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OZET

MIDE KANSERLERINDE MATRIKS METALLOPROTEINAZ-7
GENININ PROMOTOR BOLGESINDEKI (-181 A/G)
POLIMORFIZMININ
INCELENMESI

Mide kanseri, diinyada kanser nedenli 6liimlerde 2. sirada gelmektedir ve
uzak dogu tilkelerinde goriilme siklig1 yiiksektir. Etiyolojisinde ise H.pilori, alkol
ve sigara kullanimi, ailesel hikaye gibi bir¢ok faktér rol almaktadir. Matris
metalloproteinaz enzim ailesi {iyeleri diger kanserlesme siireglerinde oldugu gibi
mide kanseri gelisiminde de ekstraselliler matriste kontrolsiiz protein
degredasyonu yaparak rol oynamaktadir. Ayrica MMP genlerindeki ¢esitli
polimorfizmler pek ¢ok kanser gesidiyle de iliskilendirilmistir. MMP ailesinden
MMP-7 kanser iliskisi agisindan MMP’ ler arasinda essiz bir yere sahiptir ¢linkii
kanser hiicreleri tarafindan tiretilen birkagc MMP’ den biridir. Bu 6zelligi MMP-7’
nin kanser aragtirmalarinda yer almasimi saglamist. MMP-7 -181 A/G
polimorfizmi ¢esitli kanser tiirleriyle ilgili ¢caligmalarda yer almistir. Yaptigimiz
caligmada mide kanseri ile MMP-7 geni -181 A/G transisyon polimorfizminin
iligkisini incelemek i¢in bu polimorfizmin Tiirk populasyonunda mide kanser
hastalarinin  tiimorlii ve normal dokularinda PZR-RFLP molekiiler analizi
gerceklestirilmistir.  Hasta grubunun kendi iginde ve Kkontrol grubuyla
karsilagtirilmalart ~ yapilmistir.  Analizler sonucunda MMP-7 -181 A/G

polimorfizmiyle mide kanseri arasinda anlamli bir iligki kurulamamastir.

Anahtar Kelimeler: MMP-7, mide kanseri, matris metalloproteinaz, polimorfizm
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SUMMARY

THE -181 A/G POLYMORPHISM ANALYSIS OF MMP-7 PROMOTOR
REGIONS IN GASTRIC CANCER

Gastric cancer is the second most common cause of cancer-related death in
the world and the incidence is high in eastern countries. The etiology involves
many factors such as H. pylori, alcohol and tobacco use, and family history. The
members of matrix metalloproteinase family take part in development of gastric
cancer through uncontrolled protein degradation in the extracellular matrix,
similar to their role in other cancerous processes. Moreover, MMP gene
polymorphisms are associated with a variety of cancer types. MMP-7, a member
of the MMP family, has a unique place in terms of its relationship to cancer,
being one of the few MMPs produced by the cancer cells, leading it to be the
subject of study in many cancer research projects. — 181 A/ G polymorphism in
MMP-7 has been studied in a variety of cancer research projects. In this study, to
analyze the association of gastric canser and MMP-7 gene -181 A / G
polymorphism PCR-RFLP molecular analysis was realized in normal and
tumorous tissues of the gastric cancer patients from the Turkish population and the
results are compared with the control group. As a results of analysis, MMP-7 -181

AJG polymorphism was not significantly associated with gastric cancer.
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1.GIRIS
1.1.Kanser ve Olusum Faktorleri

Kanser; kontrolsiiz biiyiiyen hiicrelerin orijinal bdlgelerinden baska bolgelere
go¢ etme yetene8i kazanmalariyla ortaya cikan, genetik ve epigenetik hasar ile
siirdiiriilen ¢ok basamakli ve multifaktoriyel bir hastaliktir. Ayrica somatik genetik
hastaliklarin en yaygin ve komplike olanidir (Futreal ve dig., 2001).

Bat1 toplumlarinda her ii¢ insandan birinde kanser goriilmekte ve bu kanser
hastalarinin beste biri de 6lmektedir. Amerikan Kanser Toplulugunun verilerine gore
Amerika’da dort 6liim nedeninden biri kanserdir ve 2008 yilinda 1.437.180 yeni
kanser vakasi ve 565,650 kanser nedenli 6lim kaydedilmistir (Jemal ve dig., 2008).
Tiirkiye’de ise kanser, “bildirimi zorunlu hastaliklar listesi” ne alinmig olmasina
ragmen, lilkemizde gercek kanser insidanst bilinmemektedir. Ancak yapilan
calismalar dogrultusunda Tiirkiye’de kanser, 1998 yilinda en sik goriilen Oliim
sebepleri arasinda %15°lik bir oranla , %38 ile 1. sirada yer alan kalp ve damar
hastaliklarini takip ederek en sik goriilen 2. 6liim sebebi olarak gdsterilmistir (Tiirk
kanser arastirma ve savag kurumu, 2013 )

Tim kanserler, DNA dizisindeki birtakim degisimler sonucu ortaya
cikmaktadir ve kanserin olusumundaki faktorler kalitsal veya cevresel olabilir. Ancak
cevresel faktorlerden dolayr kanser meydana gelme olasiligi, kalitsal faktorlerden

daha yiiksektir (Williams, 2001).

1.1.1 Kalitsal Faktorler

Cesitli kanser tiirlerinin kalitsalligi {iizerine yapilan c¢aligmalar devam
etmektedir. Yapilan ¢alismalarin bazilarinda 16semi, meme ve akciger kanseri gibi
kanser cesitlerinin kalitsalligina dikkat ¢ekilmistir (Susan ve Dwight, 1999; Yokus ve
Cakar, 2012).



Kanserin ¢ok basamakli bir hastalik olmasindan 6tiirii tek bir gen direk olarak
kanser olusumuyla iliskilendirilemese de tiimdr baskilayici genlerdeki bir bozukluk,
kalitimsal olarak aktarildiginda ve sigara gibi karsinojenlerin ilave etkileriyle kansere

yatkinlik gozlenebilir (Williams, 1992).

1.1.2 Cevresel Faktorler

Cevresel faktorler; alkol, sigara, ilag kullanimi1 ve beslenme aligkanliklar1 gibi
kimyasal etkenler, viriis ve bakteri gibi biyolojik etkenler, radyasyon, 1s1, giines 15181,

mekanik darbeler gibi fiziksel etkenler seklinde ti¢ gruba ayrilabilir.

Kimyasal etkenlerden en yaygin olani sigara olarak kabul edilebilir. Sigara
kullanan bireylerin akcigerlerinde biriken “benzopiren” hiicre i¢ine girerek, DNA’y1
olusturan bazlardan guanin ile baglanir bunun sonucu olarak replikasyon sirasinda
guanin, timin olarak algilanir ve karsisindaki eslenik baz da sitozin yerine adenin
olur. Bu durum GC, AT doniisiimiidiir. Sonugta olusan bu mutasyonlar, bir
onkogende ve tiimor baskilayict gende olustugunda, hiicreler durmadan boliinebilir
ve kanserlesme gergeklesebilir.

Fiziksel etkenlerden iyonize radyasyon gibi 1smmimlar biyolojik
makromolekiillere direkt olarak etki edebilecek yeterli enerjiye sahip olduklarindan
biyolojik makromolekiillerden elektron kopartabilir ya da bunlar pozitif yiikle
yiikleyebilir ve DNA’da tek ve ¢ift zincir kiriklar1 ile baz yada sekerde
modifikasyonlara sebep olabilirler. Bu hasarlar da kanserlesmeye neden olabilir.

Biyolojik etkenler olarak, Helicobacter pilori(H.pilori), T hiicreli 16semi
virlisii, human papilloma viriisii gibi viriis ve bakteriler normal karaktere sahip bir
hiicre kiiltiiriinii transforme ederek kanser olusturabilirler (Sahu, 1990; Heynick ve
dig., 2003). Yapilan ¢alismalarda 6zellikle H.pilori ve mide kanseri iliskisi tizerinde

durulmustur (Correa, 1985; Parsonnet ve dig., 1991).

1.2. Mide Kanseri

Diinyadaki en yaygin malignitelerden biri mide adenokarsinomudur.
Multifaktoriyel olan etyolojisinden, H.pilori, beslenme aliskanliklari, ¢evresel

faktorler ve %10 oraninda da genetik faktorler sorumlu tutulmaktadir.



Insidans1 cografik varyasyonlar gosterir, dogu iilklerinde daha siktir
(Hamilton ve Meltzer, 2006; Sun ve dig., 2002). Mide kanserinin erkeklerde goriilme
siklig1 kadinlara gore 2 kat daha fazladir (Danesh,1999). Gelismekte olan iilkeler ve
gelismis llkelerde kanser siralamasinda farklilik olsa da diinya capinda her yil
ortalama yaklasik 700.000 kisi bu hastaliktan 6lmekte olup, yillik insidansi 800.000
vakadir (Eslick ve dig., 1999).

1.2.1. Midenin Yapisi1 ve Mide Kanseri Tipleri
1.2.1.1 Mide ve Yapisi

Mide, yiyecek sindirimini saglayan ve hormon salgilayan hem ekzokrin hem
de endokrin bir organdir ve sindirim kanalinin genislemis kismidir. Midenin genel
olarak 3 gorevi vardir; besinlerin depolanmasi, kismen sivi haldeki kimusu (mideye
gelen besinlerin asidik sivi eklenmis hali) olusturmak i¢cin mide salgilariyla
besinlerin karistirilmast ve kimusun ince barsaga atilis hizinin kontrolii. ( Junqueira,
Carneiro ve Kelley, 1998: 282; Snell, 1995: 195-196).

Ozafagus ile duodenum arasinda yer alan ve ‘J” harfi seklini andiran midenin
anatomik olarak kardiya, fundus, korpus, antrum ve pilorik kanal olmak iizere beg
bolgesi vardir (Sekil 1.1.) (Junqueira, Carneiro ve Kelley, 1998: 282; Snell, 1995:
196; Netter, 2002:259).

Mide, yukarida alt 6zofagiyal ve asagida pilor sfinkteri olmak {izere iki
sfinkter ile kontrol edilmektedir. Bu sfinkterler sayesinde besinlerin mideye giris

¢ikist diizenlenir.
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Mide histolojik olarak bes tabakadan olusmaktadir. Bunlar icten disa dogru;
1- mukoza
2- submukoza
3- muskularis propriya
4- subseroza
5- seroza ‘dur.
1-Mukoza tabakasi, muskularis mukoza ve lamina propriya olmak iizere iki
farkli tabaka igerir. Muskularis mukoza, yiizey epiteli, bez epiteli ve ince diiz kas
liflerinden olugurken lamina propriya bag dokusu ve elastik liflerden olugur. Midenin
i¢ ylizlinli tamamen Orten ylizey epiteli, kardiya bolgesinde 6zafagus ile Z- ¢izgisi adi
verilen diizensiz ve zikzakli bir sinir yapar. Pilorda ise sinir yoktur ve mide mukozasi
ince barsak mukozasi ile devam eder.
2-Anastomoz agidan en giiglii tabaka olan submukoza gevsek bag dokusu
elemanlari, genis bir damar, sinir ve lenfatik agdan olugsmaktadir.
3-Muskularis propriya (kas tabakasi) ii¢ tabakadan olusur. Bunlar icten disa
1-oblik kas tabakas1 2- sirkiiler kas tabakasi 3-longitiidinal kas tabakasidir. Midenin
fundus bolgesinde her ii¢ tabaka da bulunmaktadir. Oblik ve longitiidinal kas
tabakalar1 korpus bolgesinde zayiflar, antrum ve pilor bolgelerinde ise kuvvetlenerek
pilor sfinkterini olustururlar. Bu olusum antrum bdlgesinde besinlerin duodenuma
kontrollii ge¢isini saglar. Midenin sirkiiler lifleri midede sonlanir, duodenuma devam
etmez.
4-Subseroza muscularis propriya ile seroza tabakalar1 arsinda bulunan fibro
adipoz dokudan olugan tabakadir.
5- En dista bulunan seroza tabakasi viseral peritondan olusur (Junqueira,

Carneiro ve Kelley, 1998: 282-283; Snell, 1995: 195-196).

1.2.1.2 Mide Kanseri Tipleri

Mide kanserlerinin midede farkli lokalizasyonlar1 vardir. %50-60’1 pilor ve
antrumda, %251 kardiyada, %15-25’1 de fundus ve korpus bdlgesinde lokalize olur.
Midenin kiigiik kurvatiir bolgesi %40 oraninda etkilenirken biiyiik kurvatiir %12
oraninda etkilenir. Sikligi daha az olmasina ragmen biiyiik kurvatiirdeki

ilserasyonlarin malinglesme orani daha yiiksektir (Kumar, Cotran ve Robbins,

2000:488)



Mide karsinomunun {i¢ tip siniflandirma sekli vardir.
-Makroskopik biiyiime paterni
-Invazyon derinligi
-Histolojik subtip

Invazyon derinligi diger morfolojik 6zelliklere gore klinik tanimlamada daha
Oonemlidir.

Mide karsinomunda erken ve ilerlemis olarak iki tip terim kullanilir. Erken
mide karsinom metastaz varligi ya da yoklugu dikkate alinmadan mukoza ve
submukoza sinirli lezyon olarak kabul edilir. Ilerlemis mide karsinomu ise
muskularis propriya’ya kadar ya da daha da ilerlemis durumlar i¢in kullanilir. Erken
mide karsinomasinda Onciil lezyon mide mukozal displazidir ve erken mide
karsinomu zamanla ilerlemis mide karsinomu haline gelebilir.

Mide karsinomasinin erken ve ilerlemis evrelerinde {ic makroskopik biiyiime
paterni gozlenir.

1-Ekzofitik tip: Tlimoriin liimene dogru biiyiidiigii tip

2-Diiz ya da deprese tip: Mukozada goriilen bir kitle olmayan tip

3-Cukur tip: Mide duvarinda yiizeysel ya da derin erozif tip (Kumar,
Cotran ve Robbins, 2000:489)

Mide kanserlerinin mikroskobik konfigiirasyonlar1 ve bityiime 6zellikleri g6z
Oniline alinarak yapilan Lauren siniflandirmasina goére iki morfolojik tipi vardir.

(Kumar, Cotran ve Robbins, 2000:489)

1-Difiiz tip: Midenin stromasia niifuz eden ve birbirine yapisik olmayan
kanser hiicreleri olup bir beze (salgi bezi) goriiniimiinde olmayan normal mide
kanser hiicrelerinden kdken alan hiicrelerdir. Bu hiicreler genellikle mide duvarinin
en derin kisimlarina kadar niifuz edebilirler. Difliz tip daha ¢ok peritonal yayilimlar
ile ortaya c¢ikmaktadir, gevresel faktorlerle iligkisi daha azdir. Geng insanlarda
goriiliir. Ayrica kadin ve erkeklerde rastlanma orani esittir (Kumar, Cotran ve
Robbins, 2000:489)

2- Intestinal tip: Kronik gastrit temelinde intestinal metaplaziye ugramis mide
mukus hiicrelerinden kokenlenir ve kolonik adenokarsinoma benzeyen neoplastik
intestinal guddeler meydana getiren malign hiicrelerden olusur (Kumar, Cotran ve
Robbins, 2000:489). Mikroskop altinda kolonilesmis mukoza goriiniimiine benzer

salg1 bezleri seklinde goriiliir (Smith ve dig., 2006).
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Intestinal tip genellikle karaciger metastazi ile ortaya ¢ikar. Difiiz tipe gore
cevresel faktorlerle iligskisi daha fazladir (Cahill ve dig. 1996). Genelde 50° li
yaslardan sonra ve erkeklerde kadinlara gore iki kat fazla goriiliir (Kumar, Cotran ve

Robbins, 2000:488).

1.2.2. Mide Kanserinin Etiyolojisi

Mide kanserinin etiyolojisinde H.pilori, oksidatif stres, Multifokal atrofik
gastrit, Epstein-Barr viriisii (EBV), diyet, radyasyon, alkol ve sigara kullanimu,
Pernisiy6z anemi, sosyoekonomik durum, meslek, kisisel 6zellikler ve ailesel hikaye
gibi bircok faktor rol almaktadir. Mide kanserin etiyolojisi multifaktoriyel olmasina
ragmen mide kanseri gelisiminde en sik rastlanan faktér olarak H.pilori

gosterilmektedir.

1.2.2.1 Oksidatif Stres

Besinlerin oksijen kullanilarak enerjiye doniistiiriilmesi sirasinda agiga ¢ikan
reaktif molekiillere serbest radikaller adi verilir. Oksijen molekiilii yasam i¢in
vazgecilmez bir kaynaktir ancak bazi metabolik faaliyetler sirasinda reaktif oksijen
tirevleri (ROS) olarak adlandirilan son derece reaktif olan ara {iriinler olusur. ROS
lipit, protein ve DNA gibi hiicre bilesenlerine zarar verir.

Aerobik canlilarda serbest radikal olusumunu kontrol altinda tutmak ve
bunlarin zararh etkilerine kars1 canliyr korumak i¢in antioksidan savunma sistemleri
bulunmaktadir. Ancak bu savunma sistemleri her zaman serbest radikallerin etkisini
Onleyemez ve oksidatif stres durumu agiga cikar.

Bazi enzimler, proteinler, selenyum, askorbik asit (C vitamini), tokoferoller
(E vitamini), karotenoidler, glutatyon, koenzim Q, ubikinon ve tiirevleri antioksidan
molekiillerdir. Asirt alkol tiiketimi, sigara kullanimi, elektromanyetik radyasyon,
giines 1smlart (UV), kronik inflamasyonlar, asir1 demir yiiklemesi, asir1 fiziksel
egzersiz, yaslanma, dogum kontrol haplar1 serbest radikal kaynaklar1 arasinda sayilir
(Brody, 1999; Fang ve dig., 2002 ).

ROS birgok hastaligin olusumunda rol oynar, 6zellikle kanser olusumunun

farkli evrelerine etki ettigi kanitlanmistir (Williams, 1992).



ROS’tan kaynaklanan DNA hasarmin olusumunda hidroksil radikali
tarafindan olusturulan DNA fragmentasyonu ve oksidatif stres sonucu agiga ¢ikan
endoniikleaz inaktivasyonu ile olusan DNA fragmentasyonu seklinde iki mekanizma
vardir (Halliwell ve Aruoma, 1991).

Oksidatif strese bagli olarak gelisen, DNA hasar1 onarillamadigi takdirde
premutojenik 6zellik gosterir ( Yokus ve Cakir, 2002). Mitozun hasarli kopyalanmis
DNA ile devami, timdr hiicresi olusumuna neden olabilir. ROS, protein ve lipid
peroksidasyonu ile plazma membraninda hiicresel aktiviteleri etkileyerek yapisal
degisiklikler olusturabilir, membrana bagli protein kinazlari, biiyiime faktorleri ve
reseptOrlerini bdylece de sinyal iletimini, onkogen aktivasyonunu ve baskilayici
genlerin inaktivasyonunu etkileyebilir ve bu sekilde ROS, kanser olusumuna etki
edebilmektedir (Yokus ve dig., 2008).

ROS iiretimi ve H.pilori arasinda pozitif bir iliski bulunmaktadir (Davies ve
dig., 1994). H.pilori varhiginda aktive olan ev sahibi nétrofillerinin ROS iiretim
kaynagi oldugunu one siiren goriisler mevcuttur. Ayrica bazi H.pilori suslarimin da
enfeksiyon yoluyla ROS iiretimine katkida bulundugu gésterilmistir (Suzuki ve dig.,
1996). Buna dayanarak H.pilori ‘nin mide kanser gelisimine katkida bulunmasi
nedeniyle oksidatif stres ve mide kanser gelisimi arasinda yakin bir iliski oldugu

soylenebilir.

1.2.2.2. H.pilori

H.pilori ilk olarak 1983 yilinda Barry Marshall ve Robin Warren tarafindan
mide biyopsi &rneklerinde iiretilmistir.  Onceleri Kampilobakter benzeri
mikroorganizmalar olarak isimlendirilmis sonra antrumda yerlesmesi nedeniyle
kampilobakter Pilori adini almustir.

Daha sonra enzimatik ve fonksiyonel olarak kampilobakter 'den farkli
Ozelliklerinin saptanmasiyla ve helikal goriiniimiinden dolayr Helikobakter pilori
adin1 almistir (Goodwin ve dig. 1986; Blaser, 1994; Dooley, 1993).

Zorunlu mikroaerofilik, iireaz, katalaz ve oksidaz enzimlerine sahip, spiral bir
gram negatif bakteri olan H.pilori, 1994 yilinda Uluslar Aras1 Kanser Arastirmalari
Ajansi (IARC) tarafindan, yapilan c¢alismalarin fazlaligina dayanarak, birinci grup
insan karsinojeni olarak katagorize edilmistir (IARC 1994).



Ulkelerin ~ gelismislik ~ diizeylerine gére degismekle beraber diinya
populasyonunun yarisi H.pilori enfeksiyonuna sahiptir (Crew ve Neugut, 2006;
Graham ve dig., 1991; Yamamoto 2001). Bu organizmayla enfekte olmanin
genellikle  gastrit  gelisimiyle sonug¢landigi  kabul edilmektedir.  H.pilori
enfeksiyonlarmin yaklasik %10 ‘u peptik ilser, %1 kadart mide kanseri ve
%0,01°den az1 mukoza iligkili lenfoid doku (MALT) lenfoma hastaligi ile
sonug¢lanmaktadir (Kuipers, 1999; Parsonnet, 1995; Parsonnet, 2004) ( Sekil 1.2.).

Kanser gelisiminde 6nemli olan etken enfeksiyonun edinildigi yastir. Uzun
stiren H.pilori enfeksiyonunun kanser gelisimine neden olabilen atrofi ve intestinal
metaplaziye yol actigr gosterilmistir (Kuipers ve dig., 1995 ). Gelismekte olan
iilkelerde enfeksiyon cocukluk caginda edinildigi i¢in 20’li yaslarda populasyonun
%380’inde enfeksiyona rastlanabilmektedir.( Crew ve Neugut, 2006; Graham ve dig.,
1991). Gelismis iilkelerde ise ¢ocukluk caginda enfekte olma az oldugundan 40’li
yaglarda populasyonun %30 kadarinda enfeksiyona rastlanabilmektedir (Malaty ve
dig., 1998). Tiirkiye’de ise gelismekte olan iilkelerdeki gibi enfeksiyona rastlama
orani %80 civarindadir ( Glimiirdiilii ve Tasdogan, 2009).

Uzun siireli enfeksiyonlarin mide kanseri gelisimine zemin hazirladigini
gosteren calismalar olsa bile H.pilori enfeksiyonuna rastlama oranmin %80’lerde
oldugu Tirkiye’de, Ari, H.pilori enfeksiyonu ile mide kanseri ve tipleri arasinda
anlamli bir iliski kurulamadigini belirtmistir (Ar1, 2006: 43 ).

Oldiiriicii bir organizma kombinasyonu, serbest bir ¢evre ve genetik olarak
duyarli bir konak H.pilori indiiklii mide kanseri igin gereklidir.

H.pilori, normal mide epitelinin atrofik gastritten intestinal metaplaziye,
displaziye ve karsinomaya kadar ilerlemesini destekleyen olaylarin tetikleyicisi
olarak gosterilmektedir (Kim ve dig., 2011; Hofman ve dig., 2004).

Kontrol ve mide kanserli hasta gruplarmin karsilastirilmasiyla yapilan
calismalarda H.pilori enfeksiyonuna sahip olma oraninin hasta gruplarinda daha
yiikksek oldugu vurgulanmistir (Forman, 1995; Nomura ve dig., 1991).  H.pilori
seropozitifligi ve bakterinin bulundugu mide mukoza Orneklerinin histopatolojik
incelenmesiyle yapilan g¢alismalar H.pilori’nin mide kanseri gelisimindeki roliinii
kanitlar niteliktedir ( Blaser, 1998).

H.pilori tireaz, proteaz, fosfolipaz, amonyum ve asetaldehit gibi mide

mukozal hasara yol agan bircok iiriin salgilar (Wroblewski ve dig., 2009).



Bakteri iireaz enzimi ile lokal pH artisina neden olarak gastrin miktarini
kontrol eden mekanizmay1 bozar ve bdylece kan gastrin diizeyi yiikselerek hasara yol
acar (Ruiz ve dig., 1996).

Oksidatif stres tiretimi, H.pilori enfekte konakta virulans bir faktor gibi
taninir. H.pilori enfeksiyonu, reaktif oksijen ve nitrojen tiirevlerinin tiretimini tetikler
ve konagm antioksidan savunma mekanizmasini baskilayarak oksidatif DNA
hasarma yol agar. Ancak antioksidan enzimlerin bir ¢esidine sahip olan H.pilori,
oksidatif stresten kurtulmus olur ve hasar sadece duyarli konagin mide mukozasiyla
siirl kalir ( Suzuki ve dig., 2012).

Bir arastirmada, normal midede giiclii bir antioksidan olan askorbik asit
salgilanirken H.pilori enfeksiyonlu konagin midesinde askorbik asit salgisinin
azaldig1 ve midedeki tiim serbest C vitamininin, inaktif dehidroaskorbik asit seklinde
bulundugu gosterilmistir (Houben ve dig., 1995).

H.pilori direk olarak mutajenik olmasa da inflamatuar aracilarla ya da yanlis
eslesme onarim yolaklarmi kot etkileyerek mutajenik maddelerin olusumuna
katkida bulunur (Yao ve dig., 2006). Ayrica H.pilori enfeksiyonu onarim
aktivitelerini azaltirken endojen DNA hasarin1 arttirarak ve hem mitokondriyal hem
de niikleer DNA mutasyonlarini indiikleyerek mide kanseri gelisimini destekler.
H.pilori enfeksiyonun indiikledigi anormal DNA metilasyonunun mide kanseri igin
onemli bir risk faktorii olmasi da H.pilori ‘nin mide kanseri gelisiminde rol
oynadigini gosteren kanitlar arasindadir (Perrin ve dig., 2010).

Epidomiyolojik kanitlar, cagA patojenite adasi (cagPAl) ve vakuol olusturan
sitotoksin vacA genini tastyan H.pilori suslarinin daha tehlikeli oldugunu gosterir
(Hatakeyama, 2004; Atherton ve dig., 1997).

vacA geninin sla, slb, slc veya s2 allellerinden birini iceren amino ucu
sinyal bolgesi (s) ve mla, m2a veya m2b allellerinden birini igeren orta (middle-m)
bolgesinin niikleotid dizilerine gore farkli allelik varyantlar1 bulunmaktadir. Farkli s
ve m allelleri rekombinasyonla bir araya gelir gelerek s1/ml1, s1/m2 ve s2/m2
genotiplerini olusturmaktadirlar (Atherton ve dig., 1995; Doorn ve dig., 1998).

Yapilan ¢alismalarda s1 ve m1 allellerinin daha yiiksek toksin seviyesi ve agir
epitel hasar1 olusturma potansiyeline sahip oldugu goriilmiistiir. Bat1 toplumlarinda
yapilan ¢aligmalarda s1/ml suslarinin gastroduadenal hastalik ve mide kanseriyle

iligkili oldugu belirtilmektedir (Torres ve dig., 2007).



cagPAI 40 kb’lik bir genom segmentidir ve cagA’yr da iceren yaklasik 30
geni kodlar. Virulent cagA pozitif suslari, kardia olmayan mide kanserinin intestinal
ve difliz tiplerinin her ikisinin de risklerini arttirir ancak kardia kanserin riskini
arttirmaz. cagA proteinleri, SRC kinaz ailesi tarafindan tirozin fosforilasyonuna
ugradigt mide epitelyum hiicrelerinin i¢ine girer. Fosforillenmis cagA hiicre
biiylimesi ve yayilmast i¢in pozitif sinyal veren bir fosfotaz olan SHP2’ye spesifik
olarak baglanir ve aktive eder. Boylece H.pilori cagA lizerinden biiyiime faktorii
reseptorlerini aktive eder, proliferasyonu artirir, apoptozu inhibe eder, invazyon ve

anjiyogenezi destekleyerek kanserlesmede rol oynar (Hatakeyama, 2004).

5%
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DUODENAL ULSER MIiDE KANSERI

Sekil 1.2. H.pilori enfeksiyonunun sonuglar1 (Sachs, 2012’ den adapte edilmistir).

1.2.2.3 Multifokal atrofik gastrit

Multifokal atrofik gastrit midenin i¢ yiiziinii déseyen mukoza tabakasinin
epitelyum hiicrelerinin ve salgi bezlerinin bolge bolge kaybi ile sonuglanan kronik
iltihabidir ve H.pilori, asir1 tuz alimi, sigara kullanimi, nitrat alimi, kotii beslenme
gibi faktorlerin de etkisiyle zamanla intestinal tip mide kanserine doniisebilmektedir

( Huang ve dig., 2003).

1.2.2.4 Epstein-Barr viriis (EBV)

Mide kanseri tanis1 konulmus hastalarda EBV yani Insan Harpes viriis tip 4
(HHV-4) antikoruna rastlanmasi arastirmacilari bu viriisle mide kanseri arasindaki

iliskiyi arastirmaya yoneltmistir.



Yapilan bir ¢aligmanin sonucunda EBV antikoru pozitif olan saglikli kisilerin,
EBV negatif olanlara gore 4 kat daha fazla risk altinda oldugu goriilmiistiir (Levine

ve dig., 1995).

1.2.2.5 Diyet

Mide kanserinin gelisiminde, beslenme aliskanligi 6nemli bir yer tutmaktadir.
Tuzlu gidalarin asir1, sebze ve meyvalarin ise yetersiz tiiketilmesinin mide kanseri
tizerine olumsuz etkisi oldugu ifade edilmektedir (Kono ve Hiroto, 1996).

Mangalda asir1 pismis ve tuzda bekletilmis etler karsinojen olarak kabul
edilmektedir ¢linkii yapilarinda benzopren gibi polisiklik aromatik hidrokarbonlar
(PAH) bulundururlar (Kapan, 2001).

Mide kanseri insidansinin yiiksek oldugu bolgelerde tuz tiiketimi oraninin da
yiiksek olmasi tuzun kanser lizerine etkisinin arastirilmasini saglamistir (Charnley ve
Tannenbaum, 1985). Kurutulmus tahillar ve gida koruyucularinda kullanilan nitratin
ve et lrilinlerinde katki maddesi olarak kullanilan nitritin midede intestinal
metaplaziye yol acarak mide kanseri olusumuna katkida bulunduklar1 gosterilmistir

(Mowat ve dig., 1999; Demirer ve dig., 1990).

1.2.2.6 Radyasyon

Radyasyonun mide kanseri riskini 3 kat arttirdig1 ifade edilmektedir (Kelley
ve Duggan, 2003). Hodgkin lenfoma hastalig1 nedeniyle radyoterapi alan ¢ocuklarda
ileriki yaslarda mide kanseri gelisimi gézlenmistir (Lin ve Teitell, 2005; Tarbll ve

dig., 1993).

1.2.2.7 Sigara ve Alkol Kullanimi

Sigara kullanimi ile ilgili yapilan c¢alismalarin sonuglar1 farklilik
gostermektedir. Caligmalari bir kismi sigaranin mide kanseri tizerine etkisinin doza
bagl olarak arttirict oldugunu gosterirken bir kismi da sigara ve mide kanseri
arasinda iligski kurulamayacagin1 gostermektedir (Tredaniel ve dig., 1997; Kelley ve
Duggan, 2003). Alkol kullanimt ile ilgili yapilan ¢aligmalarda ise mide kanserine
yakalanma riskinin alkol kullananlarda, kullanmayanlara gére 2 kat fazla oldugu

gosterilmistir (Kelley ve Duggan, 2003).
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1.2.2.8 Pernisiyoz anemi
Pernisiy6z anemi sonucu anaerobik bakteriler midede asir1 ¢ogalir ve safra
asitleri konsantrasyonunu arttirirlar. Bunun sonucu olarak gelisen kronik gastrit

zemininde displazi ve karsinom olasiligi artmaktadir ( Kelley ve Duggan, 2003).

1.2.2.9 Sosyoekonomik Durum

Mide kanseri insidansi sosyoekonomik seviyesi diisiik olan iilkelerde gelismis
olanlara gore 2 kat daha fazladir (Kelley ve Duggan, 2003; Leonarda ve dig., 2000).

Bu durum kotii beslenme ve yasam sartlarina baglanmaktadir.

1.2.2.10 Meslek

Maden, komdir, tekstil, seramik, metal endiistrisi, boya sanayisi, kimyasal,
lastik ve petrol sanayisi gibi calisma sartlar1 agir olan ve karsinojenlere maruz
kalinan mesleklerde ¢alisan is¢ilerde mide kanseri insidansi yiliksektir (Allum ve dig.,

1989).

1.2.2.11 Kisisel Ozellikler

Cinsiyet: Mide kanseri insidansi yiikksek veya diisiik olan tiim iilkelerdeki
erkeklerde mide kanserine kadinlara gore 2,5 kat daha fazla rastlanmaktadir. Bu
durum mide kanseri tiplerinde oransal olarak farklilik gosterir. Intestinal tipte
erkeklerde 2 kat daha fazla rastlanirken diffiiz tipte mide kanserine rastlama orani
aynidir (Landis ve dig., 1999 ).

Kan Grubu: A kan grubuna sahip bireylerde digerlerine gore mide kanseri
riski daha yiiksektir (Kelley ve Duggan, 2003; Landis ve dig., 1999).

1.2.2.12 Aile Hikayesi

Ailesel ge¢mis bireyde direk mide kanseri olusmasini etkilemese de yatkinligi
arttirict bir nedendir. Yapilan aragtirmalarda ailesinde mide kanseri hastasi olan
bireylerde riskin 2-3 kat arttig1 belirtilmektedir (La Vecchia, 1993; Zanghieri ve dig.,
1990).
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1.2.3. Mide Kanserinin Molekiiler Mekanizmasi

Mide karsinomasinin gelismesinde bakteriyel, cevresel ve kisisel genetik
faktorler etkilidir. Mide karsinogenezinin gelismesinde, onkogenlerde, timor
siipresor  genlerde, hiicre adhezyon molekiillerinde ve hiicre dongiisi

diizenlenmesinde anormallikler s6z konusudur (Tablo 1.1).

Tablo 1.1. Mide kanserinin molekiiler mekanizmasindaki etkili genler ve molekiiller
(Smith ve dig., 2006’ dan adapte edilmistir).

Onkogenler Tiimor Hiicre adhezyon | Hiicre Mikrostallit | Bilyiime
siipresor molekiilleri ve dongiisii ve faktorler
genler metastaz ilgili diizenleyicileri | kromozomal | ive

genler instabilite sitokinle
r
c-met geni p53 E-kaderin Siklin-E MMR EGF
genleri ailesi
k-sam onkogeni | p73 B-katenin CDK NRP-1
c-erbB2 pS2 y-katenin

protoonkogeni

K-ras APC geni CD44 IL-1a

protoonkogeni
RARP geni | nm23 IL-6
RUNX gen | MMP ve TIMP IL-8
ailesi genleri
BRCALl
geni

Difiiz ve intestinal tip mide kanserinin gelisiminde etkili olan yolaklar
arasinda farklhiliklar vardir ( Sekil 1.3. ve 1.4.) ( Smith ve dig., 2006). Ayrica genetik
kararsizliklar ve biiylime faktorlerinin degisiklikleri mide karsinogeneziyle ilgili

yolaklarin karmasiklagsmasina katkida bulunur ( Smith ve dig., 2006).

APC mutasyonu
ot kg.ra.rmzhiu L P33 mutasyonwLOH
hipermetilasyon 027 ifadest
/ coeth B artigt
ormal Erken Tlerlemiy
ons [] P52 azalim intatinat =
i P16 kaybs tip
S BMLE] kaybs feanser > .
H pilori vazyon
enfelesiyonu Metastaz
Chr 7q LOH
Telomer kusalmast RUNX 3 kaybt
G:mn[i_l,: \ararsizlik Siklin E geni artig
i pS2 ifadesi RUNX3 kaybt azalan pl-.:tﬂﬂ?dsst )
p73 LOH CD44 anormal transkripti  27alan 13 ifadesi
Siklin E agm ifadesi GF agm ifadesi
CDC23B agtn ifadssi CD46 anormal transkripsiyonu

Sekil 1.3. Intestinal tip mide kanseri gelisiminde rol alan genetik ve epigenetik degisiklikler (Smith ve
dig., 2006’ dan adapte edilmistir).
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E-cadherin mutasyonu
CDH1 kayh

FARS kayb
E-sam artig1
\ c-met artiga
- . Tlerlemis
NORMAL | mi. ﬁ_en kanser
MUKOZA el >
> B xaaser Invaryon
Hpilori Metastaz
enfeksivonu
CGeneik kararsili Chr7q LOH
enetik kararsizhle - BUNXS kayin
17q 21 LOH P33 mutasyonuLOH BUNI3 kaybt SikinE ger_ﬂ artigt

Histon deasetilasyonu ~ CD44 anormal transkripti Azalan p27 ifadesi

Azalan nm23 ifadesi
GF agm ifadesi
CD46 anomal transkripsiyonu

Telomeraz aktivasyonuile Siklin E agm ifadesi
h TERT ifadesi CDC23B asin ifadesi

Sekil 1.4. Difiiz tip mide kanseri gelisiminde rol alan genetik ve epigenetik degisiklikler ( Smith ve dig.,
2006’ dan adapte edilmistir.)

1.2.3.1. Onkogenler

C-met Geni: Hepatosit biiyiime faktorii/dagilim faktorii i¢in bir reseptor
kodlayan c-met geni, intestinal tip mide kanserinin %19’unda ve difiiz (yayilan) tip
mide kanserinin %39’unda amplifiye olur. Mide karsinomlarin ¢gogunlugu 7,0 kb ve
6,0 kb seklinde iki farkli c-met transkripti ifade eder. 6,0 kb transkriptin ifadesini,
timor evreleme, timor invazyonunun yogunlugu ve lenf nodu metastaziyla iliskilidir
(Kuniyasu ve dig., 1992; Kuniyasu ve dig., 1993).

K-sam Onkogeni: K-sam onkogeni mide karsinomlarinda sik sik amplifiye
oldugu gibi en az dort transkripsiyonel ¢esidi vardir. Bunlardan biri olan Tipll,
keratinosit biiyiime faktorii i¢cin reseptdr kodlar. Bu genin asir1 ifadesi mide
kanserinde daha zayif prognoz ile iliskilidir (Katoh ve dig., 1992).

c-erbB2: Diger bir protoonkogen olan bu gen, intestinal tip mide kanserin
gelisiminde rol oynarken difiiz tipte rol oynamaz ve bu genin asir1 ifadesi karaciger
metastazi ve daha diislik prognoz ile iligkilidir (Yokota ve dig. 1988, Oda ve dig.,
1990).

K-ras: K-ras, K-ras proto-onkogeni ile kodlanan ve normal hiicre ¢ogalmasi
sinyal iletiminde goérev alan bir protein olup mutasyona ugradig: takdirde giiclii bir
onkogen haline gelmektgedir. K-ras kendisine GTP molekiilii bagliyken aktif ve GDP
molekiilii bagliyken inaktif olan iki halde bulunur. GTP’ nin GDP molekiili ile yer
degistirilmesi GEF proteini ile gerceklesir.
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K-ras geninin 12. ve 13. DNA kodon dizisinde meydana gelen mutasyonlar,
K-ras proteininin GTP’ ye bagh kalma halinin uzamasina sebep olur ve hiicre
igerisinde normalden fazla oranda hiicre ¢ogalma sinyali iiretilmis olur. K-ras’ in
mutasyonu intestinal tip mide adenokarsinomasinda ve intestinal metaplazi ve
adenom prekiirsor lezyonlarda goriiliir. Bu mutasyonun insidansi disiiktiir ve difiiz

tip karsinomlarin bir 6zelligi degildir (Lee ve dig., 1995; Isogaki ve dig., 1999).

1.2.3.2. Tiimor Siipresor Genler

p53: Timor siipresor gen pS3 kayip (missens) mutasyonlari, cerceve kaymast
(frameshift) ve heterozigotluk kaybi (LOH) ile sik stk mide karsinomlarinda inaktif
olur. Bu durum histolojik alt tipi ne olursa olsun mide kanserlerinin %60’ inda
meydana gelir ve intestinal metaplazi, displazi ve adenomlar gibi oncii lezyonlarda
sik sik gozlenir (Sano ve dig., 1991; Tamura ve dig., 1991).

Mutasyonlar intestinal tip karsinomlarda A:T kisimlarinda ve difiiz tip
karsinomlarda N-nitrozaminlerin neden olabildigi GC: AT transisyonuyla yaygin
olarak meydana gelir (Yokozaki ve dig., 1992; Sugimura ve dig., 1970). p53 geninin
ekson 4’iniin 72. kodonundaki mutasyonla distal mide kanserinin artan riskiyle
iligkilendirilmistir ( Perez ver dig., 2005)

p73: p53 ile ilgili bir tiimor siipresor gen olan p73 ‘deki LOH mide
kanserlerinin %38’ inde tespit edilmistir ve bu genin degisiklikleri pS2 ifadesiyla
foveolar tip mide kanserinin baskin bir 6zelligidir (Yokozaki ve dig., 1999).

pS2: Mide foveolar epitelyum hiicrelerinde normal olarak ifade edeilen bir
mideye spesifik trefoil faktordiir. pS2 geninin promotor bodlgede DNA
metilasyonuyla kaybi veya azalmasi mide adenomlarinda ve intestinal metaplazide
meydana gelir. Bu da bu siirecin intestinal mide kanseri gelisiminde erken evrede
onemli olabilecegini gosterir (Masiakowski ve dig., 1982).

APC: Bagka bir timor siipresér gen olan APC geni mutasyonlari intestinal alt
tip mide karsinomasinda gozlenir ve APC geni missense mutasyonlari intestinal tipte
yayginken difliz tip kanserlerde gozlenmez. APC genindeki somatik mutasyonlar
mide adenomalarinin % 20-%40’1nda ve intestinal metapilazilerin %6’sinda gozlenir.
(Nakatsuru ve dig., 1991; Nakatsuru ve dig., 1992).

RARB: Diger bir tiimor siipresor olan niikleer retinoik asit reseptor p (RARP)
‘nin hipermetilasyonu intestinal mide kanserlerinin %64’iinde azalan ifadesiyle

gozlenir ama bu durum difiiz alt tipte gdzlenmez (Hayashi ve dig., 2001).
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RUNX Gen Ailesi: RUNX gen ailesi RUNX1/AML1, RUNX2 ve RUNX3
diye ii¢ iiyeden olusmaktadir (ito ve dig., 2004). RUNX ayrica heterodimerik
trankripsiyon faktorii olan polyomaviriis baglanma arttirici protein 2 (PEBP2)
/¢ekirdek baglayici faktdr (CBF) Runt domain transkripsiyon faktoriiniin bir DNA-
baglama alt {nitesini kodlar. RUNX3 mide epitelinde hiicre proliferasyonunun
bastirilmasinda onemlidir ve mide karsinogeneziyle iligkilidir. Promotor CpG
adaciklarmin hipermetilasyonuyla RUNX3 kaybi1 mide kanserlerinin %64’ dahil
birka¢ degisik kanser ¢esidinde gbzlenmektedir. RUNX3 metilasyonu ayrica kronik
gastritlerin  %8’inin, intestinal metaplazinin %28’inin ve mide adenomalarinin
%?27’sinin bir 6zelligidir. Bu da RUNX3’{in mide karsinogenezinde epigenetik gen
susturulmasinda bir hedef oldugunu gosterir (Kim ve dig., 2004; Sakakura ve dig.,
2005).

1.2.3.3 Hiicre Adhezyon Molekiilleri ve Metastaz ilgili genler

E-kaderin: Hiicre adhezyon molekiilleri difiiz tip mide karsinomlarinin
%>50’sinde olusan E-kaderin gen mutasyonlariyla tiimor siipresor gibi gorev yapabilir
(Becker ve dig. 1994). Bu homofilik hiicre adhezyon molekiilleri, hiicre polaritesinin
kurulmasi, doku morfolojisinin siirdiiriilmesi ve normal hiicrelerde hiicresel
diferansiyasyonla interseliiler adhezyonda 6nemli role sahiptir (Wijnhoven ve dig.,
2000; Smith ve dig. 1997). E-kaderinin ifadesindeki degisiklikler hiicre adhezyonuna
direkt etkiye sahiptir ve bundan dolayr E-kaderin kanser gelisiminde 6nemli bir
basamaktir. E-kaderin mutasyonlari ekzon 8 veya 9’u etkiler, daginik morfoloji
olusumunu indiikler, hiicresel adhezyonu azaltir ve difiiz mide kanserlerinde hiicresel
hareketliligi artirir (Handschuh ve dig., 1999).

B-katenin ve y-katenin: B-katenin ve y-katenin® deki mutasyonlar da mide
kanser hiicre hatlarinda gozlenmistir. Bu mutasyonlar E-kaderin mutasyonlariyla
beraber, difiiz tip mide kanserinin gelisiminin ilerlemesine dahil olmaktadir
(Kawanishi ve dig., 1995).

CD44: Anormal CD44 transkripti, intestinal ve difliz alttipler arasinda
degisen anormal transkript modelleri mide karsinomalariyla ve metastaz ile sik sik
iligkilidir (Yokozaki ve dig., 1994). Tim mide kanseri hiicre hatlar1 ve dokular
intron 9 sekansimi igeren anormal CD44 transkriptini igerir (Higashikawa ve dig.,
1996). Normal mukozada olmayan bu oOzellik mide intestinal metaplazilerinin
%60’1nda gozlenir (Yoshida ve dig., 1995).
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Osteopontin(OPN) CD44’iin bir protein ligantidir ve mide karsinomalarin
%73 linde asir1 ekspredir. Birlikte ifade oldugunda CD44v9 ile lenfotik invazyon ve
metastazi korele eder (Weber ve dig., 1996).

nmM23: nm23’in azalan ifadesi c-myc transkripsiyonel aktivasyonu ve
galaktosid baglama proteini galaktin-3 ile ilgilidir. Ayrica metastatik mide

karsinomasinda da gézlenmistir ( Nakayama ve dig., 1993).

1.2.3.4 Hiicre Dongiisii Diizenleyicileri

Siklin-E: Mide karsinomlarinin %15-%20°‘sinde siklin-E’ nin asir1 ifadesiyle
karsilasilmaktadir ve siklin-E’nin gen amplifikasyonu veya asir1 ifadesi lenf nodu
metastazi ile iligkilidir (Akama ve dig., 1995). E2F transkripsiyon faktorii ailesi G1/S
transisyonunda siklin/CDK’larin 6nemli bir hedefidir.

E2F’nin agir1 ifadesi primer mide kanserlerinin %40’inda gozlenir ve siklin-E
ile birlikte ifade olma egilimindedir. E2F geninin gen amplifikasyonunun ve anormal
ifadesinun mide kanseri gelisimine izin veriyor olabilecegi diistiniilmektedir (Suzuki

ve dig., 1999).

1.2.3.5 Mikrosatellit instabilitesi (MSI) ve Yanls eslesme tamir genleri
(MMR)

Mikrosatellit instabilitesi (MSI) DNA yanhs eslesme tamir eksikliginin bir
niteligi olup mide karsinogenezindeki yolaklardan biridir. Mikrosatellitler insan
genomuna dagilmis kisa DNA sekans tekrarlaridir ve MMR’lerin  ( hMSH2,
hMLH1, hPMS1, hPMS2 ve MSH6/GTBP) hiicre hatti mutasyonlartyla ilgili mide
kanseri olgularinin hemen hemen hepsinde meydana gelirler (Thibodeau ve dig.,
1996; Keller ve dig., 1996). Timor hiicrelerindeki DNA yanlis eslesme tamir
mekanizmasinda meydana gelen hatalar bu tekrarlarin genislemesine ve kisalmasina
neden olur.

MMR’lerden biri olan hMLH1’in epigenetik inaktivasyonunun neden oldugu
MSI, sporadik intestinal tip kanserlerin %15-39’unda, promotor hipermetilasyonunun
neden oldugu hMLHI1 kaybiyla iliskili olan kanserlerin %70’inde gozlenmistir.
Boyle MSI li intestinal tip kanserler yash hastalarda stk meydana gelir (Fleisher ve
dig., 1999). D1S191 lokusunun MSI’ si intestinal metaplazilerin %20’sinde ve
intestinal tip mide kanserinin %40’mda gézlenmistir. MSI’li difiiz tip kanserler
hMLH1- hMLH2 ‘nin hiicre hatti mutasyonu olmaksizin geng hastalarda daha yaygin
olarak gozlenir (Semba ve dig., 1998).
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1.2.3.6 Biilyiime Faktorleri ve Sitokinler

EGF Ailesi: Mide kanseri hiicreleri otokrin, parakrin, juxtakrin
mekanizmalari {izerinde galisan sitokinler ve biliylime faktorlerinin genis bir dizisini
ifade ederler. Bu diizenleyicilerin tekrar eifadesini histolojik alt tiplere dayanarak
degisir. Intestinal tip karsinomada EGF, TGFa, IGF Il ve bFGF’yi igeren EGF
ailesinin asir1 ifadesi gozlenirken, difiiz alt tipte TGFB, IGFII ve bFGF’ nin asir1
ifadesi go6zlenir (Tahara ve dig., 2004). EGF/TGFa’ nin birlikte ifadesi EGFR ve
cripto biyolojik malignensi ile iligkilidir. Bu faktorler metalloproteinazlar1 indiikler
(Yasui ve dig., 1988). Criptonun asir1 ifadesi intestinal metaplazi ve mide adenomast
ile sik iligkilidir (Kuniyasu ve dig., 1991).

NRP-1: Mide kanseri hiicreleri Vaskiiler endotelyal biiylime faktorii (VEGF)
reseptOr 2 endotel hiicreleri i¢in bir ko-reseptor olan noétrofilin-1 (NRP-1)’i eksprese
eder. EGF, NRP-1 ve VEGF ifadesini indiikler bu da mide kanserlerinde NRP-1
ifadesinin EGF/EGFR sistemiyle yakindan iligkili oldugunu diisiindiiriir (Akagi ve
dig., 2003).

IL-1a, IL-6 ve IL-8: interleukin-lo (IL-1 o) inflamatuar hiicreler ve mide
kanseri hiicreleri tarafindan tretilir ve mide karsinoma hiicreleri igin otokrin biiyiime
faktorii gibi gorev yapar (Ito ve dig., 1993). IL-lo ve EGF/reseptor sistemi
arasindaki etkilesim mide kanseri bilyiimesini stimule eder.

Interleukin-6( 1L-6) ayrica mide kanseri hiicrelerini stimule etmek igin
otokrin sekilde hareket eder. IL-la ve IL-6’nin her ikisinin ifadesi de timor
hiicrelerince stimiile edilir (Kitadai ve dig., 1998) Kemokinlerin CXC ailesinin bir
liyesi olan Interleukin-8( IL-8), sitokin ve reseptdrlerinin her ikisini de ifade eden
mide timorlerinin %80 ’ninden fazlasinda sayisiz role sahiptir (Kitadai ve dig.,
2000).

Negatif biiylime faktorii TGF3 mide karsinomada 6zellikle iiretken fibrozisli
diftiz tip karsinomalarda sik sik asir1 ifade olur (Yoshida ve dig., 1989). VEGF, bazik
fibroblast biiytime faktorii (bFGF) ve IL-8 gibi anjiyojenik faktorler timor
hiicrelerince iiretilir ve mide karsinoma dokusu iginde neovaskiilerizasyonla
sonuglanabilir. bFGF difiiz mide karsinomayla daha giiclii bir iliski igindeyken,
VEGEF intestinal alt tip olan mide karsinomasmin progresyonunu Ve anjiyogenezini

tesvik eder (Yamamoto ve dig., 1998; Tanimoto ve dig. 1991).
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HGF/SF (hepotosit biliylime faktorii/scatter faktor) fibroblastlar gibi uyarilmis
stromal hiicreler tarafindan iiretilir ve morfojen veya mutojen gibi parakrin sekilde

fonksiyon gosterir (Tahara, 2004).

1.2.3.7 Mikroriboniikleik Asitler (miRNAs)

miRNA’lar, LOH un oldugu bolgelerde, amplifikasyon bdlgelerinde, kirilgan
kisimlarda ve ayrica onkogen ve tiimdr supresor gibi is goren immiin yanitlari,
metastazi, anjiyogenezi, diferansiyasyonu, apoptozu ve proliferasyonu igeren
karsinogenezle ilgili 6nemli biyolojik siire¢lerin birkagini diizenleyen kanserle iligkili
genomik bolgelerde lokalizedir.

miRNA disregiilasyonu mide kanseri patogenezinde anahtar bir rol oynar.
Calismalar mide kanserinde miR-21, miR-106a ve miR-17 gibi onkogen olarak is
goren miRNA’ larin upregiile olurken, miR-101, miR-181, miR-449, miR-486, let-7a
gibi tiimor siipresor olarak is géren miRNA’ larin downregiile oldugunu gostermistir
(Ma ve Tao, 2012). miR-196a-2’ nin polimorfizmi de mide kanserinin artan riskiyle
iligkili bulunmustur ( Peng ve dig., 2010). H.pilori enfeksiyonunun ise timor
stipresor olan miR-124a-1, miR-124a-2 ve miR-124a-3’iin hipermetilasyonuyla
timor siipresér MIRNA let-7 ve miR-106b’ yi igeren kanser iligkili miRNA’ larin
disregiilasyonunu arttirdig1 gosterilmistir (Matsushima ve dig., 2011; Ando ve dig.,
2009).

1.2.3.8 Epigenetik Degisiklikler

Mide kanserinde tanimlanan cesitli CpG adalart metilator fenotipleri
bulunmaktadir (Park ve dig., 2010). Inflamator diizenleyicilerin iiretimine, temel
besinlerin metabolizmasina ve hiicre dongiisii kontroliine katilan genlerin promotor
hipermetilasyonu H.pilori enfeksiyonlarinda hem de mide kanserinde tanimlanmigtir
(Zabaleta, 2012).

Meta-analizler mide kanserinde 77 genin anormal metilasyonunu
gostermektedir ki bu DNA metilasyonlarinin prognoz ve risk prediksiyonu i¢in
belirleyici olabilecegi diisiiniilmektedir (Sapari ve dig., 2012). Epigenetik
degisiklikler miRNA deregiilasyonunda da 6nemli bir rol oynamaktadir (Ando ve
dig., 2009).
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Bu genetik ve epigenetik degisiklikler mide mukozasinin normal hiicresel
homeostazisinde degisime yol agabilir. Ozellikle birkag regiilatér yolaktaki bozulma

apoptozdan kagisa, invazyon ve metastaza yol agabilir.

1.3. Matris Metalloproteinazlar (MMP’ler)

Ekstraseliiler matrisin (ESM) bilesenlerini yikima ugratan Zn™ ve Ca'>’a
bagimli nétral endopeptidaz ailesi olarak bilinen MMP’ler; yikimdan sorumlu birgok
ekstraseliiler matris proteini ile organogenez, biiyiime ve doku doniisiimii sirasinda
uyum iginde calisgirlar. MMP’lerin normal bir yetiskin dokudan salinimi ve
aktivasyonu sinirhyken istenmeyen doku yikimina neden olan inflamatuar
hastaliklar, timor gelisimi ve metaztas gibi ¢esitli doku patolojilerinde kayda deger
bir ylikselme izlenir (Brinckerhoff ve Matrisian, 2002).

Tiimor yayilimi ve metastaz stirecinde, MMP’ler ve onlarin doku inhibitorleri
(TIMP) doku invazyonunda ve ESM’nin yeniden diizenlenmesinde 6nemli rol oynar
(Kohn ve Liotta, 1995). Ayrica MMP’ler apoptozun ve proliferasyonunun
diizenlenmesinde de rol oynar (Egeblad ve Werb, 2002).

Su ana kadar insanda 24 adet MMP kimliklendirilmis, 26 adet iyi
tanimlanmis {iye rapor edilmistir. 23 insan enzim grubu kollajenaz, jelatinaz,
stromelisin, membran-tip MMP’ ler ve diger MMP’ ler olarak smiflandirilirlar
(Tablo1.2.). MMP’ ler matris komponentlerine yapismalari, aktivasyon gostermek
icin ¢inko iyonuna baglanmalari, etki gdstermeden Once bdliinmeyle aktivasyon
ithtiyaci, aile iiyeleri arasinda 6zel aminoasit dizilerinin korunmasi, TIMP’lerle
enzimatik aktivitelerindeki azalmalarina gore tanimlanirlar (Birkedal-Hansen, 1993;
Nagase ve Woessner, 1999). Normal bir organizmada MMP aktivitesi ile TIMP” ler
arasinda siirekli bir denge vardir (Lambert ve dig., 2004). MMP ifadesini, gen
transkripsiyonunu etkileyen faktorlerin etkisi altindaki gesitli fizyolojik ve patolojik
kosullarda gelisen doku yeniden diizenlenmesi sirasinda artar (Beaudeux ve dig.,
2004). Bu sirada MMP’lerin tiretimi TIMP’lerin iiretiminden fazla olabilir. Boylece
MMP’ler ve TIMP’ler arasindaki denge bozulur. Dengenin MMP aktivitesi yoniine
kaymas1 matrisin kontrolsiiz olarak yikilmasina ve sonugta patofizyolojik olaylarin
olusumuna zemin hazirlar. Iste bu &zellikleriyle MMP’ler tiimér invazyonunda,

metastazda ve anjiogenezde oldukga etkilidirler (Nagase ve Woesner, 1999).
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Tablo 1.2. MMP enzimlerinin siniflandirilmast (Hoekstra ve dig., 2001'den diizenlemistir).

Grup ad1 Tanimlayici isim Numara Temel substrat
. . . KollajenTip 1, 2, 3,7
interstisyel kollajenaz MMP-1 ve 10, jelatin, PG
Nétrofil kollajenaz MMP-8 Eg"aje” Tipl,2,3,
Kollajenazlar Kollajenaz 3 MMP-13 Kollajen Tip 1, 2, 3
Kollajenaz-4 MMP-18 Kollajen |
. Jelatin, kollajen IV, V,
Jelatinaz A MMP-2 V11X, X1, elastin
Jelatinazlar . Jelatin, kollajen IV, V,
Jelatinaz B MMP-9 XV, elastin, PG
PG, laminin, FN,
Stromelisin 1 MMP-3 jelatin, kollajen 11,
IV, IX ve X
PG, laminin, FN,
Stromelisin 2 MMP-10 jelatin, kollajen I11,
IV, IX ve X
Stromelisinler PG, laminin, elastin,
Stromelisin 3 MMP-11 entaktin, tenaskin,
versikan, jelatin,
kollajen 111, IV, IX, X
MT1-MMP MMP-14 Kol!aj_en I, I, I, EN,
laminin, VN
MT2-MMP MMP-15 Agrekgn, FN, laminin,
Mermbran tioi tenaskin
embran tipi ;
MMPlor MT3-MMP MMP-16 }Zf;t'f‘rjle” I, PN,
(MT- MT4-MMP MMP-17 Jelatin
MMPler)  "MT5-MMP MMP-24 PG
MT6-MMP MMP-25 Kollgjen_lv, fibrin,
FN, jelatin
Matrilisin 1 MMP-7 Serin proteaz
inhibitorleri
Kollajen I, 1V, elastin,
Metaloelastaz MMP-12 FN, jelatin, laminin,
VN
Kollajen 1V, entaktin,
RASI-1 MMP-19 FN, jelatin, laminin,
i i tenaskin
Digerleri Enamelisin MMP-20 Agrekan, amelogenin
X-MMP MMP-21
CA-MMP MMP-23
- Kollajen 1V, FN,
Matrilisin 2 MMP-26 jelatin, VN
CMMP (Horoz) MMP-27
Epilisin MMP-28

PG: Proteoglikan, FN: Fibronektin, VN: Vitronektin
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1.3.1. MMP’lerin Yapisi

MMP’ler baz1 yapisal 6zellikler olarak birbirlerinden ayrilsa da ortak yapisal
Ozelliklere de sahiptirler. MMP’lerin timii tipik olarak Amino ucunda pre-domain
icerirler (Kuzuya ve Iguchi, 2003, Vihinen ve Kahari 2002) Bu dizilim enzimi
salgilanma icin etiketler ve salgilanma sonras1 kaybolur. Ikinci bolge olan pro-
domain enzimin latent formda kalmasmi saglar ve enzim aktivasyonunu takiben
kaybolur. Bir sonraki kistm Zn*2 baglayan bolgeyi iceren katalitik domaindir (Sekil
1.5.). Katalitik domain ek olarak yapisal bir Zn*2 iyonu ve 2-3 Ca'2 iyonu icerir. Bu
bolge stabilite ve enzimatik aktivitenin olugmasini saglar (Nagase ve Woesner, 1999).
MMP-7 ve MMP-26 disindaki diger biitin MMP’ler karboksil ucunda
hemopeksin/vitronektin benzeri domain igerirler. Bu bdlge aslinda “hem” baglayan
bir peptittir. Ayrica TIMP’lerin jelatinaz grubu MMP (MMP-2 ve MMP-9)’lere ve
MMP-13’e baglanmasi ile iliskilidir (Visse ve Nagase 2003). Katalitik domaini
hemopeksin benzeri domaine baglayan peptid pirolinden zengin olup, mentese
bolgesi olarak adlandirilir. MMP-7 ve MMP-26 hemopeksin benzeri domain ve
mentese bolgesi bulundurmaz. Jelatinaz enzimleri katalitik boliimiinde 3 adet
fibronektin Tip 2 benzeri ilave bir domain bulundururlar. Bu kisim jelatinazlarin
jelatin ve kollajene yiiksek afinite ile baglanmalarini saglar, boylece proteolitik
aktivitelerini arttirir ve elastolitik aktivite icin de temeldir (Murphy ve dig., 1994)

Bu yapisal 6zelliklere ek olarak MT-MMP’ler, MMP-11, MMP-23, MMP-28
pro-domain ile katalitik domain arasinda yer alan ve enzimin hiicre i¢i furin benzeri
proteazlar tarafindan taninmasini saglayan “furin benzeri enzim tanima motifi”
igerirler. MT-MMP’ler salgilanma Oncesi bu motifi taniyan proteazlar ile aktive
edilirler. Ayrica MT-MMP’lerden bazilart (MT1-,MT2-MT3- ve MT5-MMP)
karboksil ucunda transmembran domain igerirken bazilar1 da (MT4- ve MT6-MMP)
glikozilfosfotidilinozitol (GPI) baglayict bolge icerir (Kuzuya ve Iguchi, 2003,
Vihinen ve Kahari 2002).
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Sekil.1.5.MMP enzimlerinin molekiiler yapist (Vihinen, 2002 ve Kuzuya, 2003'ten diizenlenmistir).

1.3.2. MMP’ lerin Katalitik Aktivitelerinin Diizenlenmesi

MMP’lerin katalitik aktivitelerinin diizenlenmesi transkripsiyon, pro-enzimin
aktivasyonu ve aktif enzim inaktivasyonu olmak lizere {i¢ basamakta gerceklesir
(Dollery ve dig., 1995) (Sekil 1.6.).
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(PDGF) ve EGF gibi
indiiklerken, TGF-p, heparin, kortikosteroidler, retinoidler, prostaglandin E2 (PGE2)

1.3.2.1 Transkripsiyon

Seki.1.6. MMP ifade ve aktivasyon asamalari, MMP 'lerin kanserdeki rolii (Overall ve Lopez-Otin,
2002’ den adapte edilmistir).

TNF-a, IL-1 gibi inflamatuar sitokinler, trombosit kaynakli biiyiime faktorii
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biiytime faktorleri ve hormonlar MMP’ lerin gen ifadesini

ve diger eikozanoidler ise MMP gen transkripsiyonunu inhibe ederler (Dollery ve
dig., 1995; Nagase 1997) (Sekil 1.7).




Pozitif etkiler Negatif etkiler@
[ MMP genleri l
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Sekil.1.7. MMP"' lerin transkripsiyon regiilasyonu (Dollery ve dig., 1995'den adapte edilmistir).

1.3.2.2. Pro-enzimin aktivasyonu

MMP’ler sentez edildikten sonra inaktif proenzim (zimojen) olarak salinirlar.
Bazi plazmin bagimsiz yollar bulunmasina ragmen MMP’lerin ¢ogunun fizyolojik
aktivatorii plazmindir (Beaudeux ve dig., 2004). Ifadesi steroid hormonlar, hiicresel
onkogenler, sitokin ve biiyiime faktorleri araciligiyla diizenlenen {irokinaz-tip
plazminojen aktivatoriiniin (UPA) aktif formu plazminojeni plazmine doniistiiriir ve

olusan plazmin pro-MMP’leri aktif hale getir (McCawley ve dig., 2000).

uPA aracili aktivasyon kaskadinda bir MMP’nin aktivasyonu, diger bir MMP’nin
aktivasyonuna yol agar, aktiflenen enzim bir diger MMP’yi aktive edecek sekilde
pozitif bir dongii olusturur (Sekil 1.8). uPA plazminojen aktivator inhibitorii-1 (PAI-
1), uPA lizerinde inhibitor etkilidir ve MMP’lerin plazmin aracili aktivasyon kaskadi
ile zit yonde etkilesir. PAI-1 yetmezliginin hasar sonrasi neointima artigini stimiile

ettiginin gosterilmesi bu durumu desteklemektedir (Carmeliet ve dig., 1997).
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Sekil.1.8.ProMMP nin aktivasyon mekanizmasi (Beaudeux JL 2004’ten modifiye edilmistir).

1.3.2.3 Aktif Enzim Inaktivasyonu

TIMP’ler, a2-makroglobulin, heparin, tetrasiklinler ve sentetik inhibitorler
aktif MMP inhibitorleridirler (Dollery ve dig., 1995).

TIMP’ler MMP’lere non-kovalent bi¢imde baglanarak latent enzim
formunun aktivasyonunu ve Katalitik aktivitenin devamliligini inhibe ederler.
Boylece TIMP’ler MMP enzim aktivitesini ve MMP/TIMP dengesini siki kontrol
altinda tutarlar (Jacob, 2003; Lmbert ve dig., 2004). MMP’ler gibi vaskiiler diiz kas
hiicreleri, endotel hiicreleri, kan hiicreleri, bag dokusu hiicreleri ve makrofajlar

tarafindan sentez edilen TIMP’lerin, TIMP-1, 2, 3 ve 4 olmak {izere insanda bugiine

dek tanimlanmig dort tiirii bulunmaktadir (Galis ve Khatri, 2002; Nagase, 1999).

TIMP’ler MMP aktivitesini inhibe etme yoniinden benzerlik gosterseler bile
matristeki lokalizasyonlar1 ve gen ifadesinin diizenlenmesi yoniinden aralarinda

farkliliklar bulunmaktadir. Ayrica degisik MMP tiirlerine gore de 6zgiilliik gosterirler
(Jacob ve dig., 2001).
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1.4. Matris Metalloproteinaz-7 (MMP-7)

Diger adi matrilisin olan MMP-7 geni 11.kromozomun q kolunda 22. bolgede
lokalize olan MMP genleri sinifinin bir iiyesidir.

MMP-7, 1988 yilinda uterus varsayilan metalloproteaz-1(PUMP-1 ) olarak
tanimlanmistir (Muller ve dig., 1988 ). Bunun nedeni ilk olarak fare uterusuyla ilgili
yapilan deneyler sirasinda elde edilmis olmasidir. Ancak daha sonra adi Matris
Metalloproteinaz-7 olarak degistirilmistir (Woessner ve Taplin, 1988 ). Ayrica MMP’
lerin stromilisin ailesi {iyeleriyle ¢ok iliskisi olmamasina ragmen stromilisin ailesinin
bir iiyesi oldugu da diistintilmiistiir (Muller ve dig., 1988 ).

MMP-7 diger MMP’ ler gibi Karboksil ucunda hemopeksin benzeri kisim
ihtiva etmez. Bu yiizden en kiigiik insan MMP’ si olarak kabul edilir. Proenzim
kisminin molekiil agirligi 28 kDa, aktif form molekiil agirligr 19 kDa kadardir (Sekil
1.9). Bu minimal yap1 domaini, aktif enzimin sadece c¢inko baglama katalitik
domainini ihtiva ettigi ve MMP-7’ nin bozulmamus kollejenleri bozmakta yetersizlik
gosterdigi anlamina gelir ve hemopeksin benzeri domainin subustrat tanimadaki

Onemini kanitlar (Quantin ve dig., 1989).

Sinyal Prodomain Katalitik Domain

Matrilisn
MMPT

Sewiz i

Sekil.1.9. MMP-7 ve diger MMP' lerin yapilarinin sematik olarak gosterimi (Overall ve Lopez-Otin,
2002'den modifiye edilmistir).

MMP-7 kanser iligkisi acisindan MMP’ ler arasinda essiz bir yere sahiptir.
Aslinda kanser hiicreleri tarafindan iiretilen birkac MMP’den biridir (Ii ve dig.,
2006). Bu durum MMP-7’nin promotdr bolgesindeki diizenleyici elemanlar ile
ilgilidir. Birtakim transkripsiyonel mediatérler MMP’lerin promotor bolgelerine

onlarin ifadelerini diizenlemek i¢in miidahale ederler.
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MMP-7 geninin promotdr bolgesi, diger MMP’lerden ayrilarak, TATA (6ncii dizi
TATA-box), AP-1 (iki proto-onkogen ailesi jun ve fos’un heterodimerlerince
sekillenen aktivator protein-1) ve PEA3 ( polyoma artirici A baglama protein-3),
TGFB inhibitor eclemam1i TIE’ye baglanan diger bolgeler, MMP-7 ifadesi
aktivasyonunu saglayan CIZ ( CAS-iliskili ¢inko-parmak protein) ve DNA baglama
protein ailesinin bir tiyesi olan TCf/LEF-1 (T hiicre faktorii/lemfoid artirict faktor)
kisimlarini igerir (Gaire ve dig., 1994; Behrens ve dig., 1996) (Sekil 1.10).
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Sekil.1.10. MMP-7 ve diger insan MMP' lerinin promotdr bdlgelerindeki diizenleyici elemanlar
(Overall ve Lopez-Otin, 2002'den modifiye edilmistir).

AP-1 kismi, bircgok MMP’nin promotdr bolgesinde lokalizedir ve bu
MMP’lerin biiylime faktorleri ve sitokin indiiksiyonlart igin gereklidir. MMP-7
promotoril icin AP tiim transkripsiyonel aktiviteleri yerine getirmemesine ragmen
malin timoérlerde MMP’lerin ifadelerinin upregiilasyonu i¢in AP-1 genel bir
mekanizma saglar.

PEA3 Ets transkripsiyon ailesine ait bir proteindir (Crawford ve dig., 1999)
ve matrilisin promotér bolgesindeki AP-1 kismina baglanir, TPA(12-O-
tetradecanoylphorbol 13-acetate)’yr diizenlemek igin AP-1 elemaniyla beraber
calisir. Bu durum EGF sorumlulugunda MMP-7 transkripsiyonel aktivitesinin artan
uyarimiyla sonuglanir (Gaire ve dig., 1994).

TCF/LEF-1 ailesinin bir {iyesiyle etkilesimde olan transkripsiyonel
koaktivator pB-katenin de kanser c¢esitlerinde MMP-7 promotor aktivitesinin
diizenlenmesindeki bir diger 6nemli faktordiir. Her ne kadar intestinal tiimorlerde f3-

kateninin asir1 ifadesi ve MMP-7 ifadesi arasinda gii¢lii bir iliski olsa da bu iligki her
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zaman gozlenmez ve B-kateninin MMP-7 ‘nin aktivitesini uyarmak igin ilave
faktorlere ihtiyact oldugunda goézlenir.

B-katenin/TCF kompleksinin bagil seviyesi c¢esitli kanser hiicre hatlar
arasinda degisiklik gosterir. p-katenin/TCF kompleksinin diisiik seviyelerini
diizenleyen hiicrelerde TCF-4 kisimlar1 transkripsiyonel bir represdr gibi
davranabilir. Boylece bu represyon, B-katenin TCF-4 ile heterodimer olusturmak igin
yeterli seviyeye ulastiginda yok edilir (Crawford ve dig., 1999)

MMP-7’ nin transkripsiyonunu upregiile etmek icin B-katenin/TCF ile birlikte
calisgan bagka bir faktér de PEA3’tir. EGFR-diizenli yolaklarin sinyalleriyle
gerceklesen PEA3 aktivasyonu kanser hiicrelerinde MMP-7 ifadesini diizenler.
EGFR aktivasyonu niikleer PEA3’{in birikimini saglar ve degisik tiimor tiplerinde
cesitli MMP’lerin promotorlerine baglanmsini saglar (Lynch ve dig., 2004). Kanser
hiicrelerinde MMP-7 ifadesinin diizenlenmesi ic¢in B-katenin ve EGFR yolaklar
beraber ¢alisir. Ayrica B-katenin ve PEA3’lin her ikisinin ifadesinin de sabit oldugu
insan ve fare intestinal tlimorlerde MMP-7 ifadesi ortaktir (Crawford ve dig., 2001).

Biitiin bu promotor bolge diizenlenmelerinin yan1 sira MMP-7 genindeki
polimorfizmler de ¢esitli kanser tiplerinde ve baska hastaliklarda 6nem tagimaktadir.
MMP-7 geninde bircok polimorfizm tanimlanmistir (Tablo 1.3). Ancak bu
polimorfizmler arasinda en ¢ok promotor bolgesindeki 181. ve 153. pozisyonlardaki

polimorfizmler iizerinde durulmustur.

Tablo.1.3. MMP-7 geni polimorfizmleri. 3' FR”: kodlama bolgesinden sonraki yan bolge, *: en sik
incelenen polimorfizmler ( Fadiel ve dig., 2009’dan diizenlenmistir)

MMP-7 Geni, SNP BOLGE ALLEL
rs880197 Promotor AT
rs17098318 Promotor G/A
rs11568818 * Promotér (-181) AIG
rs11568819 * Promotér (-153) CIT
rs11225307 Intron 3 AIG
rs17352054 Intron 5 AIC
rs495041 3'FR” CIT
rs10895304 3'FR” AIG
rs7935378 3 FR” TIC
rs12184413 3'FR” CIT
rs11225297 3'FR” AT
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MMP-7°deki bu olast polimorfizmler ¢esitli kanser tiplerinin
gelisiminde, kalp damar hastaliklarinin olusumunda, arterioskleroz, iilseratif kolit ve
romatoit artrit gibi hastaliklarin olusumunda rol alabilmektedir. MMP-7 promotor
bolgesi 181. pozisyonundaki A/G polimorfizminin ¢esitli kanser tipleriyle iligkisinin
yant sira kalp damar hastaliklariyla olan iliskisi de incelenmis ve MMP-7’nin bu
polimorfizminin ¢esitli kanser tiplerinin yiiksek riskini tahmin etmek icin bir marker
olarak kullanilabilecegi gdsterilmistir (Zhang ve dig., 2005). Ote yandan bu
polimorfizm ile ilgili Mishra ve arkadaslariin yiiriittiigii bir calismada kontrol ve
hasta grubu arasinda istatiksel olarak anlamli bir farklilik gézlenmedigi igin MMP-7
promotor bolgesi 181. pozisyonundaki A/G polimorfizmi ile koroner arter hastalig
arasinda bir iliski kurulamamistir (Mishra ve dig., 2012). MMP-7 promotdr bolgesi
181. pozisyonundaki A/G polimorfizmi ve 153. pozisyondaki C/T polimorfizmi
beraber incelenmesi ve hatta MMP-7’nin diger polimorfizmleri gégiis ve endometrial
kanser tiplerinin yani sira romatoit artrit gibi cesitli hastaliklarda incelenmistir ve bu
calismalarin sonucunda MMP-7 kanser ¢esitleriyle iliskili bulundugu gibi romatoit
artrit hastaliginin fonksiyonel seviyesini belirlemede rol oynayabilecegi de
disiiniilmistiir (Ye ve dig., 2007; Fadiel ve dig., 2009, Fadiel ve dig 2012). Ayrica
bu iki polimorfizmin yine koroner arter hastaligiyla olan iligkisinin incelendigi baska
bir ¢alismada MMP-7"nin bu polimorfizmlerinin hiperkolestrolii olan hastalarda
korener arter hastalig1 iizerine etkileri oldugu ifade edilmistir (Jormsjo ve dig., 2001).

Yapilan bu g¢aligmalarin disinda mide kanserle ilgili olarak 2007 yilinda
Japonya’da Sugimoto ve arkadaglarinin yirittiigi bir ¢calismada MMP-7 -181 G
alleline sahip olmanin kardia olmayan H.pilori baglantili mide kanserinin artan
riskiyle iliskili oldugu gosterilmistir ve bunun bir sonucu olarak MMP-7 -181 G
yapilan icin genotipleme testlerinin mide kanserin yiiksek riskini tasiyan bireyleri

belirlemede kullanilabilecegi diisiintilmiistiir ( Sugimoto ve dig., 2008).
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2.AMAC

MMP’ ler diger kanserlesme siireclerinde oldugu gibi mide kanseri
gelisiminde de ekstraselliiler matriste kontrolsiiz protein degredasyonu yaparak
kanserlesmeye katkida bulunurlar. Bu 6zellikleriyle kanserle ilgili yapilan pek ¢ok
calismaya kaynak olmuslardir. MMP’ler ve mide kanseri iliskisiyle ilgili yapilan bir
calismada oksidatif stres birikimi ve MMP genlerinin artan ifadesi arasinda dikkat
cekici bir iligki oldugu ve MMP’lerin oksidatif strese siirekli maruz kalmasindan
dolay1 mide kanserlerinde tedavinin potansiyel bir hedefi olabilecegi gosterilmistir
(Gencer ve dig., 2013).

Diger MMP’ler gibi MMP-7 (matrilisin) de timor agresifligi ile
iligkilendirilmistir (Hulboy ve dig., 2004). Bu iliski MMP-7" nin jelatinaz ailesinden
MMP-2 ve MMP-9 ‘un prodomainine baglanma yetene§ine sahip olmasina
dayandirilmaktadir. Bu sayede MMP-7, MMP-2 ve MMP-9’un aktivasyonunu saglar
ve ECM‘nin jelatin, fibronektin, laminin ve elastin gibi bilesenlerinin yikiminda rol
alir ( Wilson ve Matrisian, 1996). Boylece tiimor ilerlemesine ve invazyonuna
katkida bulunur.

MMP-7  promotor bolgesi 181. pozisyonundaki A/G polimorfizmi
endometrial kanser, kolorektal kanser mesane kanseri meme kanseri, akciger kanseri
ve mide kanseri gibi bir¢cok kanser cesidiyle iliskilendirilmistir. Ancak mide kanseri
ile iligkisinin incelendigi ¢alismalar sinirh sayidadir. Bunlardan biri olan ve Malik ve
arkadaglarinca yiiriitiilen bir ¢aligmada bu polimorfizmin mide kanseri yiiksek riski
olan bireylerin tahmini i¢in biyobelirteg olarak kullanilabilecegi gosterilmistir (Malik
ve dig., 2010). MMP-7 promotor bolgesi 181. pozisyonundaki A/G polimorfizminin
mide kanseriyle iligkisini inceleyen diger ¢aligmalarda da bu polimorfizm ve mide
kanseri arasinda iliski kurulmustur (Sugimoto ve dig., 2008, Achyut ve dig., 2009,
Zhang ve dig., 2005). Yapilan calismalarda kullanilan DNA o6rnekleri kan
orneklerinden elde edilirken bu calismada kullanilan DNA o6rnekleri hasta

grubundaki bireylerin mide tiimdrlii ve mide normal dokularindan elde edilmistir.
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Bu ¢alismada Tiirk populasyonunda mide kanseri hastalarinin mide tiimorli
ve normal dokularinda MMP-7 geni -181 A/G transisyon polimorfizmininin PZR-
RFLP yontemi ile arastirilip, tespit edilen genotiplerin kontrol grubuyla sigara ve
alkol kullanimi1 gibi ¢evresel faktorler, ayrica cinsiyet yas ve aile hikayesi agisindan
ve hasta grubunun kendi i¢inde H.pilori enfeksiyonu, invazyon derinligi, timor
evresi, timor nekrozu agisindan allel ve genotip frekanslar1 karsilastirilarak

incelenmesi hedeflenmistir.
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3.GERECLER

3.1. Arastirmada Kullamlan Ornekler

Bu c¢alismadaki hasta grubuna ait timor ve g¢evre doku oOrnekleri ve bu
hastalara ait patolojik bilgiler ve sigara, alkol ve ailesel hikaye bilgileri, 2006-2009
yillar1 arasinda Cerrahpasa Tip Fakiiltesi Genel Cerrahi ve Patoloji Ana Bilim
Dallarindan temin edilmisti. DNA 6rnekleri dnceden izole edilip -20 °C’de
muhafaza edilmistir.

Calismadaki kontrol grubu DNA oOrnekleri ise Gayrettepe Florence
Nightingale Hastanesi ve Acibadem Hastanesi Genetik Tani Merkezinden temin
edilmistir. Bu 6rneklerin sigara, alkol ve ailesel hikaye bilgilerine de yine Gayrettepe
Florence Nightingale Hastanesi Acibadem Hastanesi Genetik Hastaliklar Tani
Merkezinden ulagilmistir. Ayrica 6rnekler, herhangi bir kanser gegmisi olmama sarti
disinda tamamen rastgele seg¢ilmistir.

Bu calismada 46’s1 hasta grubunda ve 52’si saglikli bireylerden olusan kontrol
grubunda olmak iizere toplam 98 kisi ile calisgtimistir. Ornekler 2405/296 numaral

Istanbul Universitesi, Cerrahpasa Tip Fakiiltesi Etik Kurulu izni ile toplanmustir.

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

10X MgCl;’stiz Tampon : 200 mM (NH4),S04,
750 mM Tris-HCI (pH 8,8),
% 0,1 Tween 20

(Fermentas, LITVANYA)
MgCl, : dH,0’da 25 mM

(Fermentas, LITVANYA)
Deoksiriboniikleotitler (ANTP) : 100 mM dATP, dCTP, dGTP

(Fermentas, LITVANYA)
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Tagq DNA Polimeraz : Rekombinant Tag DNA Polimeraz
(Fermentas, LITVANYA)

3.3. Primerler

Bu c¢alismada kullanilan primerler dizayn edilirken Jianhui Zhang ve
arkadaglarinin ¢alismasindan referans almmistir (Jianhui Zhang ve dig., 2005).
Primer dizileri Tablo 3.1.’de gosterilmistir.

Tablo.3.1. MMP-7 geni -181 A/G polimorfik bolgesini olugturup ¢ogaltmak i¢in kullanilan primerler

Pozisyon Polimorfizm Primer Dizisi (5°— 3°)

ileri primer (22bp)
5’- TGGTACCATAATGTCCTGAATG-3’
-181 rs11568818
(EcoR1) geri primer (30bp)
5’- TCGTTATTGGCAGGAAGCACACAATGAATT-3’

3.4. Restriksiyon Enzimi ve Reaksiyon Tamponu

EcoR1 :10 U/ul ( Fermentas, LITVANYA)
Reaksiyon Tamponu : 10X BSA’l1 Tampon EcoR1
Tanima Yeri : 5/ G-AATTC 3/

3’CTTAA G 5'

3.5. Elektroforez I¢in Kullanilan Tamponlar ve Kimyasallar

10X TBE (Tris-Borik Asit-EDTA) (pH 8,3) : 890 mM Tris-Baz,
890 mM Borik Asit,
20 mM Na;EDTA.2H20
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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 : 10mM Tris-HCI(pH 7,6)

2,5 mg/ml BPB

2,5 mg/ml Ksilen siyanol
5 g/ml gliserol

60 mM EDTA
(Fermentas, LITVANYA)

3.6. DNA Biiyiikliik Markorleri

GeneRuler 100 kb¢ DNA Markorii: 100, 200, 300, 400, 500, 600, 700, 800,
900, 1000 baz ¢iftlik fragmanlar iceren DNA markérii (Fermentas, LITVANYA).

3.7. Cihazlar ve Markalar

CiHAZLAR MARKA

Goriintlileme Sistemleri
Is1 Blogu

Manyetik Karistiricilar
Gii¢ Kaynaklar
Thermo Cycler
Elektroforez Sistemleri
Santrifiijler

Otoklav

Tart1

Su Aritma Sistemi
Buzdolaplari

Derin Dondurucular

Mikropipet Seti

: Bio-RAD Universal Hood Il

: DB 2D

: MR3001

: EPS301, PowerPac Basic

: Techne TC-512

: MultiSub Midi (Cleaver Scientific)
: MiniSpin Plus (Eppendorf)

: Dik Tip Otoklav (BES)

: Hassas Terazi, XB220 A (Presica)

: Millipore Milli Q Synthesis A10

: Beko 8742, Argelik 3061 Plus

: -20°C, Argelik 2021 D,

: 0,2-2, 2-20, 20-200, 200-1000u1’lik

Finnpipette(ThermoScientific, FINLANDIYA)
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4. YONTEMLER

4.1. Polimeraz Zincir Reaksiyonu ile ¢ogaltilacak bolgenin belirlenmesi

MMP-7 geni promotor bolgesindeki 181. pozisyonunda A/G polimorfizminin
analizinde PZR ile cogaltilacak hedef bolgenin belirlenmesi i¢in kullanilan dizi

(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/projects/SNP/snp ref.cqi?rs=11568818) NCBI Fasta

Sekans’ dan elde edilmistir. EcoR1 enzimi tanima bdlgesi olusturmak i¢in geri
primerin 3’ ucuna yakin 4. pozisyonundaki T yerine A yerlestirerek bir baz1 hedef
diziye yanlis eslesme olacak sekilde tasarlanirken, ileri primer diziye spesifik olarak
secildi (Sekil 4.1.). Cromaspro programi kullanilarak PZR ile ¢ogaltilacak hedef
bolge belirlendi.

5 TCCTACCATARICTCCTCARIEATACCTATGAGAGCAGTCATTTGACTTTGGCAAAAAA
ATGAGGTTTCTCATGGAGTCAATTTATGCAGCAGACAGAAAAAAAAATCCTTTGAAAGAC
A/ AATIBCATTGT GTGCTTCCTGCCAATAACGA 3°

Sekil 4.1 PZR ile ¢ogaltilan bdlgenin belirlenmesi (Pembe ile gosterilmis bolgeler primer baglanma
bolgelerini, mavi ile gosterilmis bolge primerin degistirilen bazint ve A/G seklinde gosterilmis bolge

de restriksiyon enziminin tanima bolgesini gostermektedir.)

4.2. Polimeraz Zincir Reaksiyonu(PZR)

PZR; laboratuvar ortaminda spesifik DNA dizilerinin primer denilen sentetik
oligoniikleotid diziler yardimiyla ¢cogaltilmas1 islemidir.

Tipik bir PZR’nin gerceklesmesi i¢in gerekli olan reaktifler vardir. Bunlar;

1- Kalip olarak kullanilacak DNA

2-Iki tane tek iplikli sentetik DNA oligoniikleotidi (forward ve reverse
primer), (PZR yapilmak istenen gen dizisini belirler),

3- Dort tip deoksiriboniikleotid trifosfat (ANTPs),

4- Yiiksek 1sida galisabilecek bir DNA polimeraz (Taq DNA pol.)’dir
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Bir PZR; denatiirasyon, baglanma, uzama asamalirndan olusur ve bir
dongiide primer uzamasi ile sentezlenen iirlin bir sonraki dongiide kalip gorevi goriir
bu sayede DNA kopyalarmin sayisi teorik olarak her dongiide ikiye katlanir. Sonug
olarak 30 dongiiliik bir PZR hedef DNA dizisini milyonlarca kez katlayacak bir tiriin
verebilir. Bu reaktiflerin miktarlari, dongii sayisi, siireleri ve sicakliklari her PZR i¢in
farklilik gosterir. Uygun kosullar1 saglamak i¢in de PZR optimizasyon ¢aligmalari
yapilir.

Bu c¢alismada optimize edilmis PZR kosullar1 ve miktarlar1 ayrica

elektroforez igin gereken yiikleme kosullar1 Tablo 4.1.’de gosterilmistir.

Tablo.4.1.EcoR1 polimorfik bolgenin ¢ogaltilmasi i¢in belirlenmis PZR ve yiikleme kosullar

PZR kosullari
11k denatiirasyon 94°C, 5dk
Denatiirasyon 94 °C, 30sn
Baglanma 58 °C, 30 sn Dongii sayist : 35
Uzama 72°C, 30sn
Son uzama 72°C, 5dk
Reaktif miktarlar:
Reaktifler Stok konsantrasyonu Kullanmilan Calisma Konsantrasyonu
miktar
MgCl, 25mM 2,5 pl 25 mM
Taq polimeraz 5 U/ml 0,2 pl 1U
Forward primer 10 mM 0,25 pl 0,1 mM
Revers primer 10 mM 0,25 pl 0,1 mM
dNTP karigimi 10 mM 0,5 ul 0,2 mM
10X Tampon 10X 2,5 ul 1X
Son Hacim - 25 ul -
Yiikleme kosullar1
Agoroz jel %2
PZR iiriinii 5ul
Yiikleme boyasi 1ul
Markor 100bg
\Y 120
mA 300
Dk 20

4.3 Restriksiyon Parca Uzunluk Polimorfizmi (RFLP)

RFLP molekiiler biyolojide polimorfizm ¢alismalarinda sik¢a kullanilan bir
yontemdir, temelde restriksiyon enzimleri kullanilarak DNA’nin farkli biyiikliikteki
fragmanlara ayrilmasidir. Restriksiyon enzimleri, DNA {iizerinde yaklasik 5-10 baz
uzunlugunda belirli bir niikleotid dizisini taniyarak bu noktada kesim yapar ve
DNA’y1 boler. Her DNA molekiilii farkli kesim noktalarina sahip bolgeleri igerir. Bu
DNA bolgeleri ayn1 restriksiyon enzimi kullanilarak kesildiginde bireylerin tasidig

mutasyonlara bagl olarak degisik uzunlukta pargalar elde edilebilmektedir.
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RFLP yontemi dort adimdan meydana gelmektedir;
1-DNA izolasyonu
2- PZR
3-PZR {iriiniiniin restriksiyon enzimleri kullanilarak kesimi
4-Elektroforez ile kesilen fragmanlarin ayirimi, goriintiilenmesi.
Yontemin 3. basamagi olan enzim kesme islemi ic¢in gerekli olan ii¢ ana
madde vardir;
1-PZR iiriinii
2- Elde edilen PZR iiriiniinii belirli noktalardan kesen restriksiyon enzimi
3- Enzime ait 10X tampon
Bu maddelerin disinda reaksiyonun gergeklesmesi i¢in gerekli olan bir
sicaklik vardir. Bu reaksiyon sicakligi kullanilan restriksiyon enziminin optimum
calisma sicakligi olmalidir. Cok yiiksek sicakliklar enzimin bozulmasina ve
deaktivasyonuna yol acabilir ya da c¢ok diisiik sicakliklar enzimin aktivitesini
diisiirebilir veya tamamen durdurabilir.
Farkli restriksiyon enzimleri igin reaksiyonda gerekli olan maddelerin
miktarlari, reaksiyon sicakligi ve siiresi farklilik gosterir.
Bu c¢alismadaki PZR ile ¢ogaltilan hedef bolgeler, EcoR1 restriksiyon
endoniikleaz enzimi kosullar1 ve olugmasi beklenen fragment uzunluklari Tablo

4.2.°de gosterilmistir

Tablo.4.2.RFLP reaksiyon kosullar1, miktarlar1 ve sonugta olugsmasi beklenen DNA parca uzunluklar

EcoR1 igin reaksiyon miktar ve kosullari

Restriksiyon Enzimi Miktar (U) Sicaklik (°C) Siire ( saat)
EcoR1 10 37 16
MMP-7 RFLP reaksiyon miktarlari ve Kosullari
8 pl PZR iiriinii

1 pl reaksiyon tamponu

1 pl EcoR1 restriksiyon enzimi

37 C° ‘de 16 saat inkiibasyon siiresi

PZR-RFLP sonucu MMP-7 igin beklenilen DNA par¢a uzunluklari

PZR Uriinii Uzunlugu : 150 bg

Kesim Noktasi: 120 bg Kisa Fragment : 30 bg
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4.4 Jel Elektroforezi

Jel elektroforezi; DNA fragmanlarinin, uygun tampon icinde bir jele
yiiklenerek negatif elektrottan pozitif elektrota dogru yiiriitiilmesiyle tespitinin ve
ayiriminin yapildigi bir yontemdir.

Bu yontemde DNA bantlarinin goriiniir hale gelmesi EtBr veya giimiis
boyamasi ile saglanir. En ¢ok kullanilan jel elektroforez yontemleri agaroz jel ve
poliakrilamid jel elektroforezidir.

Bu calismada agaroz jel elektroforezi kullanilmisti. Bu yontem DNA
fragmanlarin1 molekiiler agirliklarina gore ayirir. Degisik agaroz konsantrasyonlari
degisik ayirim kapasitesi saglar.

Calismada kullanilan agaroz jel konsantrasyonlari, hangi yontemlerde

kullanildiklar1 ve yiikleme kosullar1 Tablo4.3.’de gosterilmistir.

Tablo.4.3.Agaroz jel konsantrasyonlari, kullanildiklar1 yontemler ve yiikleme kosullar

Kullamldig: Konsantrasyon Hazirlams Yiikleme kosulu Yiiriitme sarti
yontem
50ml 05X TBE | -1ul yiikleme -120V
PZR tampon boyasi + 5ul PZR -300mA
%2 1gr toz agaroz trlinil -20dk
1,5ul EtBr -1ul 100b¢ markor
50ml 05X TBE | -1ul yiikleme -120V
Restriksiyon tampon boyas1 + 5ul R.E -300mA
enzim kesimi %3 1,5 gr toz agaroz kesim tiriinii -30dk
1,8 ul EtBr -1ul 100bg markdr
4.5. Dizi Analizi

PZR-RFLP yontemi ile saptanan genotipler arasindan DNA dizi analizi ile
konfirme edilmek {izere rastgele olarak AA ve AG homozigot ve AG heterozigot
ornekler secildi. Dizi analizi yapilacak DNA 6rneklerinin amplifikasyonu son hacim
50 pl olacak sekilde tiim hacimler iki katina ¢ikarilarak ayni PZR kosullarinda
yapildi. Ayrica primerler SmM konsantrasyonla 10 ul olacak sekilde hazirlandi.
Amplifiye edilen PZR &rneklerinin kalitesi agaroz jel elektroforezi ile saptandiktan
sonra primerlerle birlikte pirifikasyon ve ¢ift yonlii primer dizi analizi isleminin

gerceklestirilmesi icin Macrogen firmasina gonderildi.
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4.6. MMP-7 Promotor A/G Polimorfik Bolgesinin Molekiiler Analizi

Bu ¢aligmada mide kanseri hastalig1 ile MMP-7 geni promotor bolgesi -181
AJG polimorfizmi arasindaki iliskinin arastirtlmasi i¢in ve bu polimorfizmin, normal
doku ve mide tiimor dokusunda, H.pilori enfeksiyonu, invazyon derinligi, timor
evresi ve timor nekrozu acisindan ikili karsilastirmalarla degerlendirebilmesi igin
PZR-RFLP metodu kullamlmistir. flgili gen bolgeleri, uygun primer ve enzimler
kullanarak PZR yontemi ile gogaltilmis ve polimorfik DNA dizileri, restriksiyon
enzimi kesimi ve agaroz jel elektroforezi ile incelenmistir. PZR firiinleri ve kesim
sonrasi Olusan fragmanlarin boylar1 Tablo 4.4.°de gosterilmistir. Hasta ve kontrol

grubunda saptanan polimorfizmlerin verileri istatistiksel olarak incelenmistir.

Tablo 4.4.MMP-7 promot6r polimorfizm bolgesi, kesimi ve beklenen par¢a uzunluklari

Polimorfik | SNP numarasi Enzim Kesimi Genotip Beklenen Fragment
Bolge Uzunlugu

-181 A/IG rs11568818 EcoR1 AG 30 -120- 150 bg

-181 A/IG rs11568818 EcoR1 GG 120-30 bg

-181 A/IG rs11568818 EcoR1 AA 150 be

4.7. istatistiksel Veri Analizi

Istatistiksel analizler i¢in SPSS 19.0 paket programu kullanildi. Calisma
verileri degerlendirilirken tanimlayici istatistiksel metotlarin (Frekans, Yiizde,
Ortalama, Standart sapma) yani1 sira Kolmogorov - Smirnov dagilim testi
kullanilmistir ve niteliksel verilerin karsilastirilmasinda ise Pearson Ki-Kare testi ve
Fisher Exact test kullanildi. Ayrica ¢apraz tablolar1 olusturan degiskenler arasindaki
iliskilere ise Cramers’ V teknigi ile bakilirken risk faktorlerini ¢ok degiskenli

incelemek i¢in Lojistik regresyon analizi kullanilmistir.
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5. SONUCLAR

5.1. Orneklerin Tanimi

Bu calismada, hasta grubunda 46 hasta tiimor dokusu ve bu hastalarin mide
cevre dokular ile birlikte 46 cift, kontrol grubunda ise 52 saglikli bireye ait DNA
ornekleri olmak tizere toplamda 98 6rnek kullanilmistir.

Hasta grubu 31 erkek (% 67,4) ve 15 kadin (% 32,6) bireyden
olugsmaktadir.Hasta grubuna ait H.pilori enfeksiyonu, invazyon derinligi, timor
evresi, tiimor nekrozu, sigara ve alkol kullanimi, ailesel hikaye bulgularina gore

yiizdelik oranlart ve yas ortalamasi =+ standart sapma olarak Tablo 5.1.°de

gosterilmistir

Tablo.5.1. Mide kanser hastalarinin belirli karakteristik 6zelliklerine gore yiizde oranlari

n(Hasta Sayis1) Ortalama Standart sapma
Yas 46 58 (33-84) +12.6
Cinsiyet
Kadin 15 57 +14.8
Erkek 31 58 +11.6
Mide kanser n % Bilgisi olan | Bilgisi olmayan
(Hasta Sayis1) (Yiizde) hasta sayisi hasta sayisi
Toplam hasta 46
H. pilori 14 37 38 8
Tiimor Evresi 30 16
1 5 17
2 10 33
3 15 50
invazyon derinligi 45 1
L.propria/M.mukoza/ 6 14
Submukoza
M.propria 10 22
Subseroza 1 2
Seroza 28 62
Tiimér nekrozu 24 52 46 0
Sigara 23 58 40 6
Alkol 7 18 40 6
Aile hikayesi 11 28 40 6
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Kontrol grubu 18 erkek (% 34,6) ve 34 kadin (% 65,4) bireyden
olusmaktadir. Ayrica kontrol grubu bireylerinin ailesel hikaye, alkol ve sigara
kullanim1 6zelliklerine gore yiizdelik oranlar1 hesaplanmistir ve kontrol grubuna ait
yas ortalamasi ( + standart sapma olarak ) bilgileriyle birlikte Tablo 5.2.°de

gosterilmistir

Tablo 5.2.Kontrol grubu i¢in yas ortalamasi ve standart sapma degerleri ve belli 6zelliklerinin yiizdesi

n(drnek Sayisi) Ortalama Standart sapma
Yas 52 56 (50-75) + 5,45
Cinsiyet
Kadin 34 56 +5.96
Erkek 18 56 +4.48
N % Bilgisi olan Bilgisi
Kontrol grubu (6rnek Sayisi) (Yiizde) ornek sayisi olmayan
ornek sayisi

Sigara 10 32 34 18

Alkol 0 0 52 0

Aile hikayesi 0 0 52 0

5.2. MMP-7 Geni Promotor Bolgesi -181. A/G Polimorfizminin PZR-
RFLP Yontemi ile Molekiiler Analizi

5.2.1. llgili Gen Bélgesinin PZR ile Cogaltilmasi

MMP-7 geni -181 A/G tek niikleotid polimorfizmi tespiti igin reverse
primerin 3’ ucunda 4. Timinin Adenine c¢evrilmesiyle geri primer, hedef diziye
spesifik olarak da ileri primer tasarlanmustir.

Geri primerdeki Adenin Timin modifiyesiyle, -181 G alleli varliginda EcoR1
enzimi i¢in tanima bolgesi olusturulmustur.

Polimorfik bolge tasarlanan bu primerlerle sinirlandirilarak ¢ogaltilmistir ve

150 bg’lik PZR iiriinii elde edilmistir (Sekil 5.1. ve Sekil 5.2.).
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150bg
100bg

150bg

100bg

100bp BN 6T 12N 12T 29N 29T 34N 34T PK NK

Sekil.5.1.Hasta grubu igin: MMP-7 181 A/G polimorfik promotor bolgesinin PZR ile amplifikasyon
sonuglarinin %2’lik agaroz jelde goriintimii (T: Tiimor doku, N: Normal doku, P.K : pozitif kontrol ,
N.K: negaif kontrol)

5K 6K 7K 8K 10K 11K 31K P.K N.K

Sekil.5.2.Kontrol grubu i¢in: MMP-7 181 A/G polimorfik promotdr bolgesinin PZR ile
amplifikasyon sonuglarmim %2’lik agaroz jelde goriinimii (K: kontrol grubu, P.K : pozitif kontrol,
N.K: negaif kontrol)

5.2.2. PZR Uriinlerinin Restriksiyon Par¢a Uzunluk Polimorfizmi

Bu c¢alismada restriksiyon enzim kesimi i¢in EcoR1 enzimi kullanilmistir.
EcoR1 kesimi PZR iiriiniinii G alleli varhiginda 120b¢ ve 30 bg¢’lik iki parcaya
ayirmaktadir. A alleli varliginda enzim kesim bolgesini tanimaz ve par¢a olusmaz.

Enzim Kkesimi i¢in PZR iiriinleri EcoR1 enzimi ile 37C°’de 16 saat
inkiibasyonda birakildiktan sonra %3’liik agaroz jelde goriintiilenmistir (sekil 5.3. ve
sekil 5.4.). Dort hasta disinda ayni hastalara ait normal ve tiimorlii dokuda ayni
genotipler saptandi (sekil 5.5.).

Hem hasta grubunda hem de kontrol grubunda AA, AG, GG genotiplerinin

ticiine de rastlandi.
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100bp 33N 33T 38N 38T 1N 1T 42N 427

150bg ———
100b¢ |

Sekil.5.3.Hasta grubuna ait polimorfik promotdr bdlgesi amplifikasyonu yapilan
orneklerin RFLP sonuglarinin %3’likk agaroz jelde goriniimii (IN-T AA homozigot, 39N-T
ve 42N-T AG heterozigot, 33N-T GG homozigot)

100bp 1K 2K 3K 4K

Sekil.5.4.Kontrol grubuna ait polimorfik promotor bolgesi amplifikasyonu yapilan
orneklerin RFLP sonuglarinin %3’liik agaroz jelde goriiniimii (1K, 2K AG heterozigot,
3K AAhomozigot, 4K GG homozigot

100bp 3N 3T 24N 24T 30N 30T 35N 35T

<«—120b¢

<«—30b¢

Sekil.5.5.Hasta grubun ait normal ve timér doku genotipleri birbirinden farkli olan
ornekler. 3N : AG — 3T: AA, 24N: AG- 24T: GG, 30N: GG- 30T: AG, 35N: AA- 35T: GG
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5.2.3.Dizi Analizi

DNA piirifikasyonu ve dizi analizi igin rastgele segilip gonderilen orneklerin
PZR gorintiileri Sekil 5.6.’da, dizi analizi sonuglar1 gosterimi de Sekil 5.7., 5.8. ve
5.9.°da ki kromotogram sonuglarinda gosterilmistir. Beklenildigi gibi MMP-7
promotor bolgesi -181. pozisyonda A/G polimorfizmi gosteren dizide hem adenin
hem de guanin, A/A polimorfizmi gosteren dizide sadece adenin gézlenirken, G/G

polimorfizmi gdsteren dizide ise sadece guanin goriilmiistiir

100bp 29N 34T 13N NK

100bg —

Sekil 5.6.Dizi analizine gonderilecek PZR 6rneklerinin %2°1lik agoroz jelde
goriintiisii (T: Timor doku, N: Normal doku, N.K: negaif kontrol)

|

T0 80 90 ¥ 100 110
FACAGAAAAAAAAATCCT TT GAAAGACAAATT CAT T GT GT GCTT CCT G
1

Sekil.5.7. MMP-7 -181 promotor bolgesi AA homozigot kromotogram goriiniimii (34T 6rnegi i¢in)
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H

70 80 90 100 110
WCA GAAAAAAAAST CCTTT GAAAGACAAATT CATTGT GT GCTTCCT GC

Sekil.5.8. MMP-7 -181 promotor bolgesi AG heterozigot kromotogram gériiniimii (29N 6rnegi igin)

|

70 80 90 100 110
Y GACA GAAAAAAAAAT CCTT T GAAAGACGAATTCAT TGT GT GCTT CCTGC

Sekil.5.9. MMP-7 -181 promotor bdlgesi GG heterozigot kromotogram goriinimi (13N 6rnegi i¢in)

5.3. Verilerin Istatistiksel Analizi

PZR-RFLP yontemiyle hasta ve kontrol gruplarinin genotip dagilimlar: analiz
edilerek genotip ve allel frekanslar1 karsilagtirilmistir. Bununla birlikte hastalik
olusumu ile cinsiyet, yas, sigara ve alkol kullanimi, ailesel hikaye ve MMP-7 -181
AJG polimorfizmi iligkisi incelenmistir.

Calismada elde edilen bulgular degerlendirilirken, istatistiksel analizler i¢in
SPSS 19.0 paket programi ve tanimlayici istatistiksel metotlar (Frekans, Yiizde,
Ortalama, Standart sapma) kullamilmistir. Ayrica Ornek sayisinin az oldugu

durumlarda Kolmogorov - Smirnov dagilim testi kullanilmistir.

46



Niteliksel verilerin karsilastirilmasinda Pearson Ki-Kare testi ve Fisher Exact
test kullanilmistir. Capraz tablolar1 olusturan degiskenler arasindaki iliskilere
Cramers’ V teknigi ile bakilmistir. Cramers’ V teknigi kategori sayisi ikiden fazla
olan nominal degiskenler arasindaki iliskinin diizeyini gosterir. Cramers’ V
istatistiginin degeri 0.00 ise iki degisken arasinda higbir iliski yoktur, 1.00 ise iki
degisken arasinda iliski oldugu soylenebilir. Genel olarak 0.33’iin altindaki iligkiler
zayif, 0.34-0.60 civarindaki iligkiler orta, 0.61 ve daha yiiksek iligkilerin ise gli¢lii
oldugu varsayilir. Ayrica risk faktorlerini ¢cok degiskenli incelemek i¢in Lojistik

regresyon analizi kullanilmistir.

Sonuglar % 95 giiven araliginda, p<0,05 anlamlilik diizeyinde ve p<0,01

p<0,001 ileri anlamlilik diizeyinde degerlendirilmistir.

5.3.1. Hardy-Weinberg Analizi ve Genotip - Allel Frekanslari

Hasta grubundaki normal mide dokusuna, timorlii dokuya ve kontrol grubuna
ait gozlenen genotip frekanslarindan yararlanilarak beklenen allotip frekanslari
hesaplanmustir.

Gozlenen degerler Ki-kare testi yapilarak karsilagtirilmistir ve kullanilan
orneklerin Hardy-Weinberg dengesine uyumluluklart incilenmistir. Hardy-Weinberg
analiz sonuglar1 Tablo 5.3 de gosterilirken frekans hesaplamalarin sonucunda elde

edilen frekanslar Tablo 5.4, 5.5 ve 5.6’ da gosterilmistir.

Tablo 5.3. Hardy-Weinberg analizi

HASTA GRUBU
NORMAL TUMOR KONTROL
DOKU DOKUSU GRUBU
Ki-kare 1,47 0,81
277
P degeri 0,23 0,37
0,09

Kontrol grubu Hardy-Weinberg dengesiyle uyumlu bulundu.
(denge i¢in: p degeri > 0.05, ki-kare< 3.84 olmali)
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Tablo 5.4. Hasta grubunda Tiimér dokularina ait MMP-7 181. promotdr bolgesi genotip ve allel-

frekanslari
Genotip Genotip Genotip Allelotip Allelotip Allel
sayisl frekansi sayisl frekansi
AA 11 0,24 A 48 0,52
AG 26 0,57 G 44 0,48
GG 9 0,19
TOTAL 46 1 TOTAL 92 1

Tablo5.5. Hasta grubunda Normal dokulara ait MMP-7 181. promotér bolgesi genotip ve alel

frekanslari
Genotip Genotip Genotip Allelotip Allelotip Allel
sayist frekansi sayist frekansi
AA 11 0,24 A 49 0,53
AG 27 0.59 G 43 0,47
GG 8 0,17
TOTAL 46 1 TOTAL 92 1

Tablo 5.6. Kontrol grubuna ait MMP-7 181. promotor bolgesi genotip ve alel frekanslari

Genotip Genotip Genotip Allelotip Allelotip Allel
sayist frekansi sayist frekansi

AA 10 0,19 A 52 0,5

AG 32 0,62 G 52 0,5

GG 10 0,19

TOTAL 52 1 TOTAL 104 1

5.3.2. MMP-7 geni -181 A/G polimorfizmi ile Mide Kanseri Iliskisinin

Arastirilmasi

MMP-7 geni -181 A/G polimorfizmi ile mide kanseri iligkisinin arastirilmasi

icin ¢apraz tablolar olusturulmus ve ki-kare bagimsizlik testi uygulanmustir.

5.3.2.1. Capraz Tablolar ve Ki-Kare Bagimsizlik Testi

Hasta ve kontrol gruplarinin demografik 6zellikler agisindan karsilastirilmasi
tablo 5.7° de gosterilmistir. Ayrica hasta grubu normal doku ve tiimorlii doku
genotipleri dagilimi ve olusturulan ¢apraz tablo ve ki-kare bagimsizlik testi sonuglari
tablo 5.8 ve 5.9°da gosterilirken hasta ve kontrol gruplari ile olusturulan capraz

tablolar ve ki-kare bagimsizlik testleri sonuglar1 Tablo 5.10° da gosterilmistir.
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Tablo 5.7. Hasta ve kontrol gruplarimin demografik 6zellikler agisindan karsilastirilmasi

Hasta Kontrol p
n % n %
L Kadmn 15 32,6% 34 65,4%
Cinsiyet
Erkek 31 67,4% 18 34,6% 0,001**
. Yok 17 42.5% 24 70,6%
Sigara
Var 23 57,5% 10 29,4% 0,014*
Yok 33 82,5% 52 100,0%
Alkol
Var 7 17,5% 0 0,0% 0,002**
Aile Yok 29 72,5% 52 100,0%
Hikayesi | \/ar 11 27,5% 0 0,0% 0,000%**
Yas 58,043 | 12,623 | 55,923 | 5,455 0,295
*p<0,05 **p<0,01 ***p<0,001

Hasta grubundaki olgularda erkek olgularin orani, kontrol grubuna gore
anlamli olarak yiiksekti. (p=0,001<0,05). Hasta grubundaki olgularda sigara kullanim
orani, kontrol grubuna gore anlamli olarak yiiksekti. (p=0,014<0,05). Hasta
grubundaki olgularda alkol kullanim orani, kontrol grubuna gére anlamli olarak
yiiksekti. (p=0,002<0,05). Hasta grubundaki olgularda aile hikayesi orani, kontrol
grubuna gore anlamli olarak yiiksekti. (p=0,002<0,05).

Tablo 5.8. Hasta grubuna ait Normal doku genotipi ve Tiimérlii doku genotipi yiizdelik dagilimi

Hasta grubu Normal doku Hasta grubu Tiimérlii doku
n % N %
AA 11 23,9% 11 23,9%
AG 27 58,7% 26 56,5%
GG 8 17,4% 9 19,6%

Tablo 5.9. Hasta Grubunun Normal Doku genotipi ile Timorli Doku genotipi Capraz tablosu ve Ki-
kare bagimsizlik testi

Normal Doku
AA AG GG P
n % n % n %

T" . l" AA 10 %90,9 1 %3,7 0 %0,0 Cramer'sV:
umoriu AG |0 | %00 [25] %926 [1| %125 0,843
Doku =0.000***

GG 1] %91 |1 | %3,7 |7| %875 p=u,
*p<0,05 **p<0,01 ***p<0,001
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Tiimdrli Doku Genotipi ile normal doku genotipi arasinda anlamli uyum
bulunmustur (Cramer's V = 0,843; p=0,000<0.05). Bu uyum dolayisiyla hasta ve
kontrol gruplari g¢apraz tablolart olusturulurken ve Ki-kare bagimsizlik testleri
uygulanirken hasta gruplarinin  genotipleri i¢in normal doku genotipleri
kullanilmaistir.

Tablo 5.10. Hasta Grubunun Normal Doku genotipi ile Kontrol grubu genotipi Capraz tablosu ve Ki-
kare bagimsizlik testi

Hasta grubu normal doku Kontrol p
n % n %
AA 11 23,9% 10 19,2% 0,573
AG 27 58,7% 32 61,5% 0,774
GG 8 17,4% 10 19,2% 0,814

Hasta Grubunun Normal Doku genotipi ile Kontrol Grubunun genotipi

arasinda istatistiksel olarak anlamli fark bulunamadi. (p>0,05).

Genotip
Savis1

35
30
25
20
15
10

AA AG GG
B Hasta grubu normal doku ® Kontrol ® Hasta grubu Tiimorlii doku

Sekil 5.10. Hasta Grubunun Normal Dokusu genotipi, Timorli Doku genotipi ile Kontrol Grubunun
genotipi dagilim
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5.3.3. Lojistik Regresyon Analizi

Ki-kare testleri sonucunda hasta grubu dagilimlarin1 mide kanserini etkileyen
diger faktorler ile birlikte degerlendirmek ve goreli orantilar1 elde etmek i¢in lojistik
regresyon analizi yapilmistir.

Bu goreli oranti degerleri, hastalik ile iliskili oldugu bilinen ve ki-kare
testlerinde de anlamli farklar goriilen ¢evresel faktorlere (sigara i¢imi ve cinsiyet)
gore diizeltilmistir. Yas faktorii ise kontrol ve hasta gruplarinin yas ortalamalarinin
hastaligin goriilme sikliginin yogun oldugu aralikta olmasi (40-60) dolayisiyla
degerlendirilmeye alinmistir (Tablo 5.11.).

Tablo 5.11. Lojistik Regresyon Analizi

95% C.l.for OR
B P OR Lower Upper
Yas -0,015 0,137 0,99 0,97 1,00
Cinsiyet 1,003 0,092 2,73 0,85 8,77
Sigara 0,883 0,107 2,42 0,83 7,08
genotip AA# 0,391 1,00
genotip AG# -1,013 0,206 0,36 0,08 1,74
genotip GG# -0,143 0,804 0,87 0,28 2,69

# hasta grubunda normal doku genotipi alind:.
Yas, Cinsiyet, Sigara ve genotip etkisi istatistiksel olarak anlamli degildi. (p>0,05).

5.3.4. AA, AG ve GG Genotiplerinin Kategorik Degiskenler Acisindan
Karsilastirilmasi

AA, AG ve GG genotiplerinin cinsiyet, sigara ve alkol kullanimi, ailesel
hikaye, tiimor nekrozu, HG, invazyon derinligi, H.pilori kategorik degiskenleri
acisindan karsilastirilmas: Pearson kikare ve Fischer Exact olasilik testleri ile

yapilmustir ( Tablo 5.12 ve Tablo 5.13).
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Tablo 5.12. Hasta grubunda normal

doku genotiplerinin kategorik degiskenler agisindan

karsilagtiritlmasi
AA AG GG
n % n % n % p
Kadin 7] %636 | 5 [ %185 | 3 % 37,5 0.025*
Cinsiyet Erkek 41 %364 |22 | %815 | 5 % 62,5 '
yok 71%700 (| 7 | %292 | 3 | %500 0083
Sigara var 3| %300 |17 | %708 | 3 % 50,0
yok 91 %900 |19 %792 | 5 % 83,3 0.749
Alkol var 1|%100( 5 | %208 | 1 % 16,7
yok 71%700 |17 | %708 | 5 % 83,3 0.811
Aile Hikayesi var 31 %300 | 7 | %292 | 1 % 16,7
yok 51 %455 | 12 | %444 | 5 % 62,5 0.657
Tiimér Nekrozu var 6 | %545 | 15 | %556 | 3 % 37,5
| 1| %143 | 3 | %188 ( 1 % 14,3
1 3| %429 | 5 | %313 | 2 % 28,6 | 0,974
HG 11 3| %429 | 8 | %50,0 | 4 % 57,1
| 2| %182 | 4 | %154 | O % 0,0
1 3| %273 | 5 | %192 | 2 % 25,0 0.852
i 0| %00 [ 1 | %38 | O % 0,0
invazyon derinligi v 6 | %545 | 16 | %615 | 6 % 75,0
yok 5| %556 | 13 | %619 | 6 % 75,0 0.698
H.pylori var 4 | %444 | 8 | %381 | 2 % 25,0
*p<0,05 **p<0,01  ***p<0,001

Cinsiyet ile hasta grubuna

ait normal doku genotipi arasinda anlamli iligki

gozlenirken (p=0,025<0.05) diger hi¢bir kategorik degisken acisindan iligki

kurulamamustir.
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Tablo 5.13. Hasta

grubunda tiimorlic doku genotiplerinin kategorik degiskenler agisindan

karsilastirilmasi
AA AG GG P
n % n % n %
Cinsiyet Kadin 7| %63,6 5 %19,2 3 %33,3 0.031%
Erkek 41 %36,4 21 %80,8 6 %66,7 '
. Yok 7|1 %70,0 8 %34,8 2 %28,6
Sigara Var 3| %30,0 15 %65,2 5 %71,4 0.122
Yok 8| %80,0 19 %82,6 6 %85,7
Alkol Var 21 %20,0 4 %17,4 1 %14,3 0.954
A!Ie _ Yok 6| %60,0 17 %73,9 6 %85,7 0.492
Hikayesi |Var 41 %40,0 6 %26,1 1 %14,3 '
TUmor Yok 6| %54,5 12 %46,2 4 %44,4 0.874
Nekrozu  |Var 5] %455 14 %53,8 5 %55,6 '
| 1| %143 3 %18,8 1 %14,3
Hg 1 3] %429 6 %37,5 1 %14,3 0,742
1 3| %429 7 %43,8 5 %71,4
| 21 %18,2 4 %16,0 0 %0,0
Inva:zy.or.l 1 41 %36,4 4 %16,0 2 %22,2 0.594
Derinligi (111 0| 9%0,0 1 %4,0 0 %0,0 '
\V4 51 %455 16 %64,0 7 %77,8
. Yok 6| %66,7 13 %61,9 5 %62,5
Hpylori 10 3| %333 |8 | %381 |3| %375 0.969
*p<0,05 **p<0,01  ***p<0,001

Cinsiyet ile hasta grubuna ait tlimorlii doku genotipi arasinda anlamli iligki

gbzlenirken (p=0,031< 0.05) diger hicbir kategorik degisken agisindan iliski

kurulamamastir.

5.3.5. Sigara ile Hastahk Iliskisinin Arastirllmasi

Sigaranin hastalik olusumu iizerine etkisinin net olarak anlasilabilmesi

acisindan hasta ve kontrol grublarinda sigara icenlerin ve igmeyenlerin genotipi

capraz tablosu olusturuldu ve Ki-kare bagimsizlik testi uygulandi (Tablo 5.14 ve
Tablo 5.15)

Tablo 5.14. Hasta grubu normal doku ve kontrol grubu sigara kullanmayan bireylerinin genotipleri

capraz tablosu ve ki-kare bagimsizlik testi

Hasta Kontrol
n % n % b
AA 7 %41,2 5 %20,8 %=1 996
0 0 —h
Genotip AG 7 %41,2 13 %54,2 0=0,369
GG 3 %17,6 6 %25,0
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Sigara kullanmayan bireyler arasinda hasta ve kontrol grubu genotipleri

karsilastirildiginda anlaml iliski bulunmamistir (X?=1,996; p=0,369>0.05).

Tablo 5.15. Hasta grubu normal doku ve kontrol grubu sigara kullanan bireylerinin genotipleri ¢apraz
tablosu ve ki-kare bagimsizlik testi

Hasta Kontrol
n % n % P
AA 3 %13,0 2 %20,0 %220 201
0 0 —
Genotip AG 17 %73,9 7 %70,0 0=0,865
GG 3 %13,0 1 %10,0

Sigara kullanan bireyler arasinda hasta ve kontrol grubu genotipleri

karsilastirildiginda anlaml iliski bulunmamistir (X?=0,291; p=0,865>0.05).
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6. TARTISMA

Insan1 insan yapan DNA o6zellikleri arasindaki benzerlik, bireyler arasinda
%99,9’tur. Dolayistyla bireyleri farkli yapan DNA’nin sadece %0,1°lik kiigiik bir
kismudir (Lander ve dig., 2001). Iste bu %0,1” lik farklilik polimorfizm olarak
adlandirilir. ~ Polimorfizm, DNA’daki mutasyon olmayan degisiklikler olarak
tanimlanabilir. En sik goriilen ¢esidi ise SNP” dir ( Risch, 2000 ).

Insan genomundaki bu polimorfizmler, meydana gelmesinde genetik ve
cevresel faktorlerin birlikte etkili oldugu kanser hastaligi icin yapilan arastirmalara
kaynak olmugtur.

Mide genellikle H.pilori enfeksiyonu yiiziinden oksidatif strese sik¢a maruz
kalan bir organdir ve bu yiizden kansere yatkinligr yiiksektir. Yapilan bir ¢alismada
MMP-7 geninin oksidatif stres altinda hiicrelerde apoptozdan kagarak kanserlesmeye
katkida bulunabilecegine, MMP-7 geni ifadesinin insan mide karsinomu MKN-45
hiicrelerinde hidrojen peroksitten etkilendigini gostererek dikkat ¢ekilmistir (Gencer
ve Irmak-Yazicioglu, 2011). Ayrica MMP-7, ECM‘nin jelatin, fibronektin, laminin
ve elastin gibi bilesenlerinin yikiminda rol alarak tiimor ilerlemesine ve invazyonuna
katkida bulunur (Wilson ve Matrisian 1996). MMP-7 geninde bir¢ok polimorfizm
tanimlanmistir ve bu polimorfizmlerin ¢esitli kanser tipleriyle ve baska hastaliklara
iliskisi ¢aligmalara konu olmustur ( Fadiel ve dig., 2009, Srivastava ve dig., 2010, Yi
ve dig., 2010, Mishra ve dig., 2012, Ye ve dig., 2007, Jorms;jo ve dig., 2001). MMP-
7 promotdr bolgesi 181. pozisyonundaki A/G polimorfizmi MMP-7 geni
polimorfizmleri arasinda dikkat cekici bir 6neme sahiptir ve yapilan calismalarin
sonucunda kanser ile iligkisi vurgulanmistir. Mide kanser diinyada en yaygin ikinci
kanser tiiriidiir ve kanserden dolayr oliimler arasinda onemli bir yer tutmaktadir

(Bozzetti ve dig., 1999, Kim ve dig., 1998).
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MMP-7 geni promotdr bolgesinde 181. pozisyondaki A/G polimorfizmi ve
mide kanseri iliskisini inceleyen sinirli sayida ¢alisma vardir ve bu c¢aligmalarin
sonucunda MMP-7 geni -181 A/G polimorfizminin mide kanserle iligkili oldugu
gosterilmis ayrica mide kanseri yliksek riskli bireyleri belirlemede kullanilabilecegi
onerisinde bulunulmustur (Malik ve dig., 2010, Sugimoto ve dig., 2008, Achyut ve
dig., 2009, Zhang ve dig., 2005).

Bu ¢alismada Tiirk populasyonuna ait 46 mide kanserli hastadan elde edilen
mide tiimor dokusu ve mide ¢evre dokulart DNA 6rnekleri ve 52 saglikli bireyden
elde edilen DNA o6rnekleri PZR-RFLP calismalari ile incelenip alel frekanslar1 elde
edilmistir. Hasta ve kontrol gruplarmin test sonucu elde edilen p degerleri Tablo
5.3.’de gosterilmektedir. P degerinin 0,05’ten biiyiik olmasi varsayilan dagilima yani
Hardy-Weinberg’e uygunlugu belirtmektedir. Bu bilgiler ¢er¢evesinde hem kontrol
grubu hem de hasta grubu polimorfizm i¢in Hardy-Weinberg dengesindedir. Hasta
grubunun dengede olmasi bu polimorfizm ile hastalik arasinda iliski olmama
thtimalini diisiindiirmektedir. Ancak daha 6nce de bahsedildigi gibi bu polimorfizm
ve mide kanseri ile ilgili yapilan ¢aligmalarda polimorfizm ile hastalik arasinda iliski
oldugunun gosterilmis olmasi bu durumun Tiirk populasyonuna 6zgii olma ihtimalini
distindiirmektedir.

Bu calismada genetik faktorler 1ile birlikte ¢evresel faktorler de
degerlendirilmistir. Hasta ve kontrol grubu arasinda yapilan karsilagtiriimalar
sonucunda cinsiyet (p= 0,001), sigara kullanma (p=0,014), alkol kullanma (p=
0,002), aile hikayesine sahip olma (p=0,000) hastalik ile iligkili gibi goériiniiyor olsa
da bu sonucun hasta ve kontrol grubu arasinda bu 6zellikler bakimindan farkliliklarin
olmast 6rnegin kontrol grubunda hi¢ alkol kullanan birey olmamas: veya erkek
bireylerin hasta grubunda kontrole gore fazla sayida olmasi gibi nedenlerden yaniltici
olabilecegi diisiiniilmektedir. Ancak cinsiyet faktorii goz Oniine alindiginda mide
kanseri insidansi yiiksek veya diisiik olan tiim iilkelerdeki erkeklerde mide kanserine
kadinlara gore 2,5 kat daha fazla rastlanildigin1 gosteren makaleler olmasi (Landis ve
dig., 1999 ) bu caligmadaki hasta grubundaki erkek birey sayisinin kadmnlarin iki kat:
olmasimin tesadiif olmadigini diisiindiirmektedir. Mide kanseri icin bir diger ¢evresel
faktor sigara kullanimidir. Sigara kullanimi ile ilgili yapilan ¢aligmalarin sonuglari

farklilik gostermektedir.
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Caligmalarin bir kism1 sigaranin mide kanseri iizerine etkisinin doza baglh
olarak arttirici oldugunu gosterirken bir kismi da sigara ve mide kanseri arasinda
iliski kurulamayacagini1 gostermektedir (Tredaniel ve dig., 1997; Kelley ve Duggan,
2003). Bu c¢alismada sigara kullanma agisindan hasta ve kontrol grubu
karsilastirildiginda sigara kullanmanin hastalik i¢in bir risk faktorii oldugu
diistiniilmiistiir. Ancak bu durum hasta grubunda sigara kullanan birey sayisinin
kontrole gore fazla olmasindan kaynaklaniyor olabileceginden hasta ve kontrol grubu
sigara kullananlar (p=0,865) ve kullanmayanlar (p=0,369) arasinda tekrar
karsilastirilmis ve genotip dagilimi agisindan da degerlendirilmistir ancak bu kez
iliski kurulamamustir.

Yapilan PZR-RFLP caligmalarin sonucunda mide kanser hastalarinin dort
tanesinde normal ve tiimor dokularinin farkli genotiplere sahip oldugu goriildii. Bu
sonug¢ hasta grubuna ait normal mide ve tiimorli doku arasinda genotipik acidan
istatiksel bir fark olma ihtimalini diisiindiirdiigli i¢in hasta grubunun normal mide
dokusu ve tiimérlii doku genotipi gapraz tablosu olusturularak ki-kare bagimsizlik
testi uygulandi bunun sonucunda p degeri 0,00 ¢iktig1 icin Cramer’s V analizi
uygulandi ve hasta grubunun normal mide dokusu ve tiimorlii dokusu arasinda
anlamli uyum bulundu (Cramer’s V= 0,843). Bu sonucun dogrultusunda yapilan
diger genotip karsilastirilmalarinda hasta grubu genotipi i¢in normal mide dokusu
genotipi kullanildi. Hasta grubu ve kontrol grubu genotipi ki-kare analizlerinin
sonucunda ii¢ genotip ve hastalik arasinda iliski kurulamadi (AA: p=0,573, AG:
p=0,774, GG: p=0,814). Literatiirde mide kanserinin bu polimorfimle iligkisini
inceleyen bir c¢alismada daha iligki kurulamamistir ( Kim ve dig., 2011). Ancak
yapilan diger polimorfizm cailsmalrinda AG ve GG polimorfizminin hasta grubunda
kontrole gore daha fazla goriilmesi nedeniyle yapilan iliskilendirme analizleri
sonucunda bu iki genotipin hastalikla iligkili oldugunun vurgulanmasi (Malik ve dig.,
2010, Sugimoto ve dig., 2008) bu calismanin sonucunda bu polimorfizmin Tiirk
populasyonunda hastalikla iligkili olmadigimi diisiindiirmiistiir. Ancak elde edilen
sonucun bu dogrultuda olmasiin nedeninin 6rnek sayisinin azligr olma ihtimali de
g0z ard1 edilmemelidir.

Ki-kare testleri sonucunda hasta grubu dagilimlarin1 mide kanserini etkileyen
diger faktorler ile birlikte degerlendirmek ve goreli orantilart elde etmek i¢in lojistik

regresyon analizi yapilmistir.
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Bu goreli oranti degerleri, hastalik ile iliskili oldugu bilinen ve ki-kare
testlerinde de anlamli farklar goriilen gevresel faktorlere (sigara i¢imi ve cinsiyet)
gore diizeltilmistir. Yas faktorii ise kontrol ve hasta gruplarinin yas ortalamalarinin
hastaligin goriilme sikliginin yogun oldugu aralikta olmasi (40-60) dolayisiyla
degerlendirilmeye alinmistir. Lojistik regresyon analizi sonucunda yas, cinsiyet ve
sigara kullanmanin hastalik iizerine genotiple birlikte bir iligskisi olmadigt
gozlenmistir (Tablo 5.11).

Hasta grubu kendi iginde AA, AG ve GG genotiplerinin cinsiyet, sigara ve
alkol kullanimi, ailesel hikaye, tiimor nekrozu, HG, invazyon derinligi, H.pilori
kategorik degiskenleri agisindan karsilastirilmasi Pearson kikare ve Fischer Exact
olasilik testleri ile yapilmistir ve Cinsiyet ile hasta grubuna ait normal doku genotipi
(p=0,025<0.05) arasinda ve tiimorlii doku genotipi (p=0,031<0.05) arasinda anlamli
iligski gozlenirken diger higbir kategorik degisken agisindan iliski kurulamamaistir.

Biitiin bu verilerin 1s18inda MMP-7 -181 A/G polimorfizmiyle mide kanseri
arasinda anlaml bir iliski kurulamamistir. Ancak bu sonu¢ Ornek sayisina bagh

olarak degisebileceginden drnek sayisi artirilarak sonuglar gelistirilebilir.
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