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OZET

MIDE KANSERINDE MMP-21 C572T (rs10901425)
POLIMORFIiZMININ INCELENMESI

Diinyada kansere bagli 6liimlerde 2. Sirada yer alan mide kanseri, Cin,
Japonya, dogu Avrupa ve Latin Amerika gibi iilkelerde goriiliir. Beslenme,
tiitlin ve alkol tiikketimi, bakteriyal ve viral enfeksiyonlar (Helicobakter pylori,
Mycoplazma, Epstein-barr), kan grubu ve genetik modifikasyonlar mide
kanserine neden olan faktorler arasinda sayilabilir. Matris metalloproteinazlar,
ekstraseliiller matris proteinlerinin bozulmasina neden olan ve timor
gelisiminde anahtar rol oynayan proteinazlardir. Ekstraseliiler matrisdeki
yikilma tiimor ilerlemesi sirasinda doku invazyonuna katkida bulunmaktadir.
MMP-21 572C/T polimorfizmi meme kanseri, hepataseliiler karsinoma, mide
kanseri, pankreatik kanser, over kanser, mesane kanseri, prostat kanseri gibi
cesitli kanser tiirlerinde tiimor invazyonu ile iligkilidir.

Bu tez ¢alismasindaki amag, MMP-21 geni 572C/T polimorfizminin
mide kanseri ile arasindaki iliskinin arastirilmas1 amaglanmaktadir. Bu amagla
mide Kanseri hastalarindan ve saglam kisilerden alinmis mide doku
orneklerinde PCR-RFLP metodu ¢alisilarak MMP-21 572C/T polimorfizminin
mide kanserindeki rolii aydinlatilmaya calisilmistir. Yapilan caligsmalar
sonucunda MMP-21 C572T polimorfizmi ile mide kanserine yatkinlik ve
belirli karakteristik ozellikler arasinda istatistiksel olarak anlamli fark
saptanamamistir.

Anahtar kelimeler: Mide kanseri, Ekstraselliiler matris, Matris metalloproteinazlar,
MMP-21, Polimorfizm.
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SUMMARY

THE 572 C/T POLYMORPHISM ANALYSIS OF MMP-21

PROMOTOR REGIONS IN GASTRIC CANCER

Gastric cancer, which is the second lethal type of cancer in the world,
is seen more in China, Japan, eastern Europe and Latin America. Smoking, sex,
alcholi, diet, helicobacter pylori infection, etc. are among the environmental
factors and blood type is among the genetic factor, which affecting gastric
cancer. Matrix metalloproteinases are proteinases that participate in ECM
degradation and which plays a key role in tumor development. During tumor
progression contributes tissue invasion in the degradation of ECM. MMP-21
572 C/T polymorphism breast cancer, hepatocellular carcinoma, gastric cancer,
pancreatic cancer, ovarian cancer, bladder cancer are associated with tumor
invasion .

The aim of this thesis is to investigate the relationship between C/T
single nucleotid polymorphism observed in MMP-21 gene promoter region
572th position and gastric cancer. In this context MMP -21 572 C/T single
nucleotid polymorphisms were determined with the method of polymerase
chain reaction and restriction fragment length polymorphismin who has gastric
cancer and healthy people. The studies resulted in MMP-21 C572T
polymorphisms with susceptibility to gastric cancer and not a statistically
significant difference between certain characteristics .

Words: Gastric Cancer, MMP-21, Extracellular matrix, Matrix

metalloproteinases, Polymorphism.
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1.GIRIS
1.1.Kanser Biyolojisi
Kanser terimi; hiicrelerin farklilasma yeteneklerini kaybetmeleri, sinirsiz replikasyon
potansiyeli, programlanmis hiicre (apoptoz) 6liimiinden kaginma, doku invazyonu ve

metastazi gibi 6zellikleri hiicreler i¢in mutasyon ve seleksiyon igeren ¢ok basamakli

bir siire¢ olarak tanimlanmaktadir (Brooks ve dig., 1998).

| U, | | Oksidatif Stres |
-
Diger Faktdrler

Tiimér Baskilayic Genlerin Inaktivasyanu
Kantral Maktalar: {(p53,
// plé, RE...}

\
=] o el

Sekil 1.1. DNA hasarina neden olan faktorler ve DNA hasarinin sonuglart (Hanahan ve Weinberg’den modifiye edilmistir)



1.1.1. Kanser Hiicrelerinin Genel Ozellikleri
e Biiyiime Sinyallerinin Kendi Kendine Yeterliligi:

Kanser hiicreleri, proliferasyonu devam ettirebilirler. Diger taraftan
kanser hiicreleri otokrin stimiilasyona yol agan kendi biiyiime faktorlerini de
sentezlerler. Ayrica biiylime faktorlerinden yararlanabilmek icin ¢evrelerindeki
normal hiicreleri de stimiile edebilirler. Hiicre yiizeyindeki reseptorlerin asir
ekspresyonu ile kanser hiicrelerinin biiytime faktorleri sinyallerine asir1 duyarl
hale gelmesine neden olabilirler (Hanahan ve Weinberg, 2000).

e Biiyiimeyi baskilayan sinyallere kars1 duyarsizhk:

Hiicre biiyiimesi ve proliferasyonun sinirli olmasini saglar. Timor
baskilayict genlerin etkisizlestirilmesi siirekli hiicre proliferasyonuna yol agabilir
(Hanahan ve Weinberg, 2000).

e Programlanmis Hiicre Oliimiinden Kacma (Apoptoz):

Apoptoz, kanser gelisiminin Oniinde ytikseltilmis bir bariyerdir. Kanser
hiicreleri tarafindan inhibe edilebilir yada hiicreler apoptozun etkisinden
kacabilirler. Bu durum timor baskilayici genlerdeki mutasyonlara,
antiapoptotik Bcl-2 ve Bcl-XL genlerinin asir1 ekspresyonuna veya
proapoptotik Bax gibi faktorlerin asagi regiilasyonuna bagli olarak olusur
(Hanahan ve Weinberg, 2000).

e Smrsiz Replikasyon Potansiyeli:

Telomeraz ekspresyonu mevcut olmayan normal hiicrelerde telomerlerin
tekrarlanan hiicre boliinmeleri sonucu kisalmasi, hiicre donglisii denetim
noktalarin1 harekete gecirerek hiicre yaslanmasina yol acar ve bir hiicrenin
gecirebilecegi boliinme sayisinin  smirlanmasina neden olur.  Denetim
noktalar1 bozuk olan hiicrelerde DNA onarimi yollarinin, kisalmis telomerler
tarafindan uygunsuz bir sekilde aktive edilmesi, yogun kromozom
kararsizligima ve mitotik krize yol acar. Timor hiicreleri mitotik boliinme
sirasindaki  apoptozdan telomerazi tekrar aktiflestirerek kurtulur ve

Oliimsiizliige ulasir (Hanahan ve Weinberg, 2000).



e Anjiyogenez Devamhiliginin Gelismesi :

Tiimdrlerin biiyliyebilmesi i¢in gerekli olan vaskiilarizasyon, timor ve
stroma hiicreleri tarafindan iiretilen anjiyogenik ve anti anjiyogenik faktorler
arasindaki dengenin denetimi altindadir.

Vaskiiler endotelyal biiylime faktérii (VEGF) gibi proanjiogenik faktorlerin
asir1 ekspresyonu veya trombospondin-1 gibi inhibitorlerin asagi regililasyonu
sonucu tiimoriin beslenmesi ve oksijen kullanimi diizelirken, metabolik atik ve
karbondioksiti atmasi da kolaylasir (Hanahan ve Weinberg, 2000).

e Invazyon ve Metastaz :

Kanserlerin ayirici 6zelligi olan dokular1 invaze etme yetenegi; hiicreler
arasindaki temasin gevsemesi, ESM parcalanmasi, yeni ESM komponentlere
baglanma ve tiimdr hiicrelerinin go¢ etmesi seklinde dort basamakta
gerceklesir. Metastaz, E-kaderin gibi hiicreler arasi adezyon molekiillerinin
kaybu1 ile ortaya ¢ikar. Metastaz, invazyon-metastaz kaskadi adi verilen bir dizi
asama ile ilerler. Birinci asama invazyonu hiicrelerin kan damarlarina
intravazasyonunu takip etmesidir. Hiicreler daha sonra lenfatik ve hematojen
sistemler ile tasinmaya baglarlar. Kanser hiicreleri bir sonraki ekstravazasyon
asamasinda parenkime tasinarak mikrometastazlari olustururlar. Son olarak
mikrometastazlar biiyiiyerek kolonizasyon adi verilen bir silire¢c ile

makroskopik tiimorleri olustururlar (Hanahan ve Weinberg, 2000).

1.1.2. Kansere Neden Olan Faktorler

Kanserin ortaya ¢ikmasindan sorumlu risk genetik ya da sonradan
kazanilmis olabilir (Jones ve Laird, 1999). Bu faktorlerin birlikteligi ile
canlida olusan DNA hasar1 sonucu uygunsuz hiicre ¢ogalimi meydana gelir
ve kansere yol acar.

Norofibromatozis tip 1, retinoblastoma, multiple endokrin neoplazi,
ailesel kolon kanseri ve Wilms tiimorii genetik faktorlerle iliskilendirilir

(Square ve ark., 1998).



Bununla birlikte, apoptoz ve DNA tamiri gibi gorevleri olan tiimor
supresor genleri kanser gelisimini Onleyici bir rol iistlenirler. Bu genlerin
mutasyona ugramasi sonucu yagamin ilerleyen donemlerinde bazi kanserlerin

goriilme siklig1 artig gosterir.

Biiyiime Faktorlerinin Kendi
Kendine Yeterliligi

Anti Biiyiime Faktorlerine

Apoptozdan K
poptozdan Ka¢ma Duyarsizhik

Doku invazyonu ve Metastazi
Siirekli Anjiyogenez

Simirsiz Replikasyon Potansiyeli

Sekil 1.2.: Kanser hiicrelerinin genel 6zellikleri (Hanahan ve Weinberg, 2000’ den modifiye edilmistir).

Gilintimiizde en 1iy1 bilinen timor supresor geni 17. kromozomda yer
alan p53 tiimor supresor genidir (Weinberg, 1994). p53 cok hiicreli bir
organizmaya DNA hasar1 ve diger stres yaratan hiicresel olaylara karsi
koruyarak hiicre ¢ogalmasini diizenler. Bu etkisini de ¢ok hiicreli
organizmalar i¢in goreceli olarak zararsiz olan bir olaya yani apoptoza
yonlendirerek gerceklestirir. Fakat p53 geninde meydana gelen bir mutasyon
sonucunda, p53 tiimor supresdr Ozelligini kaybederek ¢ok cesitli insan

kanserlerine sebep olur.



Ayrica p53 geninin gorevini yerine getiremedigi durumlarda kusurlu
mutant hiicrelerinin hiicre dongiisii kontrol noktalarindan ge¢mesini
saglayarak hiicre dongiisiinli tamamlar. (Alberts ve ark., 2002).

Insan kanserlerinde viriisler ve diger enfeksiyonlar énemli bir role
sahiptir. Insan papilloma viriislerinden bazilari rahim agzini enfekte eder ve
rahim boynu karsinomlarinin gelisimine neden olur. Hepatit B ise karaciger
kanseri gelisiminde rol alir. Tipki virlisler gibi baz1 bakteriler de kanser
gelisiminde rol alabilir. Ornegin; 6zellikle tedavi edilmemis, iilsere sebep
olan Helicobacter pylori bakterisi ile infekte olan bireylerde MALT tipi
lenfoma ile birlikte mide kanser riskinde artma izlenmektedir. (Lecuit ve ark.,
2004).

Kanser olusumun bir temel sebebi de kimyasal ajanlar ve toksinlerdir.
Sanayi alaninda yiiksek oranda kullanilan karsinojenik ve toksik maddeler
insanlarda ¢ok c¢esitli kanser olusumlarina sebep olabilir. X 1sinlari
hastaliklarin teshis ve tedavisinde yaygin bir sekilde kullanilmaktadir.
Iyonize radyasyon tiim kanserlerin %4-15’inden sorumludur ( Heath ve ark.,
2001).

Diinyada yaklagik olarak 1.2 milyon kisi sigara kullanmaktadir.
Sigaraya baglama yasi, sigara kullanma siiresi, inhalasyon miktar1 ve giinliik
tiiketilen sigara miktar1 kanser riskini arttirmaktadir. Yine ayni sekilde alkol
kullanim1 kanser riskiyle iliskilendirilmistir. Meyve ve sebze tiiketimi ¢esitli
kanser tlirlerinin olusmasina sebep olabilecek kanitlar mevcuttur (Edwards ve

ark., 2004).

1.1.3. Tiirkiye’de Kanser Istatistikleri:
2013 yilinda yapilan ¢aligmalara gore Tiirkiye’de bir yil igerisinde yaklagik
174 bin kisiye kanser teshisi konmaktadir. 103.070 erkek ve 71.233 kadin kansere

yakalandig1 tahmin edilmektedir.



Tablo 1.1.: Erkeklerde En Sik Gériilen 10 Kanserin Yasa Gore Standardize Edilmis Hizlar1 (Tiirkiye Birlesik Veri Tabani,
2013)

Trakea,Brons, Akcifer IINNENENEGGGNGNGNGG——— 50,3
Prostat G 36.4
Kolorektal -_ 244
Mesane ._ 211
Mide ._ 159
Bobrek NN 7.0 W Erkek
Larinks _- 7.0
Non-Hodgkin lenfoma "_ 6.9
Pankreas M 6.3
Beyin, sinir siste mi .- 6.1

0.0 200 40,0 60.0

Tablo 1.2.: Kadinlarda En Sik Goriilen 10 Kanserin Yasa Gore Standardize Edilmis Hizlari (Tiirkiye Birlesik Veri Tabani,
2013).

Meme NG 5.9
Tiroid G 21.3
Kolorektal I 153
Trakea,Brong, Akciger I 10.0
Uterus Korpusu [N 9.9
Mide W 7.1 ® Kadin
Over I 7.0
Non-Hodgkin lenfoma 1R 5.3
Beyin, sinir sistemi 1R 4.7
Uterus Serviksi [l 4.6

0.0 200 40.0 60.0



1.2. Mide Kanseri

1.2.1 Mide Anatomisi ve Midenin Boliimleri

Mide, diyaframin altinda, karin boslugunun {iist boliimiinde (suprakolik
kompartman) yer almis, sindirim kanalinin en genis bdliimiidiir. Midenin sekli, bos
veya dolu olusu, yas-cinsiyet ve kiginin pozisyonu ile degisiklikler gosterir (Yildirim
M., 2014).

Mide, anatomik ve fonksiyonel olarak bir biitiin olmasina ragmen tarifsel
amaglar i¢in 5 boliime ayrilarak incelenir (Sekil 1.3.).

Kardia boliimii (pars cardiaca): Midenin, kardiak delige yakin olan 2-3 cm
genisliginde, ters ¢evrilmis huni seklindeki boliimiidiir (Yildirim M., 2014).

Fundus béliimii (fundus gastricus): Midenin, kardiak delik diizeyinin {izerinde kalan
kubbe seklindeki bolimiidir (Yildirim M., 2014).

Mide cismi (corpus gastricum): Midenin orta boliimii olup, asagida antrum pyloricum
ile uzanir. Mide cisminin 6n yiizii, sol arcus costalis ile colon transversum arasindaki
kalan mide tiggeni/trigonum gastricum’da, dogrudan karmn 6n duvari temas eder
(Yildirim M., 2014).

Pilorik béliim (pars pylorica): Midenin distal bolimi olup antrum pyloricum ve
canalis pyloricus olarak adlandirilan iki alt boliimii vardir (Yildirim M., 2014).

Pilor (pylorus): Midenin duodenum’a yakin boliimiidiir. Buradaki ostium pyloricum
etrafinda 6nemli bir sifinkter(sphincter pylorici) bulunur. Bu sifinkter, mide i¢eriginin
12 parmak bagirsagina gegisini kontrol eder. Normalde kapali olan bu delik, sifinkterin
gevsemesi ile zaman zaman acilir ve midedeki besin maddelerinin duodenum’a

gecisine izin verir (Yildinnm M., 2014).

1.2.1.1. Midenin Duvar Yapis1

Midenin duvar yapisi, sindirim kanali organlarinin genel duvar yapisinda
olmakla beraber bazi farkl 6zelliklere de sahiptir.
a. Mide mukozasi: Mukoza, s1§ oluklarla birbirlerinden ayrilmis kabartilar igerir. Bu

kabartilarda kiigiik ¢ukurcuklar goriiliir.



Bos mide mukozasinda kalin kivrimlar bulunur. Midenin basit kolumnar epitel
ozelligindeki mukozasinda (6zellikle fundus ve korpus’ta olmak iizere) kivrimli
tubuler tip bezler (gastrik bezler) vardir. Bu bezlerin bosaltma kanallar1 foveolae
gastricae’e agilir. Gastrik bezler, iginde HCI ve digestif enzimlerin bulundugu mide
salgisinin biiyiik bir boliimiinii tiretir. Gastrik bezler ayrica mukozayi koruyan mukus
ile B 12 vitamininin emilimi i¢in gerekli olan intrinsik faktor de salgilarlar (Yildirim
M., 2014).

b. Submukoz tabaka: Kan damarlari, sinir agi, lenf damarlari ve lenfoid doku
elemanlari i¢eren gevsek bag dokusundan ibarettir (Yildirim M., 2014).

c. Muskuler tabaka: Ug katmanli kalin bir tabakadir. En distaki kas lifleri
longitudinal, ortadakiler sirkiiler, en ictekiler ise oblik seyirlidir. Sirkiiler katman,
ostium pyloricum etrafinda sfinkter pylor’i olugturur. Mide egriliklerinde belirgin olan
longitudinal lifler 6zofagus’un kas tabakasi ile uzanir. Oblik lifler 6n ve arka duvarda
belirgindir (Yildirim M., 2014).

d. Seroz tabaka: En dis tabaka olup, peritonun visseral yapragindan olusmustur.
Midenin 6n ve arka duvarini Orten periton biiyiik egrilikten omentum majus olarak

uzanir. (Yildirim M., 2014).

Yemek Borusu
Sirkiiler Kas_

Muskuler Tabaka Fundus

Uzunlamasina

Fibroz Dokusu Muskuler Tabaka

Sfinkter Pylor
Korpus

Muskuler Tabaka
Fibroz Dokusu

Duodenum

Sekil 1.3.: Midenin kisimlari (Siizen, 2013’ den modifiye edilmistir)



1.2.2.Mide Kanseri Etiyolojisi

Mide kanseri insidansi iilkelere gore ¢cok farklidir. Japonya’da, Cin’de, Dogu
Avrupa ve Giiney Amerika’da en yiiksek iken (100.000 erkekte >20), Kuzey
Amerika’da, Afrika’nin bazi bolgelerinde ve Giiney Amerika’da en diistiktiir (100.000
erkekte <10). (Parkin ve ark., 2002). Erkeklerde goriilme riski kadinlara gore 2 kat
fazladir (Terry ve ark., 2002).

Farkli mide kanseri riski olan bolgelerden gelen gd¢menler baslangicta
benzer zamanla yavag yavas artarak yada azalarak {ilkenin profiline uymaktadir.

Bu adaptasyonun mide kanseri etiyolojisinde ¢evresel risk faktorleri i¢in gii¢lii bir rol
oynadig1 diisliniilmektedir (Stadtlander ve ark., 1999).

1994 yilinda WHO/IARC Helicobakter pylori (H. Pylori’nin mide kanseri
gelisiminde karsinojen bir bakteri oldugunu kabul etmistir. H. pylori, gastrik asit
salgilanmasini arttirarak gastrite ve iilsere neden olan bir bakteridir. Hastalarin diisiik
bir kisminda ise, ciddi siiperfisyel atrofik gastrit geliserek asit azlig1 olusur ve diger
bakterilerin kolonize olmasina uygun ortam olusturur. Sonu¢ olarak hiicrelerin
DNA'sinda genomik hasar olusmakta ve zamanla mide kanseri gelismektedir (Wagner
ve ark., 1997).

Sigara ve alkol tiiketiminin mide kanserinin olumsuz etkiledigi
diisiiniilmektedir (Nomura ve ark., 1996).

Daha 6nce yapilan ¢aligmalara gore tuzlu salamuralar, tiitsiilenmis gidalar,
baliklar, karbonhidratlarin mide kanseri riskini artirdigi, siit, taze sebzeler ve vitamin
C’nin ise mide kanseri riskini azalttig1 gosterilmistir(Stadtlander ve ark., 1999).
Nitritler nitratlardan olusur. Yiiksek protein diyetleri ile, gida koruyucu olarak veya su
ile alinan nitrat ve nitritler, gastrointestinal bakteriler ile nitrozaminlere doniisebilir.
Nitrit ve nitratlarin kansere neden oldugu diisiiniilmektedir (Wagner ve ark., 1997).
Diisiik sosyoekonomik yap1 mide kanseri riskini artirir. Kan grubu A olan bireylerde

mide kanseri daha sik gozlenmektedir (Aird ve ark., 1991).



1.2.3. Mide Kanseri Evreleme (TNM Sistemi) ~WHO 2000

e Primer tiimor: T T komponenti, primer timoriin boyutu veya cevreye
devamlilik gosteren uzaniminin durumu ile tanimlanir. Her kanser bolgesinde,
T’yi tanimlamak i¢in kullanilan tiimoriin boyut komponenti ve gevreye

devamlilik gosteren uzaniminin durumu 6zel olarak tanimlanmustir.

Tx: Primer tiimor degerlendirilemiyor

To : Primer tiimdr olgusu yok

Tis Karsinoma in sitii: lamina propriaya invazyon gostermeyen intraepitelyal tiimor
T1: Muskularis mukozaya veya submukozaya invaze timor

Tla: Lamina propriaya, muskularis mukozaya veya submukozaya invaze timor
T1b: Submukozaya invaze timor

T2: Muskularis propriaya invaze timor

T3: Visseral periton veya ¢evre dokulara invaze olmadan subserozal bag dokusuna
penetre timor

T4: Tiimoriin serozayi (visseral peritonu) veya ¢evre dokular1 invazyonu

T4a: Tiimoriin serozay1 (visseral peritonu) invazyonu

T4b: Tiimoriin ¢evre dokular1 invazyonu

o Bolgesel Lenf Nodiilleri (N): N N komponenti, bolgesel lenf nodlarindaki
kanserin durumu, varligi veya yoklugu ile tanimlanir. Nodal tutulum pozitif
lenf nodlariin sayis1 ve bazi kanser tiplerine 6zel bolgesel nodal gruplarin

tutulumu ile kategorize edilir.

Nx: Bolgesel lenf nodiilleri degerlendirilemiyor

NO: Bolgesel lenf nodiilleri metastazi yok

N1: Bolgesel lenf nodiillerinden 1-2°sinde metastaz var
N2: Bolgesel lenf nodiillerinden 3-6’sinde metastaz var
N3: Bolgesel lenf nodiillerinden >7’sinde metastaz var

N3a: Bolgesel lenf nodiillerinden 7-15’inde metastaz var
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N3b: Bolgesel lenf nodiillerinden >15’inde metastaz var

e Uzak Metastaz(M): M M komponenti, genel olarak kanserin vaskiiler kanallar
ile yayilabilecegi lokalizasyonlar veya bolgesel olarak tanimlanan lenf
nodlarindan daha uzaktaki “rejyonal” olarak tanimlanan lenf nodlarinda, uzak

yayilim yada metastazin varlig1 veya yoklugu ile tanimlanur.

My Uzak metastaz degerlendirilemiyor
MO Uzak metastaz yok

M1 Uzak metastaz var

1.2.4. Mide Kanserine Neden Olan Prognostik Faktorler

Coklu onkogenler, c¢oklu timor supresor genler, hiicre dongiisii
diizenleyicilerindeki, DNA tamir genlerinde meydana gelen degisikliklere bagl olarak
mide kanserine neden olabilir. Bunlarin yani sira, c-met gen aktivasyonu, p53 geninin
inaktivasyonu ve anormal CD44 transkripsiyonu sonucunda farklilagtirilmig
adenokarsinoma, intestinal tip ve zay1f farklilastirilmis adenokarsinoma ya da difiiz tip
histolojik yapilar meydana gelebilir. Coklu genlerin degisimine gdére bu her iki
histolojik tip olusabilir. Bu iki tip histolojik farkli yolaklari kullanarak mide

karsinomuna sebep olabilir (Tahara ve ark., 1993).

1.2.4.1. Proto Onkogenleri Kodlayan Tirozin Kinaz Reseptorleri

C-met geni, ilerlemis mide kanserlerinde siklikla ifade edilir, 6zellikle skiroz
karsinom tipinde goriilmektedir (Kuniyasu ve ark.,1992). Buna ragmen 6zefagus ve
koleraktel kanser tiplerinde ¢ok fazla gorev almaz. C-met geni iizerinde bulunan LOH,
7. Kromozomun q kolunun 31.bélgesinde bulunmaktadir.

LOH, c-met gen ¢ogalmasindan bagimsiz olarak yaklasik %30 oraninda

farklilastirilmis tip mide kanseri olusumuna sebebiyet verir (Tahara ve ark., 1993).
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Ek olarak fibroblast biiylime faktor reseptor ailesinin birer {iyesi olan c-met ve K-sam
genleri tercihen zayif farklilastirilmis tip mide kanseri ve skiroz tip kanserlerde ifade
edilir (Tahara ve ark., 1993).

C-erbB-2’nin ¢ogalmast ve asir1 ekspresyonu farklilagtirilmis tip mide
kanseri ile iligkilidir. Buna bagli olarak mide kanseri i¢in iyi bir markerdir. Ancak c-
erbB3 mide kanserinde ¢ogalmasi gerceklesmez, bunun yani sira asir1 ekspresyonu ile
mide kanseri olusumu arasinda iyi bir iliski kurulamamistir (Kameda ve ark., 1990).

Kiyokawa ve arkadaslarmin yaptigi bir calismada mide kanseri doku ve
hiicre hatlarinda sinyal regiilasyon protein kinazin asir1 ekspresyonunun s6z konusu

oldugu gosterilmistir (Kiyokawa ve ark., 1994).

1.2.4.2. Biiyiime Faktorleri ve Sitokinler

TGF-a, EGF, amfiregiilinin ve interlokin-a fonksiyonlar1 otokrin biiytime
faktorleri gibi etki gostermektedir. EGF/TGF-a ve EGF reseptorleri biyolojik
malignitenin olusumuna katkida bulunur (Tahara ve ark., 1993).

EGF ailesinin yeni bir {iyesi olan kriptonun ekspresyonu, mide kanseri ve
bagirsak metaplazisi ile iliskilidir. Kriptonun ekspresyonu ile tiimor evresi ve
progresyonu siki bir iliski i¢indedir, buna bagh olarak kriptonun ekspresyonu mide
kanserinin gelisiminde ve ilerlemesinde 6nemlidir.

Bu 2.2 kb’lik kripto geninde delesyon meydana gelmesine karsin neredeyse
tim bagirsak metaplazisinde ve farklilastirilmis mide adenokarsinomlarda, asiri
eksprese olmaktadir (Kuniyasu ve ark., 1991).

EGF ailesi, TGF-B, PDGF, IGF, bFGF, zayif farklilagtirilmig
adenokarsinomlarda ve skiroz karsinomlarda asir1 eksprese olmaktadir.

Ilerlemis mide Kanseri hastalarmin %80°nin de TGF-B tip 1 reseptdr azalmasi ve
diisiik seviyede TGF-f inhibitor element baglanma proteini bulunmaktadir. Bu olayda

mide kanserindeki tiimér invazyonu ile iligkilidir (Tahara ve ark., 1993).
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HGF, mide kanseri morfolojisinde ve ilerlemesinde ¢ok onemli bir role sahiptir.
Yapilan ¢alismada mide kanseri morfolojisinin olusumu igin ortaya atilan hipotez,
tiimor olusumu baglantili biiyiime faktorleri ya da IL-1a tarafindan salgilanan HGF
tarafindan aktive edilen stromal fibroblastlar, in vivo olarak kanser hiicresinde ki c-
met proteinine baglanir, ve mide kanserinin morfolojisinde ve ilerlemesine onciiliik

eder (Tahara ve ark., 1993).

1.2.4.3. Hiicre Dongiisii Diizenleyicileri

Biiytime faktorleri ve sitokinler pozitif ve negatif yonde hiicre cogalmasini,
farklilasmasini ve hiicre Oliimiinii yada hiicre apoptozunu, CDK’lar ve CDK
inhibitorleri ile hiicre dongiisiinii yonlendirir. Bir ¢ok pozitif biiylime faktorii siklin D
ile baglantiliyken negatif biiylime faktor TGF-f hiicre proliferasyonunu bir siklin-
CDK inhibitérii araciliiyla inhibe edebilir. Ornegin: p27 (Polyak ve ark., 1994).

1.2.4.4. Tiimor Supresor Geni ve Hiicre Adhezyon Molekiilleri

Mide kanserinde, ¢oklu tiimor supresor genlerin inaktivasyonu s6z
konusudur. p53, APC ve DCC genleri buna dahildir (Tahara ve ark., 1993). APC
genindeki alel kaybi ve mutasyonu sonucunda, mide kanserinde farklilastirilmis
adenokarsinom ile ilisklidir. APC proteini, a-katenin ve B-katenin ile kompleks bir
yap1 olusturarak, biiylime diizenleyici faktoriin transmisyonuna aracilik edebilir.
a-katenin, epitel dokuda morfogenezin diizenlenmesinde rol alir.
Azalmis veya kaybolmus kadherin ve katenin gen ekspresyonu, az farklilagtirilmis tip
mide kanserlerinde ya da skiroz karsinomlarda goriilmektedir (Nakatsuru ve ark.,
1992).

1.2.4.5. Genetik Kararsizhk

Genetik kararsizlik, insan kanser genetiginde ¢ok 6nemli bir yer tutar. DNA
missmatch tamir genlerinde meydana gelen germline mutasyon sonucunda genetik
kararsizlik meydana gelir. Yeni bulgular sonucunda genetik kararsizligin, zayif

farklilastirilmis tip mide kanserinin olusumunda rol aldig1 gosterilmistir.
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Bir ¢cok bolgede meydana gelen replikasyon hatalar1 sonucunda, mide ve kolon kanseri

olmak iizere bir ¢ok primer kanser olusumu gézlemlenmektedir (Tahara ve ark., 1993).

1.2.4.6. Telomer ve Telomeraz Aktivitesinin Mide Kanseri Uzerine Etkisi
Hiicrede bulunan telomerler, telomeraz aktivitesi sayesinde onarilir. Bu

aktivasyon sonucunda hiicre apoptoza gidecekken, hiicresel oliim baskilanir ve

karsinojenez olusumu meydana gelebilir (Kim ve ark., 1994). Mide kanseri

hastalarinda bu telomeraz enzim aktivitesi oldukca yiiksektir.

1.2.4.7. Metastaz Ile iliskili Genler

CD44 fonksiyonel olarak, hiicre adhezyonunda 6nemli bir role sahiptir
(Tahara ve ark., 1993). CD44’iin alternatif kirpilmast sonucuyla elde edilen farkli
varyantlart insanlarda kolon ve meme kanserini de i¢ine alan kanser tiplerine sebep
olabilir (Matsumura ve ark., 1992). Tiim mide kanseri dokularinda CD44 alternatif
kesim varyantlar1 asir1 ifade edilmektedir. CD44 alternatif kesim varyantlar az
farklilagtirilmis ve farklilastirilmis tip mide kanserlerinde farkli ekspresyon

seviyelerine sahiptir (Yokozaki ve ark., 1994).
1.3.Matris Metalloproteinazlar (MMP ailesi)

Ekstraseliiller matris molekiilleri, hiicresel ortamin sekillenmesi ve
gelisiminde onemli rol oynamaktadir. Matrisin olarak da adlandirilan MMP’ler ESM
bozulmasina katilan proteinazlardir.

Normal fizyolojik kosullar altinda, MMP’lerin aktivitesi eksiksiz olarak;
transkripsiyon seviyesini diizenleme, prekiirsdr zimojen aktivasyonu, belirli ESM
bilesenleri ile etkilesim ve endojen inhibitdrleri tarafindan inhibe edilme seklindedir.
Aktivite kontrol kaybi artrit, kanser, ateroskleroz, anevrizma, nefrit, doku iilseri ve
fibrozis gibi hastaliklara neden olabilir. TIMP’ler dokularda MMP’lerin aktivitelerinin

kontroliine katilan matrislere 6zel inhibitorlerdir. ( Shagisultanova ve dig., 2004).
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1.3.1. Matrisin Aile Uyeleri

[lk MMP aktivitesi iribas kuyrugunda metamorfoz esnasinda, fibriller
kollejeni bozan bir enzim olarak Gross ve Lapiere tarafindan tanimlanmistir.( Page-
McCaw ve ark., 2007).

Bugiine kadar 24 omurgalida matrisinler kesfedilmistir, bunlarim 23’
insanlarda bulunur. Kollejenaz 1 (MMP-1) ile dizi homolojisi, MMP’leri zimojen
formunda koruyan (proMMP) propeptitteki sistein anahtar modeli PRCGXPD,
katalitik domaindeki ¢inko baglayict model HEXGHXXGXXH bu aileye ait olan
proteinazlar1 belirlemek i¢in kullanilan katalitik domainlerdir. MMP-23’iin sistein
anahtar modeli yoktur, ancak katalitik domainin aminoasit dizisi MMP-1 ile
baglantilidir. MMP’ler genellikle prodomain, katalitik domain, baglanma bolgesi ve

hemopeksin domainden olusur (Sekil 1.4.).
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Sekil 1.4.: MMP’lerin domain yapisi1 (Visse ve ark., 2015)
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Tablo 1.3.: MMP’lerin kromozomal bélgesi ve geleneksel adlari ( Visse, 2015’den modifiye edilmistir)

ENZIM MMP KROMOZOM
Kollejenazlar Interstisyel kollajenaz; MMP-1 11922-923
Kollajenaz 1
Notrofil kollajenaz; kollajenaz 2 MMP-8 11921-922
Kollajenaz 3 MMP-13 11922.3
Kollajenaz 4 MMP-18 Bilinmiyor
Jelatinazlar Jelatinaz A MMP-2 16913
Jelatinaz B MMP-9 20911.2-913.1
Stromelisinler | Stromelisin 1 MMP-3 11923
Stromelisin 2 MMP-10 11g22.3-923
Stromelisin 3 MMP-11 22q11.2
Matrilsinler Matrilsin 1 MMP-7 11g21-g22
Matrilsin 2 MMP-26 11p15
Membran-Tip | MT1-MMP MMP-14 14q11-q12
MMP’ler
Transmembran | MT2-MMP MMP-15 15q13-g21
MT3-MMP MMP-16 8g21
MT5-MMP MMP-24 20g11.2
GPI baglayict | MT4-MMP MMP-17 12g24.3
MT6-MMP MMP-25 16p13.3
Digerleri Makrofaj elastaz MMP-12 11922.2-q22.3
Isim yok MMP-19 12q14
Enamelisin MMP-20 11g22.3
XMMP (Xenopus) MMP-21 Bilinmiyor
CA-MMP MMP-23 1p36.3
CMMP (Gallus) MMP-27 11g24
Epilisin MMP-28 17g21.1

MMP’ler ya hiicreden yada plazma zarina sabitlenerek salgilanirlar. Bu
enzimler omurgali MMP’leri substrat 0zgiilligii, dizi benzerligi ve domain
organizasyonlarina gore 6 gruba ayrilmistir (Tablo 1.2.).

e Kollajenazlar
MMP-1, MMP-8, MMP-13 ve MMP-18 (Xenopus) bu gruptadir.
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Bu enzimlerin en énemli 6zelligi dokular arasi kollajen 1, 2 ve 3’ii N-terminalinden
baslayarak belirli bolgelerinden kesmektir. Kollajenazlar diger ESM ve ESM olmayan
molekiilleri de pargalayabilirler.

o Jelatinazlar
Jelatinaz A (MMP-2) ve Jelatinaz B (MMP-9) bu gruptadir. Bunlar kolayca denatiire
olmus kollajenazlar1 ve jelatinazlar parcalayabilirler. Bu enzimler, jelatin, kollajen ve
laminine baglanabilen tip 2 fibronektin domainin 3’lii tekrarlarina sahiptirler. MMP-2

tip 1, 2 ve 3 kollajenleri sindirirken MMP-9 sindiremez.

e Sitromelisinler
Sitromelisin 1 (MMP-3) ve Sitromelisin-2 (MMP-10) benzer substrat 6zgiinliigiine
sahiptir, ancak MMP-3"iin genel olarak proteolitik verimliligi MMP-10’a gére daha
fazladir. Ayrica ESM bilesenlerinin pargalanmasimin yani sira, MMP-3 bir dizi
proMMP’yi aktive eder. MMP-11’e sitromelisin-3 adi verilir, ancak gen dizisinin ve
substrat 6zgiinliigiiniin MMP-3’den farkli olmasindan dolayr genellikle “’diger

MMP’ler’’ ile gruplanir.

e Matrilsinler
Matrilsinler hemopeksin domaini eksikligi ile karakterizedir. Endometaz olarak da
bilinen matrilsin 1 (MMP-7) ve matrilsin 2(MMP-26) bu grupta yer alir. ESM
bilesenlerinin yan1 sira MMP-7 prodefensin, Fas-ligand, pro-timor nekrozis faktor
(TNF)-oc ve E-katherin gibi hiicre yiizey molekiillerini de isler. Matrilsin 2 (MMP-26)

onemli ESM bilesenlerinin bir kismin1 sindirir.

e Membran Tip MMP’ler
6 tip MT-MMP vardir. Bunlarin 4 tanesi Tip 1 transmembran proteini ( MMP-14,
MMP-15, MMP-16 ve MMP-24) ve 2 tane glikozilfosfatidilinositol (GPI) baglantili
proteinlerdir (MMP-17 ve MMP-25). MT4-MMP haricinde hepsi proMMP-2’yi
aktive edebilirler. Bu enzimler ayn1 zamanda ESM molekiillerini parcalayabilirler.

MT1-MMP tip 1, 2 ve 3 kollajenolitik etkiye sahiptir.
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Dogum sonras1 gelisimi boyunca MT1-MMP’si islevsiz farelerde iskeletsel
anormallikler gosterir, bunun temel sebebi olarak kollejenolitik aktivite yetersizligi
oldugu diisiiniilmektedir. MT1-MMP anjiyogenez de 6nemli bir rol oynar. MT5-MMP
beyine Ozgiidiir ve beyincik tarafindan ifade edilir. MT6-MMP (MMP-25) periferal
kan 16kositlerinde, anoplastik astrositomalarda ve glioblastomalarda ifade edilir.
e Diger MMP’ler

7 adet MMP kategorilerine gore ayrilarak smiflandirilamamistir. Metalloelastaz
(MMP-12) temel olarak makrofajlar da ifade edilir ve makrofaj gogii i¢in gereklidir.
Karacigerdeki cDNA klonlamalarinda ve romatoid artrid( RASI) hastalarindan alinan
T-hiicresi kaynakli otoantijenlerde MMP-19 bulunmustur.

Amelogenini par¢alayan MMP-20, yeni olusan dis minesi i¢inde yer alir.
Amelogenin imperfekta, genetik bir hastaliktan dolayr hatali dis minesi olusumudur
ve MMP-20 kesim bolgelerindeki mutasyonlardan kaynaklanmaktadir.

MMP-22, insan homologu EST dizilerinin kaynaginda bulunmustur. Bu
enzimin islevi bilinmemektedir.

MMP-23, cogalabilen dokularda ifade edilmektedir. Enzimin prodomaininde
sistein anahtar modeli ve hemopeksin domaini yerine imminoglobulin-benzer domain
ve ardindan sisteince zengin domaine sahiptir. Epilisin yada MMP-28, esas olarak
keratinositlerde ifade edilir.

1.3.2. Matrisinlerin Gen ifadesinin Diizenlenmesi

MMP enzimleri, genel olarak ¢ok diisiik miktarlarda ifade edilir,
inflamatuvar interlokinler (IL-6, TNF) ve transformasyon biiyiime faktorleri gibi
biiylime faktorleri ve sitokinler tarafindan transkripsiyon pozitif veya negatif yonde
diizenlenebilir. Matrisinin ifade edilmesi, sitokinler, kimyasal ajanlar, tiimor biiyiime
promotdrleri, fiziksel stres, onkojenik transformasyon vs. tarafindan baglatilir
(Sternlicht ve ark., 2001). Matrisinler inaktif pro-enzimler olarak salgilanir ve
proteinaz tarafindan kesilerek aktive edilir. Katalitik domaindeki ¢inko iyon baglari
ve propeptit domaindeki sistein-siilfidril grubu matrisinlerin inaktif bir sekilde

tutulmasi ile iliskilidir.
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MMP’lerin aktivitesi 5 mekanizma ile diizenlenir: gen transkripsiyonu, salgilama,
zimojen forumun proteolitik aktivitesi, aktif formun endojen inhibisyonu,
glikolizasyon’dur (Philippe ve ar., 2002). En 6nemli dogal inhibitor metalloproteinaz
doku inhibitér (TIMP)’leridir. Cesitli hiicre tipleri indiiklenmis epitel hiicreler,
mezenkimal hiicreler (temel fibroblastlar), inflamatuvar hiicreleri tarafindan
matrisinler ifade edilir. Matrisinlerin fiziksel fonksiyonu ekstraseliiller matrisin
modiilasyonu ve diizenlenmesi ile iligkilidir, bu mekanizmada ekstraseliiler matrisin
bilesenlerinin proteolitik bozulmasi ile diizenlenir (Yamamoto ve ark., 2006).

Matrisinler, Matris metalloproteinaz doku inhibitérleri (TIMP) tarafindan
kontrol edilir. TIMP’ler MMP aktivitesi negatif yonde kontrol eder. 4 ¢esit TIMP
bulunur: TIMP1, TIMP2, TIMP3, TIMP4. Endopeptidazlar ile stokiyometrik kovalent
olmayan bilesenler tarafindan TIMP’ler MMP aktivitesini baskilar. TIMP etkisi ECM’
nin farkli fizyolojik kosullardaki hiicre i¢i dengesinde gereklidir. TIMP ve MMP
arasindaki dengesizlik gastrointestinal malignitenin olusumunda temel bir adimdir ve
bu dengesizlik erken tiimor ilerlemesinde kritik 6neme sahiptir.

TIMP’ler tiimor ilerlemesi ve metaztazinda kompleks bir etki gosterir: bir
taraftan MMP’leri direkt olarak diizenler yada inhibe edebilirler, diger taraftan
anjiogenez etki gosterebilir, tlimor hiicrelerindeki apoptoz inhibisyonu, malign
transformasyon ve tiimdr biiylimesi ve metastazini kolaylastirir (Woessner ve ark.,

1991).

1.3.3. Matris Metalloproteinazlar, ESM ve Kanser

Timor hiicrelerindeki gog, ekstraseliiler matrisin bozulmasi ile alakalidir
(Woessner ve ark., 1991). Ekstraseliiler matris; kollojen, fibronektin, laminin ve
proteoglikan  baglantili  hiicreler gibi dinamik bir yapiya sahip olan
makromolekiillerdir (Herszenyi ve ark., 2012). Ekstraseliiler matrislerin hiicredeki
rolii, hiicre fonksiyonlarinin diizenlenmesi belirli bir mikro ¢evrenin olusumunda

gorev alir.
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Ekstraseliiler matrisin transformasyonunda c¢esitli fizyolojik ve patolojik adimlar
Oonemli bir faktordiir; hiicrelerin doku gelisimi ve olusumu, ¢ogalmasi ve farklilagmasi,
neoplastik hiicrelerindeki metastaz ve invazyon sayilabilir (Groblewska ve ark., 2012).

Ekstraseliiler matristeki tiimor hiicresi invazyonu ii¢ adimda agiklanabilir.
Bunlar; hiicre gocii, tutunma ve matris bozulmasidir. Fibronektin ve laminin gibi
spesifik glikoproteinlerle iligkili timor hiicre yiizey reseptorleri bazal membrana
tutunmast ile iliskilidir. Ikinci adim (tiimér hiicre baglantili proteinazlar tarafindan
matrisin lokal bozulmasi) tiimor hiicreleri direkt olarak ESM’i bozan enzimleri
salgilar. Baz1 proteinazlar hem matrisdeki yapisal kollojen proteinleri hem de tutunma
proteinlerini bozabilir. Ugiincii adimda gog, kemotatik faktdrler gd¢ yoniinii
etkilemektedir (Herszenyi ve ark., 2000).

1.3.4. MMP’lerin Kanser Gelisimindeki Rolii

Cok c¢esitli patolojik siireclerde MMP’ler, ESM’nin bozulmasinda ve yeniden
yapilanmasinda major etki gosterir. Bunlara ornek olarak; kanser invazyonu ve
metastazi, iilser varyasyonlar, fibrotik karaciger hastalig1 vb. verilebilir ( Vlaykova ve
ark., 2012).

MMP’ler ESM bozulmasina aracilik eder bu da kanser hiicre invazyonuna ve
metastazina Onclilik eder. Bu olay MMP c¢alismalarinda bir yol gosterici
konumundadir. Neredeyse tiim kanser tiirlerinde MMP’lerin artmis ekspresyonu ve
bioaktivitesi vardir. Bircok calisma MMP’lerin ekpresyonu ve prognozu arasinda
negatif bir iliski oldugunu gostermistir. Ancak yeni bulgularla MMP’lerin kanserde
cok daha kompleks bir etki gosterdigi ortaya ¢ikmistir ( Popharitov ve ark., 2015).

1.3.4.1. MMP’lerin Biiyiime Sinyallerine Etkisi

Aktif timor biiyime faktor-f, inaktif pro-form’dan donistiiriilir. Bu
dontisiimde proteolitik doniisiim meydana gelir. Proteolitik doniisiim furin veya diger
proteinazlar tarafindan yapilir. Ornek olarak, MMP-9 benzeri, MMP-14 ve 2
proteolitik aktiviteli TGF-b1 verilebilir.
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MMP-2, -9, -14 indirekt olarak TGF-b’nin biyoaktivitesini ayarlar. Bu ayarlamay1
LTBP-1 tarafindan gerceklestirir. Dolayisiyla ESM-bagli TGF-B’nin ¢oziilmesini
saglar. Biiyiime faktorleri ayrilir. ESM proteinleri biyolojik olarak kullanilabilir
duruma gelir. Bir kereye mahsus bu proteinler MMP’ler tarafindan bozulabilir (Manes
ve ark., 1999).

1.3.4.2. MMP’ler Neoanjiyogenezi Diizenler

MMP’ler kanser olusumu ve metastazini diizenlerler. Bunu neoanjiyogenez
aktivitesini regiile ederek gerceklestirirler. Anjiyogenik faktorler, ESM’den salgilanir.
Bunlar; endotelyal biiyiime faktorii (VEGF), fibroblast biiyiime faktorii (FGF),
transformasyon biiytime faktorii (TGF), timor nekroz faktor-alfa (TNF-alfa),
epidermal biiyiime faktdr (EGF), interlokin-8 ve digerleridir. Bu faktérler MMP
salgilanmasini ve aktivasyonunu uyarir (Rundhaug ve ark., 2005).
1.3.4.3. MMP’ler Apoptozu Diizenler

MMP’ler hem apoptotik hemde anti-apoptotik etkiye sahiptirler. Meme
epitel hiicrelerinde asir1 eksprese olan MMP-3 apoptozu indiikler (Alexander ve ark.,
1996). MMP-7 membran-bagli FASL’yi serbest birakir. Salinmig olan FASL komsu
hiicrelerin apoptozunu indiikler yada kanser apoptozunu azaltir.

Bu etkisini proheparin-bagli epidermal biiyiime faktér (pro-HB-EGF)’lerin BH-
EGF’ye olgunlagsmasiyla hiicrenin hayatta kalmasini saglayarak ger¢eklestirir. MMP-

11 ise kanser hiicrelerinin apoptozunu inhibe eder (Mitsiades ve ark., 2001).

1.3.4.4. MMP’ler Tiimér Hiicrelerindeki Invazyon ve Metastaz1 Diizenler

MMP’lerin proteolitik aktiviteleri, timdr invazyonu i¢in temel bir adimdir.
Burada iki temel mekanizma gorev almaktadir. Ilk mekanizmada, MMP’ler timor
hiicrelerindeki proliferasyonu ve biiyiimeyi tesvik eder. ESM i¢indeki proteinler
bozulur ve bazal membranda tiimor hiicreleri fiziksel olarak g¢evredeki periferal hiicre

ve kan damarlarina penetre olabilir ve bu sekilde metastaz meydana gelir.

21



Ikinci mekanizmada ise, MMP’ler matris komponentlerin bozulmasinda gérev alir. Bu
molekiillere 6rnek olarak; VEGF, FGF, EGF, TGF verilebilir.

MMP-2, -9 cok cesitli kanser hiicrelerinde asir1 eksprese olabilir. Bu MMP’ler,
ESM’deki kollajen tip-4’iin bozulmasinda rol oynar. Bu enzimlerin artmig
ekspresyonu kanser invazyonu ile iligkilidir ( Popharitov ve ark., 2015).

MMP-1, -2, -7, -9, -13 ve digerleri, timor progresyonu—diisiik prognoz ve farklilasma,
kanser ve metastaz asamasinda onemli bir yer tutar. MMP’ler tiimor hiicrelerinin
metastazina yardimci molekiiller olarak ifade edilmektedir. Birgok c¢alismada,
MMP’lerin inhibisyonu iizerine ¢alisilmis ve bunun sonucunda hiicre invazyonunda

inhibisyon goriilmiistiir (Sternlicht ve ark., 2001).

1.4. MMP-21

Matris metalloproteinaz ailesinin en yeni iiyelerinden sayllan MMP-21
heniiz tam olarak aydinlatilamamistir. Bundan dolayr X-MMP olarak isimlendirilir.
10. Kromozomun q kolunun 2.bolgesinin 6. bandinin 2. alt bandinda bulunur. C
terminalinde hemopeksin/fibronektin benzeri bolgeler igerir (Shagisultanova ve ark.,
2004).

MMP-21 geni 7 ekzon igerir. Ekzon 1 sinyal sekansi ve prodomainin bir
kismini, ekzon 2 prodomainin diger kismin1 ve katalitik domainin baglangicini, ekzon
3 ve 4 katalitik domainin tamamini ve ekzon 5,6 ve 7 hemopeksin benzeri domaini
kodlar. Ekzon/intron simirlart GT/AG splayz bolgesi kuralina uyar. MMP-21 splayz
bolgeleri, diger klasik kromozom 11 {izerine kiimelenmis ve diger temel MMPlerden,

MMP-19 ve MMP-28’ lerden farklidir (Ahokas, 2002).
MMP-21’in promotdr bdlgesi diger bilinen tim MMP’lere gore farklilik

gosterir. Insandaki MMP-21 geni iizerinde bulunan TATA box, transkripsiyon

baslatict ATG kodonuna gore 92 bg¢ uzagina konumlanmistir.
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MMP-21 promotorlerini diger MMP promotorlerinden ayiran temel oOzellikler;
konsensus aktivator protein 1 , transkripsiyon faktér Sp-1 yada polyoma viriis aktive
edici A-baglanma protein-3 bolgesine sahip olmamasidir. MMP-21 promotoriindeki
Pax ve RBP-Jk transkripsiyon faktor baglanma bolgeleri diger MMP’lere gore farkli
bir motife sahip olmasi konvensiyonel olmayan regiilasyona sebep olmaktadir
(Ahokas ve ark., 2002).
MMP-21’in 2 ekzonunda Alal91’den Vall91 degisimindeki enzimin katalitik
domaininin N-terminal pargasinda 572C/T tek niikleotit polimorfizmi (SNP) bulunur.
Alanin ve Valin aminoasitinde yapisal benzerlik olmasina ragmen, alaninin valine
mutasyonunda protein islevselligine olumsuz etkisi olabilir.

Birgok cesitli fetal doku ve erigskin normal dokularda bulundugu gibi; ayni
zamanda timor dokular1 ve tiimor hiicre ¢izgilerinde de bulunur. Meme, yumurtalik,

akciger ve prostat karsinomlari, epidermoid karsinom ve osteokarsinomlarda bulunur.

Yapilan bir meme kanseri ¢aligmasina goére; 572C/T polimorfik kismi1 MMP-
21 geninin katalitik domainini kodlayan béliimiinde bulunur. Alanin ve Valin
aminoasitlerinin yer degistirmesi proteinin enzim oOzelliklerinin malign timoriin
gelisiminde ve ilerlemesini etkiler. MMP-21’in C572T (rs10901425) polimorfizmi
ekzon 2 i¢indeki kodon 191 T den C ye gegisi ile iliskilidir.
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2. AMAC

Ekstraseliiler matris molekiilleri, hiicresel ortamin sekillenmesi ve
gelisiminde Onemli rol oynamaktadir. Matrisin olarak da adlandirilan MMP’ler
ekstraseliiler matris bozulmasina katilan proteinazlardir. MMP’ler membran protein
bilesenlerinin yapisim1 bozarak tiimor hiicrelerinin invazyonuna neden olur
(Popharitov ve ark., 2015).

Insan MMP-21 geni 10g26.2’de bulunur, 7 ekzon icerir (Shagisultanova ve
ark., 2004). C/T tek niikleotid degisimi promotor bolgesinde, 572 pozisyonunda C/T
polimorfizmine neden olur. MMP-21 transkripsiyon seviyesi, homozigot C/C
alellerine sahip bireylerde, C/T veya T/T genotipine sahip bireylerine oranla daha
fazladur.

Son yillarda kanser ile ilgili yapilan ¢alismalarda kanser olusumunda etkin
bir rol oynadig1 diisiiniilen MMP’ler iizerine yogunlagilmistir. Shagisultanova ve
arkadaglarinin meme kanserinde MMP-21 geninin promotdr polimorfizmiyle
(572C/T) ile ilgili yaptig1 bir ¢alismada, meme kanserine sahip bireyler ve saglikli
kisilerden alinan kan 6rnekleri sonucunda, 572. bazdaki hasta bireylerdeki genotipleri
belirlenerek homozigot T aleline sahip hastalardaki timor biytkligi, C/C
homozigotuna sahip hastalara gére daha fazla oldugu sonucuna ulagilmistir. Elde
edilen sonuglara gére MMP-21 genindeki 572C/T polimorfizminin meme kanseri
gelisimi ve ilerlemesinde herhangi bir 6nemli etkisine rastlanmamaistir (Shagisultanove
ve dig., 2004).

Ahokas ve arkadaslarinin, insan plasentasindan MMP-21 cDNA’st elde
edilerek, RT-PCR ve in vivo bulgulari sonucunda doku ve hiicrelerde yilksek MMP-
21 ekspresyonu embriyogenez ve timor gelisiminde rol aldig1 gosterilmistir ( Ahokas
ve dig., 2002).

Wu ve arkadaglarinin, mide kanseri hastalarinda MMP-21 ekspresyon
seviyelerine gore hayatta kalabilirligi iizerine calisilmis ve yiiksek ekspresyon
seviyelerine sahip hastalarin diisiik ekspresyon seviyelerine sahip hastalara gore

yasam siirelerinin daha az oldugu belirlenmistir ( Wu ve ark., 2012).
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Daha once Tiirkiye’de mide kanseri ile MMP-21 gen promotor bolgesindeki
(572C/T) polimorfizm arasindaki iliskiyle ilgili yapilan bir ¢alisma olmamustir.
Yaptigimiz bu ¢alismada, saglikli bireylerin dokularinda ve mide kanseri
hastalariin normal ve tiimorlii dokularinda MMP-21 geninin promotér bolgesi PZR
ile ¢ogaltilip, Eco521 restriksiyon enzimi ile kesim islemi gergeklestirilerek, 572.
bazdaki C/T polimorfizmi arastirilip, belirlenen genotiplerin H.pylori enfeksiyonu,
invazyon derinligi, timor evresi, timor nekrozu, ailesel hikdye, sigara ve alkol

kullanimi agisindan karsilastirilmast hedeflenmektedir.
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3.MATERYAL

3.1. Arastirmada Kullanilan Ornekler

Bu calismada kullanilan mide kanserli hastalarin tiimor ve ¢evre doku
ornekleri, bu hastalara ait patolojik bilgiler, ailesel dykii, sigara, alkol kullanimi1 gibi
bilgileri Cerrahpasa Tip Fakiiltesinden temin edilmistir. Cerrahpasa Tip Fakiiltesinden
alinan 30 adet mide tiimor ve ¢cevre doku drnekleri (#2405/296) sayili etik kurul onayi

ile kullanilmistir. Doku 6rnekleri -80°C de muhafaza edilmistir. Daha 6nceden bu

doku 6rneklerinden izole edilen DNA 6rnekleri -20°C de muhafaza edilmistir. Kontrol

grubu icin kullanilan 6rnekler saglikli bireylerden agiz i¢i epitel doku 6rnegi alinarak

izole edilen DNA 6rnekleri -20°C de muhafaza edilmistir.

3.2. Agiz i¢i Epitel Doku DNA izolasyonunda Kullanilan Soliisyonlar
-600 pl Lizis Tampon

-50 ul Proteinaz K

-300 pl Fenol

-300 ul Kloroform

-50 ul Sodyum Asetat

-300 ul Izopropanol

-500 pul %70’lik Etanol

-50 pl Low-TE
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3.3. Polimeraz Zincir Reaksiyonu(PZR) Tamponlar:1 ve DNA Enzimleri

10X MgCly’sliz tampon : 200 mM (NH4)2S04
750 mM Tris-HCL (pH=8)
% 0,1 Tween 20
(Fermantes, LITVANYA)

MgCl; : dH20’ da 25 mM
(Fermentas, LITVANYA)
Deoksiriboniikleotitler (ANTP) : 100 mM dATP, dCTP, dGTP,
dTTP (Fermentas, LITVANYA)
Tag DNA Polimeraz : 5U/ul Rekombinant Tag DNA

3.4. Primerler

Bu caligmada kullanilan primerler Wei Qiu ve arkadaslarinin caligsmasi

referans alinarak tasarlanmigtir. Primer dizileri ve oOzellikleri Tablo 3.1.’de

gosterilmistir.
Tablo 3.1.: MMP-21 geni 572C/T polimorfizm bolgesini olusturup ¢ogaltmak i¢in kullanilan primerler
Pozisyon | Primer | Primer Dizisi Baz Erime
Ismi Uzunlugu(bp) | Sicaklig
(Tm)
572 MMP- | 5°-CTTCTCCAAGAGGACGCTGAG- | 21 57.2°C
21R 3’
MMP- | 5°-TGCTCTTACCTCTCCCAAAGC - |21 56.8°C
21F 3

3.5. Restriksiyon Enzimi ve Reaksiyon Tamponu

Eagl (Eco52I) : 10 pl (Fermentas, LITVANYA)
Reaksiyon Tamponu : 10X FastDigest Green Buffer
Tanima yeri :5..c{ GG C C G..3

.G C C GGTc...5
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3.6. Elektroforez i¢in Kullanilan Tamponlar ve Kimyasallar

10X TBE (Tris-Borik Asit- EDTA) : 100g Tris-Baz
(pH 8,3) (1 It) 2H20 (25 mM) 55g Borik Asit

9,3g Na2EDTA- 2H.0 (25 mM)
Agaroz jel : 0,5X TBE tamponunda %2’lik ve

%?3’liikk agaroz (Prona, EEC)

Etidyum Bromiir (EtBr) :10 mg/ml (Sigma, ALMANYA)
6X DNA yiikleme boyasi :10 mM Tris-HCI (pH 7,6)

2,5 mg/ml BPB

2,5 mg/ml Ksilen Siyanol

60 Mm EDTA

(Fermentas, LITVANYA)

3.7. DNA Biiyiikliik Markorleri

GeneRuler 100 baz ¢iftlik DNA Markorii: 100, 200, 300, 400, 500, 600, 700,
800, 900 ve 1000 baz iftlik fragmanlar igeren DNA markorii (Fermentas,
LITVANYA)

3.8. Cihazlar ve Markalari

Cihazlar ve Markalara ait bilgiler Tablo 3.2.”de verildigi gibidir.
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Tablo 3.2.: Kullanilan cihazlar ve markalar

Cihazlar

Marka

Tartilar

Hassas terazi, Sartorius BL 120 S (ALMANYA)
Hassas Terazi, XB220 A (Presica, ISVICRE)

Derin dondurucular

20 °C, Argelik 2021 D
80 °C, Thermo Fisher Scientific

Buzdolaplar1

Beko 8742,
Argelik 3061 Plus

Yatay Elektroforez Sistemi

MultiSub Midi
(Cleaver Scientific, INGILTERE)

Ist Blogu

DB 2D (Techne, INGILTERE)

Goriintiileme Sistemi

Bio-RAD UniversalHoodll
(BIO-RAD, ITALYA)

Otoklav

Dik Tip Otoklav

(BES, TURKIYE)
Manyetik Karistirict MR 3001
Vorteks Heidolph, ALMANYA)
e,
(INGILTERE)
Gii¢ Kaynaklar Pharmacia Biotech, (ISVEQ)
Mikrodalga Firin MD 592 SUPER

(Arcelik, ISVEQ)

Su Aritma Sistemi

Miilipore Milli Q synthesis A10

Mikropipet Seti

0,2-2, 2-20, 20-200, 200-1000 ul’lik Finnipipette
(ThermoScientific, FINLANDIYA)

Santrifiyj

Eppendorf AG (GERMANY)
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4. METOD

4.1. Primer Tasarimm
MMP-21 geni promotdr bolgesi 572. Pozisyonundaki C/T SNP analizi igin

ileri ve geri primer diziye 6zel olarak tasarlandi.
Sekil 4.1.°de gosterilen dizilerin hedef dizi amplifikasyonu NCBI BLAST
kullanilarak test edildi.

5 ICCICNACOICICeOARREE CCAGCTTGAT

GTCGACCGCGGCCCCGGGGGCGGCCAGGTCCT
CGCGGAAGTCCAGCGGCGTCACCTCGCTCCAC
ATCCTGAAGGCCAGCGCCACAATGCGCCGCTG
GT CGGACAGTTGGCTGCTCAGGGCCT
CGCCCAGCAGCCGCCAGCTCAGCGTCCTCTTG
GAGAAG3’

Sekil 4.1.: PZR ile gogaltilacak hedef bdlgenin belirlenmesi (kirmizi ile vurgulanan yer ileri primer,
sar1 ile vurgulanan yer geri primer, yesil ile vurgulanan yer restriksiyon enziminin baglanma bolgesidir)

4.2. DNA izolasyonu

Bazi kimyasal maddeler ve enzimler ile canli hiicrelere ait hiicre zar1 veya canli hiicre
duvarmin yikilip DNA’nin ortaya ¢ikarilmasi prensibine dayanir. Molekiiler ¢aligmalarda
oncelikle DNA’nin saf olarak, proteinlerden arindirilmis bir sekilde, elde edilmesi esastir.
Temel olarak hiicrenin parcalanmasi ve DNA’nin agiga ¢ikmasi, DNA’nin proteinlerden
ayrilmast ve ¢Oziinliir duruma gelmesi, RNA, protein ve diger makromolekiillerden

ayrilmasina gére DNA izolasyonu gergeklestirilir.

Bu c¢alismada saglikli bireylerden almman agiz i¢i epitel dokular klasik

fenol/kloroform teknigine gore DNA izolasyonu gerceklestirilmistir.
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4.3. Polimeraz Zincir Reaksiyonu(PZR)

Polimeraz zincir reaksiyonu (PZR) in vitro olarak DNA’nin
cogaltilmasidir. Bu teknikte ilk olarak ¢ift sarmal DNA (dsDNA) iplikgikleri yiiksek
sicaklikta birbirinden ayrilir. Bu agama ‘’denatiirasyon’’ olarak adlandirilir. Primer
baglanmasi1 asamasinda, primer olarak kullanilan iki niikleotidin ¢ogaltilarak hedef
diziye baglanmasidir. Primer uzamasi asamasinda ise Mg*? iyonlarmin varliginda,
katalizor olan DNA polimeraz ile primerlere niikleotit (ANTP) eklenmesi ve DNA
zincirinin 3’OH ucundan uzamasidir. Her bir dongtide tiretilen iiriin bir sonraki dongii
icin “’kalip DNA’’ gorevi goriir. Boylece her PCR dongiisii, DNA molekiilii iizerinde
istenen bolgenin 2 katina ¢ikmasi ile sonuglanir. Bu g¢alismada kullanilan PZR

bilesenleri Tablo 4.1.’de, dongii kosullar1 Tablo 4.2°de belirtilmistir.

Tablo 4.1.: PZR bilesenleri ve miktarlari

PZR Icerigi (Reaktifler) Kullanilan Miktar (Stok konsantrasyonu)
10X Tampon (NH4)2SO4 2.5 ul (10X)
MgCl2 3 ul (25mM)
dNTP 0.5 pul (10mM)
MMP-21 F Primer 0.25 pl (10 mM)
MMP-21 R Primer 0.25 pl (10 mM)
Taq Polimeraz 0.2 ul (5U/ul)
DNA 100 ng
dH20 173
Toplam Hacim 25 ul
Tablo 4.2.: PZR kosullari
PZR Kosullan
11k Denatiirasyon 957, 15 dk
Denatiirasyon 95T, 45 sn
Primerlerin Baglanmasi 58T, 45 sn
Dongti
Uzama 72C, 45 sn Sayist: 41
Son Uzama 72C, 5 dk
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4.4, Restriksiyon Parca Uzunluk Polimorfizmi (RFLP)

Restriksiyon enzimleri (RE), DNA’da 6zglin, kisa ve simetrik dizilerini

tantyip keserler. Restriksiyon enzimleri kesimi sonucunda kiit ya da yapiskan uclu (5’
veya 3’ kuyruklu) DNA pargalar1 olusur. DNA molekiilii farkli kesim bdlgelerine
sahip olabilir.
Degisik enzimlerle muamele sonucunda farkli uzunluklarda restriksiyon parcalari
olusur ve bu pargalar jel elektroforezi yoluyla birbirlerinden ayrilabilirler. Ayn1 RE
farkli sayida bireye uygulandigindanda, bireylerin genetik yapilar1 birbirinden farkl
olacagindan degisik miktar ve uzunlukta parcalar olusur. DNA parcalarinda goriilen
bu polimorfizmin nedeni nokta mutasyonu olabilecegi gibi, inversiyon, delesyon,
translokasyondan kaynaklanan biliylikk mutasyonlarda olabilir. Kisaca; RFLP
analizinde restriksiyon enzimlerinin DNA’daki kesim noktalarinda ki degismelerden
faydalanilir.

Bu c¢aligmadaki PZR ile g¢ogaltilan hedef bélgeler, ECO521 RE kesim
kosullar1 ve olusmasi beklenen fragment uzunluklari1 Tablo 4.3.’de belirtilmistir.
Eger PCR 6rnegi C/C homozigotuna sahipse 197 b¢ uzunlugunda bant elde edilir, C/T
heterozigotuna sahipse 197-63-134 bg¢ uzunlugunda 3 bant elde edilebilir, T/T mutant
homozigotuna sahipse 63-134 bg 2 bant elde edilebilir.

Tablo 4.3.: RFLP reaksiyon miktarlari

RFLP Reaksiyon Miktarlari

10 ul PCR mix

18 pl dH20

2 ul 10XBuffer Eco521

1 ul Eco 521

RFLP Kosullan

37 C, 4 saat inkiibasyon siiresi

65 C, 20 dk Eco52I enziminin inaktivasyon siiresi
Beklenen DNA Parcalan

Homozigot CC genotipi : 197 bg
Heterozigot CT genotipi : 197, 63, 134 bg
Homozigot TT genotipi: 134, 63 bg
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4.5. Agaroz Jel Elektroforezi

DNA fragmanlarinin boylarina gore ayirt edilmesini saglayan jel
elektroforezi, uygun bir tampon igerisinde jele yiiklenen DNA nin yapisindaki negatif
yiklii fosfat gruplart nedeniyle negatif elektrondan pozitif elektrona goc etme

prensibine dayanur.

Agaroz, kirmizi alg tiirii olan Agar agar’dan izole edilir. Agaroz sicak suda
¢oziinebilir, sogudugunda ise polimerle karsilikli hidrojen baglar1 kurarak jel yapisini

olusturur.

Belirli bir biiyiikliikteki DNA fragmenti agarozun farkli konsantrasyonlarini
iceren jeller boyunca farkli oranlarda go¢ eder. Diisiik agaroz konsantrasyonu biiyiik
DNA’larin ayrilmasini saglarken, yiliksek agaroz konsantrasyonu kiigilk DNA’larin

ayrilmasini kolaylastirir.

Etityum Bromiir, DNA baglar1 arasina baglanarak UV 15181 altinda floresan

etki gostermesi sonucunda DNA jelde goriiniir hale gelir.

Bu calismada agaroz jel elektroforezi kullanilmistir. Calismada kullanilan
agaroz jel konsantrasyonlari, hangi yontemlerde kullanildiklar1 ve yiikleme kosullar

Tablo 4.4.°de gosterilmistir.
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Tablo 4.4.: Agaroz jel konsatrasyonlari, kullanilan yontemler ve yiikkleme kosullari

Kullanildigi Konsantrasyon | Hazirlanis Yiikleme Kosulu | Yiiriitme
Yontem Sarti
DNA %0,50’lik -0,50 gr agaroz -3 pl yiikleme 120V
-50 ml 0,5x TBE | boyasi (BPB) 300mA
Goriintiileme -1,5 pl EtBr -5 ul DNA 15 dk
P7R %2’lik -1 gr agaroz -1 pl ytikleme 110V
-50 ml 0,5x TBE | boyas1 (BPB) 300mA
-1,5 pl EtBr -5 ul PZR iiriinii | 35 dk
-2 ul 100 be
marker
RELP %3’liik -1,5 gr agaroz -1 pl ytikleme 110V
-50 ml 0,5x TBE boyas1 (BPB) 300mA
-1,5ul EtBr -5 pl PZR iiriinii | 35 dk
-2 ul 100 be
marker

4.6. istatistiksel Veri Analizi

Calismanin istatistiksel degerlendirilmesi

SPSS 21 paket programi

kullanilarak yapildi. Tanimlayici1 degerler yas ortalamasi standart sapma olarak,

kategorik degiskenler gozlem sayis1 ve yiizde olarak gosterildi. Genotiplerle tiimor

evrelerinin  karsilastirilmas: ( Timor evresi, timor nekrozu) lojistik regresyon ile

incelenmistir. Polimorfizmin kontrol grubu i¢in Hardy Weinberg dengesine

uyumlulugu analiz edilmistir. Cinsiyet, H.pylori, Timor nekrozu, Sigara ve Alkol

kullanimi, Aile hikayesi i¢in Fisher Exact testi kullanilmistir.
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5. SONUC
5.1. Orneklerin Tanimi

Bu calismada, mide kanseri olan 30 hastanin tiimor ve ¢evre dokulari ile
toplam 30 ¢ift 6rnek kullamilmistir. Tiimor dokularina ait H. pylori enfeksiyonu,
invazyon derinligi, timdr evresi, timor nekrozu, sigara ve alkol kullanimi, ailesel
hikaye bulgularina gore yiizdelik oranlar1 ve yas ortalamasi + standart sapma olarak
Tablo 5.7.’de gosterilmistir.

Kontrol grubu olarak ¢alisilan 30 saglikli birey 6rnek olarak kullanilmistir.
Bireylere ait sigara ve alkol kullanimi, ailesel hikaye bulgularina gore yiizdelik

oranlar1 ve yas ortalamasi + sapma olarak Tablo 5.1.’de gosterilmistir.

Tablo 5.1.: Kontrol grubunun belirli karakteristik 6zelliklerine gore yiizdeleri

_ Saghkh Birey Sayisi Standart Sapma
30

Yas 57,3 9,13

Cinsiyet 30

Kadin 10 59,2 9,4

Erkek 20 56,4 9,08
Var/Yok

Sigara 12/18 40-60

Alkol 10/20 33,3-66,7

Aile Hikayesi 18/12 60-40

5.2. MMP-21 Geni Promotor Bolgesi 572 C/T Polimorfizminin PZR-RFLP
Yontemi ile Molekiiler Analizi

5.2.1. Tlgili Gen Bélgesinin PZR ile Cogaltilmasi

MMP-21 geni 572 C/T tek niikleotid polimorfizmi i¢in diziye 6zel olarak geri

ve ileri primer tasarlanmistir.

Polimorfik bolge i¢in tasarlanan bu primerler siniflandirilarak ¢ogaltilmig ve 197

be¢’lik PZR firiinii elde edilmistir (Sekil 5.1.).
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100b n %]

= 197 be

Sekil 5.1.: MMP-21 572 C/T polimorfizm Boélgesinin PZR ile Amplifikasyonu sonuglarmin %2’lik Agaroz Jelde Goriinimii (T:
Tiumorli Doku, N: Normal Doku, PK: Pozitif Kontrol, NK: Negatif Kontrol)

100bpM 1K

=) 197 be

Sekil 5.2.: Kontrol grubunun PZR sonuglarinin %2’lik Agaroz jelde gériiniimii (K: Kontrol)
5.2.2. PZR Uriinlerinin Restriksiyon Parca Uzunluk Polimorfizmi

Cogaltilan ilgili MMP-21 gen bolgesi, 572 C/T tek niikleotid polimorfizmi analizi i¢in
Eco52I restriksiyon enzimi ile muamele edilmistir. Bant boylar1 100 b¢ DNA ladder
ile %3 liik agaroz jelde 35 dakika yiirtitiilerek degerlendirilmistir. CC genotipinde 197
b¢ uzunlugunda bant goriilmesi, CT genotipinde 197, 134, 63 b¢ uzunlugunda {i¢ bant
goriilmesi ve TT genotipinde 134, 63 b¢ uzunlugunda iki bant goriilmesi
beklenmektedir (Sekil 5.3.).
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100bpM 1N 1T 2N 7T

= 197 be
= 134 bg

== 63 b¢

Sekil 5.3.: Polimorfik Promotdr Bélgesi Yapilan Orneklerin RFLP sonuglariin %3 liik Agaroz Jelde
Gortintimii (IN-T Homozigot, 2N Homozigot, 2T Heterozigot).

100bpM 27

) 197 bg
) 134 b(}

== 63 b¢

Sekil 5.4.: Kontrol grubunun RFLP sonucunda % 3’likk Agaroz jelde gériiniimii

5.3. Verilerin Istatistiksel Analizi

PZR-RFLP yontemi sonucu elde edilen hasta tiimor dokusu drneklerinin ve saglikli kontrol grubu
orneklerinin genotip ve allelotip sayisi sirayla Tablo 5.2.”de gosterilmistir. Genotip dagiliminin Hardy

Weinberg dengesine uyumlulugu analiz edilmistir. (Tablo 5.3.)
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Tablo 5.2.: Hasta/saglikli bireylerin dokularina ait MMP-21 572C/T genotip-allelotip sayilar1 ve

yiizdeleri

. Genotip Genotip

Genotip Sayisi Yiizdesi

CcC 9/10 30/33,3
CT 14716 46,6 / 53,3
TT 714 23,3/13,3
: Allelotip Allelotip

Allelotip Sayisi Yiizdesi

C 32/36 53,3/60
T 28124 46,6 / 40

Tablo 5.3.: Hasta ve kontrol gruplarimin Hardy Weinberg dengesine gore genotip dagilimi

Kontrol Hasta
Genotip CC CcT 1T CcC CT T
% 59,9 | 29,99 | 9,99 | 29,99 | 46,66 | 23,33
n 18 9 3 9 14 7
HWE p degeri 0,326821 0,724066

MMP-21 572 C/T (rs10901425) polimorfizminin kontrol grubu i¢in Hardy-Weinberg
dengesinde oldugu tespit edilmistir (p=0,326821).

Genotiplerin gruplar1 arasi dagilimi ve odds ratio (oranlar orani, risk) alelik ve
genotipik modellere gore lojistik regresyon ile incelenmistir. Sonuglar rs10901425 T
alelinin C aleline gore koruyucu etki gosterdigi , ayn1 sekilde TT alelinin de CC aleline
gore koruyucu etkisi oldugu belirlenmistir. Heterozigot genotip i¢in ise anlaml iligki
belirlenememistir (Tablo 5.5.).

Tiimdr ornekleri erken evre (1. Evre) ve gec evre (2. ve 3. evre) olarak gruplandiginda,
genotiplerle timor evreleri arasinda herhangi bir iliski belirlenememistir (Tablo 5.6.).
Timorde nekroz varligi ile genotip frekanslari arasinda da anlamli bir iligki

goriilmemistir (Tablo 5.7.).
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Tiimorde invazyon derinligi ile farkli genotip frekanslari arasinda anlamli bir iligki
goriilmemistir (p=0,699619). Tiimor olusumunun cinsiyetler arasinda da anlamli bir
iliskiye rastlanmamistir. Timor varligi ile H. Pylori arasinda anlamli bir iliski
goriilmemistir (p=0,697593). Sigara kullanimi ile tiimor varligr arasinda anlamli bir
iliski gortilmemistir (p=0,684153). Alkol kullanimi ile tiimor varligr arasinda anlaml
bir iliski goriilmemistir (p=0,654377). Aile Oykiisii ile timor varligi arasinda anlamli

bir iliski goriillmemistir (p=0,428571).

Tablo 5.4.: Genotipik gruplarin tiimor olusumu tizerindeki etkilerinin Lojistik Regresyon ile
incelenmesi

OR | %95CI | Ki-kare | P degeri

C Referans
T [0,381[0,176-0,826 | 6,13 | 0,01333
CC Referans

CT | 0,667 | 0,136-3,272 | 0,25 0,61631
TT | 0,214 | 0,045-1,032 | 4,00 0,04557

Tablo 5.5.: Farkli genotipik gruplarin tiimor evreleri arasindaki iligkisi

OR | %95CI |Ki-kare | P degeri
o Referans
T |0,605 ]0,205-1,783| 0,84 | 0,36024
cC Referans

ct | 0514 |0,076-3,488 | 0,47 0,49252
TT | 0,381 | 0,043-3,338 | 0,78 0,37703

Tablo 5.6.: Tiimor nekroz varliginin farkli genotipik frekanslarla iligkisi

OR \ %95CI \ Ki-kare \ P degeri
C Referans
T 0,833 | 0,265-2,620 | 0,10 | 0,75497
CC Referans
cT 3,0 |0,390-23,072 | 1,17 0,27976
7T | 0,667 | 0,087-5,127 | 0,15 0,69627
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Bu sonuglara gore hastalarin 9’u (%30) kadin, 21°1 (%70) erkektir. H. Pylori enfekte
hasta say1s1 9 (%30)’dur. Timor evre tiplemesinde 10 (%33,3) kisi 1. evre, 7 (%23,3)
kisi 2. Evre, 13 (%43,3) kisi 3. evrededir. invazyon derinligine bakildiginda
L.propia/mukoza 27 (%90) kisi, subseroza 3 (% 10) kisi sahiptir. Tiimoér nekrozuna
sahip 22 (%73,3) kisi bulunmaktadir. Hastalar arasinda 22 (%73,3) kisi sigara, 18
(%60) alkol kullanirken 4 (%13,3) kisinin aile gegmisinde mide kanseri goriilmiistiir.

Bu sonuglara gore saglikli bireylerin 10°u (%33,3) kadin, 20’si (%66,7) erkektir.
Bireyler arasinda 12 (%40) sigara, 10 (%33,3) alkol kullanirken 18 (%60) kisinin aile

gecmisinde kanser bulunmaktadir.

Tablo 5.7.:Tablo Mide kanser hastalarinin belirli karakteristik 6zelliklerine gore ylizdeleri ve Fisher

kesin olasilik testi analizi
n (Hasta Standart
Sayisi) Ortalama |Sapma Exact (HWE p degeri)
Yas 30

55,8 +14,6
Cinsiyet 30 55,8 + 14,6
Kadin 9 56,8 +£19,07 0,225998
Erkek 21 55,3 +12,9 0,184742
Bilgisi
Olmayan
n (Hasta Bilgisi Olan Hasta
Mide Kanseri Sayisi) Yizde (%) | Hasta Sayisi Sayisi
Toplam Hasta 30
H. Pylori 9 30% 21 9 0,697593
Tamor Evresi
1 10 33,30%
2 7 23,30%
3 13 43,30%
invazyon Derinligi
Lamina Propia/M.
Mukoza/Submukoza
27 90%
Subseroza 3 10%
Tumor Nekrozu 22 73,30% 30 0 0,199378
Sigara 22 73,30% 30 0 0,684153
Alkol 18 60% 30 0 0,654377
Aile Hikayesi 4 13,30% 30 0 0,428571
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6. TARTISMA

SNP, DNA dizisi lizerinde meydana gelen tek bazlik niikleotid degisimleri
olarak tanimlanir. Bunun yan1 sira, DNA dizisi tizerindeki tek bazlik delesyon ve

insersiyon ile gen ifadesinde degisiklik meydana gelebilir (Brooks., 1999).

SNP olusumunda meydana gelen tek bazlik niikleotid degisimlerinde, piirin
(A-G) veya pirimidin (T-C) bazlarinin kendi aralarinda ki degisimi transisyon olarak
adlandirilirken, bir piirin bazinin pirimidin bazi ile yer degistirmesi transversiyon

olarak adlandilir (Zang ve dig., 2013).

Bir toplum populasyonunda ki tek niikleotid degisiminin frekansi %1 den
daha biiyiikse bu 0Ozellik polimorfizm olarak nitelendirilirken, popiilasyonda ki
frekans1 % 1 den daha diisiikse bu degisim mutasyon olarak nitelendirilmektedir (Zang
ve dig., 2013).

Mide kanserine neden olan c¢evresel faktorler; sigara, alkol, yas, cografya,

cinsiyet, H.pylori enfeksiyonu, beslenme olarak sayilabilir.

Mide kanseri insidans1 Japonya, Cin, Dogu Avrupa ve Giiney Amerika’ da
diger iilkelere gore daha yliksektir. En sik goriildiigii yas araligi 50-60’l1 yaslardir.
Gelir diizeyi diisiik olan toplumlarda mide kanseri artig gosterir. Bu ¢alismada mide
kanseri olan 30 hastanin tiimorlii ve normal dokusu incelenmistir. 30 hastanin 9’u
kadin 21’1 erkektir. Yas ortalamasi ise kadinlarda 59,2 erkeklerde 56,4 olarak

hesaplanmuistir.

H.pylori enfeksiyonu mide iilseri, mide iltihabi, mide kanseri riskini
artirmaktadir. H.pylori enfeksiyonu olan kisiler tedavi edilmezlerse mide kanseri
olusum riski artar (Wagner ve ark., 1997). Bu calismada 30 mide kanserli hastanin
9’inde H.pylori enfeksiyonu goriilmiistiir. Elde edilen sonuglara gore timdr olusumda

H.pylori varligi anlamli bulunamamustir.
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Yaptigimiz bu ¢alismada homozigot CC genotipine sahip 9 hastadan 7’sinin
sigara i¢tigi bilinmektedir. Heterozigot CT genotipine sahip 14 hastanin 9’unun sigara
ictigi bilinmektedir. Homozigot mutant TT genotipine sahip 7 hastanin 6’sinin sigara
igtigi bilinmektedir. Bu ¢alismada hastalarin % 60°1 alkol kullanmaktadir. Elde edilen
istatistiksel sonuglara gore alkol ve sigara kullanimi ile rs10901425 polimorfizmi

arasinda anlaml bir iligkiye rastlanamamastir.

Mide kanseri nadiren ailesel gegislidir. Bu ¢aligmada 30 hastanin 4’{iniin aile
gecmisinde mide kanserine rastlanmistir. Aile hikayesi ve rs10901425 polimorfizmi

arasinda anlamli bir iliski kurulamamustir.

Mide kanseri patolojisini etkileyen bir¢ok prognostik faktor vardir. Biiyiime
faktorleri ve reseptdrleri, hiicre-hiicre diizenleyicileri, hiicre-adezyon molekiilleri,
MMP’ler gibi invazyon ve metastaza katilan gen ve molekiiller, telomeraz aktivasyonu
prognostik faktorlere birer 6rnektir. Bu faktorlerin disinda epigenetik degisiklikler ve
genetik polimorfizmler de mide kanserini etkileyen prognostik faktdrlerdendir (Tahara

ve ark., 1993).

MMP ailesinin bir iiyesi olan MMP-21, 10. Kromozomun ¢ kolunun
2.bolgesinin 6. bandinin 2. alt bandinda bulunur. ESM’nin par¢alanmasi, timor
invazyonu ve metastaz i¢in onemlidir. MMP-21’in ESM bozulmasinda 6nemli oldugu
diistiniilmektedir. MMP-21 572 C/T polimorfizminin mide kanseriyle iliskili oldugu
diistiniilmektedir. MMP-21 transkripsiyon seviyesi, homozigot C/C alellerine sahip
bireylerde, C/T veya T/T genotipine sahip bireylerine oranla daha fazladir. Yaptigimiz
bu caligmada, kullanilan hasta bireylerin % 90’1 1. derece invazyona sahiptir.
Shagisultanova ve arkadaslart MMP-21 572C/T polimorfizmi ile meme kanseri
arasinda bir iliski bulmaya ¢alismislardir. 76/320 hasta- kontrol grubunu yas, klinik
asama, patolojik timor tipi, metastaz varligima gore gruplandirmiglardir. Yapilan
molekiiler RFLP analizi sonuglar1 ile belirlenen kriterlerin istatistiksel veri analiziyle
karsilagtirilmasi sonucunda meme kanseri gelisimi ve ilerlemesinde MMP-21 572C/T

polimorfizmiyle anlamli bir iligki bulamamiglardir (Shagisultanova ve ark., 2004)
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Qiu ve arkadaslart Cin popiilasyonunda MMP-7, MMP-8, MMP-21 polimorfizmleri
ile hepataseliiler karsinoma arasinda bir iliski kurmaya c¢alismislardir. 434/480 hasta-
kontrol gruplar1 hepatit B tasiyan ve tasimayanlar; yas, sigara ve alkol durumu, aile
hikayesi, tiiketilen yillik sigara paketi’ne gore karsilagtirilmis ve hepataseliiler
karsinoma ile MMP-21 polimorfizmi arasinda ilk sonuglara gére anlamli bir iligki
olabilecegini belirtmislerdir (Qiu ve ark., 2008).

Ahokas ve ark., tarafindan yapilan caligsmada, insan plasentasindan MMP-21 cDNA’s1
elde edilerek, RT-PCR ve in vivo bulgulart sonucunda doku ve hiicrelerde yiiksek
MMP-21 ekspresyonu embriyogenez ve tiimor gelisiminde rol aldigi gosterilmistir
(Ahokas ve dig., 2002).

Wu ve ark., tarafindan yapilan g¢alismada, mide kanseri hastalarinda MMP-21
ekspresyon seviyelerine gore hayatta kalabilirligi lizerine c¢alisilmis ve yiiksek
ekspresyon seviyelerine sahip hastalarin diigiik ekspresyon seviyelerine sahip hastalara
gore yasam stirelerinin daha az oldugu belirlenmistir ( Wu ve ark., 2012).

Bister ve ark., tarafindan yapilan bir ¢alismada, pankreatik adenokarsinomlu hiicre
hatlar1 olan PANC-1, BXPC-3,AsPC-1 ve MMP-21, MMP-26, TIMP-4 ekspresyon
seviyeleri incelenmistir.

Boyd ve ark., tarafindan yapilan caligmada, insan ve farelerde skuamoz hiicre
karsinomlarinda MMP-21, -10, ekspresyon seviyelerine bakilarak ulagilan sonuca gore
MMP-21 ekspresyon seviyesinin skuamdz hiicre karsinomu ve invazyonu arasinda
herhangi bir baglanti bulunamamistir. MMP-10 ekspresyon seviyesinin skuamoz

hiicre karsinomu baslangicinda etkin bir rol oynadigi ortaya konmustur.

Biitlin bu veriler 151831nda MMP-21 572C/T polimorfizmi ile mide kanseri arasinda
anlamli bir iligski kurulamamistir. Daha 6nce yapilan ¢alismalar g6z 6niine alindiginda
daha genis hasta ve kontrol gruplarinda tekrarlanmis arastirmalarla calisma

gelistirilebilir.
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