi, ginde 30 gramdan fazla etanol iceren
alkolll icecekler, yagh vicut ve abdominal yaglanma, KRK’ya neden olan
faktdrler arasinda sayilmaktadir. Lifli gidalar, sarimsak, st ve kalsiyumun
ise kansere karsl koruyucu oldugu saptanmistir. Ancak bunlar nisastasiz
sebze, meyve ve folat iceren yiyecekler ile balik, D vitamini iceren
yiyecekler, selenyum ve selenyum igeren yiyeceklerle sinirlandinimistir.
Demir iceren gidalar, peynir, hayvansal yag ve seker iceren gidalarin ise
kanser olusumunu destekleyici yonde rol oynadigi ileri slridlmektedir
(Labianca vd., 2010).

2.2.2.2. Iltihabi badirsak hastaliklari

Uzun slre iltihabi bagirsak hastaligi olanlarda kanser gelisme riski
ylksektir. Kronik inflamasyonlarda mukozada malignant degisimlere
yatkinhk gelistigi disidntlmektedir (Brunicardi vd., 2010). Yapilan
calismalarda Crohn hastaligi ve lUlseratif kolitin kolon kanser riskini
arttirdigi goértlmustir. Ayrica Ulseratif kolit ile KRK arasinda pozitif bir iliski
oldugu bulunmustur (Labianca vd., 2010). Kansere yakalanma riskinin
kolitin siresi ve vyayginligi ile orantili olarak arttigi bilinmektedir
(Brunicardi vd., 2010).

2.2.2.3. Genetik faktorler

KRK vakalarinin yaklasik ylzde 9%?25'i aileden kalitsal olarak
aktarnilmaktadir. Kalitsal olarak aktarilan KRK’ya yatkinlik, polipozis ve non
polipozise bagl olarak gelismektedir (Labianca vd., 2010).

Herediter polipozis kolorektal kanserler (HPCC) polipozis zemininden
gelisen kanserlerdir (American Cancer Society, 2008). Ailesel adenomatéz
polipozis (FAP) bir HPCC'dir. Otozomal dominant kalitiilmaktadir. Kolonda
cok sayida adenomatdz polipin gelismesiyle karakterizedir. FAP, 5.



kromozomun 21 lokusunda bulunan APC (adenomat6z polipozis geni)
genindeki mutasyonlar sonucu meydana gelmektedir (Migliore vd., 2011).

Herediter non polipozis kolorektal kanserler (HNPCC) Lynch
sendromu olarak da bilinmektedir. Lynch sendromu DNA onarim genindeki
mutasyonlar sonucu gelisen ve otozomal dominant kalitilan bir hastaliktir.
FAP'dan farkh olarak polipozis nadir olarak goérilmektedir. Bir DNA onarim
geni mutasyonu tasiyicisinin  KRK’ya yakalanma olasiigi %80 olarak
tahmin edilmektedir. HNPCC en fazla sag tarafta gelismesiyle
karakterizedir ve bunlar genelde musin6z ya da tash ylzuk htcresi (signet
ring cell) morfolojisi gdstermektedirler. Lynch sendromu hastalarn ve
onlarin akrabalarinda KRK’ya ilaveten endometriyal adenokarsinoma,
mide, over, safra, idrar yollarn, ince badirsak, beyin ve pankreatik
kanserler gibi cesitli kanser tirlerine yakalanma riski artmaktadir (Migliore
vd., 2011).

2.2.2.4. Diger faktérler

Sigara KRK’'nin 6nculi olarak kabul edilmekte ve genis kolorektal
adenomlarla pozitif iliski géstermektedir (Labianca vd., 2010). Ozellikle 35
yil ve uzeri sigara kullaniminin kolon adenomu gelisimiyle paralellik
gosterdigi bilinmektedir (Brunicardi vd., 2010). Bu nedenle titine
maruziyet kolorektal karsinogenez baslangicinin bir nedeni olabilmektedir
(Labianca vd., 2010). Metabolik sendrom, erkeklerde KRK goérilme
sikligiyla pozitif olarak iliskilendirilmistir fakat kadinlarda bdyle bir iliski
goérilmemistir (Ahmed, Schmitz, Anderson, Rosamond & Folsom, 2006).
Postmenapozal Ostrojene ilaveten progesteron hormonu kullanimi
kolorektal tumoérin insidansini azaltmaktadir (Labianca vd., 2010).
Dolasimda blyidme hormonu ve insllin benzeri bliylime faktéri-1 (IGF-1)
dlzeylerinin ylksek oldugu akromegalide kansere yakalanma riskinin
ylksek oldugu bildirilmistir (Brunicardi vd., 2010). Fiziksel aktivitenin
rektum kanserinden ziyade kolon kanserinde daha fazla koruyuculugunun
oldugu bulunmustur (Labianca vd., 2010).

2.2.3. Histopatoloji

Kolonda en sik rastlanan ve klinik acidan en fazla énem tasiyan iki
neoplastik olusum kolon veya rektum mukozasindan gelisen adenomat6z
polipler ve adenokarsinomalardir. Ancak kolonda; anal karsinoma,
lenfoma, leyomiyosarkoma, malign karsinoid timoér ve kaposi sarkomasi
gibi bagska tiumdrler de gelisebilmektedir. Prostat, over, uterus ve mide
gibi komsu bdlgelere ait timorler de dogrudan yayilma yolu ile kolon



ve/veya rektumu tutabilir. KRK’in genel olarak makroskopik gérintlsu
adenom veya yassl plak seklindedir. Proksimal (sag) kolondaki timor
géruntust  polipoid ekzofitik kitle seklinde olup, klinik olarak
aciklanamayan demir eksikligi anemisi olarak ortaya cikmaktadir. Distal
(sol) kolondaki timoér goérintlislt IUmeni c¢epecevre saran tarzda
olmaktadir (Beahrs & Sanfelippo, 1971). Sag kolon ve sol kolon histolojik
bulgular benzerdir.

2.2.4. Evrelendirme ve prognoz

KRK prognozu igin evreleme ve tani sistemi oldukga énemlidir. Bu
nedenle ilk olarak patolog Dukes tarafindan 1932’'de bir tumor
siniflandirma sistemi gelistirilmistir. Bu sistem rektum kanseri igin
gelistirilmis olsa da kolon kanseri igin de kullanilmaktadir. Buna gére Ug
evre belirlenmistir;

Evre A: TUmor bagdirsak duvarinda sinirlidir

Evre B: TUmor bagirsak duvarini asar

Evre C: Lenf nodu metastaz vardir (Akkoca vd., 2014)

Astler Coller, Dukes sistemine bir evre daha ekleyerek bir sistem
gelistirmistir (Walther, Johnstone & Swanton, 2009). Buna gore:

A: Mukozada sinirh timor

Bl: Lenf nodu metastazi yok, muskularis propriaya kadar timor
tutulumu

B2: Lenf nodu metastazi yok, bagirsak duvarini asan timor tutulumu

C1l: Lenf nodu metastazi var, bagirsak duvarini asmayan tUimor
tutulumu

C2: Lenf nodu metastazi var, bagirsak duvarini asan timor tutulumu
(Akkoca vd., 2014)

GunUimuzde ise AJCC (American Joint Committee on Cancer)
tarafindan 1987'de gelistirilen bir sistem olan TNM (Timodr-Lenf nodu-
Metastaz) siniflandirma sistemi kullaniimaktadir. Bu sisteme gdére Sekil
2.4'deki histolojik kesit goz 6nine alinarak;

T: Invazyon derinligi

N: Bolgesel lenf nodu dagilimi

M: Uzak organ metastazini ifade etmektedir.
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Sekil 2.4: Kalin bagirsagin histolojik yapisi (American Joint Committee on Cancer, 2009).

TX: Primer timor degerlendirilemiyor

TO: Primer timor yok

Tis: Tumoér intraepitelyal ya da lamina propria invazyonu

T1: Submukoza tutulumu

T2: Muskularis propriya tutulumu

T3: Tumor subserozaya veya peritonla kapli olmayan perikolik veya
perirektal dokulara gecmis

T4a: Tumor visseral peritonun ylzeyine tutunmus

T4b: Timor dogrudan istila eder ya da diger organ veya yapilara
komsu

NX: Bolgesel lenf nodu degerlendirilemiyor

NO: Boélgesel lenf nodu metastazi yok

N1: 1 -3 bdlgesel lenf nodunda metastaz

Nla: Bir bolgesel lenf nhodunda metastaz

N1b: 2-3 bdlgesel lenf nodunda metastaz

N1lc: Bdlgesel lenf nodu metastazi olmayan, subseroza, mezenter ya
da non peritoneal perikolik veya perirektal dokuda timor

N2: 4 veya daha fazla bdlgesel lenf nodunda metastaz

N2a: 4-6 boélgesel lenf nodunda metastaz

N2b: 7 veya daha fazla bdlgesel lenf nodunda metastaz

MX: Uzak metastazin varhgi dederlendirilemiyor
MO: Uzak metastaz yok
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M1: Uzak metastaz var

M1la: Metastaz bir organ veya bdlgede tanimli

M1b: Birden fazla organ/bdlge veya peritonda metastaz (American
Joint Committee on Cancer, 2009).

Buglne kadar yapilan siniflandirma sistemleri ve bunlara goére
timoran evresinin karsilastirimasi Tablo 2.1'de gdésterilmistir.

Tablo 2.1: Timoérin evresine karsilik gelen TNM, Dukes ve Astler-Coller siniflandirma
sistemlerinin karsilastiriilmasi (American Joint Committee on Cancer, 2009).

Evre T N M Dukes Astler-
Coller
0 Tis NO MO - -
I T1 NO MO A A
T2 NO MO A Bl
A T3 NO MO B B2
1B T4a NO MO B B2
IIC T4b NO MO B B3
HIA T1-T2 N1/Nic MO C C1
T1 N2a MO C C1
T3-T4a N1/Nic MO C C2
B T2-T3 N2a MO C Cci1/c2
T1-T2 N2b MO C C1
T4a N2a MO C C2
Ic T3-T4a N2b MO C C2
T4b N1-N2 MO C C3
IVA T yok N yok Mla - -
IVB T yok N yok M1b - -

2.2.5. KRK klinik bulgulari

KRK timodrleri yavas buylyen neoplazmlardir ve bu nedenle erken
teshis edilmeleri zordur. Ozellikle ¢ekum ve sad kolonda bulunan
timorlerin  belirti  vermesi uzun zaman almaktadir. Bu bdlgedeki
kanserlerin ilk bulgusu demir eksikligi anemisidir. Boyle durumlarda cabuk
yorulma, halsizlik, carpinti, bas ddénmesi ve angina pektoris gibi
sikayetlerle klinige basvuran bir hastaya ilk ©6nce anemi tedavisi
uygulanmakta ve kanser tedavisi gecikmektedir. Hastaligin baslangicinda
belirtiler asemptomatik ve araliklidir. Sol kolon timérlerinde genellikle
diskilama aliskanhidinda degisiklikler, kabizlik, bulanti, karinda sislik hissi,
agri ve rektal kanama gorilmektedir. Kolon kanserinin ileri evrelerinde
halsizlik, kilo kaybi, istahsizlik ve ates sikayetleri ortaya c¢ikmaktadir.
Kolon kanserlerinde sikca gorilen karaciger metastazlarinda sag (st
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kadranda agri ve sarilik gortlirken akciger metastazinda oksuliriik ve nefes
darhidgi ortaya citkmaktadir (Harford, 2006).

2.2.6. Tedavi yontemleri
2.2.6.1. Cerrahi tedavi

KRK’da primer tedavi yontemi cerrahi girisimlerdir. Hastalarn
%65’inde cerrahi operasyon uygulanmakta, %10’'unda lokal yayillim
nedeniyle timoér cikarilamamaktadir. Hastalarin %?20’sinde ise cerrahi
sirasinda uzak metastaz saptanmaktadir. Ileri derecede yash olan
hastalara cerrahi tedavi uygulanamamaktadir. Cerrahi tedaviye karar
verilmesinde hastaligin dodru sekilde evrelendiriimesi 6nemli rol
oynadigindan ultrasonografi, bilgisayarli tomografi, manyetik rezonans
gorintileme ve pozitron emisyon tomografisi goérintileme sistemleri
sikhkla kullanilmaktadir (Bresailer, 2003).

Cerrahi girisimlerde timoérin alt ve Ust sininndan en az 5 cm
uzunlugunda bir badirsak segmenti timorle birlikte cikanlmaktadir.
Operasyon sirasinda hastalarin  %10-25'inde karaciger metastazi
saptanmakta ve karaciger cerrahi olarak uzaklastinlmaktadir. Kolon
kanserinde teshis ve uygun tedavi sonrasi 5 yil yasama orani hastaligin
evresine bagl olmak Uzere ortalama %50 civarindadir. Erken teshis ve
cerrahi bu orani %80’e kadar yuUkseltebilmektedir (Bresailer, 2003).

2.2.6.2. Kemoterapi ve radyoterapi

Hastalarda neoadjuvan, adjuvan ve ileri evreler icin uygulanan
kemoterapi olmak Uzere U¢ farkh sekilde kemoterapi uygulanmaktadir.
Neoadjuvan kemoterapi radyoterapi ile birlikte uygulanmakta ve tiumoér
boyutunu kuclltmek icin tercih edilmektedir. Adjuvan kemoterapi, cerrahi
sonrasinda ve lenf nodu tutulumu olan hastalara uygulanmaktadir.
Adjuvan kemoterapi igin 5-fluorourasil (5-FU) ve levamisol kombinasyonu
kullanilmaktadir. Bu kombine tedavi Dukes C (Evre III) hastalarda %40
oraninda hastaligin yeniden nlksetmesini, %233 oraninda mortaliteyi
azaltmaktadir. Dukes B (Evre II) hastalara adjuvan kemoterapi
onerilmemektedir. Ileri evre icin uygulanan kemoterapide 5-FU ile 5-
FU+Leucovorin (tetrahidrofolat)+ Oxaplatin kombinasyonlari
kullanilmaktadir. Ayrica topoizomeraz inhibitérleri (irinotecan,
camptotechin) de kullanilabilmektedir. Son vyillarda VEGF (vaskdler
endotelyal blUyuime faktdéri) ve EGRF (epidermal blylime faktori)
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reseptorlerine karsi gelistirilmis Bevacizumab ve Cetuximab monoklonal
antikorlarn da kullanilmaktadir (Dobrucali, 2003).

Radyoterapi Ozellikle rektum timorlerinin  tedavisinde tercih
edilmektedir. Rektum timodérinde adjuvan kemoterapi ile birlikte
postoperatif radyoterapi uygulamasi II ve III. evre hastalarda kansere
bagli mortaliteyi %35 oraninda azaltmaktadir (Dobrucali, 2003).

2.3. KRK Gelisimi ve Yayilmasinda Rol Oynayan
Molekiiller - Matriks Metalloproteinazlar

MMP’ler 1962 vyilinda kesfedilmislerdir (Peng vd., 2012). ECM
molekdulleri, gelisim ve morfogenez sirasinda gerekli hlicresel cgevreyi
olusturmak igin ©6nem teskil etmektedir. MMP’ler (matrixin adi da
verilmektedir) in vitro ve in vivo sartlarda intersitisyel ve bazal membran
kollajenleri, proteoglikanlar, fibronektin ve laminin gibi ECM protein
bilesenlerinin yikiminda goérev alan proteinazlardir. Bdylece embriyonik
gelisim, dogum, blylime ve yara iyilesmesi gibi bag doku yenilenmesi
sureclerinde édnemli rol oynarlar (Visse & Nagase, 2003, Bode vd., 1999).
MMP’ler ile bunlarnn inhibitérleri arasindaki dengenin bozulmasi
inflamasyon, fibrozis, artrit, pulmoner hastaliklar ve kanser gibi cok sayida
patolojik olayla sonuclanmaktadir (Peng vd., 2012; Bode vd., 1999).

MMP’ler kalsiyumla aktive olan ve c¢inko badlayan endopeptidaz
ailesinin bir Uyesidir (Damodharan vd., 2011; Peng vd., 2012). Bunlar
proteazlarin genis bir ailesidir ve vyapi, duzenlenme, fonksiyonlari
protezlara benzerdir. Tim MMP enzimleri terminal hidrofobik sinyal
dizilimi, prodomain bdlgesi ve katalitik bdélge olmak Uzere 3 temel
parcadan meydana gelmektedir (Peng vd., 2012). MMP proteinazlarinda
kollajenaz-1 (MMP-1) ile homoloji gosteren propeptiddeki sistein anahtar
motifi PRCGXPD ile katalitik bdlgede yer alan HEXGHXXGXXH c¢inko
baglama motifi ortak bir 06zelliktir. MMP-23'de sistein anahtar motifi
bulunmaz fakat katalitik bélgenin aminoasit dizilimi MMP-1 ile benzerlik
gbstermektedir (Sekil 2.5) (Visse & Nagase, 2003).
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Furin ile aktive olan MMP'ler

e s, OOOCT @

MMES7 e MMP:2S MMP-14, MMP-15, MMP-16, MMP-24

L OOCO -l

MMP-1, -3, -8, -10, -12, -13, -19, -20, -27 MMP-23
MMP-2 ve MMP-9 MMP-17 ve MMP-25

OO0

MMP-11, MMP-21 ve MMP-28

B sinyal peptid /' Mentese bolgesi (2 19-benzeri bslge

Bl Pro-domain @ Hemopeksin ug <@ sistein array
I «<atalitik merkez . Fibronektin tekrari @ sitozolik kism

B Furin'in etk ettidi bolge \U GPI bolgesi @ \-terminal sinyal bsigesi

C—Transmembran bdlge

Sekil 2.5: insanda tanimlanmis tiim MMP’lerin molekiiler yapisi (Loffek, Schilling &
Franzke, 2001).

Simdiye kadar omurgalilarda 24, insanlarda 23 farkli MMP
tanimlanmistir (Visse & Nagase, 2003). Bunlar yapi ve substrat
o6zgulliklerine gobre Tablo 2.2'deki gibi 6 bluyuk alt gruba aynimislardir
(Peng vd., 2012; Visse & Nagase, 2003):

Kollajenazlar

Jelatinazlar

Stromelisinler

Matrilisinler

Membran tip MMP'ler

Diger MMP’ler (Peng vd., 2012; Visse & Nagase, 2003).

ounhkuwupne

Tablo 2.2: MMP’lerin alt gruplar, kromozom bdlgeleri ve 6zgul substratlari (Peng vd.,
2012).

Alt grup Kromozom bdlgesi

Substrati

Kollajenazlar MMP-1 11922.3 Kollajen I, II, III,
VII, VIII, X,
Proteoglikanlar
MMP-8 11g21 Kollajen I, II, III
MMP-13 11922.3 Kollajen I, II, III
MMP-18 Kollajen I, II, III ve
bazi biyime
faktorleri
Jelatinazlar MMP-2 16921 Jelatin, Kollajen 1V,

14



V, VII, X, XI,
Elastin, Fibronektin

MMP-9 20g11.2-13.1 Jelatin, Kollajen 1V,
V, Elastin,
Proteoglikan
Stromelisinler MMP-3 11922.3 Laminin,

Fibronektin, Elastin,
Proteoglikanlar,
Kollajen III, 1V, V,
VII, IX, X
MMP-10 11g22.3 Fibronektin, Elastin,
Jelatin, Kollajenler
III, IV, V, IX, X
MMP-11 22q11.2 Jelatin, Fibronektin,
Proteoglikanlar
Matrilisinler MMP-7 11g21-g22 Laminin,
Fibronektin, Elastin,
Kollajen IV, X
MMP-26 11g21-g22 Laminin,
Fibronektin, Elastin,
Kollajen 1V, X

Membran Tip MMP-14 14q11-q12 Laminin,
MMP’ler Fibronektin, Kollajen
I, III, 1V
MMP-15 16g13-qg21 Laminin,
Fibronektin, Kollajen
I,II, IV
MMP-16 8g21-g22.1 Jelatin, Fibronektin,
Kollajen III, IV
MMP-24 12g24.33 Jelatin, Kollajen III,
v
MMP-17 20gi11.2 Bilinmiyor
MMP-25 Bilinmiyor
Diger MMP'ler MMP-12 11922.2-22.3 Laminin,

Fibronektin, Elastin,
Vitronektin, Kollajen

v

MMP-19 12q14 Fibronektin, Jelatin,
Kollajen IV

MMP-20 11922 Amelogenin

MMP-21 1p36 Bilinmiyor

MMP-22 1p36 Bilinmiyor

MMP-23 1p36 Jelatin

MMP-27 Bilinmiyor

MMP-28 Kazein

2.3.1. MMP alt gruplari
2.3.1.1. Kollajenazlar
Bu grupta MMP-1, MMP-8, MMP-13 ve MMP-18 (Xenopus'da)

bulunmaktadir. En belirleyici 6zellikleri hlicreler arasi kollajenaz I, II ve
III'Gn N-terminal bdlgelerini parcalama yeteneklerine sahip olmalandir.
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Kollajenazlar aktivitelerine gére ECM ve non-ECM molekdlleri olarak
birbirlerinden ayrilabilirler (Visse & Nagase, 2003).

2.3.1.2. Jelatinazlar

Jelatinaz A (MMP-2) ve jelatinaz B (MMP-9) bu grupta yer alan
enzimlerdir. Jelatinazlar, denatire kollajen ve jelatinleri kolayca
parcalamaktadirlar. Enzimlerin yapisi katalitik uca yerlesmis tip II
fibronektin bdélgesinin ¢ kez tekrarlanmasiyla olusmustur. Bu yapisi
sayesinde jelatin, kollajen ve laminine baglanmaktadir. MMP-9 tip I, II ve
ITII kollajenazi parcalamakta iken MMP-2'nin bdyle bir fonksiyonu yoktur.
Insanda MMP-2 mutasyonu sonucu aktif enzimin kaybi, multisentrik
osteolizisin otozomal c¢ekinik formuna neden olmaktadir. Bu hastalik
kemiklerin yikimina neden olan, nadir rastlanan genetik bir bozukluktur.
Yapilan c¢alismalardan MMP-2'nin osteogenezde oOnemli rol oynadid
anlasiimaktadir (Visse & Nagase, 2003).

2.3.1.3. Stromelisinler

Stromelisin 1 (MMP-3) ve stromelisin 2 (MMP-10) ayni substrat
0zgllligine sahiptir ancak MMP-3’Un proteolitik etkisi MMP-10’dan
yuksektir. ECM bilesenlerinin sindirilmesinin yani sira MMP-3, pro-MMP’leri
aktive etmektedir. MMP-3’Un bu aktivitesi proMMP-1’'in tamamen aktif
MMP-1'e dénidsmesi icin oldukca kritik éneme sahiptir (Visse & Nagase,
2003). Bu ozellikleri nedeniyle kollajenaz aktive edici protein de
denmektedir (Woessner, 2002).

MMP-11, stromelisin 3 olarak adlandiriimaktadir ancak dizilim ve
substrat 06zgllligi MMP-3'den farklihk gosterdiginden, diger MMP’ler
grubunda dederlendirilmistir (Visse & Nagase, 2003).

2.3.1.4. Matrilisinler

Matrilisinler, hemopeksin bdlgelerinin olmamasiyla karakterizedirler.
Bu grupta endometaz olarak da adlandinlan matrilisin 1 (MMP-7) ve
matrilisin 2 (MMP-26) bulunmaktadir. ECM bilesenlerinin yani sira MMP-7
pro-a-defensin, Fas-ligand, timdr nekroz faktér (TNF)-a ve E-kaderin gibi
hicre ylzey molekillerinde de etkinligini géstermektedir. Matrilisin 2 ise
cok sayida ECM molekillerinin sindiriminde goérev almaktadir (Visse &
Nagase, 2003).
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2.3.1.5. Membran Tip MMP’ler

Membran tip MMP (MT-MMP)’ler 6 adettir, bunlarin dérdl tip I
transmembran proteinler (MMP-14, MMP-15, MMP-16 ve MMP-24), ikisi
membrana tutunmus glikozil fosfatidil inozitol (GPI) proteinler (MMP-17 ve
MMP-25)'dir. MMP-24 haric diger tim MT-MMP’ler, pro-MMP-2'yi aktive
etme yetenedine sahiptirler. Bu enzimler ¢ok sayida ECM molekilin(
parcalayabilirler. MT1-MMP (MMP-14) tip I, II ve III kollajen Gzerinde yikici
etki gostermekte ve anjiyojenezde dnemli rol oynamaktadir. MT5-MMP
(MMP-17) beyne 06zeldir ve serebellumdan ifadelenmektedir. MT6-MMP
(MMP-25) neredeyse yalnizca periferal kan |I6kositlerinden,
astrositomalardan ve glioblastomalardan ifadelenmekte, ancak
meningiomalardan ifadelenmemektedir (Visse & Nagase, 2003).

2.3.1.6. Dijer MMPler

Yapilan siniflandirmalarda 7 adet MMP (MMP-11, MMP-12, MMP-19,
MMP-20, MMP-22, MMP-23, MMP-28) higbir sinifa dahil edilememis ve bu
grup altinda incelenmistir (Hansen vd., 1993).

MMP-11 mRNA’sinin meme timord hicreleri tarafindan ifadelendigi
bilinmektedir (Hansen vd., 1993). MMP-12 makrofajlardan salinir ve
elastin gibi proteinlerin yikimindan sorumludur. MMP-19 karacigerden
klonlanmis cDNA ve romatoid artritli hastalarda T hlcre tirevli otoantijen
olarak tanimlanmistir. MMP-20 dis enamelinin icinde bulunmaktadir ve
amelogenini sindirmektedir. Ilk kez tavuk fibroblastlarinda klonlanan MMP-
22, insanlardaki formuyla homoloji gdstermektedir ancak fonksiyonu
bilinmemektedir. MMP-23 (sistein array MMP) UUreme dokularindan
ifadelenmektedir. Propeptidde bulunan furin tanima motifinin golgide
enzimin bolinmesini ve hicre disina aktif olarak salinmasini sagladigi
bilinmektedir. MMP ailesine en son eklenen Uye episilin (MMP-28)'dir. Bu
enzim keratinositlerden ifadelenmektedir. Doku hemostazinda ve yara
iyilesmesinde gorevli olabilecedi disinidlmustir (Visse & Nagase, 2003).

2.3.2. MMP’lerin ii¢c boyutlu yapisi

1994 yilindan beri X-ray kristallografi ve nukleer manyetik rezonans
teknikleri kullanilarak bir gok MMP’nin G¢ boyutlu yapisi arastirnimaktadir.
Yapilan calismalarda MMP’lerin yapisal olarak benzer temel iskelete sahip
olduklan gordlmustlir. Tum MMP’ler yaklasik 20 aminoasitlik bir sinyal
peptidi olarak sentezlenmekte ve latent pro-form olarak salinmaktadir. Bu
pro-proteinazlar 80 aminoasitlik N-terminal pro-domain ve bunu takip

17



eden 170 aminoasitlik katalitik uctan meydana gelmektedir. Katalitik ug,
10-70 aminoasitlik badlayiciyla C-terminal hemopeksin benzeri 195
aminoasitlik uca baglanmaktadir (Bode vd., 1999).

MMP-2, MMP-3 ve MMP-9'un predomain yapisi 3 a-heliks ve bir
baglanti halkasindan meydana gelmektedir. Heliks 1 ve 2 arasindaki halka
proteaza duyarli bir bélgedir. Heliks 3’den sonra uzayan peptid bdlgesi
katalitik bolgenin substrat badlama alaninda bulunmaktadir (Visse &
Nagase, 2003).

Katalitik bolgeyi olusturan zincir bes parcali iplikcik, 3 a-heliks ve
baglayici bir halkadan meydana gelmistir. Proteinaz aktivitesi gosteren bu
bélge bir katalitik ginko, bir yapisal cinko ve genelde 3 kalsiyum iyonu
icermektedir. Substrat baglama bdlgesi IV. iplikcik bolgesi, B heliks ve
bunun devaminda genislemis bir halka bélgesinden meydana gelmektedir.
Histidinler aktif c¢inko bolgesini koordine etmektedir. 1Ilk histidin
komsulugunda bulunan glutamik asit katalitik aktivite icin gereklidir.
Katalitik bolgede N- ve C- terminal alanlara gore soldan sada dogru
substrat baglanmakta ve peptid bagindaki karbonil grubu ile aktif cinko
bdlgesi koordine hale gelmektedir. Boylece katalitik cinkonun ligandi olan
su uzaklastinlmaktadir. Yer dedistiren su molekllinden 1 proton
koparmak icin bir temel olusmasi sebebiyle glutamatin karboksi grubu
peptid hidrolizini desteklemektedir. Boylece peptid badindaki karbonil
karbonundaki suya nulkleofilik atak kolaylasmis olur (Visse & Nagase,
2003).

Aktif cinko bdlgesinin saginda S1 cebi veya 06zgullik cebi olarak
adlandinlan cep, bélinmeden sonra yeni N-terminal bdélgenin olusmasini
saglayan substrat kalintisinin yan zincirini barindirmaktadir. S1 cebinin
boyutu MMP'nin tlrine goére degisiklik gostermektedir ve substrat
6zgalliganidn birincil belirleyici faktord olarak kabul edilmektedir (Visse &
Nagase, 2003).

MMP-2 ve MMP-9'un fibronektin tip II'nin UG¢ kez ard arda
eklenmesiyle olusan boélgesi, besinci B-ipligi ile katalitik boélge heliksi
arasinda bulunmaktadir. Her bir fibronektin bdlgesi iki antiparalel £
iplikgiginden olusmakta ve a-heliks ile baglanarak, iki disllfid bagiyla
stabilize olmaktadir. Nlkleer manyetik rezonans calismalan 2 ve 3.
bélgelerin esnek bir yapida oldugunu ve ECM’de birgok bolge ile etkilesime
girebilecedini gostermistir (Visse & Nagase, 2003). Bu bélgenin, enzimin
aktiflik kazanmasini diizenleyen bir gorevi oldugu bilinmektedir (Peng vd.,
2012).

Hemopeksin bdlgesi I ile IV kanatlan arasinda stabilize edici tek
distlfid badiyla 4 pargali bir yapiya sahiptir. MMP-9’un hemopeksin bolgesi
TIMP-1'in C-terminaline baglanmaktadir.  TIMP-2, proMMP-2"nin

18



hemopeksin boélgesine baglanmakta ve hemopeksinin III ve IV. kanatlar
ile TIMP-2'nin C terminali arasinda olusan etkilesimle kristal yapida bir
kompleks olusturmaktadir. TIMP-2'nin N-terminali diger MMP’ler ile
etkilesime girmek Uzere serbest halde bulunmaktadir (Visse & Nagase,
2003).

Cok sayida parcadan meydana gelen B-bdlgesi heteromerik G
proteinleri, klatrin, integrinlerin a-alt Uniteleri gibi diger proteinlerde de
bulunmaktadir. Bu bdlge protein-protein etkilesimine sikga aracilik
etmektedir (Visse & Nagase, 2003). MMP-7 ve MMP-22 hari¢ diger
MMP’lere spesifik olarak hemopeksin benzeri bolge substrat 6zgulltiginde
6nem tasimaktadir (Peng vd., 2012). Ayrica pro-MMP-2'nin aktivasyonu ve
MT1-MMP ile MMP-9'un dimerizasyonu igin de gereklidir (Visse & Nagase,
2003).

2.3.3. proMMP’lerin aktivasyonu

MMP’ler proteinazlar veya tiyol-modifiye edici ajanlar, oksidize
glutatyon, SDS (sodyum dodesil sulfat), kaotropik ajanlar, reaktif
oksijenler gibi kimyasallar tarafindan in vitro olarak aktive
edilebilmektedirler. Dusuk pH ve sicaklik uygulamalarn da aktivasyona
neden olabilmektedir. Bu ajanlar c¢ogunlukla sistein anahtar motifinin
sistein-cinko etkilesimini bozarak etkinliklerini gdstermektedirler (Visse &
Nagase, 2003).

Latent pro-MMP’lerin proteolitik aktivasyonu farkhh mekanizmalar
Uzerinden gerceklesebilmektedir. Bu aktivasyon plazmin, furin gibi
aracilarla veya daha 6nce aktif hale gelmis bir MMP'nin baska bir proMMP
aktivasyonuna  katki  saglamasiyla  gerceklesebilmektedir (Wang,
Juttermann & Soloway, 2000).

Plazminojen ile  aktivasyon membranda lokalize proMMP
aktivasyonunu gerceklestirmektedir. proMMP-1, proMMP-3, proMMP-7,
proMMP-9, proMMP-10 ve proMMP-13 plazmin ile aktive olan
enzimlerdendir (Visse & Nagase, 2003).

Furin ile aktivasyon mekanizmasi hicre iGi bolgede
gerceklesmektedir (Visse & Nagase, 2003). Pei ve Weiss ilk kez proMMP-
11'in furin tarafindan hicre ici alanda aktive edildigini gostermislerdir (Pei
& Weiss, 1995).

proMMP-2'nin  aktivasyonu hicre vylzeyinde ve MT-MMP'lerin
aracilidiyla gerceklesmektedir (Visse & Nagase, 2003). MT1-MMP'nin
proMMP-2 aktivasyonuna TIMP-2 de aracilik etmektedir (Wang vd., 2000).
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2.3.4. MMP’lerin substrat é6zgiilliikleri

MMP’ler genelde |8sin, izoldsin, metiyonin, fenilalanin veya tirozin gibi
hidrofobik yan zincirli bir kalintidan 6nceki peptid bagini yikmaktadirlar.
Hidrofobik kalintilar S1 6zgullik cebine uygunluk gdstermektedir. S1 cebi
MMP’ler arasinda sekil ve buyUklik agisindan 6nemli 6lgide farklilk
gostermektedir. S1 cebine ilaveten diger substrat baglanma alt Uniteleri
de enzimin substrat 6zgllliglinde goérev almaktadir (Visse & Nagase,
2003).

Bazi durumlarda non-katalitik uglar, 6zellikle ECM'nin genis, uzatiimis
makromolekiillerine karsi enzimin aktivitesini etkilemektedir. Ornegin;
MMP-2 ve MMP-9’un fibronektin uglan tip IV kollajen, jelatin ve elastindeki
enzim aktiviteleri igin 6nem tagimaktadir (Visse & Nagase, 2003).

2.3.5. MMP aktivitesinin biyolojik etkileri

MMP’ler, matriksin yikilmasi ve yeniden olusmasi slreglerini iceren
normal ve patolojik kosullarla iliskilidir. Ornedin; MMP’ler mensturasyon
sirasinda endometriyumda, meme, uterus ve prostat gibi Udreme
dokularinda ylksek oranda ifadelenmektedirler. Kemik ve kikirdak
hasarinda bag doku gelisimine katki saglamaktadirlar. Bircok MMP vyara
iyilesmesinde ifade edilmektedir. Periodontit, romatoid artrit, makuler
dejenerasyon ve timor hicre invazyonu gibi doku yikiminin goruldigi
patolojik durumlara MMP ailesinin Uyeleri aracilik etmektedir (McCawley &
Matrisian, 2001).

Yapilan calismalar gdstermektedir ki her bir MMP ailesi Uyesinin
biyolojik sistemdeki rolG farklilik géstermektedir ve bu faaliyetler oldukca
karmasiktir. Ayrica MMP aktivitesinin patolojik kosullara da yol acmasi
fonksiyonlarinin anlasilmasini zorlastirmaktadir.

2.3.6. MMP’lerin diizenlenmesi

MMP’lerin dizenlenmesi gen transkripsiyonu, zimojenlerin
posttranslasyonel aktivasyonu ve endojen inhibisyonu gibi cgesitli
asamalarda meydana gelmektedir (Peng vd., 2012).

Interldkinler (IL) ve TNF gibi sitokinler, dedistirici biyime faktdri
(TGF), trombosit kdkenli buyime faktéri (PDGF) ve EGRF gibi bluyime
faktdrleri, hormonlar, steroidler, onkojenik hlcresel transformasyonlar gibi
bircok dlzenleyici faktér MMP’lerin gen ifadelenmesinde, transkripsiyon
dizeyinde ise kansmaktadir. IL-1, IL-12, EGRF, PDGF ve TNF; MMP’lerin
ifadelenmesini arttirirken, TGF, hormonlar ve steroidler
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azaltabilmektedirler. MMP’lerin dlizenlenme mekanizmalar hlcre tipine ve
MMP'nin ¢esidine goére cesitli vyollarla uyanimaktadir. Ayrica gen
dizenleyici DNA elementlerinde SNP (tek nlkleotid polimorfizmi)’ler de
MMP’lerin transkripsiyonunu etkileyebilir (Peng vd., 2012).

Tum MMP’ler latent zimojenler olarak inaktif formda sentezlenmekte
ve salinmaktadir. Daha sonra 10 kDa’luk bir propeptidin hlicre disi ya da
hicre membraninda kaybedilmesiyle aktive olmaktadirlar. Bunun yani sira
yuksek oranda korunan propeptid ucundaki sistein kalintisi katalitik uctaki
cinko atomuna bagdlanabilmekte ve boéylece enzim inaktif hale
donusebilmektedir (Peng vd., 2012).

MMP’lerin aktivasyonu; endojen inhibitérlerle yapisal olarak iliskili bir
grup olan TIMP’ler tarafindan da dizenlenmektedir. TIMP'ler ekstrasellller
alanda MMP’lerin aktif formuna 1:1 oraninda non-kovalent badlanarak
MMP’lerin aktivitesini inhibe etmektedir (Visse & Nagase, 2003). Aktif
MMP’ler ve TIMP’ler arasindaki dinamik esitlik proliferasyon, migrasyon,
adezyon ve apoptoz gibi farklh hicresel slrecler icin 6nem tasimaktadir.
Bunun yani sira TIMP’ler fizyolojik sltrecte ECM birikimi ile yikimi
arasindaki dengenin sdrdirtlmesinde kritik dneme sahiptir. Aktiviteleri
PDGF ve TGFB tarafindan arttinimaktadir. Bunun yani sira farkh IL
dizeyleri TIMP aktivitesini arttirabilmekte veya azaltabilmektedir (Peng
vd., 2012). TIMP ifadelenmesi gelisim ve doku yeniden sekillenmesi
sirasinda dizenlenmektedir. Dedisen MMP aktivitesiyle iliskili patolojik
kosullar altinda TIMP dlizeyi de degisebilmektedir, cinki TIMP, MMP
aktivitesini dogrudan etkilemektedir (Visse & Nagase, 2003).

MMP’lerin inhibisyonundan sorumlu baska endojen proteinler de
tanimlanmistir. a2-makroglobulin, 772 kDa molektler agirliga sahip bir
plazma proteazdir. Esas olarak karacigerde hepatositlerden salinmaktadir
ancak makrofajlar gibi diger hicre tiplerinin de a2-makroglobulini Grettigi
bilinmektedir. Bazi TIMP'ler plazmada bulunsa da MMP’lerin ana plazma
inhibitorleri a2-makroglobulinlerdir (Baker vd., 2002).

Kazal motifli sistein acisindan zengin proteini tetikleyen reversiyon
(RECK), 110 kDa molekiler agirliga sahip bir glikoproteindir. Glikoprotein-
serin-proteaz inhibitér benzeri bir bolge igerir ve GPI araciliiyla hiicre
membraniyla baglantihdir. RECK vyaygin olarak insan dokularindan
ifadelenmektedir. Bazi hicre hatlarinda asir ifadelenmesi
posttranslasyonal dizeyde MMP-9'un azalmasina neden olmaktadir. RECK
MMP-2, MMP-9 ve MT1-MMP’nin ¢o6zllebilir formunun zayif inhibitéradtr
(Baker vd., 2002).
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2.4. TIMP'ler

Memelilerde TIMP-1, TIMP-2, TIMP,-3 ve TIMP-4 olmak Uzere 4 tane
TIMP tanimlanmistir. Bunlar birgok temel benzerlige sahip olmakla birlikte
yapisal ve biyokimyasal Ozellikleri ile ifadelenme kaliplani birbirlerinden
farkhhk géstermektedir. Her bir TIMP’in in vivo sartlarda 6zel gbéreve sahip
oldugu dusinulmektedir (Baker vd., 2002). Bunlar 21-29 kDa molekdler
agirliga sahip dedisken sekilde glikozillenmis proteinlerdir. 6 disilfid bag
ve 125 aminoasitlik N-terminal bdlge ile 65 aminoasitlik C-alt bdlgeden
olusmaktadirlar. C-alt bdlgesi MMP’ler ile etkilesimde rol oynasa da
biyolojik fonksiyonlarin ¢ogu N-terminal bdlgesi ile gerceklesmektedir
(Baker vd., 2002; Visse & Nagase, 2003).

TIMP’ler hicre disi alana salinan proteinler olsa da membrana bagli
proteinler ile iliskili olarak hlcre vylzeyinde de bulunabilmektedirler.
Ornedin; TIMP-2, TIMP-3 ve TIMP-4, MMP-14'e baglanabilmektedir. TIMP-
3 heparin sllfat iceren proteoglikanlara ve kondroitin silfat iceren
proteoglikanlara baglanarak ECM’ye tutunmaktadir. TIMP’lerin tamami
aktif MMP’leri inhibe etmekte ve baglanmalar pikomolar diizeyde meydana
gelmektedir (Baker vd., 2002).

2.4.1 TIMP'lerin alt gruplari
2.4.1.1. TIMP-1

28,5 kDa agirhginda bir glikoproteindir. Yapilan calismalar, TIMP-1 ile
transfekte edilen malignant hicrelerde in vitro sartlarda invazyon ve
migrasyonun baskilanabilecegini géstermistir. Deneysel sistemlerde TIMP-
1’'in timoridn uyardidi anjiyojenezi inhibe ettigi ve anjiyojenik faktorlere,
fibroblast blylime faktori (FGF)'ne ve adipositlerin kullandigi besiyerine
karsi endotelyal hiicre yanitini baskiladigi gosterilmistir. Bu etkiler TIMP-
1'in in vivo sartlarda endotelyal hiicre gbglnid inhibe ettigini
gbstermektedir (Praga, Dickson & Hawkins, 1997).

2.4.1.2. TIMP-2

TIMP-1 ile neredeyse %40 benzerlik gbéstermektedir ancak TIMP-2
glikozillenmemis bir proteindir. Molekller agirligi yaklasik 21 kDa’'dur.
Ozellikle MMP-1, MMP-2 ve MMP-9 aktivitesini azaltmaktadir. Genetik
mudahale yoluyla MMP ve TIMP-2 dengesinin degistirilmesi sadece ECM
proteolizini degil, ayni zamanda hicrenin ECM’ye tutunmasini ve matriks

22



bilesenleri vasitasiyla hlicrenin hareketini de diizenlemektedir (Praga vd.,
1997).

2.4.1.3. TIMP-3

TIMP-3, TIMP-1 ve TIMP-2 ile benzer aminoasit dizilimine sahiptir.
TIMP-3 kultlir ortamindaki birgok insan hicresi ECM’sinde bulunmaktadir.
Molekller agirligi yaklasik 24-25 kDa’'dur. TIMP-3 saglikh bobrek, akciger,
beyin dokusunda bol miktarda bulunmakta, ancak kemik dokusunda disuk
dizeyde ifade edilmektedir. Buna gdére TIMP-3’Un yeniden sekillenme
uyarilarina yanit olarak dokuya 0zgl bir sekilde islev gorduga
anlasilmaktadir (Praga vd., 1997).

2.4.1.4. TIMP-4

Insanlarda bulunan TIMP-4 glikozillenmemis, 195 aminoasit
uzunlugunda bir polipeptiddir. TIMP-4 ve TIMP-2 aminoasit dizeyinde
%51 oraninda benzerlik géstermektedir. 3 boyutlu yapisi belirlenememis
olsa da diger TIMP'ler ile sekans benzerligine sahip oldugu bilinmektedir.
MMP ailesinin Uyelerinden MMP-26'ya ilgisi yliksek olmasina ragmen MT1-
MMP inhibitéri ve MMP-2 aktivitesinin dlzenleyicisidir. Trombositlerde
majoér MMP inhibitéridar (Zajgla, Pozo, Cabellos & Maldonado, 2008).

2.4.2. TIMP'lerin biyolojik fonksiyonu

MMP inhibisyonunun yani sira TIMP’ler baska biyolojik fonksiyonlara
da sahiptir. TIMP-1 ve TIMP-2 eritroid glclendirici etkiye sahiptir ve hicre
blylimesini tesvik eden etkiler géstermektedir. Zhao ve ark. fibroblast
nukleusunda TIMP-1 bulmuslar (Zhao vd., 1998); Ritter ve ark. ise TIMP-
1'in MCF-7 meme karsinoma hicrelerinin ylzeyine baglandigini ve sonra
nukleusa tasindigini gostermislerdir (Ritter, Garfield & Thorgeirsson,
1999). Nefron morfogenezi sirasinda TIMP-2 metanefrik mezensimal
biyimede ve Ureter morfogenezinde rol oynamaktadir ve bu MMP
inhibisyonundan bagimsiz olarak gergeklesmektedir. TIMP-1, TIMP-2 ve
TIMP-3’Un asin ifadelenmesi timoér bldyldmesini azaltmaktadir. TIMP-2,
FGF'yi uyararak endotel hicre blyUmesini inhibe etmektedir. Bu TIMP
fonksiyonlari da MMP inhibisyonundan bagimsiz olarak gerceklesmekte
ancak etki mekanizmalan hala arastinimaktadir (Visse & Nagase, 2003).

TIMP-3 bazi timor hlcrelerinde proapoptotik etkiye sahipken TIMP-1
ve TIMP-2 antiapoptotik aktivite gostermektedir (Visse & Nagase, 2003).
TIMP-4 meme, ovaryum, servikal, prostat, beyin, kolon, endometriyum ve
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papillar renal timodrlerde ylksek; pankreas ve CCRC (clear cell renal
cancer) gibi timoérlerde disltk duzeyde bulunmaktadir (Zajgla vd., 2008).

2.5. Kanserde MMP ve TIMP’in Rolu

TUmorin migrasyon ve invazyonunda 6nemli rol oynadidi bilinen
MMP’ler anjiyojenez ve metastaz sirasinda c¢ok basamakli bir sirece
katilirlar. Anjiyojenez mikrovaskiler endotelyum, subendotelyal bazal
membran ve perivaskller stroma arasindaki etkilesim kaskadiyla meydana
gelmektedir. Tiumor hicrelerinden bliylime faktdérinlin salinimi, endotelyal
yaniti tetiklemekte ve timor gelisimindeki neoanjiyojenezi uyarmaktadir.
Goc eden endotelyal hiicreler MMP iretmektedir. Uretilen bu MMP’ler
ECM'nin ve bazal membranin yikimina neden olmaktadir (Praga vd.,
1997).

Metastazda primer timoérden ayrilan timdr hlcrelerinin kan daman
icine girmesi, dolasimda kalabilmesi, dogru mikrogevreyi yakalayabilmesi
ve kapiller endoteline adezyonu gerekmektedir. Tiumoér hicrelerinin ECM
bariyerine invazyonu icin oncelikle subendotelyal matrikse baglanmalar
gerekmektedir. Matrikste MMP’ler araciliiyla proteolitik bozukluklarin
olusmasi ve hicrelerin bu defekt boyunca goégcli ile metastaz
gerceklesmektedir. Hedef bdlgeye ulasan hicreler burada hizlica
bolinebilmekte, anjiyojenik ve immiuin-baskilayic faktérler Ureterek
ECM’in sindirilmesini saglamaktadir (Sekil 2.6) (Praga vd., 1997). Yapilan
calismalar, 6zellikle jelatinazlarin (MMP-2 ve MMP-9) kolon karsinoma
metastazi sturecinde ECM yikimina neden olan proteolitik kaskadda rol
oynadigini gostermistir (Sang-Oh, Soo-Jin, Chang-Hyun & An-Sik, 2003).
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Sekil 2.6: Bir timor hiicresinin damar duvarini asmasi, gécti ve MMP’ler aracilidiyla
ECM'nin yikimi sonucu timoérin gelismesi (Opdenakker & Damme, 1992).



Bircok calisma, MMP-TIMP ifadelenme dlzeyinin timor derecesi ve
tipiyle baglantih oldugunu vurgulamaktadir. Farkli kanser tlrleri igin bu
iliski cesitlilik gosterse de kanser tedavisinde MMP inhibisyonunun
potansiyel iyilestirici rolt bircok calismaya konu olmus ve TIMP tarafindan
MMP inibisyonunun hem timdr bldyuimesini hem de lokal invazyonu
baskiladigi gortlmistir (Baker vd., 2002). MMP ve TIMP diizeyinin
arastirilmasini amaclayan kanser galismalarinda, NO’'nun MMP ile baglantili
oldugu bulunmustur.

NO, timdér kan akimini duzenleyerek ve tumoérli cevreleyen
damarlarin vazodilate tonusunu koruyarak tumoér blUyUmesine katki
saglamakta, ayrica anjiyojenezi de uyarmaktadir. NO vaskiler gecirgenligi
arttirarak ve MMP’leri uyararak metastaza imkan saglamaktadir. Son
zamanlarda yapilan calismalarda timdér hicrelerinden salinan NO’nun,
timor hdcrelerinin - metastazint  ve immuin sistemden kagmalarini
kolaylastirarak badisiklik yanitini  bozdugu kanitlanmistir (Ziche &
Morbidelli, 2009).

Insan kolon kanser hiicresiyle yapilan bir arastirmada NO’nun MMP-2
ve MMP-9’u arttirarak timor gelisimine katki sagladigi bulunmustur. Ayrica
bu calismada NO ile MMP-2, MMP-9 artisini baskilayan bir ajan olan
emodin kullaniimis ve sonucta NO’nun uyardigi timor gelisiminin 6nline
gecilebilmistir (Damodharan vd., 2011).

2.6. Nitrik Oksit (NO)

NO'nun kesfi ile ilgili ilk bilgiler 1847 yilinda nitrogliserini kesfeden
Italyan bilim adami Ascanio Sobrero’nun calismalar ile ortaya g¢ikmistir.
19. vyy'da Avrupa’nin kimyacillann ve farmakologlari nitrogliserinin
vazodilator 6zelligini kesfetmisler ve anjina pektorisin etkilerini hafifletmek
icin kullanmiglardir. 1970'lerin ortalarinda yapilan calismalar nitrogliserinin
ve NO'nun c¢ozllebilir guanil siklaz (sGC)"1 aktive edebildigini ve cGMP
dretimine katildiklarini gdstermislerdir. Bu dénemde NO ve endotel tlrevli
gevsetici faktor (EDRF) arasinda bir baglanti kurulamamistir. Ancak
1980’lerin sonuna dogru EDRF'nin aslinda NO oldugu ve vaskiler dokuda
L-arjinin-NO-cGMP yolagi lzerinden etkinlik gosterdigi bulunmustur (Ruiz
vd., 2011). Robert Furchgott, Louis Ignarro ve Ferid Murad 1998 yilinda
kardiyovaskdller sistemde bir sinyal molekul olarak NO ile ilgili kesifleri
sayesinde Nobel Tip 6duline layik géralmuslerdir. Boylece NO ve buna
bagli mekanizmalarla ilgili yapilan galismalar hiz kazanmistir (Francis vd.,
2010).

NO, bir nitrojen ve bir oksijen atomundan olusan klglk, gaz yapida
bir molekildir. Yarilanma Omri birkag saniye olmasina ragmen bircok
biyolojik fonksiyona sahiptir (Francis vd., 2010). NOS’lar L-arjininden
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nikotinamid adenin dinltkleotid fosfat (NADPH) ve molekiler oksijen
varliinda L-sitriilin ve NO {retirler. Uretim asamasi, L-arjinin’in
hidroksillenmesi ile N®-hidroksi-L-arjinin ara Grini olusmasini ve bunun
da okside olarak NO ve L-sitrilin’e déndsmesini igeren iki basamakli bir
reaksiyondur. Bu monooksijenasyon reaksiyonu igin gerekli olan
elektronlar NADPH'dan karsilanmaktadir (Sekil 2.7). Ikinci basamadin
kofaktdrii olan tetrahidrobiopterin, reaksiyonu hizlandirmaktadir. Uretilen
NO, hicre icinde baz etkiler meydana getirebilmek icin cGMP bagdimlh veya
cGMP bagimsiz yolagi kullanmaktadir (Sekil 2.8) (Ruiz vd., 2011).

Nitrik Oksit Sentaz
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Sekil 2.7: iki basamakl bir reaksiyon sonucunda L-arjininden NO’nun sentezlenmesi
(Natanson, Hoffman, Suffredini, Eichacker & Danner, 1994).

Guanozin trifosfat (GTP)tan cGMP Uretimine aracilik eden sGC, NO
icin en duyarli reseptérdlir. Bu proteinin a;, a, ve Bi alt Uniteleri
tanimlanmistir. Fonksiyonel bir reseptdr, bir a ve bir B alt Gnitesinden
olusmaktadir. sGC reseptoriinde hemoglobindeki O>’yi baglayan hem
grubu bulunur ancak NO’ya on bin kat fazla ilgi ile baglanmaktadir. NO,
sGC’a baglandiginda enzim yapisal degisiklige ugrayarak GTP'den cGMP
Uretilmesini saglamaktadir. Olusan cGMP iki farkli yol {zerinden etki
gbstermektedir. Birinci yol, cGMP ile aktive olan protein kinazlar (PKG)
Uzerinden ilerlemektedir. Bdylece dolayli olarak efektdér proteinlerin
fosforilasyon diizeyleri dedistirilmektedir. Ikinci yolda cGMP déngisel
nukleotid kapili kanala (CNG) veya hiperpolarizasyonla aktive olan,
nikleotidle modilile olan kanala badlanarak etkinlik gostermektedir
(Hardingham, Dacthler & Fox, 2013). cGMP'nin aracilik ettigi NO
fonksiyonlarina &6rnek olarak; vaskiler ve gastrointestinal diz kas
gevsemesi, trombosit agregasyonunun baskilanmasi, kardiyak
hipertrofinin azaltilmasi, kalbi iskemi/reperflizyon hasarindan koruma ve
bilissel fonksiyonlar verilebilir (Francis vd., 2010). Ikinci yol ise cGMP’den
bagimsiz olan vyoldur ve posttranslasyonal protein modifikasyonu
reaksiyonlarini icermektedir. Bu yol bircok yayinda klasik olmayan yolak
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olarak da adlandinimaktadir. NO’nun uyardigi  posttranslasyonal
modifikasyonlar S-nitrozilasyon, S-glutatyonilasyon ve tirozin
nitrasyonudur (Ruiz vd., 2011).

S-ghutatyonila=syon

o~ S-mitrozilasyon

Tirczin
mitra=yrom

Sekil 2.8: NO'nun biyolojik sistemlerde kullandigi klasik ve klasik olmayan yolaklari (Ruiz
vd., 2011).

S-nitrozilasyon klasik olmayan NO sinyal mekanizmasinin ana
reaksiyonudur. Bir sistein kalintisinda nitrozotiyol (R-S-N=0) olusumu
meydana gelmekte ve bu da bircok proteinin fonksiyonunda degisime yol
acmaktadir (Martinez-Ruiz vd., 2013). Iyon kanallarinda, reseptérierde,
enzimlerde, transkripsiyon faktérlerinde ve G proteinlerinde S-
nitrozilasyona olanak saglayan motif bulunmaktadir (Stamler & Meissner,
2001). S-nitrozilasyon, geri dontsimlli bir reaksiyondur. cGMP-bagimh
yolaga gore daha kisa slrede etkisini gostermektedir. Yiksek NO
konsantrasyonlarinda bu reaksiyon gerceklesmektedir (Ruiz vd., 2011).

S-glutatyonilasyon, disik molekiler agirliga sahip bir tiyol ile sistein
kalintisi arasinda karisik disllfid bagdinin olusumu yoluyla bir proteine
tiyolin eklenmesini ifade eden redoks sinyal mekanizmasidir. Bu
mekanizma NO ve/veya radikal nitrojen tlrevi (RNS) tarafindan
uyariimaktadir. Bu nedenle NO’nun hicre igi sinyal yolaklan iginde
dederlendirilmektedir. RNS birikimi ve S-glutatyonilasyon arasindaki
iliskiyi aciklayan iki mekanizma bulunmaktadir. Bunlardan birincisi, bazi
proteinlerdeki  glutatyonilasyonun peroksinitrit olusumu tarafindan
uyanimasidir. ikincisi ise bir nitrozotiyol ile serbest tiyoliin reaksiyonundan
karisik disllfid badinin  olusumudur. Nitrozillenmis protein sisteini
glutatyon ile reaksiyona girebilmekte veya S-nitrozoglutatyon (GSNO)
olusturabilmektedir. GSNO’nun  sistein tiyol ile reaksiyonu S-
glutatyonilasyon olusumuna yol agmaktadir (Ruiz vd., 2011).

Tirozin nitrasyonu peroksinitrit (ONOO™) ve nitrojen dioksit (NOy)
olusumuyla iligkilidir (Martinez-Ruiz vd., 2013). Ayrica peroksinitrit, CO;
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ile reaksiyona da girebilmektedir. Tirozin nitrasyon mekanizmasi hicre
membraninda (hidrofobik alanda) gerceklestiginde peroksinitroz asit
(ONOOH), eOH ve eNO, radikallerine parcalanmaktadirlar. Bu molekdller
lipid peoksidasyonu, lipid ve protein nitrasyonu gibi etkilere yol
acmaktadir. Peroksinitrit hlicre icinde veya hucre disi alanda (ak6z fazda)
dogrudan metalloproteinler, metal bilesikler ve proteinlerin tiyol grubuyla
reaksiyona girebilmekte veya CO, ile reaksiyona girerek karbonat (¢CO3")
ve nitrojen dioksit (¢eNO;) radikallerine dénlismektedir. Bunlar da radikal
reaksiyonlarla proteinlerin ve nukleik asitlerin nitrasyonuna ve
oksidasyonuna neden olmaktadir (Ruiz vd., 2011).

NO'nun c¢esitli sinyal mekanizmalan Uzerinden meydana getirdigi
etkiler NO dlzeyine badgh olarak dedismektedir. NO distk
konsantrasyonlarda bulunuyorsa genellikle cGMP yoladi lizerinden etkinlik
gostermektedir. NO’'nun yilksek konsantrasyonu RNS olusumuna vyol
acmakta ve posttranslasyonal protein modifikasyonlari gértilmektedir (Ruiz
vd., 2011).

2.6.1. Nitrik Oksit Sentaz (NOS)’lar

NOS’lar ilk kez 1989°da tanimlanmis ve izoformlari 1991-1994 vyillan
arasinda klonlanip saflastinldiktan sonra NOS vyapisi ve fonksiyonu
hakkinda yapilan calismalar ciddi oranda hiz kazanmistir.

NOS enzimlerinin aktif formlari “dimerik” olarak dederlendiriimekte ve
izoformlar yapisal olarak birbirlerine cok benzemektedirler. Yapilarinda siki
bagh kofaktdér (6R)-5,6,7,8-tetrahidrobiopterin (BH4), flavin adenin
dintkleotid (FAD), flavin mononukleotid (FMN) ve demir protoporfirin IX
(hem) bulunmaktadir. N-terminal oksijenaz ucu hem, BH4 ve L-arjinin igin
baglanma bdlgeleri icermektedir. Kalmodulin (CaM) tanima bodlgesi, N-
terminal ucgla C-terminal rediiktaz ucu birbirine baglamaktadir. C-terminal
rediktaz ucu FAD, FMN ve NADPH icin baglanma boélgeleri icermektedir
(Sekil 2.9) (Alderton, Cooper & Knowles, 2001).
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Sekil 2.9: NOS enziminin yapisi ve NO sentezinde elektron akis mekanizmasi (Alderton
vd., 2001).

Insanlarda tanimlanan NOS izformlarinin (Sekil 2.10) aktivitesi CaM
ve BH4'Un badglanmasiyla birlikte homodimer yapinin olusmasini
gerektirmektedir. CaM baglanmasi hicre ici serbest kalsiyumun
yikselmesiyle tetiklenmektedir. eNOS ve nNOS, Ca®*/CaM yoklugunda
FMN’'den hem’e elektron transferini inhibe ederek calismasini
durdurmaktadir. Ancak iNOS icin bdyle bir durum s6z konusu dedgildir,
Ca’"*dan bagimsiz aktive olmaktadir (Kone, Kuncewicz, Zhang & Yu,
2003). nNOS ve eNOS nanomolar dizeyde NO uretmekte ve etkisi kisa
surmektedir. iINOS ise mikromolar diizeyde ve etkisi saatler, hatta gunler
boyunca stren NO Uretmektedir (Burke, Sullivan, Giles & Glynn, 2013).

) 19 nNOS
NH,{ POZ FMN| FMN— FAD  NADPH —COOM
: Iz ™ an_.;r—m ' “n
fi C184 Sl eNOS
v~ 120w —coon
' - ...u;;; - 1
c iINOS
CaM e
oo (FMN—FMN— FAD  NADPH |-COOM
1 “ou = . e 1293
Oksijenaz ug Reduktaz ug

Sekil 2.10: nNOS, eNOS ve iNOS enzimlerinin molekuler yapisi (Alderton vd., 2001).

2.6.1.1. Néronal Nitrik Oksit Sentaz (nNOS)

NNOS cogunlukla beyinde, 6zel néronlar tarafindan ifadelenmektedir.
Ayrica omurilik, sempatik ganglionlar, adrenal bezler, periferik nitrerjik
sinirler, ¢ok sayida i¢ organin epitel hicreleri, bdobrekte makula densa
hicreleri, pankreatik islet hicreleri ve damar duz kasinda da
tanimlanmistir (Férstermann & Sessa, 2012). nNOS’un enzim aktivitesi
Ca’*-CaM’e bagli olarak degismektedir. Hiicre icinde Ca®* oranindaki artis

29



nNOS aktivitesini arttirmaktadir. Ornedin; néronlarda sinyal iletimi
sirasinda, nNOS’un yapisinda bulunan PDZ ucu PSD95 (postsinaptik yogun
protein 95) araciliiyla postsinaptik noéronun N-metil D-aspartik asit
(NMDA) reseptoriine badglanmaktadir. Bu etkilesim sayesinde NMDA
reseptdrii (NMDAR) aracihdiyla hicreye giren Ca®?* oraninda bir artis
meydana geldiginde, nNOS aktive olmakta ve postsinaptik alanda NO
miktari artmaktadir. Uretilen bu NO, diffiizyonla presinaptik ndrona
gecerek cGMP Ulizerinden etkinligini gosterebilmektedir (Mungrue & Bredt,
2004).

NNOS &grenme, hafiza ve ndrojenez gibi fizyolojik fonksiyonlari
dizenlemektedir. Merkezi sinir sisteminde nNOS kaynakli NO, merkezi
diizeyde kan basincinin dizenlenmesine de katki saglamaktadir. Yapilan
calismalarda medulla ve hipotalamusta nNOS’un blokaji sistemik
hipertansiyona yol acmistir. Nitrerjik sinirlerde tGretilen NO kan damarlarini
da iceren cesitli diz kaslarin tonusunu azaltmaktadir (Férstermann &
Sessa, 2012). Kuguk miktarlarda Uretilen NO fizyolojik etkilere aracilik
ederken, asir miktarlarda salindiginda nérotoksisiteye sebep olmaktadir
(Mungrue & Bredt, 2004). nNOS kaynakli anormal NO sinyali multiple
skleroz, Alzheimer, Parkinson gibi ndérodejeneratif hastaliklara yol
acmaktadir.  Ayrica nNOS’un hiperaktivasyonu ile asin dlizeyde NO
Uretilmesi glikolizi ve mitokondri solunumunu inhibe ederek enerjinin
tikenmesine neden olmaktadir (Férstermann & Sessa, 2012).

2.6.1.2.  Indiiklenebilir Nitrik Oksit Sentaz (iNOS)

Bakteriyel lipopolisakkaritler, sitokinler ve buna benzer ajanlar
iNOS’un ifadelenmesini uyarabilmektedir. Bu nedenle iNOS hiicre igi Ca®*
dlizeyinden bagimsiz olarak aktive olmaktadir. Makrofajlarda iNOS
uyarildiginda yiksek miktarda NO (retilir ve bu da hicrelerdeki sitotoksik
etkinin ana sebebidir. Uretilen NO hedef hiicrenin DNA ipliklerini
parcalamakta ve fragmentasyona neden olmaktadir. Bagdisiklik hiicresi
olmayan hicrelerin sitokinler tarafindan wuyarilarak komsu hucreleri
etkileyebilecek kadar NO (rettigi gorilmustir. Ornedin, sitokinle aktive
olan endotel hucreleri timor hdcrelerini 6ldurebilmektedir. Uyarilan
hepatositler de malaria sporozitlerini dldirmek igcin NO kullanmaktadir.
Tum bu etkiler iNOS kaynakli NO tarafindan meydana gelmektedir. Ayrica
iNOS kaynakl yuksek konsatrasyonlarda Uretilen NO, O, ile birleserek
peroksinitrit olusumuna yol agcmakta ve olusan peroksinitrit de hlcrede
yikicl etkiler meydana getirmektedir (Férstermann & Sessa, 2012).
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2.6.1.3. Endotelyal Nitrik Oksit Sentaz (eNOS)

eNOS cogunlukla endotel hicrelerinden ifade edilmekle birlikte kalp
miyositlerinde, trombositlerde, beyindeki ndéronlarda, plasentada
sinsityotrofoblastlarda bulunmaktadir. eNOS da nNOS gibi hiicre ici Ca®*
oranindaki artisla aktive olmaktadir. eNOS kaynakli NO d&nemli
kardiyovaskuler fonksiyonlarin dliizenlenmesine aracilik etmektedir. Kan
damarlarinin diz kas hcrelerinde sGC'yi uyararak, cGMP yolagi izerinden
vazodilatasyonu gergeklestirmektedir. eNOS genindeki baz hatalar kan
basincinin ylkselmesine neden olmaktadir. Endotelden damar limenine
salinan NO trombosit agregasyonunu ve vaskiller duvara adezyonu inhibe
etmektedir. Bu 6zelligi, aterosklerotik plaklara karsi NO'nun koruyucu bir
rold oldugunu gostermektedir. Diger taraftan anjiyojenik faktorlerin sinyal
mekanizmasina aracilik ederek postnatal anjiyojenezde de &nemli rol
oynamaktadir (Férstermann & Sessa, 2012; Foérstermann, Boissel &
Kleinert, 1998).

2.6.2. Kanserde NO’nun rolii

NO, Sekil 2.11'de gosterildigi gibi kanser hicreleri Gzerinde birbirine
zit  roller Ustlenebilmektedir. Yapilan arastirmalara gére dulslk
konsantrasyonlarda NO, anjyojeneze katki sunarak kan akiminin artmasi
ve timor gelisimine katki saglanmasinda gorev alir (Vahora vd., 2016).
Ancak vyluksek konsantrasyonlarda patojenlere ve timorlere karsi bir
sitotoksik etki meydana getirmektedir (Burke vd., 2013). Bu etki
peroksinitritler araciligiyla saglanmakta, peroksinitrit apoptozu da
uyarmaktadir. Ancak yapilan calismalar peroksinitritin de timoér hucreleri
Gzerinde ikili etkiye yol actigini ve inflamasyonla iliskili karsinogenezi de
uyardigini gostermistir (Vahora vd., 2016).

TUmor hicreleri Gzerinde NO'nun hangi yonde etki edecegi NO akimi,
kimyasal redox ve NO’‘ya maruziyet siresine baglidir. RNS ve GSNO
olusumu NO’'nun sitoprotektif veya sitotoksik etkisinin  6nemli
belirleyicilerindendir (Burke vd., 2013).
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DMA hasannin olusumu, nitrosatif/oksidatif stres, sitotoksizite
oy |VE apoptoz
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Invazyvonda artis, metastaz, hicrenin korunmas ve
100-500 nM apoptozun dnlenmesi

=100 niy Proliferasyonun artisi ve anjiyojensz

L

Sekil 2.11: Timor hiicrelerinde yliksek NO dizeyi (>500 nM) hiicrede hasar arttirarak
apoptoza yol agmaktadir. Orta diizeyde NO (100-500 nM) invazyon ve metastaza neden
olmakta, apoptozu 6nleyerek timor hiicrelerinin malignitesini arttirmaktdir. Dlstik NO
dizeyinde (<100 nM) ise timor hicrelerinin proliferasyonu artmakta ve anjiyojenezle
birlikte timor gelisimine katki saglamaktadir (Vahora vd., 2016).

NO ve iNOS akciger, kolon, meme, melanoma ve pankreatik kanserler
gibi ¢ok sayida tumoér tipiyle iliskilidir. Bir inflamasyon sirasinda aktive
olan badisiklik hicrelerinden radikal oksijen titrevi (ROS) ve RNS
salinmakta, komsu epitelyal ve stromal hicrelere saldirmakta ve
oksidatif/nitrosatif strese yol acmaktadir (Burke vd., 2013). iNOS, hipoksi
induklenebilir faktér-1a (HIF-1a), sinyal iletme ve transkripsiyon
aktivatort (STAT), nukleer faktor-kB (NF- kB) ve TNFa gibi transkripsiyon
faktorleri ile uyanimakta ve inflamasyonla iliskili karsinogenez
tetiklenmektedir (Vahora vd., 2016).

Anjiyojenez tumodr gelisiminde o6nemli olaylardan biridir ve pro-
anjiyojenik aracilar arasinda NO da yer almaktadir. NO, EGRF sinyal
yolagini uyarmaktadir. Ayrica VEGF gibi proliferatif ve anjiyojenik blylime
faktorleri de NO sinyalini etkilemekte ve anjiyojenezi arttirmaktadir. Cesitli
kanser tiplerinde VEGF ekspresyonunun eNOS ve iNOS'u uyardid
gosterilmistir. NO ve VEGF arasinda karsilikli bir iliski oldugu belirlenmistir
(Vahora vd., 2016).

2.7. NOSIP (Nitrik Oksit Sentaz ile Etkilesen Protein)

NOSIP, 34 kDa molekller adirhga sahip, protein yapida bir
molekdldar (Kénig vd., 2005). Simdiye kadar yapilan kisith calismalar
NOSIP’in hlicre tipine bagh olarak sitoplazmik alanda veya cekirdekte
bulundugunu gostermektedir (Schleicher, Brundin, Gross, Esterl & Oess,
2005). NOSIP ile ilgili yapilan ilk calismalar eNOS ile arasindaki etkilesimi
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ortaya koymustur. Kaveola bdlgesinde enzimatik aktiviteye sahip olan
eNOS, oksijenaz ucunun karboksilaz bolgesine NOSIP’in baglanmasiyla
hiicre icine, c¢ekirdege dogru hareket etmekte ve aktivitesini
kaybetmektedir (Dedio vd., 2001). Schleicher ve arkadaslarinin yaptiklari
bir calisma NOSIP’in hlicre dongusinun G, fazinda eNOS’u baskilayarak
enzim aktivitesinde azalmaya yol actigini gostermistir (Schleicher vd.,
2005). eNOS ile NOSIP etkilesimi insanda akcidger, kalp, beyin ve iskelet
kasinda kanitlanmistir (Dedio vd., 2001). Sinir sisteminde yapilan
calismalarda nNOS ve NOSIP’in birlikte ifadelendigi ve ayni bdlgede
yerlesim gdsterdikleri saptanmistir. nNOS ile NOSIP’in birlikte yerlesimi
sinaptik plastisitede ve ndral fonksiyonda énemli rol oynamaktadir. NOSIP,
NNOS aktivitesini iki sekilde baskilamaktadir. Birincisi elektron akisini
bozarak nNOS aktivitesini engellemesi, ikincisi ise eNOS’a benzer sekilde
NNOS’u hicre membraninin aktif bdlgelerinden hilicre ici boélgelere
iletilmesini saglayarak enzim aktivitesinin azalmasina yol acmasidir
(Dreyer vd., 2004). Omurilik hasari olusturulan siganlarda nNOS kaynakli
NO ve NOSIP miktan 6lgilmis ve ylksek NO araciligiyla olusan hasara
yanit olarak NOSIP dizeyinin de arttigi saptanmistir. Bu calisma NOSIP'in
NO araciligiyla olusan zararh etkilerini azaltmakla goérevli oldugunu
disindirmektedir (Yu vd., 2012). Dreyer ve arkadaslarinin yaptiklari
calismada periferal inflamasyon sonrasinda nosiseptif C ve Ad liflerinde
NOSIP artisi gozlenmistir. Bu artisin néronlarda asin NO Uretimine karsi
dokuyu koruyucu veya dengeleyici bir  mekanizma olarak
degerlendirilebilecedini 6ne sirmduslerdir (Dreyer vd., 2004). Tomuschat
ve arkadaslann da megakolon vakalanyla vyaptiklari bir calismada
gangliyonik ve gangliyonik olmayan bdlgelerden alinan dokularda western
blot ve gqPCR yo6ntemiyle eNOS, nNOS ve NOSIP oélcilmustir. Elde edilen
sonucglara goére gangliyonik ve gangliyonik olmayan bdlgedeki NOSIP
ifadelenme dlzeyi kontrol grubuna kiyasla ciddi oranda yuksek
bulunmustur. Ayrica yapilan bu calismada ylksek NOSIP dlzeyinin
hastalarda enterokolit gelisimini tetikledigi gorilmis ancak megakolona
bagli gelisen enterokolitte NOSIP dlizeyinde bir fark bulunamamistir
(Tomuschat vd., 2017).

NOSIPin etkisi son vyillarda anlasiimaya baslandigindan yapilan
calismalar cok kisithdir. Bu nedenle etki mekanizmasinin anlasiimasi igin
daha c¢ok calismaya ihtiyac duyulmaktadir. Buglne kadar vyapilan
calismalarin higbiri kanserli hastalar ile yapiimamis olup kanser hicresinde
veya timor dokusunda NOSIP miktari ve degisimi hakkinda higbir bilgi
bulunmamaktadir.

33



3. GEREC VE YONTEMLER

3.1. Cahismada Kullanilan Malzeme ve Soliisyonlar

3.1.1. Cihazlar

ELISA okuyucu-yikayict (Chemwell 2910, Awareness Thecnology,
USA)

Inkiibatér (Nive FN500, Nive Sanayi Malzemeleri Imalat ve Tic. A.S.,
Tlrkiye)

Real-time PCR cihazi (Roche Diagnostics, Mannheim, Germany)

Mikrosantriftij (Hermle, Wehingen, Germany)

Thermal cycler (Corbett Palm Cycler, Mortlake, Australia)

Vorteks (Heidolph, Germany)

Doku homojenizatort (Tissue-Lyser II-Qiagen VX350 Series 2 WPS
3601C12, Hilden, Germany)

Nanodrop 1000 (Thermo Scientific, USA)

LightCycler Nano Software (Roche Diagnostics, Mannheim, Germany)

Pipet uclan (10’luk, 100Uk ve 1000ik)

-80°C Dondurucu (Telstar Life Science Solutions, Spain)

Buzdolabi (Argelik, Tlrkiye)

Mikro pipet takimi

3.1.2. Kimyasal malzemeler

Lizis Buffer (Thermo Fischer Scientific, Waltham, USA)
B-merkaptoetanol (Biorad, California, USA)

Proteinaz K (Thermo Fischer Scientific, Waltham, USA)

TE Buffer (Invitrogen, California, USA)

Wash Buffer 1 (Thermo Fischer Scientific, Waltham, USA)
Wash Buffer 2 (Thermo Fischer Scientific, Waltham, USA)

% 70’lik etanol

Nikleaz Free Water (Thermo Fischer Scientific, Waltham, USA)
RNase Free Water (Qiagen, Hilden, Germany)

RNA Later (Invitrogen, California, USA)

Buffer 5X (Roche Diagnostics, Mannheim, Germany)

dNTP Miks (Roche Diagnostics, Mannheim, Germany)

DTT (Roche Diagnostics, Mannheim, Germany)

Random Primer (Roche Diagnostics, Mannheim, Germany)
Oligo-dT Primer (Roche Diagnostics, Mannheim, Germany)
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Protektor RNAase inhibitdor (Roche Diagnostics, Mannheim, Germany)

Omniscript Reverse Transcriptase (Roche Diagnostics, Mannheim,

Germany)

Reconstituted primer /probe miks (Roche Diagnostics, Mannheim,
Germany)

2X gPCR Mastermiks (Roche Diagnostics, Mannheim, Germany)

Reference Standard (Elabscience, Houston, Texas)

Concentrated Biotinylated Detection Ab (100x) (Elabscience,
Houston, Texas)

Concentrated HRP Conjugate (100x) (Elabscience, Houston, Texas)

Reference Standard & Sample Diluent (Elabscience, Houston, Texas)

Biotinylated Detection Ab Diluent (Elabscience, Houston, Texas)

HRP Conjugate Diluent (Elabscience, Houston, Texas)

Concentrated Wash Buffer (25x) (Elabscience, Houston, Texas)

Substrate Reagent (Elabscience, Houston, Texas)

Stop Solution (Elabscience, Houston, Texas)

Nitrit/nitrat Assay Buffer (Cayman Chemical, Michigan, USA)

Nitrat Redlktaz Enzim Preparation (Cayman Chemical, Michigan,
USA)

Nitrat Rediktaz Kofaktor Preparation (Cayman Chemical, Michigan,
USA)

Nitrat Standart (Cayman Chemical, Michigan, USA)

Nitrit Standart (Cayman Chemical, Michigan, USA)

Griess Reaktifi (Cayman Chemical, Michigan, USA)

Distile su

3.2. Deney Protokoli

Bu deneysel calisma Eskisehir Osmangazi Universitesi Tip Fakiiltesi
Fizyoloji Anabilim Dali Molektller Arastirmalar laboratuvarinda ve Afyon
Kocatepe Universitesi Tip Fakiltesi Biyokimya Anabilim Dal
laboratuvarinda, 11.08.2017 tarihli 80558721/216 sayilh etik kurul
karariyla yapilmistir.

3.3. Dokularin Toplanmasi

11.08.2017 tarihli 80558721/216 sayili etik kurul karanyla Eskisehir
Osmangazi Universitesi Tip Fakiltesi Genel Cerrahi Anabilim Dali'nda KRK
tanisiyla cerrahi operasyona alinan 17 hastadan doku 6rnegi alinmistir. Bu
dokular timoérld alandan ve kanserli dokunun kontroll olarak timoértn 10
cm uzakhgindaki normal bolgeden segilmistir. Normal bdélgeden alinan
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ornekler kontrol grubu olarak dederlendirilmistir. Cerrahi operasyon
sirasinda alinan 6rnekler RNA Later solisyonu bulunan eppendorf tlpler
icine alinmig, -80 °C’'de saklanmistir. Ayrica ELISA deneyleri icin ayni
hastalardan cerrahi operasyon oOncesi kan o&rnekleri toplanmis ve 17
saglikl bireyden alinan kan ornekleriyle birlikte, plazmalar elde edilerek -
20 °C'de saklanmistir.

3.4. Kolorimetrik Nitrit/Nitrat Assay

NO, biyolojik sivilarda gesitli molekdullerle bir seri reaksiyona girmekte
ve sonucunda nitrit (NO3") ve nitrat (NO3") Urlnlerine déntismektedir.

NO + O, ——>0ONO; + HY —— NOs™ + H*
2NO + O, —>Ny04 + Hb O —> NO> + NOs3”
NO + NO, ——>N>03 + Hb O —> 2NOy"

Bu nedenle total nitrit ve nitrat miktari, NO miktarinin belirlenmesinde
kullanilmaktadir. Kolorimetrik nitrit/nitrat assay iki basamakli bir reaksiyon
ile total nitrit/nitrat miktarini 6lcmektedir. Ilk basamakta nitrat, nitrat
rediiktaz enzimi aracihidiyla nitrite dontsir. Ikinci basamakta nitrit griess
reaktifleri ile azo- Urlnlere doénusur ve bu da nitrit konsantrasyonunu
belirlemektedir.

3.4.1. Reaktiflerin hazirlanmasi

e Assay Buffer 100 ml ultra saf suyla dilte edildi.

¢1,2 ml Assay Buffer ile nitrat rediktaz enzimi sulandiridi.

¢ 1,2 ml Assay Buffer ile nitrat redlktaz kofaktért sulandirildi.
eNitrat standardi 1 ml Assay Buffer ile sulandirilarak vortekslendi.
e Nitrit standardi 1 ml Assay Buffer ile sulandirilarak vortekslendi.

3.4.2. Assay protokolii

Plazma 6rneklerinin plate’e yerlestirilmesi sirasinda en az iki kuyucuk
kor olarak degerlendirileceginden, 200 ul Assay Buffer veya su eklenmek
Uzere aynlmistir. Standart egri icin kuyucuklar Tablo 3.1'de gosterildigi
gibi A1-H2 kuyucuklan arasina siralanmistir. Orneklerin nitrit+nitrat
konsantrasyonunu 6lgmek igin, kit prosediriine gore nitrat standart egrisi
olusturulmustur.
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Temiz bir tipe 0,9 ml Assay Buffer koyuldu, lGzerine 0,1 ml nitrat
standard! eklenerek vortekslendi. Bu stok standardin konsantrasyonu 200
NMdir.

Tablo 3.1: Orneklerin plate diizeni

Kuyucuk Nitrat Standardi (pM) Assay Buffer (ul) | Final Nitrat
Konsantrasyonu
(M)
Al, A2 0 80 0
B1, B2 5 75 5
C1, C2 10 70 10
D1, D2 15 65 15
El, E2 20 60 20
F1, F2 25 55 25
G1l, G2 30 50 30
H1, H2 35 45 35

Belirtilen nitrat standart edrilerinin hazirlanmasi igin stok standart
(200 pM) kullanilmistir. Orneklerin absorbansi 0,5 ile 1,2 absorbans
dederleri arasindadir. Yiksek absorbans dederi, yiksek nitrat dizeyini
ifade etmektedir. Nitrit assayin en ylksek degeri 1 uM’dir.

e Kor olarak dederlendirilecek kuyucuklara 200 pl su ya da Assay
Buffer eklendi. Bu kuyucuklara baska bir reaktif eklenmemistir.

e 40 pl 6rnek + 40 pul assay Buffer'dan olusan karisim sirayla her
kuyucuga eklendi.

e Uzerine 10 pl enzim kofaktér karisimi eklendi.

e Son olarak her kuyucuga 10 pl nitrat rediktaz karisimi eklendi ve
plate kaplayicl ile kuyucuklarin Uzeri kapatilarak oda sicakliinda 1 saat
inkUbasyona birakildi.

e Her kuyucuga 50 ul Griess Reaktifi eklendi.

e Oda sicakliginda 10 dakika inkiibe edilerek Sekil 3.1’deki renk
degisimi gozlendi.

e Absorbans degerleri 540-550 nm arasinda plate okuyucu
kullanilarak okundu.
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Sekil 3.1: Kolorimetrik Nitrit/Nitrat Assay prosedirl uygulandiktan sonra érneklerdeki
renk dedisiminin gdzlenmesi.

3.5. ELISA Yontemi ile MMP-2, MMP-9, TIMP-2 ve
NOSIP Tayini

Bu deney icin kullanilan ELISA kiti, sandvig-ELISA metodunu
kullanmaktadir. Kitin icinde bulunan mikroELISA plate, spesifik antikor ile
o6nceden kaplanmistir. Sonuglarin analizi 4502 nm dalga boyu arasindaki
bir degere goére yapilmaktadir. Standart egri ile ytklenen 6rneklerin degeri
birbiriyle karsilastirilarak protein miktar tespit edilmistir.

3.5.1. Orneklerin hazirlanmasi

Antikoagulanli tipe alinan kan 6rnekleri 15 dakika, 1000 g, 2-8°C’'de
santrifiij edildikten sonra assay icin siipernatant toplandi. Ornekler -
20°C’de saklandi.

3.5.2. Reaktiflerin hazirlanmasi

eDeneye baslanmadan Once bitln reaktifler oda sicakligina getirildi.
Dalgaboyu élciminden 15 dakika énce mikroplate okuyucu isitildi.

30 ml'lik konsantre Wash Buffer, distile suyla dilie edilerek 750 ml
Wash Buffer elde edildi.

e Standart soliisyon 10,000 g’de 1 dakika santrifiij edildi. Uzerine 1 ml
Reference Standard & Sample Diluent eklenerek birkag kez alt st
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edildikten sonra 10 dakika inkibasyona birakildi. Tamamen ¢dzindikten
sonra pipetle iyice kanistinildi. Elde edilen stok solisyona ihtiya¢c duyulan
seri dilisyon islemi uygulandi. Bunun igin 7 tap kullanildi. Her tipe 500 pl
Reference Standard & Sample Diluent eklendi. Stok solisyondan 500 pl
alinarak ilk tipe aktanldi ve bdylece referans standardin
konsantrasyonunun yarisi kadar dilisyon yapilmis oldu. Bu islem Sekil
3.2'deki gibi bir dnceki tlipten 500 pl alinip bir sonraki tipe ayni oranda
ekleme vyapilarak seri dilisyon seklinde yapildi. Son tlp koér olarak
degerlendirileceginden bir 6énceki tlipten sollisyon eklenmedi.

500uL 500uL 500uL 500uL 500uL 500uL

2 Ve W W WV WV |

Rcference
Standard

g.,, s
1
| 4 ) w ‘

Sekil 3.2: Stok sollisyonun dilisyonu.
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eHer kuyucuga 100 pl Biotinylated Detection Ab gerektiginden 6rnek
sayisina goére gerekli olan c¢odzelti miktan hesaplanarak konsantre
Biotinylated Detection Ab (100x) solisyonu Biotinylated Detection Ab
Diluent ile dillGe edildi.

eHer kuyucuk icin 100 uyl HRP konjugat gerektiginden ayni hesaplama
yapilarak HRP Conjugate Diluent ile dilisyon yapild.

3.5.3. Assay protokolii
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Sekil 3.3: ELISA metoduna gére; 1. Ornedin kuyucuklara yiklenmesi, 2. Ornegin plate

tabanindaki antikora baglanmasi, 3. Biyotinin eklenmesi ve érnege baglanmasi, 4. HRP

konjugat eklenmesi, 5. Renk degisiminin gdzlendiginde stop soliisyonuyla reaksiyonun
durdurulmasi, 6. Sari renk olusumunun gézlenmesini géstermektedir.

1. Mikroplate’de ilk sGtundan baslamak Uzere standart ¢dzeltinin
farkli konsantrasyonlar kuyucuklara eklendi. Diger kuyucuklara 100 pl
ornekler sirasiyla eklendi. Plate kaplayiciyla kapatilarak 37°C’'de 90 dakika
inkiibasyona birakildi.

2. Kuyucuklardaki sivi uzaklastirilarak her kuyucuga 100 ul
Biotinylated Detection Ab ¢o6zeltisi eklendi. Plate kaplayiciyla kapatilarak
37 °C'de 1 saat inklUbe edildi.

3. Kuyucuklardaki ¢ozelti uzaklastirildi ve her kuyucuga 350 l
Wash Buffer eklenerek 1-2 dakika beklendikten sonra ¢dzelti uzaklastirldi.
Bu islem arka arkaya 3 kez tekrarlandi.

4, Her kuyucuda 100 ul HRP konjugat eklendi. Plate kaplayici ile
kapatilarak 37 °C'de 30 dk inktibasyona birakildi.

5. Kuyucuklardaki sivi uzaklastinlarak Wash Buffer ile 3.
basamakta yapilan yikama islemi 5 kez tekrarlandi.

6. Her kuyucuga 90 pl substrat reaktifi eklenerek yeni bir plate
kaplayici ile plate kapatildi. Karanlikta 15 dakika ve 37 °C’de inklibe edildi.
Sekil 3.3'de belirtildigi gibi renk degisimi gbdzlenmeye basladiginda
reaksiyon durduruldu.

7. Reaksiyonu durdurmak icin her kuyucuga 50 pl stop sollisyonu
eklendi.
8. Sekil 3.4'deki renk dedisimi gozlendikten sonra 450 nm’de

mikroplate okuyucu ile her kuyucuktaki OD (optik yogunluk) o6lgaldi.
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Sekil 3.4: ELISA ybntemine gore stop soliisyonu eklendikten sonra platelerde gortlen
renk degdisimi (A. NOSIP, B. MMP-9, C. MMP-2, D. TIMP-2

3.6. Gercek Zamanh Polimeraz Zincir Reaksiyonu (RT-
PCR) Teknigi ile MMP-2, MMP-9, TIMP-2 ve NOSIP Tayini

3.6.1. RNA izolasyonu

Total RNA izolasyonu icin Genelet RNA Purification Kit kullanilmistir.
3.6.1.1. Cozeltilerin hazirlanmasi

el ml Lizis Buffer icine 20 uyl B-merkaptoetanol eklendi ve

vortekslendi.
¢590 pl TE Buffer'a 10 pl Proteinaz K eklendi ve vortekslendi.
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3.6.1.2. Islem basamaklari

1. Doku ornekleri, icinde metal boncuk bulunan eppendorflara
alindi. Uzerine 300 pl Lizis Buffer eklendi. 30 frekansta 4 dakika
homojenize edildi.

2. Homojenizasyondan sonra boncuklar alindi ve érnek basgka bir
tipe aktarilarak Uzerine 600 pl Proteinaz K eklendi. Vortekslendikten
sonra 15-25 °C’de 10 dakika inklibasyona birakildi.

3. 12.000 g’de 5 dakika santrifij edildi, stpernatant baska bir
tipe aktanldi.

4, Supernatantin lGzerine 450 ul etanol eklenerek pipetle
karistirildi.

5. Bu sivinin 700 pl’si Genelet RNA Purification kolonuna aktarildi
ve 12.000 g'de 1 dakika santriftj edildi.

6. Santrifijden sonra kolonun altindaki toplama tldplUne biriken

sivi uzaklastirilarak, kolona 700 pl daha sivi eklendi ve 12.000 g'de 1
dakika santriflj edildi.

7. Toplama tupd atilarak kolon 2 ml’lik tipe yerlestirildi.

8. Kolona 700 pl Wash Buffer 1 eklenerek 12.000 g’de 1 dakika
santrifij edildi.

9. Toplama tlpunde biriken sivi uzaklastirildi. Kolona 600 pl
Wash Buffer 2 eklendi ve 12.000 g’'de 1 dakika santrifij edildi.

10. Toplama tlplnde biriken sivi uzaklastirildi, 250 ul Wash Buffer
2 eklenerek 12.000 g'de 2 dakika santriftj edildi.

11. Kolon 1,5 ml'lik eppendorfa aktarilarak Gzerine 100 pl nikleaz
free water eklendi ve 12.000 g’de 1 dakika santriflij edildi.

12, Tlpte biriken sividaki RNA'nin miktar ve safligini belirlemek
icin 1,5 pl RNA, 260 nm dalga boyunda optik yodunluk olcllerek
hesaplama yapildi.

3.6.2. cDNA sentezi

1. Total RNA (500 ng) + ddH,O0= 9.4 pul olacak sekilde karistirildi.
2. Uzerine 1 pl random primer, 1 pl oligo-dt primer eklendi.

Total hacim: 11.4 pl

3. 65 oC'de 10 dakika inklbe edildi.
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Komponentin hazirlanmasi:
Buffer 5x : 4 pl

Reverse transkriptaz ;1,1 pl
Protektor RNAase inhibitér : 0,5 pl
Deoxintkleotit mix : 2 pl
DTT ;1 pl

Total hacim: 8.6 pi

4, 11,4'luk total hacim Uzerine 8,6 pl komponent dagitildi ve
vortekslendi.
5. 29 °C’de 10 dk
48 °C'de 60 dk } cDNA sentezi igin PCR sartlari
85 °C'de 5 dk
(Cikan o6rnekler (+2) - (+8) oC'de 1-2 saat; -15 ile -25 °C'de daha
uzun sure saklanabilmektedir.)

3.6.3. RT-PCR
MMP-2, MMP-9, TIMP-2, NOSIP ve B-aktin (referans gen) mRNA

dizeyleri, Dual Label (Tagman prob) kullanilarak élctldi. RT-PCR icin
Tablo 3.2’deki karisim hazirlanarak reaksiyon gerceklestirildi.

Tablo 3.2: RT-PCR icin karisim icerigi

Karisim Miktar ( pl )

Reconstituted primer /probe miks (MMP-2, 1
MMP-9, TIMP-2, NOSIP veya B-aktin)

2X gPCR Mastermiks 10
PCR-Grade water 4
cDNA 5
Toplam hacim 20

Toplam 20 pl RT-PCR reaksiyonu asagidaki kosullarda gercgeklestirildi:
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95° C'de 10 dk
95° C'de 20 sn

55° C'de 30 sn g 50 déngu
72° C'de 20 sn )

Calismanin sonuglan LightCycler® Nano Software ile analiz edildi.

3.7. Istatistiksel Analiz

Istatistiksel dederlendirme igin GraphPad Prism6 programi
kullaniimistir. Oncelikle gruplar Shapiro-Wilk Normality Test kullanilarak
normal dagilim gosterip godstermedigine gore analiz edilmistir. Normal
dagilim goOsteren veriler tek yonli ANOVA testi ile dederlendirildikten sonra
gruplar arasindaki farklar Tukey testi ile analiz edilmistir. Normal dagilim
gostermeyen veriler ise Kruskal-Wallis testi ile dederlendirildikten sonra
gruplar arasindaki farkhliklar Dunn testi ile analiz edilmistir. p dederi
0.05’den kuguk olanlar anlaml kabul edilmistir. Sonucglar ortalama +SEM
olarak ifade edilmigtir.
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4. BULGULAR
4.1. ELISA Bulgulari

4.1.1. Total nitrit+nitrat tayini bulgulari

Hasta ve sagdlikli bireylerin plazmalarindan kolorimetrik nitrik oksit
assay kiti ile yapilan analizlerde; KRK hastalarinin total nitrit+nitrat
miktari, kontrol grubuna kiyasla anlamli derecede bir artis géstermektedir
(p<0,01) (Sekil 4.1).
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Normal plazma KRK plazma

Sekil 4.1: KRK hastalari ile kontrol grubu bireylerinin plazma total nitrit+nitrat
dizeylerinin karsilastiriimasi (p<0.01).

4.1.2. NOSIP miktari

Hasta ve saglikli bireylerden toplanan kan 6rneklerinden elde edilen
plazmalarda NOSIP miktar ELISA metoduyla 6lctiimus ve normal dokuya
kiyasla timorli dokuda NOSIP dizeyinin daha disik oldugu gordlmustir
(p<0,05) (Sekil 4.2).
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Sekil 4.2: KRK hastalarinin ve saglikh bireylerin plazmalarinda NOSIP miktarinin ng/ml
cinsinden karsilastiriimasi (p<0,05).

4.1.3. MMP-2 miktari

Hasta ve sadlikli bireylerin plazmalariyla yapilan ELISA analizlerinde,
hasta bireylerde MMP-2 dizeyi anlamli derecede yuksek bulunmustur
(p<0,005) (Sekil 4.3).

MMP 2
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Normal plazma

KRK plazma

Sekil 4.3: : Kanserli hastalarin ve saglikli bireylerin plazmalarinda MMP-2 miktarinin
ng/ml cinsinden karsilastiriimasi (p<0,005).

4.1.4. MMP-9 miktari

KRK'lI bireylerden elde edilen plazmalarda saglikli bireylere kiyasla
MMP-9 dizeyinin anlamli derecede ylksek oldugu gorilmustir (p<0,005)
(Sekil 4.4).
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Sekil 4.4: Hasta ve saglikh bireylerin plazmalarinda MMP-9 miktarinin pg/ml cinsinden
karsilastiriimasi (p<0.005).

4.1.5. TIMP2 miktari

Yapilan analizlerde hasta ve saglikl bireylerin plazmalarindaki TIMP2
miktarn arasinda istatistiki acidan anlamli bir fark bulunamamistir (p>0,05)
(Sekil 4.5).

TIMP -2

Normal Plazma

KRK plazma

Sekil 4.5: Hasta ve saglikh bireylerin plazmalarinda TIMP2 miktarinin ng/ml cinsinden
karsilastirlmasi (p>0.05).

4.2. RT-PCR Bulgulari

RT-PCR sonuglarimiz,

ELISA yontemi ile elde ettigimiz verileri
dogrular niteliktedir.
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4.2.1. NOSIP gen ifadelenme diizeyi

RT-PCR ile yapilan analizlere gére; normal dokuya kiyasla, timaorli

dokuda, anlamli olma

makla birlikte NOSIP gen ifadelenme dizeyinin

dlsik oldugu gozlenmistir (p>0,05) (Sekil 4.6).

1.5

1.0

KAT ARTISI

NOSIP

| |

Sekil 4.6: Timorla

Normal doku Tiimoérli doku
ve normal dokuda NOSIP gen ifadelenme dlizeylerinin
karsilastinlmasi (p>0,05).

4.2.2. MMP-2 gen ifadelenme diizeyi

Yapilan analizlerde normal dokuya kiyasla, timorli dokuda; MMP-2

gen ifadelenmesinin
(p<0,05) (Sekil 4.7).

2.9
2.0
1.5

1.0

KAT ARTISI

0.5

anlamli derecede vylksek oldugu gortlmistir

MMP-2

0.0-

MNormal doku Timérlii Doku

Sekil 4.7: Tumo6rld ve normal dokuda MMP-2 gen ifadelenme dizeylerinin

karsilastinlmasi (p<0,05).
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4.2.3. MMP-9 gen ifadelenme diizeyi

KRK'li bireylerden alinan dokularda normal dokuya kiyasla, MMP-9

gen ifadelenmesinin
(p<0,05) (Sekil 4.8).

KAT ARTISI
=9

anlamli derecede vylksek oldugu goralmistir

MMP-9

0

Mormal doku Timorli Doku

Sekil 4.8: Tiumoérld ve normal dokuda MMP-9 gen ifadelenme dlizeylerinin

karsilastinlmasi (p<0,05).

4.2.4. TIMP2 gen ifadelenme diizeyi

Tumorla ve normal dokuda TIMP2 gen ifadelenme dlizeyleri arasinda
istatistiki olarak anlamli bir fark bulunmamistir (p>0,05) (Sekil 4.9).

25
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TIMP2
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Sekil 4.9: Timo6rld ve normal dokuda TIMP2 gen ifadelenme dlzeylerinin karsilastiriimasi

(p>0,05).
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5. TARTISMA

Ileri derecede bir KRK timériiniin gelisimi asamasinda MMP-2 ve
MMP-9 molekillerinin énemli roliG oldugu bilinmektedir. NO bu enzimleri
tetikleyerek timor gelisimine katki saglamaktadir (Ziche & Morbidelli,
2009). Ayrica tumor dokusuna kan akisini arttirarak ve anjiyojenezi
tetikleyerek de timoérin gelisimini uyarabilmektedir. ileri derecede
timorlerde yuksek NO dlzeyinin hlcrede harap edici etkilere neden
oldugu bilinmektedir. Hem fizyolojik sartlarda hem de bir timor
dokusunda NO sentezlenme dlzeyi NOS’larin ifadelenme dlzeyine ve
enzim aktivitesine bagli olarak dedismektedir (Burke vd., 2013; Vahora
vd., 2016). eNOS ve nNOS enzimleri Uzerinde inhibitér etki goésteren
NOSIP molekllti, NO Uretimini baskilamakta ve dizeyini distirmektedir
(Dedio vd., 2001; Dreyer vd., 2004). Bu nedenle NOSIPin, NO'nun
hicreye zarar verecek etkilerine karsi bir koruma mekanizmasi
gelistirebilecegi dusintlmuistir (Yu vd., 2012). Patolojik sartlarda kanserli
dokudaki ifadelenme dlizeyi ve dolasimdaki miktarn ilk kez bu galismada
belirlenen NOSIP ve buna badli olarak dizeyi dedgisen NO, kanser gelisim
mekanizmalarinin aydinlatiimasinda buylik 6neme sahiptir. Bu nedenle
calismamizi, timoérli ve normal dokuda NO ile NOSIP dlzeyinin
belirlenmesi ve aralarindaki iliskinin ortaya konmasi amaciyla planladik.
Buna ilaveten bircok solid timdrde yuksek miktarda ifadelenme diizeyine
sahip oldugu bilinen MMP-2 ve MMP-9 enzimlerinin kanserli ve normal
bireylerin dolasimindaki miktarini ve RT-PCR ydntemiyle dokudaki
ifadelenme duzeylerini belirleyerek timoér malignitesi ve NO arasindaki
baglantiyl ortaya koymayl amacladik. Bu parametrelerle birlikte TIMP-2
miktarindaki degisimin timorin blylime mekanizmasinin anlasiimasinda
onemli rol oynayabilecegini dusindigimuizden, bu enzimin ayni
yontemlerle normal ve timoérld dokudaki dizeyinin arastirniimasini
amacladik.

KRK hastalarindan cerrahi operasyon dncesi alinan kan o6rnekleri ve
normal bireylerden alinan kan d&rnekleri ile total nitrit/nitrat miktar
6lclilmis ve KRK hastalarinin plazmalarinda NO dlizeyi, saglikli bireylerin
plazmalarindaki NO dlzeyine gére anlamli derecede yuksek bulunmustur.
Literatlrlerden elde edilen bilgilere gbére timér dokusunda NO’nun
proliferasyonu ve timor blylmesini tetikledigi, ancak diger taraftan
dogrudan ve dolayli mekanizmalarla timor olduricli etkiye de sahip
oldugu bilinmektedir. iNOS enzimi uyarildiginda, diger NOS enzimlerine
kiyasla daha uzun slre ve yuksek miktarlarda NO Uretmektedir. iNOS’un
bu aktivitesinin en énemli dizenleyicisi timor baskilayicr p53 genidir. p53,
hicresel NO artisina duyarhdir ve NO'nun miktar arttiginda iNOS (zerinde
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negatif geri besleme mekanizmasiyla inhibisyona yol acmaktadir. Ancak
iNOS kaynaklh NO, p53 genindeki mutasyonlari dogrudan
uyarabilmektedir. Bu mekanizmanin kanser icin oldukga 6nemli oldugu
disintlmektedir. Ayrica NO, kaspaz aktivitesini baskilayarak apoptozu
engelleyebilmektedir. NO'nun diger antiapoptotik etkileri cGMP vyoladi
araciliiyla sitokrom C inhibisyonu, Bcl-2 ifadelenmesinde artis, 1s1 sok
proteinleri  (Hsp)-70 ve -32'nin uyarilmasi, seramid olusumunun
baskilanmasi ve siklooksijenaz (COX)-2'nin aktivasyonu ile meydana
gelmektedir (Choudhari, Chaudhry, Bagde, Gadbail & Joshi, 2013; Choi,
Pae, Jang, Kim & Chung, 2002). NO anjiyojenezin dizenlenmesiyle de
timor gelisimine katki saglayabilmektedir. Arteriolar dilatasyona neden
olarak tumdrin kan akisini arttirmaktadir. Neovaskiler buylimenin
desteklenmesinde VEGF, NO/cGMP yolagini kullanmaktadir. Ayrica COX-2
aktivasyonu da anjiyojenezi tetiklemektedir. NO tarafindan uyarilan MMP-2
ve MMP-9 invazyona katki saglayarak timorin blylimesine neden
olmaktadir. NO'nun TIMP-2'yi azaltic yénde etki goOsterdigi ve bodylece
MMP enzimlerinin baskilanmasinin dnine gecilerek invazyona dolayl
olarak da katki sagladigi bildirilmistir (Choudhari vd., 2013). Yapilan
calismalardan anlasiilmaktadir ki NO timoér hdcrelerinin  invazyonunu
uyararak, timoérin kanlanmasini arttirarak ve anjiyojenezi tetikleyerek,
timor savunma sistemini bozarak timor gelisimine katki saglamaktadir
(Lala & Orucevic, 1998). NO'nun bu proapoptotik etkisi cGMP’den bagimsiz
yolaklar lizerinden meydana gelmektedir. NO’nun apoptotik etkileri DNA
lezyonlarinin olusumu, DNA tamir mekanizmalarinin baskilanmasi ve
dogrudan DNA mutasyonlarn araciliiyla gerceklesmektedir. RNS olusumu
DNA ipliklerinin kirllmasina ve mutasyonlara neden olabilmektedir. Ayrica
peroksinitrit olusumu karbonhidratlan bozmakta, lipid peroksidasyonunu
baslatmakta ve DNA yikimina neden olmaktadir (Choudhari vd., 2013).
DNA hasarn tiumor baskilayici p53 proteininin birikimiyle sonuclanmaktadir.
p53, p21'i uyararak hicre doénglsunli bozmakta ve apoptoza vyol
acmaktadir. Apoptozun uyariimasi icin yuksek oranda dis NO vericisine
ihtiyag duyulmaktadir. Kisa sireli ylksek doz NO’ya maruziyet dogal
koruma yolaklarini harekete gegirmekte ve apoptotik sinyal yolaklarinin
aktivasyonuna yol agmaktadir (Kim, Bombeck & Biliar, 1999).

Yapilan bircok calisma NO’nun kanserde ikili rol oynadigi ve bunun
NO'nun dozuna ve maruziyet sliresine bagli oldugunu kanitlamistir. Ancak
NO'nun dogrudan veya dolayli mekanizmalarla timoér o6ldlricli etkiye
neden olmasinin kanser hastalarinda kanitlanmadigi yéniinde bilgiler
bulunmaktadir (Choudhari vd., 2013). Yapilan calismalarda dis NO
kaynaklar ile NO'nun pro-apoptotik etkisi saglanmis ve tedavi amagli
kullanilabilecedini gostermistir. Deneylerimizden elde ettigimiz sonuclara
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gbére normal dokuya kiyasla timérli dokuda yluksek oranda NO bulunmasi,
NO'nun pro-apoptotik yolaklari uyarmadidini, aksine MMP-2 ve MMP-9
enzimlerinde artisa yol acarak timoér gelisimine katki sagladigini
diusiindiirmektedir. Insan kolon kanseri hiicre hattiyla yapilan bir
calismada NO donéri olarak bilinen SNP (sodyum nitroprussid)’nin
uygulanmasi sonucu, NO’'in MMP-2 ve MMP-9 miktarn ve ifadelenmesinde
artisa neden oldugu bulunmustur. Ayrica bu calismada NO ile uyarilan
MMP-2 ve MMP-9 artisini baskilamak igin emodin kullanilmis ve sonugcta
NO'nun uyardigi timor gelisimi durdurulmustur (Damodharan vd., 2011).

Biz de vyaptigimiz calismalarda hasta ve saglikh bireylerin
plazmalarinda ELISA yéntemiyle MMP-2 ve MMP-9 dlzeylerini karsilastirdik
ve elde ettigimiz sonuglar, bu enzimlerin kanserli bireylerde anlamli
derecede ylksek oldugunu goésterdi. RT-PCR yontemiyle timorli doku ve
normal dokuda enzimlerin ifadelenme duzeyleri karsilastirildi ve ELISA
sonuglarina benzer olarak tumoérli dokuda daha vylksek oranda
ifadelendigi saptandi. Literatlrlerden elde edilen bilgilerle deney
sonuglarimizi karsilastirdigimizda benzer  sonuclarin bulunmasi,
deneylerimizde kullandigimiz timorld dokunun ylksek maligniteye sahip
oldugunu gostermektedir.

Meme (Li, Qiu, Li & Wang, 2017), prostat (Oguic vd., 2014), mide
(Marvan, Po-Yin, Grzegorz & Mietek, 2009) gibi yapilan bircok kanser
arastirmasinda MMP-2 ve MMP-9'un vyiksek dlzeylerde oldugu
gortilmustidr. Sier ve arkadaslari mide karsinoma dokusu ile komsu
mukozal dokuda kantitatif zimografi ydéntemiyle MMP-2 ve MMP-9
dizeylerini dlgmuslerdir. Elde ettikleri sonuclara gére her iki MMP dlzeyi
de gastrik karsinoma dokusunda, komsu mukozal dokuya goére 6nemli
oranda yuksek bulunmustur (Sier vd., 1996). Liabakk ve arkadaslan 192
kolorektal karsinoma biyopsi materyalinde MMP-2 ile MMP-9 miktarini
O0lcmusler, adenom ve normal dokuya kiyasla karsinoma dokusunda
yliksek oranda ifadelendigini bulmuslardir (Liabakk, Talbot, Smith,
Wilkinson & Balkwill, 1996). Yapilan bir baska calismada da 0&zellikle
jelatinazlarin (MMP-2 ve MMP-9) kolon karsinoma metastazi surecinde
ECM yikimina neden olan proteolitik kaskadda rol oynadigini géstermistir (
Sang-Oh vd., 2003). Mesane timodrlerinde MMP-2 ve MMP-9 dlizeyinin
timor derecesiyle arasindaki iliskinin incelendigi bir calismada, 42 biyopsi
ornegdi ile yapilan arastirma sonucunda timorin derecesiyle orantili olarak
MMP-2 ve MMP-9 diizeyinin arttigi saptanmistir (Davies vd., 1993).

Cesitli kanser taruyle yapilan calismalarda TIMP ve MMP duzeyi
arasindaki dengenin bozulmasinin MMP aktivitesine bagli timér gelisimine
yol actigi bildirilmistir.  Fizyolojik dengenin saglanmasinda MMP-TIMP
arasindaki oranin 1:1 olmasi gerekmektedir (Visse & Nagase, 2003). MMP-
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TIMP arasindaki bu oranin bozulmasinin timadrlerin malignant fenotipiyle
iliskili oldugu kanitlanmistir (Zhang & Chen, 2017). Yaptigimiz
calismalardan elde edilen verilere gére timoérli ve normal doku arasinda
TIMP-2 dlzeyleri agisindan anlamli derecede bir fark gézlenmemistir.
ELISA ve RT-PCR deneylerinde kullandigimiz 6rnek sayisinin 17 Kkisiyle
sinirli olmasi istatistiki agidan anlamli olmayan bir sonucun gikmasinda
onemli bir sebep olarak gorilmektedir. Ancak yuksek MMP-2 ve MMP-9
dizeyine karsilik TIMP-2 dizeyinin anlamli derecede artis gdstermemesi
ve fizyolojik 1:1 oraninin bozulmasi, MMP enzim aktivitesinin timor
cevresinde yikicl etkiler meydana getirebildigini de géstermektedir.

Ovaryum tumodrleriyle yapilan bir calismada timoér dokusunda MMP-
9'un asin dluzeyde ifadelenmesinin ve MMP-9 ile TIMP-1 arasindaki
dengenin bozulmasinin kanser gelisimini tetikledigini gostermistir. Ayrica
yapillan bu calismada MMP-2, MMP-7, MMP-9, TIMP-2 ve TIMP-3
dizeylerinin de ovaryum timoérli dokusunda normal dokuya ve benign
ovaryum timorine kiyasla ylksek oldugu gosterilmistir (Hu vd., 2004).
Liu ve arkadaslarn 1320 hastayla yapilan 24 deneyin verileriyle yaptiklari
meta-analiz galismalarinda invaziv hipofiz adenomlarinda MMP-2, MMP-9
ve TIMP-2 ifadelenme dlzeyleri arasindaki iliskiyi degerlendirmislerdir.
Sonucglar invaziv hipofiz adenomlarinda normal dokuya gére MMP-2 ve
MMP-9 ifadelenme dlizeyinin daha ylksek oldugunu gostermistir. Ancak
TIMP-2 ifadelenme dlzeyinde anlamli derecede farkhlik gézlenmemistir.
Calismayl yapan arastirmacilar alinan bu sonugla, daha fazla calisma
yapilmasina duyulan ihtiyacin ortaya ciktigini belirtmislerdir(Liu, Gu,
Wang, Ji & Mu, 2016). Bizim bulgularimiza gére de TIMP-2 dlzeyi KRK ve
normal bireylerde anlamli bir fark géstermemektedir.

Bu asamaya kadar yapilan deney sonuclarn ylksek maligniteye sahip
ve ylUksek dizeyde NO bulunan timorliG dokular ile normal dokularin
kiyaslandigini kanitlamistir. Daha o6nce higbir timorli dokuda miktar
hakkinda bilgi veriimeyen NOSIP dlizeyi, ELISA calismalarimizdan elde
edilen bulgulara gbére kanserli hastalarin plazmalarinda normal bireylere
gore disik miktarda oldugu goézlenmistir. RT-PCR deneylerinden elde
edilen sonuclarda ise istatistiki acidan anlamli olmamakla birlikte NOSIP
gen ifadelenme dlzeyinin kanserli hastalarin timér dokusunda daha disik
oldugu bulunmustur. Bugline kadar yapilan calismalardan elde edilen
bilgiler NOSIP'in htcre icinde sitoplazmik alanda ve cekirdekte yerlesim
goOsterdigini belirtmistir. Schleicher ve arkadaslar yaptiklari calismada asiri
ifadelenen NOSIP'in eNOS enzimatik kapasitesini dogal hicre dongisi
sirasinda azalttigini goéstermistir. Bunu hilicre dongistnin G, fazinda
eNOS’un aktin iskeletine ydnelmesini saglayarak gerceklestirmektedir.
Ancak bu mekanizma NOSIPin c¢ekirdekten sitoplazmaya gecisine ve
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sitoplazmik alanda birikmesine baglidir. NOSIP’in c¢ekirdekte yerlesim
gbstermesinin sebebi olarak a-importin ile olan etkilesimi gésterilmektedir.
a-importin ile ntklear lokalizasyon sekansi (NLS), NOSIP’in cekirdekteki
yerlesimine aracilik etmektedir. NLS'nin mutasyonu a-importin ile
etkilesimi ortadan kaldirmakta ve NOSIP'in c¢ekirdege tasinmasini
engellemektedir. Ayrica NOSIP inhibisyonu da G-spesifik hucre iskeleti
arasindaki iliskiyi bozmaktadir. eNOS, yapisi itibariyle aktin ile dogrudan
etkilesime girebilmektedir. Yapilan bu calismada da hlicre dénglsinin G
fazinda eNOS ile hicre iskeleti arasindaki etkilesimin enzim aktivitesinin
baskilanmasina yol actigi kanitlanmistir. Hlicre dongisl sirasinda en fazla
G2 fazinda sitoplazmik alanda miktar artan NOSIP’in baskilanmasi hicre
donglst sirasinda eNOS enzim aktivitesindeki azalmayr da ortadan
kaldirmaktadir. Elde edilen bilgiler dogal hiicre déonglsline baglh endojen
NO Uretiminin dldzenlenmesini agiklamaktadir. Bu bilgiler hcre
déngusuyle iligkili olan NO’nun apoptoz ve proliferasyondaki rolinun
aciklanmasinda oldukga édnemlidir (Schleicher vd., 2005).

Bilindigi gibi NOSIP, eNOS ve nNOS kaynakh NO miktarini azaltirken
iNOS Uzerinde baskilayicl etki gosterememektedir (Dedio vd., 2001;
Dreyer vd., 2004). eNOS kaynakh NO’nun timdrin kanlanmasi ve
gelismesinde o©6nemli rol oynayan anjiyojeneze katki sadladig
disinltlmektedir. NOSIP, eNOS aktivitesini baskilayarak NO dlzeyinin
dismesine sebep olabilir ancak inflamasyon durumunda uyarilan ve
yuksek dozda NO Ureten iINOS Uzerinde baskilayici etki meydana
getirememektedir. Bu sebeple timdrli dokuda dizeyi artmis olan NO'nun
MMP-2 ve MMP-9 enzimlerini uyararak timoér gelisimine katki
saglayabildigi distnltlmektedir. Bugline kadar yapilan calismalar NOSIP'in
cesitli doku ve hilcrelerde eNOS ve nNOS ile olan etkilesimi ile enzim
aktivitelerinde azalmaya neden oldugunu kanitlamaya yoneliktir. Bu
nedenle, kanserli dokuda NOSIP dlzeyinin normal dokuya gbére az
olmasinin nedenini acgiklayabilmek icin daha fazla calisma yapilmasina
ihtiyac duyulmaktadir. Ayrica NOSIP dlizeyi hakkinda yaptigimiz deneysel
calismalarda ELISA sonucglarina benzer sekilde RT-PCR sonuglarimizin da
anlamli olabilmesi icin daha fazla o6rnek ile calisiimas gerektigini
disinmekteyiz.
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6. SONUC VE ONERILER

Bu tez calismasinda elde edilen bilgiler ile ilk defa kanserli dokuda NO
ile NOSIP, MMP-2, MMP-9, TIMP-2 arasindaki iliski belirlenmistir. TUmorlu
dokuda ylksek miktarda NO bulunmasi, dokuda disik oldugu goézlenen
NOSIP dlizeyine baglanabilir. Ancak RT-PCR deneylerinden elde edilen
NOSIP gen ifadelenme bulgular ile ELISA ve RT-PCR deneylerinden elde
edilen TIMP-2 bulgularinin istatistiki agidan anlamli olmamasi bu konuda
daha fazla calisma yapilmasina ihtiyac duyuldugunu ortaya koymaktadir.
Tez slresi icinde ulasabildigimiz 6rnek sayisinin 17 hastayla sinirli
olmasinin sonuglarimizin istatistiki acidan anlamhlik dizeyini etkiledigini
disindidrmektedir. Ancak ilk kez tumorli bir insan dokusunda NOSIP
miktarinin NO ve buna baglh olarak miktarinin degistigi bilinen MMP-2 ve
MMP-9 ile iliskisinin belirlenmesi acgisindan 6nemli bir calisma niteligi
tasimaktadir. Bodylece patolojik sartlarda NO ve NOSIP ile iliskili
mekanizmalarin aydinlatilmasinda c¢alismamiz bir 6ncl niteligindedir.
Bundan sonraki calismalarin daha fazla 0&rnek sayisiyla yapilmasi
calismanin dederini arttiracaktir. Ayrica yine timoér dokusu ile yapilan
calismalarda nNOS ve/veya eNOS dulzeylerinin de d&lgulmesi, NOSIP’in
enzim Uzerinde etkinliginin belirlenmesinde dénemli olacaktir.  Ornegin,
metastatik timodrlerde miktari ve ifadelenme dlzeyi belirlenen bu
parametrelerle birlikte eNOS dlzeyinin de belirlenmesi metastaz
mekanizmasinin aydinlatilmasinda oldukga blUylik ©6nem tasiyacaktir.
Gelecekte vyapilacak calismalarin  bu yo6nde planlanmasi klinikte
gelistirilecek tedavi imkanlarinin gelistiriimesine de katki saglayacaktir.
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