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OZET

) MIDE KANSERINDE MMP-9
PROMOTOR POLIMORFIZMININ (-1562 C/T) INCELENMESI

Diinyada kanser nedenli olimlerde 2. sirada yer alan mide kanseri,
Japonya, Malezya gibi uzak dogu iilkelerinde daha sik goriiliir. Sigara, alkol,
beslenme, yas, cinsiyet, helikobakter pylori enfeksiyonu vs. mide kanserine
neden olan ¢evresel faktorler arasinda; kan grubu ise genetik faktorler arasinda
sayilabilir. Matris metalloproteinazlar mide kanseri patolojisini etkilemektedir.
Matris metallopretinazlar, ekstraselliiler matrisin bozulmasina neden olan
proteinazlardir. Ekstraselliiler matrisin bozulmasi tiimorlii hiicrelerin yayilimini
hizlandirir. Matris metalloproteinaz iiyeleri olan MMP-2 ve MMP-9,
ekstraselliiler matrisin bozulmasinda 6nemli rol oynar. MMP-9 -1562 C/T
polimorfizmi ¢esitli kanser tiirlerinde invazyonla iliskilidir.

Yapilan bu tezde amag, MMP-9 geni promotér bolgesi 1562.
pozisyonunda goriillen C/T tek niikleotid polimorfizmi ve mide kanseri
arasindaki iligskinin arastirilmasidir. Bu ¢ercevede 30 hastada polimerik zincir
reaksiyonu ve restriksiyon parca uzunluk polimorfizmi yontemiyle MMP9 -
1562C/T tek nokta polimorfizmi tespit edilmistir.

Anahtar Kelimeler: Mide kanseri, Matris metalloproteinaz, MMP-9,
polimorfizm
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ABSTRACT

THE -1562C/T POLYMORPHiISM ANALYSIS OF MMP-9 PROMOTOR
REGIONS IN GASTRIC CANCER

Gastric cancer, which is the second lethal type of cancer in the world, is
seen more in far eastern countries such as Japan, Malaysia. Smoking, alcohol,
diet, age, sex, helicobacter pylori infection, etc. are among the environmental
factors and blood type is among the genetic factor, which affecting gastric
cancer. Matrix mettalloproteinases affect the pathology of gastric cancer.
Matrix metalloproteinases are proteinases that participate in ECM degradation.
ECM degradation increases the speed of invasion. MMP-2 and MMP-9, which
are members of the matrix metalloproteinases, play an important role in the
degradation of extracellular matrix. MMP-9 -1562 C / T polymorphism is
associated with invasion of various cancer types.

The aim of this thesis is to investigate the relationship between C/T
single nucleotid polymorphism observed in MMP-9 gene promoter region
1562th position and gastric cancer.

In this context MMP-9 -1562 C/T single nucleotid polymorphisms
were determined with the method of polymerase chain reaction and restriction
fragment length polymorphismin 30 patients.

Key words: Gastric Cancer, MMP-9, Polymorphism, Matrix Metalloproteinase
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1. GIRIS

1.1. Kanser Biyolojisi

Kanser olgusu; kanser hiicrelerinin gelisimi, hizli béliinme kapasitesi,
oliim sinyallerine duyarsizlik nedeniyle apoptoza girememe, istila ve metastaz
yetenegiyle hiicreler i¢in mutasyon ve seleksiyonu iceren ¢ok basamakli bir
siire¢ olarak tanimlanmaktadir (Brooks ve dig., 1998).

Kanserlesmeye neden olan kimyasallarin ¢ogu mutajeniktir. DNA
hasarlar1 tamir enzimleriyle onarildifinda ya da onarilmadiginda hiicre
apoptoza gidebilir. Bunu saglayan tiimor baskilayici genler ile apoptotik
genlerin birlikte ¢alismasidir. Hiicre apoptoza giderse tiimor baslangici
gerceklesmemekte; gitmezse kanser ortaya c¢ikmaktadir (Sekil 1.1) (Hanahan
ve Weinberg, 2000).

Cksidatif Stres
EI Diger Faktdrer
Eisim \ |

D'MA Hasar Birikimi Tumdar BaskilayiciGenlerin | naktivaswony
l Kontrol Noktalan x

(p53, Rb, pl6..}

YASLANMA e KANSER

APOPTOZ

Sekil 1.1: DNA hasarina neden olan faktdrler ve DNA hasarinin sonuglari (Hanahan ve

Weinberg, 2000°den modifiye edilmistir)



11.1. Kanser Hiicrelerinin Genel Ozellikleri
e Boliinme Sinyallerinin Uretimi:

Normal hiicreler ortamda bulunan biliylime faktorlerinin belirledigi
miktara ulasincaya kadar béliinmeye devam ederler. GO evresine geldiklerinde
ise yeni bir sinyal gelene kadar biiyiime durur. Kanser hiicreleri kendi biiylime
hormonlarint sentezleyebilirler. Boylelikle bir kisitlama olmadan boliinmeye
devam ederler (Hanahan ve Weinberg, 2000).

e Kontakt Inhibisyon Yoklugu:

Kanser hiicrelerinde, hiicre yiizey adezyon molekiilleri normal hiicrelere
gore daha az ifade edilir. Hiicre-hiicre ve hiicre-matris etkilesimi ise daha
zayiftir. Etkilesim zayif oldugu icin morfoloji ve hiicre iskeleti bozulur.
Morfolojisi bozulan tiimor hiicreleri normal hiicrelere gore daha yuvarlaktir.
Kiiltlirti yapilan normal hiicreler komsu hiicrelerle temas etiginde biiylimeyi
birakirlar. Tiimor hiicreleri ise komsu hiicrelerin lizerine yayilarak ¢ok tabakali
sekilde cogalmaya devam ederler (Hanahan ve Weinberg, 2000).

e Sinirsiz Boliinme Potansiyeli:

Losemiyle ilgili yapilan caligmalarda, kanser hiicrelerinin ¢ogunlukla
farklilasmanin erken evrelerinde bloke olarak kendi aktif boliinmelerine kararli
bir sekilde devam ettikleri anlasilmistir. Bu sonuglar, farklilasmadaki bozukluk
ile kanserlesme iliskisini gosterir. Farkli tiirdeki losemi hiicreleri benzer
genetik 6zellikler tasir. Bu da “‘kanser kok hiicresi” tanimini ortaya ¢ikarmigtir
(Hanahan ve Weinberg, 2000).

e Apoptozdan Kagis:

Kanser hiicreleri apoptoza karsi direnglidirler. Normal hiicreler; DNA
tamir ve timor baskilayici gen oOzelliklerine sahip olduklari i¢in tamir
edilemeyen DNA hasarlarinda apoptoza ugrarlar (Sekil 1.2) (Hanahan ve
Weinberg, 2000).



1.1.2. Kansere Neden Olan Faktorler:

Kansere neden olan faktorler kalitimsal ya da sonradan kazanilmis
olabilir. Cevresel etkenler, kalitimsal yatkinligi olan bireylerde kanser siirecini
hizlandirmaktadir (Jones ve Laird, 1999).

Radyasyon ve kanserojenik maddeler DNA molekiiliine zarar verip
mutasyon olusturarak kansere neden olurlar (Jones ve Laird, 1999).

Ultraviyole 1sinlar, tiitiin, alkol, aflatoksindeki kimyasallar ve forbol
esterleri (protein kinaz-c {izerinden hiicre boliinmesini siirekli uyarir) kansere

neden olan baslatict ajanlardir (Jones ve Laird, 1999).

Kendi béliinme
sinyallerinin Gretimi

Bélinmede DUR
sinyallerine duyarsizlik

Apoptozdan n
kagis oy \
-
~ ". P
&
e -
m Doku invazyonu
ve

Anjiyogenezin Metastaz

siirdiiriilmesi

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

Hormonlar, ozellikle Ostrojen, bazi kanser gelisimlerinde timdr
promotorleri olarak onemlidir. Kimyasallara ve radyasyona ek olarak bazi
viriisler de kansere neden olmaktadir (Jones ve Laird, 1999). Kansere neden

olan viriisler Tablo 1.1°de 6zetlenmistir



Tablo 1.1: Virisler ve ilgili olduklar1 baz1 kanserler (McCance, 1998).

Familya Kanser

RNA Viriisleri

Flaviviride

- Hepatit C Hepatoselliiler karsinoma

Retroviviridae Hematopoetik  kanserler, sarkomalar,
karsinomalar

DNA Viriisleri

Hepadnaviridae Hepatoselliiler karsinoma

Papovaviridae

-Papilloma viriisler Papilloma ve karsinoma

-Polyomaviriisler Degisik solid tiimorler

Herpesviridae Lenfoma, karsinoma ve sarkoma

1.1.3. Tiirkiye’de Kanser Istatistikleri:

2009°da yapilan ¢alismalara gore Tiirkiye’de kadin ve erkek hastalarda

en sik goriilen kanser tiirleri Tablo 1.2 ve Tablo 1.3’te 6zetlenmistir

Tablo 1.2: Erkeklerde en sik goriilen ilk 10 kanser (Birlesik Veri Tabani, 2009)

Trakea, Akciger ve Brong

2004

65,1

2005 2006 2007 2008 2009 2010

65% 688 730 632 T4l TI3

2011

a3

193 206 210 225 21,7 134 253 273
Mide 4% 148 173 180 151 203 1156
Larin 3

Mesane
14,1




Tablo 1.3: Kadinlarda en sik goriilen ilk 10 kanser (Birlesik Veri Tabani, 2009)

2004 2005 2006 2007 2008 2009 2010 2011

Meme 347 350 376 355 40,7 431 436 451

Kolorektal 13 11 135 123 132 135 146 153

Trakea, Akciger ve Brong 74 74 7.7 7.8 82 87 5,3 9,9

Mide 64 63 7B B4 17 B0 23 BB

Uterus Serviksi 45 44 48 43 41 4% 53 71

1.2. Mide Kanseri

1.21 Mide Anatomisi ve Midenin Boliimleri

Sindirim sisteminin en genis yeri olan mide, 6zofagus ile duodenum
arasinda bulunur (Arinct ve Elhan , 2001: 241-245). Mide karin boslugunun
ist kisminda, diyafranin altindadir. Midenin 6n {ist yiiziiniin bir kismi,
karaciger sol lobunun arkasinda yer alir (Kuran O, 1983: 388-396 ).

Mide; kardiaka, fundus, korpus ve pilor olmak tizere 4 boliimden olusur
(Sekil 1.5).
Kardia: Yukarida diyafram, hemen altinda ostum kardiaka ile 6zefagusa agilir.
Asagida fundus ile birlesir. Bu boliim diger kisimlar kadar belirgin degildir
(Armct ve Elhan, 2001).
Fundus: incisura kardiakadan gegen horizontal bir ¢izginin iizerinde kalan
kisimdir. Kubbe seklinde olan bu boliim diyafram ile komsuluk yapar (Armci
ve Elhan, 2001).
Korpus: Midenin fundustan sonra gelen kismidir (Arinci ve Elhan, 2001).

Pilor: Midenin duodenuma yakin olan boliimiidiir (Arinci ve Elhan, 2001).



Fundus
Yemek borusu

Onikiparmak
bagirsagi
(Duodenum)

/1

Kiigiik kurvatur
Pilorsfinkteri  /

Pilor kanal

Mide duvarini olusturan
lkastabalkalari

Midenin mukoza
kivrimlari

Sekil 1.3: Midenin kisimlar1 (Dobrucali , 2012)

1.2.2. Mide Kanseri Etiyolojisi

Mide kanseri insidansi orta yasta ve erkeklerde daha yiiksektir.
Erkeklerde goriilme riski kadinlara gore 2 kat daha fazladir (Whelen ve dig.,
1990).

Cevresel faktorler ve beslenme mide kanseri tizerinde etkilidir.
Japonya, Kore, Kolombiya, Irlanda gibi iilkelerde mide kanseri diger iilkelere
gore daha sik goriilmektedir. Yiiksek risk bolgelerinden diistik risk bdlgelerine
gd¢c eden 1rklarin ikinci jenerasyondan itibaren mide kanseri insidansi
azalmaktadir. Bu da genc¢ yaslardan itibaren etiyolojik faktdrlere maruz kalan
bireylerin kanser olma riskinin daha fazla oldugunu gostermektedir. Bunun
nedeni tam bilinmese de beslenmenin Onemli oldugu disiiniilmektedir

(Haenszel ve dig., 1972; Kinet ve dig., 1970).

Daha 6nce yapilan ¢alismalarda karbonhidrat, tursular, tuzlanmis et ve
balik mide kanseri riskini arttirdidi, siit, taze sebzeler ve vitamin C’nin ise
riski azalttif1 gosterilmistir (Qiu ve dig., 2004). Yemeklerdeki yag miktarinin
asirt diisilk ya da yiiksek olmasi da kanser riskini arttirir (Graham ve dig.,

1990).



Nitrit ve nitratlarin mide kanserine neden oldugu diisiintilmektedir.
Nitratlar kurutulmus tahillarda ve gida koruyucularinda bulunur. Nitritler
nitratlardan olusur. Nitritler, amin ve amidler ile birleserek nitrozamin ve
nitrozamidleri meydana getirirler (Haenszel ve dig., 1972). Bu maddelerle
birlikte hipoklorhidrinin de arttig1 bildirilmistir (Keighley ve dig., 1984). Bu

maddelerin hayvanlarda kanserojen oldugu gosterilmistir.

Komiir, petrol ve nikel rafineleri ¢alisanlarinda, kauguk ve asbest ile
yakin temas halinde ¢alisanlarda, kasap ve balik¢ilarda mide kanseri insidansi
normal popiilasyona gore daha fazladir (Kang ve dig., 1997). Asbestoz, mineral
tuzlar1 , metal tozlari, gamma ve X isinlari, insektisidler, polisiklik aromatik
hidrokarbonlar ve komiir tozlart mide kanseri igin mesleki risk faktorleri

arasinda sayilabilir (Giirel 1999; Cocco 1996).

Diisiik sosyoekonomik kosullar, kétii hijyenik kosullar ve ¢evre kirliligi

mide kanseri riskini artirir (Faggiona ve dig., 1997).

Sigara i¢imi mide kanserini olumsuz etkiler. Sigara i¢imindeki artisla

birlikte mide kanseri riskinde de 6nemli bir artis goriilmektedir (Correa, 1992).

Helikobakter pylori (H.pylori) enfeksiyonu ve buna bagli olusan
intestinal metaplazi ve hipoklorhidri ileri yaslarda mide kanseri gelismesi i¢in
uygun bir ortam meydana getirmektedir. Kronik inflamasyon sonucunda
midede intestinal tip epitel, mide mukozasinin yerini alir; midede asit
sekresyonu azalir ve diger bakterilerin kolonize olmasina uygun ortam
olusturur. Bakteriler de nitratlar1 nitrite doniistiirerek kanser olusumuna neden

olur (Viste ve dig., 1986).

Mide kanserini etkileyen genetik faktorlere bakildiginda ise kan grubu
A olanlarda mide kanseri daha sik goézlenmekedir (Aird ve dig., 1991). Lynch

sendromu II'de mide kanseri sik goriiliir.



1.2.3. Mide Kanserinde Evreleme (TNM Sistemi)- WHO 2000

. Primer Tiimor: Birincil faktor kanserin mide duvarina

penetrasyonunun derecesini gostermektedir.
X: Primer tiimor degerlendirilemedi,
TO: Primer tiimor mevcut degil.

Tis: Insitu Karsinom. Lamina propriaya invazyon gdstermeyen intraepitelyal

timor.
TI: Tiimdr lamina propria veya submukozada sinirls,
T2: Tiimo6r muskularis propria veya subserozada sinirli,

T3: Tiimo6r komsu dokulara (dalak, transvers kolon, diafragma, pankreas,
abdominal duvar, adrenal bez, bobrek, ince barsak) invazyon gostermeden

serozayl gecmistir.
T4: Tiimor komsu dokulara invazedir.

o Nodal Tutulum: (Regional lenf nodlari) perigastrik lenf nodlari,
colyak, splenik, hepatik, sol gastrik arter boyunca uzanan lenf nodlaridir;

biiyiik ve kii¢lik kurvatur boyunca bulunurlar.
NX: Regionallenf nodu tutulumu degerlendirilemedi.
NO: Regional lenfnodu metastazi mevcut degildir.
N1: Metastazl regional lenf nodu sayis1 1-6 arasidir.
N2: Metastazli regional lenf nodu sayist 7-15 arasidir.
N3: Metastazli regional lenf nodu sayis1 15'den fazladir
. Uzak Metastaz:
MX: Uzak metastaz degerlendirilemedi
MO: Uzak metastaz mevcut degildir.
MlI: Uzak metastaz mevcuttur.

Sekil 1.4’te erken ve ilerlemis mide kanserinin invazyon derinlikleri

arasindaki farklar gosterilmistir.



Erken Gastrik Kanser ilerlemis Gastrik Kanser
P, S -
T

f-_
Mukoza Submukoza Muskiiler Serozal Sinir Serozal Yiizey

1
Seroza Muskularis Muskularis mukoza

Sekil 1.4: Erken ve ilerlemis mide kanserinin invazyon derinlikleri arasindaki farklar (Kapan, 2001)



Tablo 1.4: Evre gruplar1 (Kapan, 2001)

Primer Timor

Tis Karsinoma in situ

T1 Lamina propria veya submukoza invazyonu
T2 Muskularis propria invazyonu

T3 Seroza penetrasyonu

T4 Komflu yapilarin invazyonu

Bolgesel Lenf Nodu Metastazi

NO Yok
N1 Primer tiimériin kenarina 3 cm uzakliktaki
perigastrik lenf nodlarina metastaz
N2 N2 Primer tiimor kenarina 3 cm’den daha uzak
perigastrik lenf nodlar1 ile beraber gastrik,
kommon hepatik, splenik veya ¢dlyak arterlere
metastaz
Evre
0 I II 111 VI
Tis T1 T1 T2 T4
NO T2 T2 T3 T1-4
MO NO-1 T3 T4 N2
NO N2 N2 NI1-2
MO N1 NI1-2 MO
MO NO NO-1 M1
MO MO
MO MO
MO MO
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1.2.4. Mide Kanserine Neden Olan Prognostik Faktorler

Mide kanserinde erken evrede tani ve tedavi sag kalimi arttirirken, ileri
evrede yetersizdir. Son yillarda molekiiler patolojide yapilan arastirmalar mide
kanserinin patolojik invazyon ve metastaz mekanizmalarini ortaya ¢ikarmistir
(Tahara, 1993; Yasui ve dig., 2003). Metastatik siire¢, tlimorli hiicrenin
ayrilmasi, lokal invazyon, motilite, anjiyogenez, damar invazyonu,
sirkiilasyonda hayatta kalma, endonel hiicrelere adezyon, estrasyon ve farkli
organlarda yeniden biiylimesinden olusur (Sekil 1.5). Her bir asamadaki etken
faktorler tanimlanmistir. Bunlar: hiicre-adezyon molekiilleri, ¢esitli biiyiime
faktorleri, matris degradasyon enzimleri, motilite faktorler ve bir¢ogu da
prognostik faktorlerdir. Son zamanlarda genomik bilim, mide kanserinin

ilerlemesindeki molekiiler mekanizmanin anlasilmasinda yardimei1 olmustur.

Metastatik TUMOR

Ekstravasyon
MMP'ler

Yeniden Buyume
Hicre dongusa duzenleyicileri
Buyume faktérleri/resepérleri

Endotele( i¢ tabakaya)
tutunma
Selektin/ICAM

Damar invazyonu
integrinler ve MMP'ler

Birincil TUMOR

Survival Telomeraz

Lokal invazyon

Anjiyogenez
IL-8, VEGF, FGF

Motilite
AMF/HGF
Katherinlerin Rho ailesi

Kopmasi

Sekil 1.5: Hematojen metastaz molekiiler mekanizmasi (Yasui ve dig.; 2005’ten modifiye edilmistir)

1.2.4.1. Klasik Prognostik Faktorler;

Biiyiime faktorleri ve onlarin reseptdrleri, hiicre-hiicre diizenleyicileri,
hiicre-adezyon molekiilleri, matris degrade enzimleri gibi invazyon ve
metastaza katilan gen ve molekiiller prognostik faktorlere birer drnektir.

e Biiyiime Faktorleri, Sitokinler ve Anjigenik Faktorler

Mide kanseri hiicrelerinde otokrin ve parakrin dongli olusmasi i¢in
cesitli biiylime faktorleri ve bunlarin reseptorleri ifade edilir (Tahara ve dig.,

1993; Yasui ve dig., 2001; Yokozaki ve dig., 2001). Bu faktorler sadece hiicre
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biliylimesini degil, tiimorlii hiicrelerin invazyonu ve ¢ogalmasi i¢in de matriksin
degradasyonunda ve anjiyogenezde gorev alir. Epidermal biiyiime faktori
(EGF) / dontstiiriicii biiytime faktorii (TGF) -alfa ve EGF reseptorii eszamanli
ifadelenmesi invazyon derinligi, timor derecesi ve prognoz zayifligiyla
baglantilidir.

K-sam ve HER-2/c-erbB2 genlerinin ¢ogaltilmast ve asir
ifadelenmesi 1iyi ve kotii diferansiye veya skleroz tip icin prognostik faktor
olabilirler (Yasui ve dig., 2001; Werner ve dig., 2001).

Timor biiyiimesi ve metastaz i¢in bir 6n kosul olan anjiyogenez, ana
ve  timdrli  hiicrelerdeki  anjiyogenik  faktorlerle  baglantihidir.
Neovaskiilarizasyon birincil tiimorlerin biiyiimesini arttirir ve hematojen
metastazina katkida bulunur. Mide kanseri hiicreleri, vaskiiler endotelyal
biliylime faktorii (VEGF), interlokin (IL) -8, temel fibroblast biiyiime faktorii
(bFGF), trombosit tiirevli endotel hiicresi biiyiime faktorii (PD-ECGF) de dahil
olmak lizere gesitli anjiyojenik faktorler iiretirler (Takahashi ve dig., 1996;
Takahashi ve dig., 1998).

Lenf nodu metastaziyla damarlanmanin artmasi, hepatik metastaz ve
kotli prognoz mide kanserine neden olan prognostik faktorler arasinda
sayilabilirler.

Prognozlu hastalarda IL-8 ve VEGF’li tiimor ifadesi normal timor
ifadesine gore daha diisiiktiir (Kido ve dig., 2001).

e Hiicre Dongiisii Regiilatorleri

Hiicre dongiisii kontrol noktalart; hiicre dongiisii gecislerini, DNA
replikasyonunu ve kromozom segragasyonunu diizenler. Hiicre dongiisii
diizenleyicilerindeki anormallikler, genomik kararsizlik ve smirsiz hiicre
cogalmasina dolayisiyla mide kanseri karsinogenezine neden olur (Yasui ve
dig., 1999).

Siklin-E geninin asir1 ifadesi kanser saldirganligiyla iligkilidir. p27%!
ifadesinin azalmasi, siklin-bagimli kinaz (CDK) inhibitorii, genellikle ileri evre
mide kanseriyle iligkilidir, ayrica p27%P! ifadesinin azalmasi lenf nodu
metastazi ve derin invazyonla baglantilidir. Siklin-E pozitif timdorli hastalarda,
P27 ifadesinin azalmasi olumsuz bir prognostik faktor olarak gosterilmistir
(Xiangming ve dig., 2000). P16 geninin anormal ifadesi mide kanserinde sik¢a

goriilmesine ragmen prognozla bir baglantis1 yoktur.
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Retinoblastoma  (RB) G1/S kontrol ~ noktasinin  Onemli
diizenleyicilerinden biridir. RB ifadesi lenf nodu metastazinda birincil
tiimorlere gore daha distiktiir (Feakins ve dig., 2003). Tek degiskenli ve ¢ok
degiskenli sagkalim analizlerine gore, RB ifadesinin azalmasi kotii prognozla
ilgilidir.

Timo6r baskilayict  gen iirlini, p53 hiicre dongilisiinde p21
baskilanmasini diizenler. Yaklasik 200 makalede, mide kanseri hasta
prognozlarindaki p53 anormallikleri yayinlanmasina ragmen, p53’ln
prognostik etkisi hala tartisilmaktadir.

Kontrol noktas1 kinaz 1 ve 2’nin (Chkl1-Chk2) asir1 ifadesini, G2/M
kontrol noktasinda tanimlanan DNA hasar etkilestirici kinazlar, p53
mutasyonuyla iligkilidir fakat higbir prognostik etkisi yoktur.

¢ Genetik Kararsizhk

Mikrosatellit kararsizlik (MSI), DNA tamir sisteminin fonksiyonsuz
hale gelmesinden sorumludur. MSI, genetik degisikliklerin birikimine neden
olur. Polip dis1 kolorektal kansere ek olarak, sporatik mide kanseri
patogenezine katilir (Yokozaki ve dig., 2001). Mide kanserinde MSI sikliginin
yaklagik %30 oldugu tahmin edilmektedir. Bir¢ok arastirmaya gore MSI
frekans1 ¢oklu primer tiimorli kanserlerde daha yiiksektir. Bu nedenle,
hastalarda MSI seviyesinin belirlenmesi, ikinci bir kanser riskinin
belirlenebilmesi i¢in énemlidir (Horii ve dig., 1994; Takahashi ve dig., 2002).
Mide kanseriyle iliskisine bakildiginda ise MSI'nin prognostik etkisi
olmadiginda, yasama sansinin arttig1 bulunmustur.

e Telomer ve Telomeraz

Telomeraz aktivasyonu tarafindan onarilan telomerler, hiicresel 6liimii
baskilayarak karsinojeneze katilirlar (Kim ve dig., 1994). Giiglii telomeraz
aktivitesi, insan telomeraz reverse transkriptaz ile baglantilidir. Mide kanseri
vakalarinin ¢ogunda giiclii telomeraz etkisi goriiliir (Yokozaki ve dig., 2001;
Feakins ve dig., 2003). POTI (telomer 1 koruyucusu), telomerin ucuna
baglanir ve sadece cap telomerleri degil, aym1 zamanda kromozomlarin
uclarindaki telomerleri de kuvvetlendirir (Kondo ve dig., 2004). POT1 ifade
seviyesi, ileri evre mide kanserinde daha yiiksektir. Erken evre mide
kanserinde, POT1 baskilanmas1 daha cok gozlemlenir. Bu yiizden de ileri

derecede malign tiimoriin belirlenmesinde ‘POT1’ belirte¢ olarak kullanilabilir
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(Kondo ve dig., 2004).

e Hiicre- Adezyon Molekiilleri

Hiicre adezyon molekiilleri timdr baskilayict olarak gorev alabilirler.
E-katherinler, epitel dokuda morfogenezin diizenlenmesinde ve hiicre
infiltrasyonunun bastirilmasinda gorevlidir. Yapilan analizler E-katherin
ifadesinin azalmasmin bagimsiz bir prognostik faktér oldugunu gostermistir
(Shimada ve dig., 2004).

Dysadherin kanserle ilgili hiicre-zar1 glikoproteinidir ve E-katherin
ifadesini baskilayarak metastaza tesvik eder (Shimada ve dig., 2004).
Dysadherin bagimsiz bir prognostik faktér olmamasina ragmen, hem
dysadherin pozitif hem de E-katherini baskilanmis hastalarin kotii prognozlu
oldugu bilinmektedir (Shimada ve dig., 2004) .

CD44 o6nemli bir hiicre-adezyon molekiidiir. Alternatif kirpilma ile
varyantlar1 elde edilebilir. Hiicre-hiicre etkilesimi, hiicrenin hareketini ve son
olarak da metastatik potansiyeli diizenlerler.

e Matris Metaloproteinazlar (MMP’ler)

Matris-degrade enzimleri ve onlarin inhibitorleri arasindaki denge,
timor invazyonunun ve metastazin saptanmasinda dnemlidir.

MMP-7 ifadesi damar invazyonu, lenfatik ve hematojen metastazla
baglantilidir (Yamashita ve dig., 1998; Inoue ve dig., 1999).

MT1-MMP (membran tip), MMP-2’nin aktivatoriidii. MT1-MMP
ifadesi hem tiimoér invazyonunu hem de metastazi etkileyen bagimsiz bir
faktordiir.

MMP doku inhibitérleri (TIMP’ler), MMP’lerin inaktivasyonu yoluyla

tiimdr invazyonunu inhibe ederler (Mimori ve dig., 1996).

1.2.4.2. Epigenetik Degisiklikler

Cesitli epigenetik degisikler gen ifadesinin degismesine neden olur, bu
degiskenlerden en  Onemlilerinin  histon  modifikasyonu tarafindan
gergeklestirilen kromatin yeniden sekillenmesi ve DNA metilasyonu olduguna
inanilmaktadir (Yasui ve dig., 2003). Baz1 anormal epigenetik degisiklikler

mide kanserinde tiimdr gelisimiyle iliskilidir ve prognostik faktdrler olabilirler.
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e Histon asetilasyon
Histon deasetilasyon ile kromotin inaktivasyonu, p21"47/CIPI de dahil,
birka¢ tiimor baskilayici genin transkripsiyonel baskilanmasma katilir. Mide

kanseri dokularinda  p27"AFI/CIPI

promotor bolgesinde histon immune-
cokelmesi oldugu zaman H3 ve H4 histon hipoasetilasyonunun %50’den daha
fazla oldugu bilinmektedir (Yasui ve dig., 2003).

Non-neoplastik mukoza hiicreleriyle mide kanserli hiicreler
kiyaslandiginda, asetile edilmis histon H4 ifade seviyesi mide kanserli
hiicrelerinde daha azdir. Asetile edilmis histon H4 ifadesinin azalmasi, timor
evresi, invazyon derinliginin belirlenmesi ve lenf nodu metastazinin
belirlenmesinde 6nemlidir (Yasui ve dig., 2003; Suzuki ve dig., 2000).

e Birden fazla genin DNA metilasyonu ile birikimi

CpG adaciklarinin hipermetilasyonu c¢esitli tiimor baskilayic1 genlerin
susturulmas1 ve tiimdrgeneze katilmasiyla iliskilidir. Bu genler p16MTS!/INK4A
CDHI (E-cadherin), hMLH1, RAR-beta, RUNX3, MGMT, TSP1, HLTF, RIZ]I,
ve SOCS-1 dir(Yokozaki ve dig., 2001; Oue ve dig., 2002; Oshimo ve dig.,
2004). Ozellikle CDHI,RAR-beta ve SOCS-1’in DNA metilasyonu timor
invazyonu ve metastazla iliskilidir.

Mide kanserinde CpG adaciklar1 genellikle metilator fenotipe (CIMP)
sahiptir. CIMP mide kanseri karsinogenezinde 6nemli bir yolak olabilir (Toyota
ve dig., 1999). Buna ragmen CIMP ve kanser prognozu arasinda anlamli bir
iliski bulanamamistir. Mide kanserinde 12 tane tiimor baglantili gende
(hMLHI, MGMT, pl6, CDHI, RAR-beta, HLTF, RIZI, TM, FLNs, LOX,
HRASLS, HANDI) DNA metilasyonu incelenmis ve metilli genlerin yaklasik
bes tanesinin tiimorle ilgili olabilecegi bulunmustur. Arastirmacilar daha sonra
kanserleri 5 veya daha fazla metilli gene sahip olanlar ile 4 veya daha az
metillenmis gene sahip olanlar olarak iki gruba ayirmislardir. Yiksek
metilasyon grubu evre II ve IV’de, evre 1 ve II'ye gore daha fazla
goriilmektedir. Prognostik amaci tam olarak bilinmese de metillenmis gen

sayis1, timor gelisiminde marker olarak kullanilabilir.

1.2.4.3. Genetik Polimorfizm
Genetik polimorfizm kansere neden olan endojenlerin belirlenmesi icin

onemlidir. Gonzalez ve arkadaslar tarafindan mide kanserinde riski ve genetik
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yatkinliklar1 tanimlanmistir (Gonzalez ve dig. 2002). IL- Ibeta (IL1B), IL-1
reseptor antagonist (ILIRN) ve N-asetiltransferaz (NAT1) mide kanserini
etkileyen genetik polimorfizmlerindendir.

Tlimorle baglantili genler ve mide kanseri arasindaki iliskiyi anlamak
icin 500 ornekte vaka-kontrol ve vaka-vaka ¢alismasi yapilmistir (Kuraoka ve
dig., 2003; Matsumura ve dig., 2005). Bu ¢alismaya gore EGF (61 A/G), E-
katherin (-160C/A), MMP-1 (-1607 1G/2G), ve MMP-9 (-1562 C/T) genlerinin
promotor bolgelerinde SNP’leri  bulundugunda, HER-2/c-erbB2 geninin
transmembran domaininde tek niikleotid polimorfizmi (SNP) gozlenir. Bu
SNP’lerin gen ifadesini etkiledigi bilinmektedir. Yapilan vaka-kontrol
calismasinda HER-2, EGF ve E-katherin genlerindeki polimorfizm farklilik
gostermisken, MMP-1 ve MMP-9 arasinda bir fark bulunmamistir. Mide
kanseri hastalarinda MMP-9, E-katherin, HER-2 genotipleri; timor invazyonu,
metastaz ve tiimor smiflandirilmasiyla iliskilidir. Bunlarin arasinda yalnizca
MMP-1’in  belirli bir sekilde histolojik farklilagmaya neden oldugu
gozlenmistir. Bu nedenle HER-2, MMP-9 ve E- katherin prognostik faktor
olarak kullanilabilir (Wu ve dig., 2002; Pharoah ve dig., 2002).

1.3. Matris Metaloproteinazlar (MMP’ler)

Ekstraseliiler matris (ESM) makromolekiilleri, hiicresel ortamin
sekillenmesi ve gelisiminde Onemli rol oynarlar. Matrisinler olarak da
adlandirilan MMP’ler, ESM bozulmasina katilan proteinazlardir (Woessner ve
dig., 2000; Hiller ve dig., 2000). Bir¢ok matrisinin ifadesi biiylime faktorleri,
hormonlar, sitokinler ve hiicresel transformasyon tarafindan diizenlenir
(Nagase, 1996; Fini ve dig., 1998). Normal fizyolojik kosullar altinda,
MMP’lerin  aktivasyonlart; transkripsiyonlarin seviyesinde diizenlenme,
prekiirsor zimojen aktivasyonu, belirli bir ESM birleseni ile etkilesim ve
endojenlerle baskilanma seklindedir. Aktivasyon kontrol kayb1 arterit, kanser,
ateroskleroz, anevrizma, nefrit, doku {iilseri ve fibroz gibi hastaliklara neden
olabilir. TIMP’ler dokularda MMP faaliyetlerinin kontroliine katilan, matrislere

0zel inhibitorlerdir (Knduper ve dig., 1997).
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1.3.1. Matrisin Ailesi Uyeleri

Bugiine kadar 24 omurgalida matrisin kesfedilmistir. Kolajenaz 1
(MMP-1) ile dizi homolojisi, MMP’leri zimojen bi¢cimde koruyan (proMMP)
propeptitteki sistein anahtar modeli PRCGXPD, katalitik domaindeki ¢inko-
baglayict model HEXGHXXGXXH bu aileye ait proteinazlart belirlemek igin
kullanilan katalitik domainlerdir. MMP-23’{in sistein anahtar modeli yoktur,
ancak katalik domainindeki amino asit dizisi MMP-1 ile baglantidir. MMP’ler
genellikle prodomain, katalitik domain, baglanma bodlgesi ve hemopeksin
domainden olusurlar Sekil 1.8).

MMP’ler ya hiicreden ya da plazma zarina sabitlenerek salgilanirlar. Bu
enzimler omurgali MMP’leri substrat 6zgiinliigli, dizi benzerligi ve domain
organizasyonlarina gore 6 gruba ayrilmistir (Sekil 1.6; Tablo 1.4).

* Kollajenazlar

MMP-1,MMP-8, MMP-13 ve MMP-18 bu gruptadir. Bu enzimlerin en
onemli 6zellikleri dokular arasi kollajen I, II ve III’i N-terminalden baglayarak
belirli bolgelerinden kesmektir. Ayrica kollajenler diger ESM’leri veya ESM
olmayan molekiilleri de parcalayabilirler.

+ Jelatinazlar

Jelatinaz A (MMP-2) ve jelatinaz B (MMP-9) bu gruptadir. Bunlar
kolaylikla denatiire olmus kollajenazlar1 ve jelatinleri parcalayabilirler. Bu
enzimler jelatin, kollajen ve laminine baglanabilen tip II fibronektin domainin 3’1t
tekrarlarina sahiptirle. MMP-2 tip LII ve III kollajenleri sindirirken MMP-9
sindiremez (Sheu ve dig., 2001; Bergers ve dig., 2000).

* Sitromelisinler

Sitromelisin 1 (MMP-3) ve sitromelisin 2’nin (MMP-10) ikisi de benzer
substrat 6zgiinliigiine sahiptir, fakat MMP-3’{in proteolitik verimliligt MMP-10’a
gore daha fazladir. ESM bilesenlerini par¢alamak disinda, MMP-3 bir dizi
proMMP’yi aktive eder (Bini ve dig., 1996). MMP-11 “sitromelisin 3’ olarak
adlandirilir, ancak gen dizisinin ve substrat Ozgiinliigiinin MMP-3"den farkli
olmasindan dolay1r gruplama yapilirken genellikle “diger MMP’ler” arasinda
siiflandirilir.

* Matrilisinler

Matrilisinler hemopeksin domaini eksikligiyle karakterize edilirler.
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Endometaz olarak da bilinen matrilisin 1 (MMP-7) ve matrilisin 2 (MMP-26) bu
gruptadir (Lochter ve dig., 1996). ESM birlesenlerinin yani sira MMP-7 pro-
defensin, Fas-ligand, pro—tiimor nekroziz faktér (TNF) ve E-katherin gibi hiicre
ylizey molekiillerini  de igler MMP-26 6nemli ESM  birleseni
parcalayicilarindandir.

* Membran-tipi MMP’ler

Altt tip MT-MMP vardir. Bunlarin dort tanesi tip-I transmembran proteini
(MMP-14, MMP-15, MMP-16 ve MMP-24) ikisi ise glikozilfosfatidilinositol
(GPI) baglantili proteinlerdir (MMP-17 ve MMP-25). MT4-MMP disinda hepsi
proMMP-2’yi aktive edebilirler. Bu enzimler ayn1 zamanda ESM molekiillerini
parcalayabilirler. MT1-MMP tip LII ve III’de kollajenolitik etkiye sahiptir. MT-1
MMP anjiyogenezde 6nemli rol oynar (Lijnen ve dig., 2000). MT5-MMP beyine
ozglidiir ve beyincik tarafindan ifade edilir (Nakamura ve dig., 1998). MT6-MMP
(MMP-25) yalnizca periferal kan lokositlerinde, anaplastik astrositomlarda ve
gliyoblastomlarda ifade edilir (Murphy ve dig., 1993; Pei D, Majmudar ve dig.,
1994).

* Diger MMP’ler

Metaloelastaz-12 (MMP-12), makrofajlarda ifade edilir (Gall ve dig.,
2001) ve makrofajlarin gocii i¢cin gereklidir (Wilson ve dig., 1999). Karacigerdeki
cDNA klonlamalarinda ve romatoid artrit (RASI) hastalarindan alman T- hiicresi-
tiirevli otoantijenlerde MMP-19 bulunmustur (Mitsiades ve dig., 2001).

Amelogenini par¢alayan MMP-20, yeni olusan dis minesinin i¢inde yer
alir. Amelogenin imperfaktasi, bir genetik hastaliktan dolay1 defektif dis minesi
olusumudur ve MMP-20’nin boldiigii pargalarin  mutasyonlar amelogenin
imperfaktasi olusumuna neden olur (Uria ve dig., 2000).

MMP-22, insan homologu ETS dizilerinin kaynaginda bulunmustur. Bu
enzimin gorevi bilinmemektedir.

MMP-23, ¢ogalabilen dokularda ifade edilmektedir (Park ve dig. 2000).
Enzimin prodomaininde sistein anahtar modeli ve hemopeksin domaini yerine
immiinoglobulin-benzer domaini takip eden sisteince zengin domaine sahiptir.
Epilisin ve MMP-28, agirlikli olarak keratinositlerde ifadelenir (Belkin ve dig.
2001; d'Ortho ve dig. 1997).
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Tablo 1.4: Matris metalloproteinazlar (Knauper ve dig., 1997)

ENZIiM MMP KROMOZOM
Interstisyel kollagenaz; MMP-1 11922-923
kollajenaz 1
Notrofil kollajenaz; MMP-8 11g21-g22
. kollajenaz 2
Kolajenazlar
Kollajenaz 3 MMP-13 11922.3
Kollajenaz 4 (Xenopus) MMP-18 Bilinmiyor
Jelatinazlar A MMP-2 16913
Jelatinazlar
Jelatinazlar B MMP-9 20911.2-g13.1
Stromelisinler 1 MMP-3 11923
Stromelisinler Stromelisinler 2 MMP-10 11922.3-923
Stromelisinler 3 MMP-11 22q11.2
Matrilizinler 1 MMP-7 11921-g22
Matrilizinler
Matrilizinler 2 MMP-26 11p15
Membran-Tip MT1-MMP MMP-14 14q11-q12
MMP’ler
MT2-MMP MMP-15 15913-g21
MT3-MMP MMP-16 8g21
Transmembran MT5-MMP MMP-24 20g11.2
GPI baglayici MT4-MMP MMP-17 12924.3
MT6-MMP MMP-25 16p13.3
Makrofaj elastaz MMP-12 11922.2-g22.3
Digerleri isim yok MMP-19 12914
Enamelisin MMP-20 11922.3
XMMP (Xenopus) MMP-21 Bilinmiyor
CA-MMP MMP-23 1p36.3
CMMP (Gallus) MMP-27 11924
Epilisin MMP-28 17921.1
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Sekil 1.6: Omurgali matrisinin domain diizenlemeleri (Knéuper ve dig., 1997’den midifiye edilmistir)

1.3.2. Matrisin Gen Ifadesinin Diizenlenmesi

Matrisinlerin en énemli 6zelliklerinden biri de, bu genlerin uyarilabilir
olmasidir. Biiyiime faktorleri, sitokinler, kimyasal ajanlar (Ornegin, forbol
esterler, aktin stres fiberdisrupting ilaglar) fiziksel stres ve onkojenik hiicresel
doniisiimii vs. igeren efektorler ile MMP gen ifadesinin arttirilmasi, baskilayici
faktorler (Ornegin, transforme edici biliyiime faktorii f, retinoik asit,
gliikokortikoidler vs.) tarafindan regiilasyonu azaltabilir ( Nagase, 1996).

Son caligmalar sadece matrisin gen ifadesinde rol alan c¢oziilebilen
faktorleri degil, ayn1 zamanda hiicre matrisi ve hiicre-hiicre etkilesimi gibi
anahtar faktdrleri de vurgulamaktadir. Ornegin; fibrostlardaki MMP-1, 2 ve
3’iin timor hiicre ylizeyinde ifadesinin immunoglobin ailesinin bir iiyesi olan
EMMPRIN (M6 antijen ya da basigin) tarafindan baslatilmasi; T lenfoma
hiicrelerindeki MMP-9 ifadesinin 10kosit fonksiyon bagiml (LFA-1),
interseliiler adezyon molekiili (ICAM-1), hiicre adezyon araciligiyla
baslatilmasi (Aoudjit ve dig. 1998); T hiicrelerindeki MMP-2 ifadesinin, ileri
ge¢ antijen-4 (VLA-4), vaskiiler hiicre adezyon molekiili 1 (VCAM-1),

20



endotel hiicrelere yapisma araciligiyla baslatilmasi (Romanic ve dig. 1994);
minositlerdeki MMP-9 ifadesi aktif haldeki T hiicrelerindeki g39-CD40
etkilesimi tarafindan gergeklesir (Malik ve dig. 1996) ve makrofaj farklilagmasi
esnasindaki MMP-9 ifadesi i¢in a5f1 intekrin-fibronektin etkilesimi gereklidir
(Xie ve dig. 1998).

Bazi sinyal yolaklari, MMP genlerinin ifadesine neden olur. Tavsan
sinoviyal fibroblastlarda a5f/ integrinine ¢ozlinlir antikor ilave edildiginde
aktin hiicre iskeletinin bozulmasina ve MMP-1 ifadesinin artisina neden olur
(Werb ve dig., 1989). Biitiin bunlar reaktif oksijen tiirlerini olusturan ve NF-kB
aktivasyonunu baskilanmasini saglayan GTP-baglayici proteinin (Rac-1)
aktivasyonuna neden olur (Kheradmand ve dig., 1998). Bu sinyal yolaklari
MMP-1 ifadesi otokrin uyaricist olan IL-la’nin baskilanmasina yol acar

(Kheradmand ve dig., 1998).

1.3.3.Pro-Matrisinler aktivasyonu: Pro-MMP-2 Hiicre Yiizey aktivasyonu

Pro-matrisinler inaktif zimojen olarak hiicreden salgilanir. Salgilanan
pro-matrisinler proteinazlar, non-proteolitik ajanlar (SH-reaktif ajanlar gibi),
civalt birlesenler, reaktif oksijenler ve denatiiranlar tarafindan in vitro olarak
aktiflestirilir. Aktivasyon sirasinda Cys-Zn'? (sistein-anahtar) etkilesimi
bozulur ve sonrasinda pro-peptidinler uzaklastirilir (Nagase, 1997).

1994’te Sato ve arkadaslart yaptigi ¢alismada pro-MMP-2’nin bir
aktivator oldugunu ispatlamiglardir. Yapilan son c¢aligmalar, bu aktivasyon i¢in
aktif MT1-MMP ve TIMP-2 bagli MT-MMP olmas: gerektigini ongdrmektedir
(Strongin ve dig., 1995; Butler ve dig., 1998; Kinoshita ve dig., 1998). pro-
MMP yolaklarinin aktivasyonunu MT-MMP’ler araciligiyla gerceklesiyor gibi
goziikse de, Mazzieri ve arkadaslari, ylizey-baglantili pro-MMP-2’lerin hiicre
ylizeyi ile iliskin uPA/plazmin sistemi ile de aktiflesebildigini gostermislerdir.

MMP-2 anjiyojenik endotel hiicrelerde hiicre yiizeyine lokalize olmus
durumdadir ve melanom hiicrelerde avf3 integrin ile baglantilidir (Brooks ve
dig. 1996). Yeni kan damarlarinin invaziv davranisini engelleyen bu etkilesim,
RGD peptid ve MMP-2’deki C-terminal domaini tarafindan baskilanir (Brooks
ve dig. 1998). Fare melanom hiicrelerine bagli pro-MMP-2’ler RGD peptid
tarafindan baskilanamazlar, bu da hiicre yiizeyine baglanan MMP-2

modellerinin farkli olabilecegini diislindiirmektedir.
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1.3.4. TIMP’ler Cok Fonksiyonlu Proteinlerdir

Yaygin olarak TIMP’ler in vitro olarak hiicre invazyonunu, in vivo
olarak metastazi, timor olusumunu ve anjiyogenezi baskilarlar (Gomez ve dig.,
1997). TIMP’ler biyolojik fonksiyonlar sergiler. TIMP-1 ve TIMP-2 c¢esitli
hiicre tiplerinde mitojenik aktivite gdsterir. Ornegin; bu inhibitorlerin ve TIMP-
2’nin agir1 ifadesi timor hiicre bliylimesini azaltir, ancak bu durum TIMP-1 igin
gecerli degildir. Bu inhibitorler fibroblast biiyiimeye bagli insan endotel hiicre
gelisimini engeller (Murphy ve dig., 1993). TIMP’lerin bu biyolojik aktiviteleri
MMP-inhibitor aktivitelerinden bagimsizdir (Hayakawa ve dig., 1994; Chesler
ve dig., 1995). In vitro olarak sigan testisinin ve yumurtaliklarinin steroid
diizenlenmesinin uyarilmasinda, TIMP-1-prokatepsin L kompleks yapisi
bulunmustur; ancak in vivo ortamda TIMP-1 eksikligi olan farelerde steroid
diizenlenmesiyle ilgili bulgular azdir (Nothnick ve dig. 1997). TIMP-1, MMP-
1 iiretimi i¢in fibroblastlart uyarir (Clark ve dig.1994).

Insan kolon karsinoma ve melanom hiicrelerinde TIMP-3"un apoptozu
baskiladigr gosterilmistir (Smith ve dig., 1997; Ahonen ve dig., 1998). Bu
baskilama muhtemelen TNF-a reseptoriiniin stabilizasyonuyla ilgilidir; TIMP-3
TNF-o doniistiiriici  enzimleri ve [L-6 reseptdr baglanmasini baskilar
(Hargreaves ve dig., 1998). Sigan vaskiiler diiz kas hiicrelerinde TIMP-3’un
asir1 ifadesi apoptoza neden olur, bu olay MMP’lerin baskilanmasiyla

baglantili degildir (Baker ve dig. 1998).

1.4. MMP-9

92-kDA tip IV kolajenaz veya jelatinaz B olarak da bilinen MMP-9 geni

20. kromozomun q kolunun 11. bdlgesinde bulunmaktadir. MMP-9 geni hiicre-dis1

matrisin bozulmasinda gorevli olan ¢inko-metaloproteinaz ailesinin bir {iyesidir.

MMP-9 bir¢ok fizyolojik (embriyonik gelisim, iireme, anjiyogenez, kemik

gelisimi, yara iyilesmesi, hiicre gocii, 6grenme ve hafiza gibi) ve patofizyolojik

(artrit, intraserebral kanama ve metastaz gibi) siirecte ESM’lerin parcalanmasinda

gorev alir. Ornegin, MMP-9 ifadesi embriyo implantasyonu igin énemlidir. Erken

gebelik doneminde trofoblastik invazyonu baglatir (Canete-Soler ve dig., 1995).
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MMP-9 insan ve kemirgenlerde kardiyak doku olusmasinda gorev alir ve
embiroyogenezin 16.-18. gilinlerinde sentezlenir (LAVB ve dig., 2011; Ratajska ve
dig., 2002).

Yu ve Stamenkovic, tiimor ile ilgili dokularin yeniden yapilanmasinin
kontroliinde gorev alan reseptor CD44, MMP-9 ve TGFB arasindaki fonksiyonel
iligkiyi tanimlamislar ve kemirgen memelilerin, karsinoma hiicre ylizeylerine
proteolitik olarak aktif MMP-9 reseptorleri baglayarak c¢esitli CD44
izoformlarinin ifadesine bakmislardir. MMP-9’un hiicre yiizey ekspresyonu, sigir
mikrovaskiiler endotel hiicrelerinin kilcal tiipleri olusturmasii uyarir. Hiicre
yiizeyindeki MMP-9’un yeri, timor invazyonu ve anjiyogenezin baslatilmasi igin
onemlidir. Yu ve Stamenkovic, MMP-9 ve MMP-2’nin proteolitik olarak gizli
TGFB2’yi pargalamasinin, aktif TGFB’nin uyarilmasina nedem oldugunu
ispatlamistir. Yazarlara gére TGFB’nin bu mekanizmasi, MMP-9 aktivitesinin
anjiyogenezi uyarmasinin bir parg¢asi olabilir (Yu ve dig., 2000).

Lausch ve arkadaslari, endokondral kemiklesmede, MMP-13 ve MMP-9
arasinda fonksiyonel bir iliski oldugunu &ne siirmiistii. Ornegin; direkt
inaktivasyon (MMP-9 fonksiyon kaybi sonucu olusan resesif hastaliklar),
bozulmus aktivasyon (MMP-13 fonksiyon kaybi sonucu olusan resesif hastaliklar)
ya da transkatalitik bozunma (MMP-13 fonksiyon kazanciyla olusan dominant
hastaliklar) sonucu olusan MMP-9 protein fonksiyonundaki bozulma, metafiz
anadysplasia (MANDPI1) patogeneziyle ortak bir basamak gibi goriinmektedir
(Laush ve dig., 2009).

1.4.1. MMP-9 Yapisi ve Aktivitesi

Insanlarda MMP-9 bir NH»-terminal pro-domain, bir katalitik domain, bir
baglayict domain, bir —-COOH terminal hemopeksin-benzeri domainin bir araya
gelmesinden olusur. Insanlarda pro-MMP-9 92-kDa, aktif MMP-9 ise 88-kDa’dur
(Papazafiropoulou ve Tentolouris, 2009). MMP-9’un katalitik domaini, iki ¢inko
iyonu, bes kalsiyum iyonu ve fibronektinin tip-II modiiliiniin homolog {iglii
tekrarlarindan olusur (Sekil 1.7). Katalitik domaindeki iki ¢inko iyonundan biri ve
pro-domaindeki sistein anahtar motifi, yapisal olarak inaktif MMP-9’larin
saklanmasini diizenler (Rowsell ve dig., 2002). Katalitik ¢inko iyonu proteolitik

aktivite i¢cin 6nemlidir.
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Sekil 1.7. MMP-9’un domain yapis1 (Visse ve Nagase, 2003)

MMP-9’un fibronektin-benzeri domain$8 amino asitlik fibronektin
tekrarlarindan olusur. Bu domain O-glikozil bakimindan zengindir, katalitik
domain ve hemopeksin domain arasinda bag olusumunu saglar. Fibronektin-
benzeri domain esas olarak denatiire kollajen veya jelatinlere baglanir (O’Farrell
ve dig., 1998). Hemopeksiksin-benzeri domain dizilerini plazmadaki benzer
hemopeksinlerle paylagir, MMP-9 da bu goriiliir.

Pro-MMP-9’un hemopeksin benzeri domain formu, kendi C-terminal
formu olan TIMP-1 ve TIMP-3’le zayif bir etkilesim i¢indedir (Nagase ve dig.,
2006.). Pro-MMP-9 golgi aygitinda salgilanmadan 6nce TIMP-1’le kompleks bir
yapt i¢indedir (Roderfeld ve dig., 2007). TIMP-1, pro-MMP-9’a C-Terminal
araciligiyla baglanir ve NH; ucunu terk ederek diger MMP’leri baskailar.

1.4.2. MMP-9’un Hiicre Ekspresyonu

MMP-9’lara nétrofiller, makrofajlar ve fibroblastlarin da dahil oldugu
bircok hiicre tipinde rastlanmistir. Notrofiller birgok proteaz igerirler. Ornegin;
serin proteazlar (elastaz, katepsin G ve proteinaz 3), MMP’ler (MMP-8 ve -9) ve
iirokinaz plazminojen aktivatorii (uPA). Notrofillerden yayilan proteazlar, MMP-9
aktivasyonunu uyarir (Tschesche ve dig., 2001). Noétrofil olarak, MMP-9, kemik
iligindeki graniilosit farklilagmas1 sirasinda sentezlenir. Insanlarda nétrofil MMP-
9 lipokalin ile kovalent bag olusturur, bu bag proteolitik bozulmaya karsi
koruyucudur (Di Carlo, 2013). MMP-9, vaskiiler endotelyal biiyiime faktorii ve
fibroblast biiyiime faktorii-2 gibi pro-anjiyojenik faktorlerin aktivasyonu ile

ESM’yi degrade eder (Sekil 1.8).
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Sekil 1.8: Inflamasyon ve MMP-9 salgilanmasinda netrofillerin rolii (Andriy ve dig., 2013’ten
modifiye edilmistir)

Makrofajlar, MMP-9 icin gii¢lii kaynaklardir. Fank ve arkadaslari, akut MI
veya stabil angina hastalarinin monositlerinden farkli makrofajlar izole etmisler ve
hasta grubu ile kontrol grubunu kiyasladiklarinda MMP-9 mRNA ve protein
seviyesinin hasta gruplarinda iki kat daha fazla oldugunu gérmiislerdir (Fang ve
dig., 2010). Monositlerin doku i¢ine girisi, makrofaj gecisini gosterir. Bununla es
zamanli olarak MMP-9 ifadesi de artar. ApoE eksikligi olan farelerde, MMP-9’un
makrofajlardan salinimi elastin bozulmasina neden olur (Sekil 1.9). Makrofaj
fenotiplerinden biri olan kopiik hiicreleri aktif-MMP-9’un en 6nemli kaynaklaridir
(Newby ve dig., 2009). MI hastasi, MMP-9 eksikligi olan farelerde, makrofaj
infiltrasyonunun azalmasina bagli olarak ruptur oraninda diisiis ve ventrikiilerin

zayifladigi goriilmistiir (Ducharme ve dig., 2000).

1.4.3. MMP-9’u Aktive Eden Bazi Diizenleyiciler

Transkripsiyonel seviyede MMP-9 bir¢ok faktor tarafindan diizenlenir.
Bunlarin bazilari, E-26 (ETS) transkripsiyon faktorleri, NF-kB, polyomaviriis
arttirict A-baglayici protein-3 (Pea3), spesifik protein 1 (SP-1) ve serum amiloid
A-aktive edici faktor (SAF) -1°dir (Crawford ve dig., 1996).
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Sekil 1.9: inflamasyon ve MMP-9 salgilanmasinda makrofajlarm rolii (Andriy ve dig.,

2013’ten modifiye edilmistir)

MMP-9’u aktive eden en 6nemli diizenleyicilerden biri AP-1"dir (Wasylyk
ve dig., 1991). MMP-9 promotor bolgesi, 2 tane AP-1 baglanma elementi igerir.
AP-1 seviyelerindeki hizli artis, MMP-9 transkripsiyonu ve aktivasyonuyla
ilgilidir (Woessner ve dig., 1991). SP-1 veya NF-kB’nin, MMP-9’un promotor
bolgelerindeki AP-1 elementlerine yukari boélgesine baglanmasi, MMP-9
transkripsiyonunun tamamen baskilanmasi i¢in gereklidir.

SAF-1’in, MMP-9 promotor bolgesindeki AP-1 elementlerinin yukari
bolgesine baglanmasi ve MMP-9 transkripsiyonunu baskilanmasiyla ilgili bir
baska Ornektir (Ray ve dig., 2005). SAF-1 veya AP-1 mutasyonlar1 MMP-9
promotoriin  baskilanmasini, SAF-1 ve AP-1’in kabiliyetlerinin azalmasi ise
MMP-9 transkripsionunu etkiler (Ray ve dig., 2005).

NF-kB mekanizmast MMP-9 seviyesini arttirir (Chen ve dig., 2004). NF-
kB, promotor veya enhancerdeki kB DNA’ya baglanarak genin ifadesini diizenler.
Bond ve arkadaglar1 diiz kas hiicrelerinde MMP-9 seviyesinin artmasinin NF-kB
mekanizmasiyla baglantili oldugunu gostermislerdir (Bond ve dig., 2001). NF-kB
transkripsiyon faktorlerinin baskilanmasi, vaskiiler diiz kas hiicreleri ve
makrofajlarda MMP-9 {iretimini azaltir. Reaktif oksijen tiirleri dogrudan veya
dolayli olarak NF-kB gibi transkripsiyon faktorlerini aktive eder ve bdylece
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MMP-9’u etkinlestirebilir (Okamoto ve dig., 2001). Ang-II direkt veya dolayh
olarak MMP-9’un ifadesini etkileyebilir. Ventrikiiler miyositlerde Ang-II
dogrudan NF-kB’yi uyararak MMP-9 ifadesini baslatir. Miyokardiyumda iiretilen
aldosteron, NF-kB mekanizmasi yoluyla, MMP-9 iiretimini tetikler (Rouet-
Benzineb ve dig., 2000).

1.4.4. MMP-9’la ilgili Yapilan Baz1 Cahismalar

Embriyo gelisiminde ESM’nin degredasyonu ve yeniden sekillenmesi
onemlidir. ESM’nin yeniden sekillenmesi trofoblast implantasyon ve plesanta
olusumu i¢in Onemlidir. Hem desidua hem de ekstravillous trofoblasta
MMP’nin dogru ifade edilmesi ve lokal aktivasyonu erken gebelikte kritik bir
noktadir (Goldman ve Shalev, 2003; Salamonsen ve dig., 2000). MMP-2 ve
MMP-9 desidual hiicrelerdeki stomal hiicrelerin farklilasmasinda 6nemlidir
(Seval ve dig., 2004; Xu ve dig., 2000), presental dokuda ise trofoblast
invazyonunu ve anjiyogenezin diizenlenmesini etkilerler (Niu ve dig ., 2000;
Staun-Ram ve dig., 2004). Erken gebelik goriilen kadinlarda MMP-2 ve MMP-
9 ifadesindeki bir bozuklugun implantasyon oncesinde endromential gelisimi
yavaglattigi saptanmistir. Bu bireylerde embriyo se¢imi normalden daha uzun
stirmektedir.

Erken gebelikte hem annede hem de embriyoda, MMP gen ifadesinde
bir diizensizlik goriilmiistiir. MMP genlerinin promotdr bolgelerindeki SNP’ler
MMP genlerinin ifadesini etkilemektedir. Nina ve arkadaslar1 yaptig1 calismada
erken gebeligin MMP1- 1607 1G/2G, MMP2 -735 C/T, MMP2-1306 C/T,
MMP3-1612 5A/6A ve MMP9-1562 C/T SNP’leriyle baglantili oldugunu
bulmuslardir (Nina ve dig.; 2012).

MS (Multipl Skleroz) patogenezi ve prognozu c¢ok karmasik olan bir
hastaliktir. Hastaligin gelisiminde genetik yatkinligin ve cevresel faktorlerin
onemli oldugu c¢esitli klinik calismalarda gozlemlenmistir. SNP’lerin MS
patogenezini  etkiledigini goOsteren c¢alismalar yapilmistir. MMP’lerin
yaklasik 9%20°’si merkezi sinir sisteminde bulunur. MS patogenezinde MMP’ler
kan-beyin bariyerini hasara ugratarak, inflamatuar hiicrelerin beyine istilasini
hizlandirir. Dagmara ve arkadaglari yaptiklart calismada MMP-1, -3 ve -9
polimorfizminin MS klinik seyri iizerindeki etkisine bakmiglar; ancak hasta ve

kontrol gruplar1 arasinda anlamli bir fark bulamamislardir (Dagmara ve dig.;
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2009).

Timor olusumu c¢esitli genlerle iliskilidir. Timor invazyonu ve
metastazin erken evrede onlenmesi, kanser tedavisi i¢in 6nemlidir. Daha once
yapilan c¢alismalar, ESM’nin degrade olmasinin tiimoér invazyonu ve
metastazda 6nemli bir adim oldugunu ve bu siiregte MMP-2 ve MMP-9’un
onemli rol oynadiklarini gostermistir. Bir¢ok c¢alismada kanserli hiicrelerde
MMP-2 ve MMP-9’un yiiksek ifadesine ve aktivitesine rastlanmistir. Kyung ve
arkadaslar1 yaptig1 calismada kolorektal kanserle MMP-1, -3,-7,-9 ve -14
polimorfizmleri arasindaki iliskiye bakmislar ve hastalarda MMP-9 seviyesi

oldukea yiiksek ¢ikmistir (Kyung ve dig.; 2010).
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2. AMAC

Matris metalloproteinazlar fizyolojik ve patolojik doku yikiminda
onemli rol oynayan, ekstraselliiler proteazlardir. MMP’ler ekstraseliiler matris
ve bazal membranin protein birlesenlerini bozarak tiimor hiicrelerinin
invazyonunu  gerceklestirirler. Timor gelisiminin  erken sathalarinda
gerceklesen  hiicre  c¢ogalmasinin  ve  anjiyogenez  modiilasyonunun
uyarilmasinda MMP’lere rastlanmistir (Alicia ve dig., 2004).

Insan MMP-9 geni 20q11.2-20q13.1'de bulunur, 13 ekzon ve 12 intron
igerir (O-charoenrat ve dig., 2001). C/T tek niikleotid degisimi promotor
bolgesinde, -1562 pozisyonunda C/T polimorfizmine neden olur. MMP-9
transkripsiyonel aktivitesi, C/C genotipine sahip hiicrelerde, C/T ya da T/T
genotipine sahip hiicrelere gore daha azdir (Folgueras ve dig., 2004)

Son yillarda kanser ile ilgili yapilan caligmalar MMP’ler {izerine
yogunlagmistir. Morteza ve arkadaglarinin meme kanserinde MMP-9 geninin
promotdr polimorfizmiyle (-1562 C/T) ilgili yaptig1 bir ¢alismada, MMP-9
polimorfizminin metastazi etkiledigi goriilmiistiir (Morteza ve dig., 2009).

Yulan ve arkadaslarinin mesane kanserinde yaptigt MMP-1-2 ve -9
genlerinin polimorfizmleriyle ilgili bir ¢calismada ise mesane kanserinin MMP-
1 ve MMP-2 polimorfizmiyle baglantili oldugu; ancak MMP-9 ile baglantili
olmadig1 bulunmustur. (Yulan ve dig., 2013).

MMP-9 geninin promotdr polimorfizmiyle (-1562 C/T) mide kanseri
arasindaki iliskiyi inceleyen caligmalar da yapilmistir. Yong ve arkadaslari
mide kanseri ve ilerlemesinde MMP-9 polimorfizminin etkisine bakmis ve
MMP-9 polimorfizminin (-1562 C/T) lenf nodu metastazinda etkili oldugunu
gormustur.

Lee ve arkadaslari, mide kanseri olan kadinlarda, MMP-9 -1562 C/T
polimorfizmi ile ilgili bir ¢alisma yapmislardir. Bu ¢alismaya gore heterozigot
CT ve homozigot TT genotipine sahip kadin hastalarda mide kanseri riskinin
homozigot CC genotipine sahip kadin hastalara goére daha yiiksek oldugu
istatistiksel olarak gosterilmistir (p=0,02). Mide kanseri MMP-9 polimorfizm
ile lenf nodu metastaz (p=0,03) ve invazyon derinligi (p<0,01) arasinda anlamli

bir iligki gozlenmistir (Lee ve dig.,2013).
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Yang ve arkadaslar1 mide kanserinde, MMP-9 polimorfizmi ile lenf
nodu metastaz ve invazyon derinligi arasindaki iliskiyi incelemislerdir. MMP-9
polimorfizmi ve lenf nodu metastaz arasinda anlamli bir iliski kurulmusken
(p=0,08), MMP-9 ile metastaz arasinda anlamli bir iliski kurulamamistir
(p=0,38) (Yang ve dig.,2005).

Shunji ve arkadaglar1 mide kanserinde tiimor olusumu tizerinde MMP-9
polimorfizm etkisine bakmislardir. Yaptiklar1 ¢alismada hasta ve kontrol grubu
genotiplemesi arasinda anlamli bir fark bulunmamistir (p=0,223). Ancak, mide
kanseri MMP-9 polimorfizmi ile invazyon derinligi, klinik evre ve timor
derecesi arasinda anlamli bir iligki gozlenmistir (her biri igin p<0,05) (Shun;ji
ve dig.,2008).

Daha once Tiirkiye’de mide kanseri ile MMP-9 gen promotor
bolgesindeki (-1562 C/T) polimorfizm arasindaki iliskiyle ilgili yapilan bir
calisma olmamustir.

Yaptigimiz bu ¢aligmada, mide kanseri hastalarinin normal ve tiimorli
dokularinda MMP-9 geni promotorii -1562 C/T polimorfizmi PZR-RFLP
yontemi ile arastirilip, tespit edilen genotiplerin H.pylori enfeksiyonu,
invazyon derinligi, timor evresi, timor nekrozu, ailesel hikaye, sigara ve alkol

kullanim1 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 hikaye, sigara, alkol
kullanim1 gibi bilgiler 2006-2009 yillar1 arasinda Cerrahpasa Tip Fakiiltesi
Genel Cerrahi ve Patoloji Ana Bilim Dallarindan temin edilmistir. Doku
ornekleri -80°C’de muhafaza edilmistir. Daha 6nceden bu dokulardan izole

edilen DNA o6rnekleri -20°C’de muhafaza edilmistir.

3.2. Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PZR) Tamponlar1 ve DNA Polimeraz

Enzimleri
10X MgCl,’sliz tampon :200 mM (NH4)2SOs,

750 mM Tris-Hcl (pH,8),
% 0,1 Tween 20,
(Fermentas, LITVANYA)

MgCl, :dH>O’da 25mM
(Fermentas, LITVANYA)

Deoksiribontikleotitler (ANTP) :100 mM dATP, dCTP,
dGTP ve dTTP
(Fermentas, LITVANYA)

Taq DNA Polimeraz : 5U/ul
Rekombinant Tag DNA

(Fermentas, LITVANYA)

3.3. Primerler

Bu c¢aligmada kullanilan primerler W. Rogier ve arkadaslarinin

calismasi referans alinarak tasarlanmistir. Primer dizileri ve 6zellikleri Tablo
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3.1°de gosterilmistir.

Tablo.3.1: MMP-9 geni -1562C/T polimorfik bolgesini olusturup

¢ogaltmak igin

kullanilan primerler
Ernme
Pozisyvon | Primer Primer Dyizisi Sicklifs
Ismi (I
MMP-9 F | 5-GCCTGGTCAACGTAGTGAAAC-37 56.1°C
1562
MMP-2 R | 5°-TCACCTTCTTCAAAGCCCTATT-37 22 s4°C

3.4. Restriksiyon Enzimi ve Reaksiyon Tamponu

Nlalll (Hin11I)

Reaksiyon Tamponu

Tanima yeri

: 10 U/ul (Fermenta, LITVANYA)

: 10X Greenbuffer Nlalll
:5°...CATG } -3’

3’-:+ t GTAC -5’

3.5. Elektroforez i¢in Kullanilan Tamponlar ve Kimyasallar

10X TBE (Tris-Borik Asit- EDTA) :100g Tris-Baz

(pH 8,3) (1 1) 2H.0 (25 mM)

Agaroz jel

Etidyum Bromiir (EtBr)

6X DNA yiikleme boyasi

55¢ Borik Asit

9,3g Na;EDTA- 2H,0 (25 mM)

: 0,5X TBE tamponunda
%2’lik ve %3’liik agaroz

(Prona, EEC)
: 10 mg/ml

(Sigma, ALMANYA)
: 10 mM Tris-HCI (pH 7,6)

2,5 mg/ml BPB

2,5 mg/ml Ksilen Siyanol

60 mM EDTA

(Fermentas, LITVANYA)
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3.6. DNA Biiyiikliik Markorleri

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

LITVANYA)

3.7. Cihazlar ve Markalan

Cihazlar

Tartilar

Derin Dondurucular

Buzdolaplari

Yatay Elektroforez Sistemi

Is1 Blogu

Goruntuleme Sistemi

Otoklav

Manyetik Karistirict

Vorteks

PZR Cihazlar

33

Marka

:Hassas Terazi, Sartorius BL 120 S
(ALMANYA)

Hassas Terazi, XB220 A

(Presica, ISVICRE)

:-20°C, Argelik 2021 D

-80°C, Thermo Fisher Scientific
:Beko 8742,

Argelik 3061 Plus

:MultiSub Midi

(Cleaver Scientific, INGILTERE)
MiniRapide

(Cleaver Scientific, INGILTERE)
:DB 2D (Techne, INGILTERE)
:Bio-RAD UniversalHoodII
(BIO-RAD, ITALYA)

:Dik Tip Otoklav

(BES, TURKIYE)

:MR 3001

(Heidolph, ALMANYA)
:Heidolph REAX

(Heidolph, ALMANYA)

:Teche TC-512

(INGILTERE)



Gili¢ Kaynaklar1

Mikrodalga Firin

Su Aritma Sistemi

Mikropipet Seti
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Teche TecheGene
(INGILTERE)
:Pharmacia Biotech, (ISVEC)

:MD 592 SUPER

(Argelik, ISVEC)

:Miilipore Milli Q Synthesis A10
:0,2-2, 2-20, 20-200, 200-1000 pl’lik
Finnipipette

(ThermoScientific, FINLANDIYA)



4.METOD

4.1. Primer Tasarimi

MMP-9 geni promotor bolgesi -1562. pozisyonundaki C/T SNP analizi
icin ileri ve geri primer diziye 6zel olarak tasarlandi.

Sekil 4.1 gosterilen primerlerin hedef dizi amplifikasyonu NCBI
BLAST kullanilarak (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/tools/primer-blast/) test
edildi.

5 IO CEIAGIEAAAE  CCATCTCTACTAAAAATACAAAAAATTTAGCCAG

GCGTGGTGGCGCAY GCCTATAATACCAGCTACTCGGGAGGCTGAGGCAGGAGAATT
GCTTGAACCCGGGAGGCAGATGTTGCAGTGAGCCGAGATCACGCCACTGCACTCCA
GCCTGGGTGACAGAGTGATACTACACCCCCCAAAAATAAAATAAAATAAATAAATAC
AACTTTTTGAGTTGTTAGCAGGTTTTTCCCA GGG
(278b¢)

Sekil 4.1: PZR ile ¢ogaltilacak hedef bdlgenin belirlenmesi (kirmizi ile vurgulanan
yer ileri primer, mor ile vurgulanan geri primer, sari ile vurgulanan yer restriksiyon enziminin
baglanma bolgesidir. Y: C/T degisimi)

4.2. Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PZR)

Polimerik zincir reaksiyonu (PZR) hiicre iginde DNA’nin kendini
esleme mekanizmasina dayanir. Bu teknikte ilk olarak yiiksek sicaklikta cift
sarmal DNA (dsDNA) coziilerek tek sarmal haline gelir. Bu asama
“denatiirasyon” olarak adlandirilir. Primer eslesmesi denilen olay da, primer
olarak kullanilan iki oligoniikleotidin ¢ogaltilacak hedef diziye baglanmasidir.
Mg*? iyonlarmin varhiginda, katalizor olan DNA polimeraz ile primerlere
niikleotid (dNTP) eklenmesi ve DNA zincir uzamasi ise “‘primer uzamasi’
olarak bilinir. Her bir dongiide iiretilen {irlin bir sonraki dongii i¢in “kalip
DNA” gorevi goriir. Belirlenen dongili sayisi, amplifikasyon hakkinda bilgi

verir. Ornegin reaksiyonumuz 20 déngiiden olusuyorsa, PZR islemi sonucu

hedef bdlge 2% kez kopyalanmis olur. Bu ¢alismada kullanilan PZR bilesenleri
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Tablo 4.1°de, dongii kosullar1 ise Tablo 4.2°de belirtilmistir.

Tablo 4.1 PZR bilesenleri ve miktarlar

PZR igerigi (Reaktifler)

Kullanilan Miktar (Stok konsantrasyonu)

10X Tampon (NH4).SO4

2.5 pl (10X)

MgCl,

3 ul (25mM)

MMP-9 F Primer

0.25 pl (10mM)

MMP-9 R Primer

025 pl (10mM)

dNTP 0.5 pl(10mMm)
Taq Polimeraz 0.2 pl(5U/ ul)
DNA 1 ul (100ng)
dH,0 17.3 ul
Toplam Hacim 25 ul

Tablo 4.2: PZR kosullari

PZR Kosullari

Ilk Denatiirasyon 94°C, 10 dk

Denatiirasyon 94°C, 30 sn

Primerlerin Baglanmasi 64°C, 30 sn Dongii sayisi: 38
Uzama 72°C, 30sn

Son Uzama 72°C, 5 dk

4.3. Restriksiyon Parca Uzunluk Polimorfizmi (RFLP)

Restriksiyon enzimleri (RE), DNA ekseninde belli bir niikleotid sirasini
taniylp kesim yapar. Restriksiyon enzimlerinin kesim sonucunda olusturdugu
parcalara, restriksiyon parcalar1 denir. DNA molekiili farkli kesim
bolgelerine sahip olabilir. Degisik enzimlerle muamele sonucunda farkli
uzunluklarda restriksiyon pargalari olusur ve bu pargalar jel elektroforezi
birbirlerinden DNA parcalarinda goriilen bu

yoluyla ayrilabilirler.

polimorfizmin nedeni; nokta mutasyonu veya inversiyon, delesyon,
translokasyondan kaynaklanan biiylik mutasyonlar da olabilir. RFLP analizinde
restriksiyon enzimlerinin DNA’daki kesim noktalarindaki degismelerden
faydalanilir. PZR ile ¢ogaltilan DNA boélgesi RE kesimine maruz birakilir. Jel
elektroforezinde DNA parcalarina bakilir. DNA mutasyonlar1 fragment sayisini
degistirecektir, bu nedenle jelde farkl: biiytlikliiklerde bant goriilmesi beklenir.
Bu calismadaki PZR ile ¢ogaltilan hedef bolgeler, Nlalll RE kesim
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kosullari ve olusmasi beklenen fragment wuzunluklari Tablo 4.3°de
ozetlenmistir. Eger PCR 6rnegi C alleline sahipse kesim olmayacak, T alleline

sahipse 207-71 bg seklinde kesim olacaktir.

Tablo 4.3: RFLP reaksiyon miktarlari

RFLP Reaksiyon Miktarlar

12 pl dH>0

2 pl reaksiyon tamponu (10X Green Buffer)
15 pl PZR firiinii

1 pl Nlalll

RFLP Kosullan

37°C, 5 dk inkiibasyon siiresi

80°C, 5dk NIlalll enzimin inaktivasyon siiresi
Beklenen DNA Parcalari

Homozigot CC genotipi: 278 bg

Heterozigot CT genotipi: 278 bg ve 207+71 bg
Homozigot TT genotipi: 207+71 bg

4.4. Agaroz Jel Elektroforezi

DNA fragmanlarimin boylarmma gore ayirt edilmesini saglayan jel
elektroforezi, uygun bir tampon igerisinde jele yiiklenen DNA’nin yapisindaki
negatif yilikli fosfat gruplari nedeniyle negatif elektrondan pozitif elektrona
goc etme prensibine dayanir. En sik kullanilan jel elektroforezi yontemleri:
Agaroz jel ve poliakrilamid jeldir.

Agaroz, kirmizi alg tiirii olan Agar agar’dan izole edilmis dogrusal bir
polisakkarrittir. Agaroz sicak suda ¢oziinebilir, sogutuldugunda ise polimerle
karsilikli hidrojen baglar kurarak jel yapisini olusturur.

Agaroz yogunlugu degistirerek (%0,5-1,5) jelin por ¢apini ayarlamak
miimkiindiir. DNA’nin jelde en uygun sekilde yiiriimesini saglamak i¢in; kiigiik
DNA fragmentleri icin yiiksek, biiyilk DNA fragmentleri igin diisiik agaroz
yogunlugu kullanilabilir.

Etidyum bromiir, DNA baglar1 arasina baglanarak 300 veya 360 nm’de
15181 absorblamasi sonucu floresan etki gosterir ve DNA’nin jelde goriiniir hale

gelmesini saglar.
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Bu calismada agaroz jel -elektroforezi kullanilmistir.

Calismada

kullanilan agaroz jel konsantrasyonlari, hangi yontemlerde kullanildiklar1 ve

yiikleme kosullar1 Tablo 4.4°de gosterilmistir.

Tablo 4.4: Agaroz jel konsantrasyonlar1 kullanilan yontemler ve yiikleme kosullar

Kullamldig1 | Konsantrasyon Hazirlamis Yiikleme kosulu Yiiriitme
yontem sarti
-1 pl yiikleme boyas1
(BPB) -120V
PZR -50 ml 0,5X TBE | + 5 PZR tirtinii -300A
-35dk
%2’lik -1gr toz agaroz -2 ul 100 b¢ markor
-1.5pl EtBr -10 pl RFLP iiriinii -120V
RFLP -2 ul 100 bg markor | -300A
-25dk

%2’lik agaroz jel hazirlamak i¢in 50ml 0,5X TBE igerisinde 1gr

agarozun ¢Ozililmesi gerekir, bunun icin karisim yaklasik 1,5 dakika mikrodalga

firinda kaynatilir. Kaynayan karisimin 1sis1 bir miktar disiirtilerek 1,5 pl EtBr

eklenir. Karisim, jel kasetine dokiilerek jel kivamina gelene kadar donmasi

beklenir. Jel, i¢inde 0,5X TBE tampon bulunan yatay elektroforez tankina

yerlestirilir. Taraklar alinarak kuyucuklara 0,5X TBE tampon girmesi saglanir.

Tablo 4.4°de belirtilen kosullarda, jele yiikleme yapilir. RFLP yapilirken

kullanilan enzim tamponu (greenbuffer) yesil floresan boya igerdigi icin RFLP

iirlinleri ytliklenirken ayrica BPB kullanilmamistir. Yiikleme sonrasinda Tablo

4.4°de verilen uygun sartlarda DNA’nin anoda yiirlimesi gergeklesir.
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4.5. Dizi Analizi

PZR-RFLP yontemi ile saptanan genotiplerin arasindan DNA dizi
analizi ile konfirme edilmek {izere rastgele olarak ornekler se¢ildi. Dizi analizi
yapilacak DNA orneklerinin amplifikasyonu son hacim 50 pl olacak sekilde,
tiim hacimler 2 katina ¢ikarilarak ayni kosullarda PZR yapildi. Primerler SmM
konsantrasyonunda 10 ul olacak sekilde hazirlandi. PZR {iriinlerinin kalitesine
agaroz jelde bakildiktan sonra, PZR firiinleri primerlerle birlikte piirifikasyon

ve ¢ift yonlii analiz i¢in fontek firmasina génderildi.

4.6. istatistiksel Veri Analizi

Calismanin istatistiksel degerlendirilmesi SPSS 19.0 paket programi
kullanilarak yapildi. Tanimlayici degerler yas ortalamasi standart sapma olarak,
kategorik degiskenler gozlem sayis1 ve yiizde olarak gosterildi. 1ki genotip
grubunun karsilastirilmasinda (H.pylori enfeksiyon, timor evresi, invazyon
derinligi, tiimor nekrozu, ailesel hikaye, sigara kullanimi, alkol kullanimi)

Mantel Haenzsel ve Fisher kesin olasilik testleri kullanildi.
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5. SONUCLAR

5.1. Orneklerin Taninm

Bu c¢alismada, mide kanser vakasi olan 30 hasta tiimor dokusu ve bu
hastalarin mide ¢evre dokular ile toplam 30 cift 6rnek kullanilmistir. Timor
dokularina ait H. pylori enfeksiyonu, invazyon derinligi, timor evresi, timor
nekrozu, sigara ve alkol kullanimi, ailesel hikaye bulgularma gore ylizdelik

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

Tablo 5.1: Mide kanser hastalarinin belirli karakteristik 6zelliklerine gore yiizdeleri

n (Hasta Ortalama Standart Sapma
sayisi)
Yas 30 55 (22-74) +12,1
Cinsiyet
Kadin 11 55,4 +14,2
Erkek 19 54,7 +11,3
Mide Kanseri n(Hasta Sayis1) | Yiizde (%) Bilgisi Olan Bilgisi
Hasta Sayisi Olmayan
Hasta Sayisi
Toplam Hasta 30
H.pylori 8 33 24 6
Tiimor Evresi 20 10
1 3 15
2 6 30
3 11 55
Invazyon Derinligi 29
1.Propira/M.Mukoza/ 5 17
Submukoza
m.propri 7 24
Subseroza - -
Seroza 17 59
Tiimor Nekrozu 14 47 30 0
Sigara 16 53 30 0
Alkol 6 20 30 0
Aile Hikayesi 9 30 30 0
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5.2. MMP-9 Geni Promotor Bolgesi -1562 C/T Polimorfizminin PZR-
RFLP Yontemi ile Molekiiler Analizi

5.2.1. ilgili Gen Bélgesinin PZR ile Cogaltilmasi

MMP-9 geni -1562C/T tek niikleotid polimorfizmi icin diziye &zel
olarak geri ve ileri primer tasarlanmistir.

Polimorfik bdlge i¢in tasarlanan bu primerler simiflandirilarak
cogaltilmis ve 278 bg’lik PZR iiriinii elde edilmistir (sekil 5.1).

100bp IN 1T 2N 2T 3N 3T PK PN

Sekil 5.1: MMP-9 -1562 C/T Polimorfik Bélgesinin PZR 1Ile Amplifikasyon
Sonuglarinin %2’lik Agaroz Jelde Goriiniimii (T: Timorli Doku, N: Normal Doku, PK: Pozitif
Kontrol, PN: Negatif Kontrol)

5.2.2. PZR Uriinlerinin Restriksiyon Parca Uzunluk Polimorfizmi

Cogaltilan 1ilgili MMP-9 gen lokusu, -1562 C<T tek niikleotid
polimorfizmi analizi i¢in Nlalll restriksiyon enzimi ile muamele edilmistir.
Bant boylar1 100b¢ DNA markorleri ile %?2’lik agaroz jelde 20 dakika
yiiriitiilerek degerlendirilmistir. Nlalll restriksiyon enzimi PZR iiriiniinde T
alleli varsa, mutasyonu taniyip o bdlgeden kesecektir. CC genotipinde 278 bg
uzunlugunda bant goriilmesi, CT genotipinde 278, 207, 71 b¢ uzunlugunda ii¢
bant goriilmesi ve TT genotipinde 207-71 bg¢ uzunlugunda iki bant goriilmesi
beklenmektedir (Sekil 5.2).

Hastalarin hepsinin normal ve tiimorlii doksunda ayni genotipler
saptand1. Incelenen hastalarm 4 tanesinde heterozigot CT ve 26 tanesinde
homozigot CC genotipi tespit edildi.
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100bc 3N

£

e

278b¢

200bg 207 bg

Sekil 5.2:Polimorfik Promotér Bolgesi Yapilan Orneklerin RFLP sonuglarmin = %2’lik
Agaroz Jelde Goriniimii. (3N-T CC homozigot, 4N-T CT heterozigottur.) (N: Normal
doku, T: Ttiimérli doku).

5.3. Dizi Analizi

DNA piirifikasyonu ve dizi analizi i¢in rastgele secilip gonderilen
orneklerin PZR goriintiileri Sekil 5.3°te gosterilmistir.

100bg PK NK 2N 2T

278bg
200bg

100bg

Sekil 5.3: Dizi Analizine Gonderilecek PZR Orneklerinin %2’lik Agaroz Jelde Gériintiisii
(N: Normal Doku, T: Tiimérlii Doku, PK: Pozitifi Kontrol, NK: Negatif Kontrol)
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Dizi analizi sonuglar1 ChromasPro 1.5 programu ile degerlendirilmistir.
Homozigot CC genotipine sahip 26N Orneginin kromotogram sonuglar1 Sekil

5.4°te go

sterilmistir.
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Sekil 5.4: MMP-9 -1562 promotdr bolgesi C/C homozigot kromatogram goriiniimii
(CACG)

5.4. Verilerin istatistiksel Analizi

PZR-RFLP yontemiyle sonucu elde edilen hasta tiimor dokusuna ait
genotip ve allelotip sayist Tablo 5.2°de gosterilmistir. Genotip dagiliminin

Hardy Weinberg dengesine uyumlulugu analiz edilmistir (Tablo 5.3.).

Tablo 5.2: Timor dokularina

ait MMP-9 -1562. promotor bolgesi ve allelotip sayist ve

yiizdeleri

Genotip Genotip Genotip Allelotip Allelotip Allelotip
Sayis1 Yiizdesi sayis1 yiizdesi

CC 26 86,7 C 56 93,3

CT 4 13,3 T 4 6,7
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Tablo 5.3: Hardy Weinberg dengesine gore genotip dagilimi

Genotip (%) X2 P
CC (87)
CT (13) 0,48 0,49

X?%: Ki-Kare, p: Anlamlilik

Hardy Weinberg dengesine gore X? degeri 0,48 ve p degeri 0,486 olarak
hesaplanmistir. Bu sonuglarina gore genotip dagilimi Hardy Weinberg
dengesindedir (p>0,05, X?<3,84).

Homozigot CC ve heterozigot CT genotip grubunu H.pylori
enfeksiyonu, invazyon derinligi, tiimor evresi, tiimor nekrozu, sigara, alkol
kullanim1 ve ailesel hikaye a¢isindan karsilastirmak i¢in Mantel Haenzsel ve
Fisher kesin olasilik testleri kullanildi. P<0,05 degeri istatistiksel olarak
anlaml1 kabul edildi (Tablo 5.4). MMP-9 promotoér bolgesi homozigot CC ve
heterozigot CT genotipleriyle sigara kullanimi arasinda anlamli bir iliski
gozlenirken (p=0,037), diger hicbir kategorik degisken acisindan iligki
kurulamamaistir (p<0.05).

Bu sonuglara gore hastalarin 11°1 (%55,3) kadin, 19°u (%5,7) erkektir.
Bilgileri olan bireylerin 81 (%33) H.pylori enfektedir. Timor evre
tiplemesinde 3 (%15) kisi l.evre, 6 (%30) kisi 2. evre ve 11 (%45) kisi
3.evrededir. Invazyon derinligine bakildiginda birinci derece birey sayisi 5
(%17), ikinci derece 7 (%24) ve lglincii derece 17’dir (%59). Hastalar
arasindan 16 (%53) kisi sigara, 6 (%20) kisi alkol kullanirken 9 (%30) kisinin
aile gegmisinde mide kanseri goriilmiistiir.
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Tablo 5.4: Homozigot CC ve heterozigot CT genotiplerinin kategorik degiskenler
agisindan Mantel Haenzsel ve Fisher kesin olasilik testleri ile karsilastiriimasi

CC CT P
n % n%
Cinsiyet
Kadin 10 (38,5) 1(25) 0,530?
Erkek 16 (61,5) 3 (75)
Invazyon Derinligi
L.Propria/M.Mukoza/Submukoza | 4 (16) 1(25)
M.Propria 7 (28) 0
Subseroza - - 0,667°
Seroza 14 (56) 3(75)
Tiimor Evresi
1 2 (11,8) 1(33,3)
2 6 (35,3) 0 0,868°
3 9(52,9) 2 (66,7)
Tiimor Nekroz
Yok 14 (53,8) 2 (50)
Var 12 (46,2) 2 (50) 0,648?
H.Pylori
Yok 13 (65) 3 (75)
Var 7 (35) 1(25) 0,593
Sigara
Var 16 (61,5) 0 (0)
Yok 10 (38,5) 4 (100) 0,037¢
Alkol
Var 6 (23,1) 0 (0)
Yok 20 (76,9) 4 (100) 0,557¢
Aile Hikayesi
Var 8 (30,8) 1 (25) 0,655°
Yok 18 (69,2) 3 (100)

. Fischer kesin olasilik testi sonuglari
b Mantel Haenzsel olasilik testi sonuglari
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6. TARTISMA

SNP iki birey arasindaki belli bir DNA parg¢asindaki tek bazlik farklilik
olarak tanimlanabilir (Zang ve dig., 2013). Brookes’a gore SNP, allel
siklig1 %1 veya %1’°den fazla olan popiilasyonlarda normal bireylerde bulunan

farkli sekans alleller genomik DNA’daki baz degisimidir (Brookes, 1999).

SNP’ler transisyon (bir piirin bazin “A, G diger bir piirin baziyla veya
bir pirimidin bazin “C, T” diger pirimidin baziyla degismesi) ve transversiyon
(bir plirin bazinin bir pirimidin bazina degisimi veya tersi) gibi baz
degisimlerinden kaynaklanir (Zang ve dig., 2013). Transversiyonun
varyantlarinin sayisi, transisyonun sayisindan daha fazla oldugu halde,
transisyon sikligi, transversiyonun sikligindan daha yiiksektir. Bunun nedeni
CpG adaciklarindaki C’lerin metilasyonla T’ye doniisme olasiliginin diger
herhangi bir niikleotid ¢iftinin mutasyona ugrama olasiligina gore 8.5 kat daha
fazla olmasidir. Bir popiilasyondaki tek baz degisiminin frekansi % 1’den

biiyiik ise bu degisim SNP, % 1°den kii¢iik ise mutasyon olarak adlandirilir.

Insan genomu yaklasik 2.91 milyar baz ciftine ve 35.000 gene sahiptir.
Tiim insanlarin baz diziliminin % 99.9’u birbirinin aynidir. % 0.1°lik farklilik

insanlar arasindaki ¢esitliligin nedenidir (Brooks ve dig., 2006).

Mide kanseri hizli seyreder. Mide tiimorii midenin dis tabakasinin
icinden biiyliyerek pankreas, 6zofagus veya bagirsak gibi ¢cevre organlarin i¢ine
dogru uzanabilir. Mide kanseri hiicreleri kan yoluyla karaciger, akcigerler ve
diger organlara yayilabilir. Kanser hiicreleri ayrica lenfatik sistem aracilifiyla

viicuttaki tiim lenf bezlerine yayilabilir (Haenszel ve dig., 1972).

Mide kanserine neden olan ¢evresel faktorler arasinda sigara, alkol,

cografya, diyet, yas, cinsiyet, H. pylori enfeksiyonu sayilabilir.

Mide kanseri Japonya, Malezya, Sili ve Izlanda’da daha sik gériiliir.
Erkeklerde kadinlara gore daha fazla goriiliir. En sik goriildiigli yaslar 50-60’11
yaslardir. Sosyoekonomik diizeyi diisiik toplumlarda siklik ytikselir (Whelen ve

dig., 1990). Bu ¢alismada mide kanseri olan 30 hastanin tiimorlii ve normal
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dokusu incelenmistir. 30 hastanin 11°1 kadin 19°u erkektir. Yas ortalamasi ise

kadinlarda 55.4, erkeklerde 54.7 olarak hesaplanmistir.

H. pylori enfeksiyonu mide iltihabi, mide {ilseri ve mide kanseri riskini
arttirmaktadir. H. pylori enfeksiyonu olan kisilerin sadece ¢ok kiigiik bir
kisminda mide kanseri gelisir. H. pylori enfeksiyonuna karsi antikorlarin
varliginda mide kanseri riskinin 6 kat arttigi bilinmektedir (Viste ve dig.,
1986). Bu ¢alismada 30 hastanin 8’inde H. pylori enfeksiyonu gorilmiistiir.
Istatistiksel olarak genotip grubuyla H.pylori enfeksiyonu arasinda anlamli bir
iliski kurulamamistir (p=0,593). Ornek sayisi arttilarak anlamli bir iliski

kurulabilir.

Correa ve arkadaglarinin yaptigi calismada sigara ve mide kanseri
arasinda bir iliski kurulamamistir (Correa, 1992). Bizim yaptigimiz bu
calismada homozigot CC genotipine sahip 26 hastadan 16’sinin sigara igtigi
bilinmektedir. Heterozigot CT genotipine sahip 4 hastanin higbiri sigara
icmemektedir. Istatistiksel olarak genotip gruplariyla sigara kullanimi arasinda

anlaml bir iliski kurulmustur (p=0,07).

Bu c¢alismada hastalarin %20°si alkol kullanmaktadir. Alkol ve mide
kanseri arasinda bir iliski olmadig1 diisiiniilebilir. Ancak kesin bilgi 6rnek

sayist arttirildiginda sdylenebilir.

Mide kanserinin nadir tiirii ailesel gegislidir. Bu ¢alismada 30 hastanin
9’unun aile ge¢misinde mide kanserine rastlanmistir. Istatistiksel olarak bu
sonug anlamli bulunmamustir (p=0,655). Ornek sayismin artirilmast ile anlaml

bir sonug bulunabilir.

Mide kanserinin patolojisini etkileyen bir¢ok prognostik faktor vardir.
Biiylime faktorleri ve onlarin reseptorleri, hiicre-hiicre diizenleyicileri, hiicre-
adezyon molekiilleri, MMP’ler gibi invazyon ve metastaza katilan gen ve
molekiiller prognostik faktorlere birer oOrnektir. Bu faktorlerin  disinda
epigenetik degisiklikler ve genetik polimorfizmler de mide kanserini etkileyen

prognostik faktorlerdendir.

ESM  makromolekiilleri, hiicresel ortamlarin  sekillenmesi ve

gelisiminde 6nemlidir. MMP’ler ESM bozulmasina katilan proteinazlardir

47



(Woessner ve dig. 2000; Hiller ve dig. 2000). Aktivasyon kontrol kaybi arterit,
kanser gibi hastaliklara neden olabilir (Knéduper ve dig. 1997).

MMP ailesinin bir iiyesi olan MMP-9, 20. kromozomun uzun kolunun
11.bolgesinde bulunur. ESM’nin degradesyonu, tiimor invazyonu ve metastaz
icin  Onemlidir  MMP-9°un  ESM  bozulmasinda o6nemli  oldugu
digtinilmektedir. ~ MMP9 -1562 C/T polimorfizminin mide kanseriyle
baglantili oldugu diistiniilmektedir. Homozigot CC genotipine sahip bireylerde
transkripsiyonel aktivite heterozigot CT ve homozigot TT ye gore daha azdr.
Yang ve arkadaglar1 yaptiklarinin calismaya gére MMP9 -1562 C/T
polimorfizminin invazyon derinligi arasinda anlamli bir iliski kurulmusken
(p<0,05), metastaz ile MMP-9 polimorfizm arasinda bir iligki kurulamamastir.
Yaptigimiz bu calismada, kullanilan hasta bireylerin %59’u tiglincii derece
invazyona sahiptir. Invazyon derinligi istatistiksel olarak anlamsiz bulunmustur

(p=0,667).

Shunji ve arkadaslarinin yaptig1 ¢aligmada kanserli dokularda CC alleli,
kontrol gruplarina gore anlamli bir fark goriilmemistir (p=0.223). Lee ve
arkadaslarinin, mide kanseri olan kadinlarda, MMP-9 -1562 C/T polimorfizmi
ile ilgili yaptig1 ¢aligmada, heterozigot CT ve homozigot TT genotipine sahip
kadin hastalarda mide kanseri riskinin daha yiiksek oldugu istatistiksel olarak
gosterilmistir (p=0,02). Bizim yaptigimiz bu c¢alismada, homozigot CC
genotipine sahip birey sayis1 26°dir. Beklenildigi gibi, kanserli dokularda CC
genotipi fazla goriilmiistiir. Saglikli bir grup kullanilarak, kanserli dokularla
saglikli dokulardaki homozigot CC genotipi kiyaslanabilir ve mide kanserinde

MMP-9 polimorfizmi etkisi sdylenebilir.

Biitiin bu veriler 15183iInda MMP-9 -1562 C/T polimorfizmi ile mide
kanseri arasinda anlamli bir iliski kurulamamistir. Saglikli bireylerden elde
edilen DNA o6rneklerini kontrol grubu olarak kullanip vaka-kontrol ¢aligmasi

yapilarak veya ornek sayist arttirilarak ¢aligma gelistirilebilir.
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