T.C.
HALIC UNIVERSITESI
FEN BIiLIMLERI ENSTITUSU
MOLEKULER BiYOLOJi VE GENETIK ANABILiM DALI
MOLEKULER BiYOLOJi VE GENETIiK PROGRAMI

MIDE KANSERLERINDE MATRIS
METALLOPROTEINAZ-8
GENINDE C-799T POLIMORFIZMININ ANALIZi

YUKSEK LiSANS TEZi

Hazirlayan
Burcu GURBUZ

Damismani
Dog¢. Dr. M. Burcu IRMAK YAZICIOGLU

Istanbul — 2013



T.C.
HALIC UNIVERSITESI
FEN BIiLIMLERI ENSTITUSU
MOLEKULER BiYOLOJi VE GENETIK ANABILiM DALI
MOLEKULER BiYOLOJi VE GENETIiK PROGRAMI

MIDE KANSERLERINDE MATRIS
METALLOPROTEINAZ-8
GENINDE C-799T POLIMORFIZMININ ANALIZi

YUKSEK LiSANS TEZi

Hazirlayan
Burcu GURBUZ

Damismani
Dog¢. Dr. M. Burcu IRMAK YAZICIOGLU

Istanbul — 2013



T.C.
HALIC UNIVERSITESI
FEN BILIMLERI ENSTITUSU MUDURLUGUNE

Molekiiler Biyoloji ve Genetik Anabilim Dali Molekiiler Biyoloji ve
Genetik Programu Tezli Yiiksek Lisans dgrencisi Burcu GURBUZ tarafindan
hazirlanan “Mide Kanserlerinde MMP-8 Geninde C-799T Polimorfizminin

Analizi” adli bu ¢alisma jlirimizce Yiiksek Lisans Tezi olarak kabul edilmistir.

Sinav Tarihi : 26.09.2013

( Jiiri Uyesinin Unvani , Adi , Sovadi ve Kurumu ) :

Imzas :

Jiiri Uyesi: Dog.Dr.Burcu LYAZICIOGLU " JA/ K/ﬁ/ 4/

Danisman—-HAL.Univ.Mol.Biy.ve Gen.ABD Ogr.Uyesi

Jiiri Uyesi : Yrd.Dog.Dr.M.Baki YOKES
HAL.Univ.Mol.Biy.ve Gen.ABD Ogr.Uyesi

Jiiri Uyesi : Yrd.Dog.Dr.Nilgiin GURBUZ
Siileyman Demirel Univ. Ogr.Uyesi

Jiri Uyesi : Yrd.Dog.Dr.Ozlem KURNAZ
HAL.Univ.Mol.Biy.ve Gen.ABD Ogr.Uyesi (Yedek)

Juri Uyesi : Yrd.Dog.Dr.Ayla ARSLAN ..
Uskiidar Univ. Ogr.Uyesi (Yedek)



ONSOZ

Bu calisma, 2011-2013 yillar1 arasinda T.C. Hali¢ Universitesi Fen Bilimleri Enstitiisii
Molekiiler Biyoloji ve Genetik Boliimii’niin bilimsel arastirma ve uygulama c¢alismalarina
verdigi destek ile hazirlanmustir.

Yiiksek lisans egitimim siliresince yardim ve destegini esirgemeyen, her zaman
hosgoriilii olan, her konuda rahatlikla ulasip danistigim, bilgi ve tecriibesiyle her zaman yol
gosterici olan degerli danisman hocam Dog. Dr. M. Burcu IRMAK YAZICIOGLU’ na,

Tez donemi boyunca gostermis oldugu anlayisi, deneyimlerini, ve dostlugunu
esirgemeyen Ar. Gor. Anil Cebeci’ ye ayn1 zamanda desteklerini hissettiren Ar. Gor. Deniz
Kanca, Yrd. Dog. Dr. Ozlem Kurnaz Gémleksiz ve Ar. Gér. Ozan Tiryakioglu’ na ,

Beraber ¢aligmaktan ve tanismaktan mutluluk duydugum, her zaman acisiyla tatlisiyla
yanimda olan sevgili arkadasim Ayse Deha Ketenci’ ye,

Ayrica bu asamaya gelmemde en biiyiik emegi olan, ideallerim i¢in miicadele etmeyi
Ogreten, her zaman ve her kosulda bana giivenip sevgi ve destekleriyle her zaman yanimda
olan basta annem Hiilya GURBUZ ve babam Omer Turgut GURBUZ olmak iizere, ablam
Ziimriit GURBAS, agabeyim Fatih GURBUZ ve hayatimiza nese katan diinya tatlis1 yegenim
Elif Eyliil GURBAS’ a,

Sonsuz sevgi ve siikranlarimi sunar ¢ok tesekkiir ederim...

ISTANBUL, 2013 Burcu Giirbiiz



Bu calismami aileme ithaf ediyorum...



ICINDEKILER

Sayfa No.

KISALTMALAR .o v
SEKTLLER ......ocoooitiiiiiieee ettt ettt ettt et et et et es et e sesasanas Vi
TABLOLAR ... VIl
OZET oo X
SUMMARY e XI
| R ) 0 21 £ 1
1.1.Midenin yapist V& ANALOMISI.......ccviiiirrierieiisie s 1
1.2, MIOE KANSEIT ... 3
1.3. Mide Kanserinin Molekiiler Yonii ve Genetik ve Epigenetik Degisiklikleri.... 4
1.4. Mide Kanserinin EtiyopatOgeNeZi........cccueceeieiieiieiiieie e 5
1.4.1. HeliKODaKLer PHIOTT ......ccviiviiiieiieieeee s 5
1.4.2. OKSIAALT SIIES.......cviiiiiiieiecceee s 7
LLA.3. DIYEL. .ttt 8
144, RAOYASYON ...ttt bbbttt bbbt 8
1.4.5. AIKOI KUHANIMT ..o 8
1.4.6. Sigara Kullanimi.........ccccooiiiiiii e 8
1.4.7. Sosyoekonomik Faktorler. ... 9
1.4.8. PeINISIYOZ ANECIMNL....curiiiiiiiiiieiieesieesiee e nneens 9
Li.0. Y @S ittt rr e 9
1.4.00. CINSIYEL .ttt bbb bbb 9
1411 KA GIUDU. ..ot 9
1.4.12.POzitif Aile HIKAYESI......ccveiieeciie et 10

1.5. EKStraselliler IMatriS........coeieeiiieiieiie et 10



1.6. Matris Metalloproteinazlar (MMP’ 1€1).......ccccovuiiiiiiiiiiiiic e 11

1.6.1. KOHAJENAZIAT ......c.oeiiieieceiece ettt 15
1.6.2. Jelatinazlar.. ... ..o 16
1.6.3. Stromelizinler.........ccooviiiiiii 16
1.6.4. MAtrTlIZINIEN ... 16
1.6.5. Membran Tipi Matris Metalloproteinazlar .............ccccccviiiininiiicnennn, 16
1.6.6. Diger Matris Metalloproteinazlar ............ccocvveeiiiiiiienicice e 17

L7 IMIMIP=8 et 20
1.8. Matris Metalloproteinaz Doku Inhibitdrleri (TIMPIer) ........ccccovevevceerrinnan. 22
2LAMAGC e 23
3.GERECLER .......oooiiiiiiii e 25
3.1. Arastirmada Kullanilan OrnekKIer ...........cccooviiviieeiieeieeeee e 25
3.2. Arastirma I¢in Laboratuvarda Kullanilan Cihazlar ve Markalart.................... 25
3.3. Polimeraz Zincir Reaksiyonu Igin Gerekli Enzim ve Kimyasallar. ................ 26
BLUAPIIMETIET ..o 26
3.5. Elektroforez i¢in Kullanilan Tamponlar ve Kimyasallar .................ccovevennnne. 27
3.6. DNA Biiylikliik MarkOrleri ..........coiveiiiieiieiiiicseciese e 27
4YONTEMLER ......cooiiiiiiiiiiiniineeeesie s 28
4.1, PrimMer TaASAITIMI .....eeiiiiiiieiie ettt 28
4.2.Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PZR) .......cccooeiieiiiieieeie e 29
4.2.1. PZR Optimizasyon Caligmalart ...........c.ccooveviiiiniiiiiniiiiccc 29

4.3. PZR Uriinlerinin Restriksiyon Par¢ca Uzunluk Polimorfizmi (RFLP)............. 30
4.4, Jel EIKIrOTOrZI .....cvoveeiiiiiceec e 30
4.5, DIZE ANANIZI ..o 30
4.6. MMP-8 Promotdr C-799T Polimorfik Bolgesinin Molekiiler Analizi............ 31
4.7. Istatistiksel VEri ANAlIZI.......ccoooveveveveeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee e 31
S5.SONUCGLAR ...ttt 33
5.1. OrneKIerin TANIMI .....c.cuevevvceieeieieeeeceeeete e eseeesae et en et en e snas 33
5.2. MMP-8 Geni Promotor Bolgesi C-799T Polimorfizm Analizi....................... 34
5.2.1. Ilgili Gen Bélgesinin PZR Ile Cogaltilmast...........cccceveeerecrererriiceerernnnn. 34



5.2.2. PZR Uriinlerinin Restriksiyon Par¢a Uzunluk Polimorfizmi ................... 35

5.2.3. DIZI ANANIZI ... 37

5.3. Verilerin Istatistiksel ANAliZi..........c.ccevererrreruirereiieieeieeteeeeeere e 39
5.3.1. Hardy-Weinberg ANAlIZI..........ccccovveieiiieiiece e 39
5.3.2. Polimorfizm ile Hastaligin iligkisinin Aragtirilmasi ............cccocevivernnnnn. 40
5.3.2.1. Capraz tablolar ve ki-kare bagimsizlik testi..........ccooeviriviiiniiiinnn, 40

5.3.3. Lojistik regresyon analizi...........cccocueveiieiieneiieiienc e 43
5.3.4 Hasta grubunda demografik ve hastalik 6zelliklerinin genotip ile iliskisi. 44
5.3.5.Sigaranin Hastalik ile Tliskisinin Arastirilmast.........c.cococevevrerevereveceeeenennn. 48

6. TARTISIMA ...ttt ettt nne s 50
TIHKAYNAKLAR Lttt nreas 54
B.OZGECMIS ...ttt 67



KISALTMALAR

A : Adenin

B¢ : Baz cifti

bFGF : Temel fibroblast biiytime faktorii

C : Sitozin

CDH-1 . Adezyon molekiilii

c-erbB2 : Eritroblastosis onkogen B2

c-met : Sitoplazmik-mezenkimal epitelyum transisyon faktorii
Dk : Dakika

DNA : Deoksiriboniikleik asit

EDTA : Etilendiamin tetra asetik asit

ESM - Ekstraselliiler matris

EtBr : Etidyum bromid

G : Guanin

HG : Histolojik evre

HGF/SF - Hepatosit biiyiime faktorii/yayilma faktorii
hMLH1 : Insan mutl homologu 1

IL-1 . Interlokin-1

kDa > Kilo dalton

KGF : Keratinosit faktori

K-sam : Fibroblast biliylime faktorii reseptorii
MA - Molekiiler agirlik

MALT : Mukoza iligkili lenfoid doku

mg : Mili gram

MgCl, : Magnezyum Kloriir

Mi > Mili litre

mM : Mili molar



MMP
MSI
MT-MMP
PAI-1
PDGF
PGE2
PS2
PZR
RAR B2
RFLP
RUNX3
Sn

SNP

TBE
TGF-b
TIMP
TNF-a

VEGF

: Matris metalloproteinaz

: Mikrosatellit instabilite

: Membran tip matris metalloproteinaz
: Plazminojen aktivatdr inhibitori-1

: Trombosit kaynakli biiyiime faktorii
: Prostaglandin E2

: Trefoil faktor 1 protein

: Polimeraz zincir reaksiyonu

- Retinoik asit reseptor B2

: Restriksiyon parca uzunluk polimorfizmi
: Runt iligkili transkripsiyon faktorii 3
: Saniye

: Tek niikleotit polimorfizmi

: Timin

: Tris-Borik Asit-Edta

: Transforme edici biiytime faktorii-b
:Metalloproteinaz doku inhibitorii

: Timor nekroz faktorii-a

: Unite

: Urokinaz tip plazminojen aktivatorii
: Mikro litre

- Volt

: Ve benzeri

: Vaskiiler endotelyal biliylime faktorii
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OZET
MIDE KANSERLERINDE MATRIiS METALLOPROTEINAZ-8
GENINDE C-799T POLIMORFIiZMININ ANALIZi

Mide kanseri, kansere bagli 6liim sebepleri arasinda ikinci sirada gelmektedir.
En sik Cin, Japonya ve Gliney Amerika bolgelerinde goriilmekte olup hastaligin
etiyolojisinde H.pilori enfeksiyonu, beslenme, gevresel faktorler, sigara ve asir1 alkol
kullanim1 sorumlu tutulmaktadir. Tiimo6r dokusunun biiylimesi ve yayilimini1 dnlemek
i¢cin bariyer olarak gorev yapan ektraselliiler matrisin par¢alanmasindan ise MMP’
ler sorumlu tutulmaktadir. MMP-8, bu genis enzim ailesinin énemli bir {iyesidir.
Akciger, mesane ve karaciger gibi kanser olgularinda MMP-8 ile iligkili olarak
yapilan bazi polimorfizm ¢aligmalar1 bulunmaktadir. Bu ¢alismada, MMP-8 geni C-
799T promotor bolgesi polimorfizmin mide kanseri hastalarinin tiimérlii ve normal
dokularinda PZR-RFLP molekiiler analizi ger¢eklestirilmistir. Hasta grubunun kendi
icinde ve kontrol grubu ile karsilagtirmalar1 yapilmistir. Yapilan analizler sonucunda
ise MMP-8 geni C-799T polimorfizminin mide kanseri ile anlamli bir iligki
kurulamamastir.

Anahtar Kelimeler: MMP-8, mide kanseri, metalloproteinaz, polimorfizm



GENERAL INFORMATION

Name and Sourname : Burcu GURBUZ

Department : Molekiiler Biyoloji ve Genetik

Program : Molekiiler Biyoloji ve Genetik

Supervisor : Dog. Dr. Meliha Burcu IRMAK YAZICIOGLU

Degree Awarded and Date : Master of Sciense — September 2013

SUMMARY
MATRIX METALLOPROTEINASE-8 GENE C-799T
POLYMORPHISM ANALYSIS IN GASTRIC CANCERS

Gastric cancer is the second couse of death due to cancer. It is most commenly seen in
China, Japan and South America and H.pylori infection, nutrition, enviromental factor,
smoking, and alcohol consumption.are the etiological factors MMP’s are responsible for the
degradation on the extracellular matrix, which acts as a barrier to prevent the growth and
spread of tumor tissue. MMP-8 is a important member of this large enzyme family. Several
polymorphism studies related to MMP-8 were performed in cancer cases including lung,
bladder and liver. In this study the molecular analysis of MMP-8 gene promoter C-799T
polymorphism was performed in tumor and normal tissues of gastric cancer patients by PCR-

RFLP. The comparisons were done within the patient group and also with the control group.
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1.GIRiS
1.1. Midenin Yapisi ve Anatomisi

Mide; 6zofagus ile duodenum arasinda yer almaktadir. Kardiya, fundus,
korpus, antrum ve pilor olmak iizere bes kisimda incelenir (Sekil 1.1). Kardiya;
6zofagus ile midenin birlestigi yerdir. Fundus; kardiyanin solu ve iist kisminda kalan
midenin en list kismidir. Korpus; fundus ile incisura angularisden (midenin 1/3 alt ve
orta kisminin birlestigi yer) gecen yatay hat arasindaki bolgedir. Bu yatay hat ile
pilor arasinda kalan boélim ise antrumdur. Mideden duodenuma gegis bolgesi ise
pilordur. Etrafindaki organlarla komsulugu agisindan klinik olarak énem tasirken kan

damarlar1 agisindanda oldukga zengin bir organdir (Rosia, 2004).

dzafagiakardiyal

Funidus
sfinkter
Serora
Kardiva
Hurpus Muskular
tabaka
Kiigiik Longitudinal

Kurvatur .
Sirkiiler
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Biiyiik
Kurvatur

Filor = Mukoza tabakasi
sfinkteri Ikanal Antrum

Duedonum

plorikum

Sekil 1.1. Midenin anatomisi (Turhan, 2008: 16)



Mide duvari ise igten disa dogru tunika mukoza, tunika submukoza, tunika
muskularis ve tunika seroza olmak uzere dort tabakadan olusmaktadir (Junguera ve

dig., 1993) (Sekil1.2).

Tunika mukoza; ylizey epiteli, lamina propriya ve muskularis mukoza olmak
tizere ii¢ farkli tabaka icerir (Carlos ve Carnerio, 2006). Mide mukoza hiicrelerini;
esas hiicreler (% 44), mukus hiicreleri (% 40), pariyetal hiicreler (% 13) ve endokrin
hiicreler (% 3) olusturmaktadir. Submukoza gevsek bag dokusu elemanlari, elastik
lifler, genis bir damar, sinir ve lenfatik agdan olugmaktadir. Anastomoz acisindan en

giiclii tabakadir (Sahin, 2009: 6).

Muskularis eksterna; farkli plaklara yerlesmis olan diiz kasin ii¢ tabakasini
icermekmedir. Seroza ise mide duvarinin en disindaki bag dokununun bir tabakasidir

(Carlos ve Carneiro, 2006).

“Mukoza

~ ["Submukoza

~ Muskular
tabaka

& /]
| 8ereza

Sekil.1.2. Midenin Histolojik Yapisi (Turhan, 2008: 17” den adapte edilmistir).



1.2.Mide Kanseri

Insanlardaki en agresif tiimorler arasinda mide kanseri yer almaktadir ve
teshisi erken evrede yapildigi zaman izlenen 5 yillik sag kalim oran1 % 90-100 iken,
ileri evre tiimorlerde ise bu oran % 15-25' lere kadar geriledigi goriilmiistiir. Mide
kanseri, diinyada erkeklerde 2. kadinlarda ise 4. en sik rastlanan kanser tipidir.
Tiirkiye’de ise biitiin kanserler igerisinde erkeklerde ve kadinlarda 2. en sik goriilen
kanserdir (Ozer, 2008: 1).

Diinya Saghk Orgiitii verilerine gore; Diinyada en sik % 12,3 oraninda
akciger kanseri, % 10,4 oraninda meme kanseri %9,4 oraninda kolorektal kanserler
yer alirken kansere bagli olarak olim sebepleri arasinda akciger kanseri % 17,8,
mide kanseri % 10,4 ve karaciger kanseri % 8,8 olmak iizere ilk ii¢ siray1 bu
kanserler olusturmaktadir (Stewart ve Kleihues, 2003).

Diinya genelinde bir ¢ok lilkede vaka orani diismesine karsin gelismekte olan
tilkelerde bu oranin artig1 goriilmektedir (Kelley ve Duggan, 2003). Ayn1 zamanda
mide kanseri 40 yasindan Once ender goriilen bir hastalik olup insidansi yasla
birlikte artmakta ve 60' Ii yaslarda en yiiksek seviyeye ulasmaktadir (Ozer, 2008:
41). Erkeklerde kadinlara oranla daha ¢ok goriilmekte ve erkek/kadin orani sik
gorilen yerlerde 2:1, diisiik oldugu bolgelerde 3:2” dir (Davis, 1993).

Lauren mide adenokarsinomlarini histolojik acidan intestinal tip ve diffiiz tip
gastrik kanser olmak tizere ikiye ayirmistir (Lauren, 1965). intestinal tip mide kanseri
genel olarak erkeklerde ve yaslilarda daha sik goriilmektedir. Intestinal tip mide
kanser1 etiyolojisinde prekanserdz lezyonlar (intestinal metaplazi, atrofik gastrit) ve
cevresel faktorlerin (beslenme sekli vb.) rol oynadig goriilmiistiir. Geng yaslarda ve
ailevi egilimi s6z konusu olan bu tip kadinlarda daha ¢ok goriilmektedir. Bazen
diffiiz tip, mukozay:1 diizlestirip mide duvarinin kalinlasmasina neden olmaktadir
(Linitis plastika).

Mukus sekresyonu siklikla hiicreleri genisleterek ¢ekirdegi perifere dogru iter

ve boylece tash yiiziik goriiniimi seklini alir (Lauren, 1965).



1.3. Mide Kanserinin Molekiiler Yonii ve Genetik ve Epigenetik

Degisiklikleri

Mide kanserinden, genetik ve epigenetik degisiklikler arasinda telomeraz
aktivasyonunun yani sira onkogenler, timoOr supresor genler, hiicre siklusu
diizenleyicileri, hiicre adezyon molekiilleri, DNA tamir genleri ve genetik
instabilitedeki degisiklikler sorumlu tutulmaktadir (Tahara, 2005). DNA metilasyonu
ile meydana gelen mide kanserinin iki farkli genetik yolu p16, hMLH]1, Cadherin-1,
RAR B2, PS2 ve RUNX3 gibi degisik genlerin inaktivasyonu ile ilgilidir. Intestinal
tiple daha ¢ok p16 ve hMLH]1 promotorlerinin hipermetilasyonu iligkili iken , diffiiz
tip mide kanserinde CDH-1 ve RAR B2 promotorlerinin hipermetilasyonu ile
uygunlugu goriilmistiir. Promotdr metilasyonu tarafindan RUNX3 kaybi ve PS2
ekspresyon kaybi ise her iki tip mide kanserinde yaygindir (Tahara, 2005, Tahara ve
dig., 1999).

Mide kanserinde siklikla c-met, K-sam ve c-erbB2 yi kapsayan birkag
protoonkogen aktive olmustur. Hepatosit bliylime faktorii/yayilma faktorii (HGF/SF)
icin bir reseptorii sifreleyen c-met geninin amplifikasyonu mide kanserinin % 19
intestinal tipinde ve % 39’u da diffiiz tipinde goriilmiistiir. Timor evresi, lenf nodu
metastazi ve tiimor invazyonunun derinligi ile c-met transkriptinin ekspresyonu iyi
korelasyon gostermektedir. K-sam geninin dort transkripsiyonel varyant1 bulunmakta
ve Tip II transkript sadece karsinoma hiicrelerinde eksprese edilmektedir ve KGF
igin bir reseptorii sifrelemektedir. K-sam daha ¢ok ileri evre mide kanserinin diffiiz
yada skirroz tipinin % 33’ iinde amplifiye olmaktadir. c-erbB2 ise K-sam’a zit olarak
% 20 intestinal tip mide kanserinde amplifiye olur ancak diffiiz tip kanserde
amplifiye olmaz. Gen amplifikasyonu ile iligkili olan c-erbB2’ nin asir1 ekspresyonu
da kotii prognozu ve karaciger metastazini gosterir (Tahara, 2005; Tahara ve dig.,

1999).

Tlimor baskilayicilar olarak hiicre adezyon molekiilleri de rol oynayabilir. E-
Cadherin genindeki mutasyonlar diffiiz tip mide kanserlerinin % 50’sinde

olusmaktadir. Ekzon 8 ya da ekzon 9’u etkileyen E-Cadherin mutasyonlar1 yayilma



morfolojisini uyarir, hiicresel adezyon azalir ve diffiiz tip mide kanserlerinin hiicresel
motilitesi artar (Tahara, 2005).

Mikrosatellit instabilite (MSI) ve kromozomal instabiliteyi kapsayan genetik
instabilite mide karsinogenezinde gosterilen en Onemli faktordiir. hMLHI’in
epigenetik inaktivasyonundan dolayr olan MSI intestinal tip sporadik mide
kanserlerinin % 15- 39’unda bulunmusken % 70’inin hMLH1 promotorunun
hipermetilasyonu ile hMLHI’in kaybi ile iligkili oldugu tespit edilmistir. MSI’l
intestinal tip mide kanserleri 73 yasindan biiyiik hastalarda ve siklikla antrum ploride
olusur iken MST’l1 diffiiz tip mide kanserleri ¢ogunlukla 35 yas altinda ve siklikla
skirroz tip karsinoma goriilmektedir (Tahara, 2005).

1.4. Mide Kanserinin Etiyopatogenezi

1.4.1. Helikobakter pilori

H. pilori, gram (-) bir basil olup epidemiyolojik agidan basil infeksiyonunun
fazla oldugu bolgelerde kanser prevalansinin da yiiksek oldugu goézlenmistir. H.
pilori, igerdigi iireaz enzimi sayesinde iireden amonyak iiretmektedir. Uretilen bu
amonyak midede hiicre ¢ogalmasini uyarmakta ve mutajen bir etki yaratmaktadir. H.
pilori infeksiyonunda askorbik asit bir antioksidan olup mide de konsantrasyonu
diismektedir. Bu durum ise, mide {lizerine mitojen etkili bilesiklerin olugsmasinin
engellenmesini 6nlemektedir. H. pilori olusturdugu inflamasyon sonucunda, mide
mukozasina gelen notrofillerin salgiladiklar: serbest oksijen radikalleri de mutasyon
olusturabilmektedir. Bu bilgiler H. pilori eradikasyonunun, mide kanserinden
korunma agisindan 6nemli bir rol aldigini géstermektedir (Yolgun, 2011: 25).

H. pilori, 33-40°C ve pH 6,9-8 arasinda oldugu hafif alkali bir ortama ihtiyag
duyar, kamgist kilifli ve distalinde terminal bulblara sahiptir. Dis yiizlinde kalin bir
glikokaliks tabaka bulunmakta ve diizgiin bir hiicre ¢eperine sahiptir, haraket igin
vizkdz bir ortama ihtiya¢ duyar. Ureaz ve katalaz iiretebilmektedir. Canlida spiral
sekillidir fakat iiremesi i¢in uygun ortam bulamadiginda koksoid (kiiremsi) bir sekil

alabilmektedir (Benaissa ve dig., 1996; Berry ve dig., 1995) (Sekil 1.3).



Sekil 1.3. H. pilori’ nin morfolojik goriinimii (Gencer, 2009: 7).

H. pilori; kronik gastrit, gastrik {ilser, mide adenokarsinomu ve MALT
lenfomaya neden olabilen bir bakteri tiiriidiir (Alabalik, 2011: 8) (Sekil 1.4). Diinya
Saglik Orgiitii 1994 yilinda, H. pilori’ nin 6zellikle intestinal tip mide kanseri
gelisiminde karsinojen bir bakteri oldugunu kabul etmistir (Correa, 1992).

H. pilori asidofilik bir bakteri olmamasina ragmen midedeki asit sekresyonu,
hareketlilik ve kalin musin tabakasinin olumsuz kosullarina ragmen mukus igerisinde
kolonize olmay1 basarmaktadir. Midede kardia ve antrum ile duodenumdaki mide
hiicre metaplazisi goriilen alanlarinda kolonize olup, liimende ve oksintik kanallarda
mukus igerisinde % 80-98 oraninda, % 2-20 oraninda ise mide hiicrelerin {izerine
yerlesirler (Suerbaum ve Michetti, 2002).

Sigara ve beslenme aligkanliklar1 gastrointestinal hastaliklarin gelisiminde
onemli rol oynamaktadir. Alkol ve kotli beslenme aligkanliklari direkt olarak mide
mukozasinda inflamasyona yol agabilmektedir. H. pilori ile kronik olarak enfekte
mide mukozasina sahip kisilerin alkol, sigara ve nitrozamin gibi cesitli karsinojenlere
maruz kalmast durumunda H.pilori’ nin yol actigi patolojinin neoplastik
transformasyona dogru siireci kolaylagtirmaktadir (van Amsterdam ve dig., 2006)

(Sekil 1.4.)



Cavresel falitorler

h . .. . Kronik gastrit
(sigara, agn tus, c-vitamini, B-larotin) ==

Wide veva bafirzale
w hastaliklan
H. pdon faktdri

viriilans falctérler \

Asit glon

INFLAMASYON

MALT Lenfoma

Ana faktiorler
(Gen polimorfizmleri, immiin vanit) ) .
atrofik gastrit Mide kanseri

Sekil 1.4. H. pilori enfeksiyonunda gastrik patoloji gelisimi ve etkili faktorlerin sematik goriiniimi
(Amsterdam ve dig., 2006).

1.4.2. Oksidatif Stres

Oksidatif stres olarak ifade edilen reaktif oksijen tiirlerinin hiicrede asiri
derece birikimi akut fizyolojik ve patolojik durumlarda goézlenmektedir. Bunun
yanisira yaglanma ve kanser gibi pek ¢ok kronik hastalikta da oksidatif stres 6nemli
rol oynamaktadir (Guyton ve dig., 1996; Whisler ve dig., 1995; Gencer ve dig.,
2013).

Bir oksidant hiicre icerisinde kontrol edilemedigi durumda farkli molekiilleri
etkileyebilmekte ve fonksiyonunu bozabilmektedir. Bu farkli molekiiller ise DNA,
lipit, karbohidrat ve proteinlerdir. Biyolojik bir oksidasyon olayini (oksidatif hasart)
Onleyen bilesikler ise antioksidanlar olarak isimlendirilir (Prior ve Cao, 1999).

Viicut, oksidanlar ve antioksidanlar arasinda bir dengeye sahip olmakta ve bu
dengenin bir sekilde bozulmasiyla da oksidatif stresi meydana getirmektedir.
Ozellikle DNA” ya hasar verecek olan reaktif oksijen tiirleri viicutta strese sebep

olup mutasyonlar olusturmakta ve sonugta kanser olusmasina ve ilerlemesine neden

olmaktadir ( Kim ve dig., 2010).



1.4.3. Diyet

Beslenme ile mide kanseri arasinda direkt ve onemli bir iliski kurulmustur.
Asint derecede tuzlu beslenme ile mide kanserlerinin iliskili oldugu gosterilmistir
(Oiwa ve dig., 1995). Bununla beraber mide kanseri riskini karbonhidrat, tursular,
tuzlanmis et ve balik artirirken, diger yandan siit, taze sebzeler, vitamin C
tilketiminin fazlaliginin ise riski azalttigir gosterilmistir (Qiu ve dig., 2004; Graham
ve dig., 1994).

Mide kanserine sebep oldugu diisiiniilen diger iki etken madde ise nitrit ve
nitratlardir.  Nitritler gidalar ile alinmakla birlikte genellikle nitratlardan
olugmaktadir. Nitratlar ise kurutulmus tahillarda ve gida koruyucularinda
bulunmaktadir (Keighley ve dig., 1984). Mide kanseri riskini azalttigi gosterilen
diger bir etken de soyali gidalar ile beslenmedir (Wu ve dig., 2000).

1.4.4. Radyasyon

Bazi arastirmalar gastrik kanser riskini iyonize radyasyonun iki ile dort kat
arttirdigini ifade etmislerdir (Kelley ve Duggan, 2003). Radyasyon midede doz
bagiml karsinojenik etki gostermektedir. Malign lenfoma sonucunda kemoterapi ve
radyasyon tedavisi uygulanan genclerde, tedavi sonrasi gelisen mide karsinomu

vakalari bildirilmistir (Fenoglio-Preiser ve dig., 1999).

1.4.5. Alkol Kullanimi

Alkol tliketimi mide kanseri icin bir risk faktorii olarak goriilmektedir
(McColl ve Kel, 2006). Alkol i¢enlerde, igmeyenlere gore mide kanserine yakalanma
riskinin iki kat fazla oldugu belirtilmistir (Kelley ve Duggan, 2003). Mide kanseri ile
alkol kullaniminin iligkili oldugunu ortaya koyanlar oldugu gibi (Yamaji ve dig.,
2009) bu ikisi arasinda herhangi bir iliskinin olmadigini belirten ¢alismalarin

oldugunu da belirtmek gerekmektedir (Shimazu ve dig., 2008).

1.4.6. Sigara Kullanimi

Sigara i¢imi ile mide kanseri arasindaki iliski ¢eliskilidir. Baz1 aragtirmacilar

sigaranin doza bagli oldugunu ve mide kanserini arttirdigini, bazi arastirmacilar ise



dozla ilgisi olmadigin1 belirtmektedir. Ayn1 zamanda bir kisim arastirmacilar da

sigara ile mide kanseri arasinda iliski olmadigini belirtmektedirler (Sahin, 2009: 18).

1.4.7. Sosyoekonomik Faktorler

Mide kanseri gelisme riski, diisiik sosyoekonomik iilkelerde gelismis iilkelere
oranla daha fazladir (Kelley ve Duggan, 2003; Tokieda ve dig., 1999). Bu sonug
intestinal tip i¢in daha ¢ok gecerlidir. Amerika Birlesik Devletlerinde mide kanser
riskinin siyahlarda beyazlara gore iki misli yiiksek olmasinin diisiik sosyoekonomik

duruma bagli olmasi ile iliskilendirilmistir (Tokieda ve dig., 1999).

1.4.8. Pernisiy6z Anemi

Gastrik mukozay1 etkileyen agir bir kansizlik ve sinir sistemi bozukluguna
yol agan bir hastaliktir (Kelley ve Duggan, 2003). Baz1 ¢calismalarda mide karsinomu
olan vakalarin % 2’sinde pernisiyéz anemi goriilmiistiir. Yapilan ¢alismalarda
intestinal tipte kanser gelisme riskinin ii¢ ile bes kat arttig1 gosterilmistir. Pernisiyoz
anemide kronik otoimmiin atrofik gastrit goriiliir, bu ise mide karsinomu i¢in bir risk
faktorii olarak kabul edilmektedir. Bu grupda mide kanseri prevalansi % 1-3’tiir

(Tirkdogan ve dig., 2003).

1.4.9. Yas

Mide kanseri daha ¢ok ileri yas grubunda goriilmekte olup Genelikle 60 yasin
tizerinde daha sik goriilmektedir (Sanchez ve dig., 1998).

1.4.10. Cinsiyet

Mide kanserinde kadin ve erkek arasindaki farklilik oldukg¢a belirgindir.
Kadinlara oranla erkeklerde iki kat daha fazla goriilmektedir (Chandanos ve
Lagergren, 2008).

1.4.11. Kan Grubu

A kan grubu bireylerinde O kan grubuna oranla mide kanserine daha sik
rastlandig1 bilinmektedir (Hyung ve dig., 2002). A kan grubu 6zellikle diffiiz tip
kanseri ile iligkilendirilmektedir (Christan ve dig., 1999).



1.4.12.Pozitif Aile Hikayesi

Zanghieri ve arkadaslarinin yaptigi calismalar sonucunda ailesinde mide
kanserine yakalanan kisilerin {i¢ kat daha fazla risk tasidig1 s6ylenmistir. (Zanghieri
ve dig., 1990).

1.5. Ekstraselliiler Matris

Ekstraselliiler matris (ESM); Dokulardaki hiicrelerin bir arada tutulmasina
destek saglayan bunun yani sira hiicre biliylimesi ve farklilasmasini denetleyen pek
¢ok hormon igin depo gorevi goren ve hiicrelerin 6zel islevleri gerceklestirmesi igin
kendilerini yonlendirecek hiicre i¢i iletisim yollar1 ile dogrudan ya da dolayli olarak
etkilesmesini saglayan bir sinyal iletisim merkezidir (Reel, 2006; Alberts ve dig.,
2002). Matris ile hiicreler arasindaki bu etkilesmeler organizmanin normal gelisimi
ve fonksiyonu i¢in 6nemli rol oynamaktadir (Masssova, 1998).

Hiicrenin 6nemli fonksiyonlarinin diizenlenmesinde ESM molekiilleri gorev
almaktadir (Libby, 2000). Integrin molekiillerinin kardiyomiyositler, endotel
hiicreleri ve diiz kas hiicrelerinin ylizeyinde yer alan integrin reseptorlerine
baglanmasin1 saglayarak hiicresel fonksiyonlar1 degistiren sinyaller goénderirler.
Boylece hiicreler, sitozolik sinyal iletim yollarini1 direkt olarak aktive edebilirler.
ESM’ ye baglanma sonucunda sinyal olusmaz ise hiicreler apoptozise ugrar. Bunun
yani sira, matris ¢ok sayida biiylime faktOriinlii baglayarak hiicrelerden gelen
sinyalleri tutar ya da hiicrelere gonderir. Bu sekilde indirekt sinyalleme yollarini
aktive ya da inhibe ederler (Libby, 2000; Lodish, 1999).

ESM; iki temel makromolekiil sinifindan olugsmaktadir. Bu makromolekiiller
icinde bulundugu veya kendisine yapistigi hiicreler tarafindan iiretilir. Bu iki temel
molekiil: Glikozaminoglikanlar (proteoglikan molekiilleri olusturmak icin proteine
baglanan negatif yiiklii polisakkarit zincirleri), ve kollojen, elastin, fibronektin ve
laminin gibi fibrilli proteinlerdir. ESM aynm1 zamanda kikirdak, tendon, bazal lamina
kemik ve dis gibi 6zellesmis yapilar1 da olusturmaktadir. ESM’ nin 6zellesmis ve ¢ok
ince bir tabaka seklini almis yapisina da bazal lamina (bazal zar) ad1 verilmektedir
(Akay, 2007: 87-89).
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ESM tiimor dokusunun biiyiimesi ve tiimdr hiicresinin yayilimin1 dnlemek
icin bir bariyer olarak gorev yapar ve malign tiimoérler bu bariyeri asmak icin
metalloproteinazlar1t kullanirlar. Matris metalloproteinazlar (MMP) araciligi ile de
sentez, par¢alanma ve yeniden yapilanma siireclerindeki hiicre regiilasyonu,

dontigiimii gibi etkilerini ortaya koyar (Ennis, 1994; Sethi, 2000).

1.6. Matris Metalloproteinazlar (MMP’ ler)

Matris metalloproteinazlar, ESM ve bazal membran komponentlerini
parcalama yetenegine sahip olan ayni zamanda ¢inko ve kalsiyum bagiml
endopeptidaz enzim ailesidir (Reel, 2006; Amalinei ve dig., 2010). Hiicre dis1
proteinazlar ve matriksinler olarak da bilinirler (Corbel, 2000). MMP enzim
grubunun yaklasik 26 iiyesi insanlardan amfibilere kadar pek ¢ok organizmada
bulunmaktadir (Egebland ve Werb, 2002).

Yapisal olarak tim MMP’ler predomain, prodomain ve katalitik domain
olmakiizere iic bolge icermektedir. Predomain, hiicre i¢inde sentezlenen enzimin
membrana transferinde gereklidir (Michael, 2001). Predomain, 80-90 aminoasit
iceren aminoterminal propeptiddir (Sethi ve dig., 2000). Prodomain, enzimatik
aktivitenin latent formda kalmasini saglamaktadir. Katalitik bolgede bulunan sistein
rezidiisii iceren peptid zinciri ile etkilesir. Katalitik bolge ise histidin rezidiileri
igeren, bakteriyel metalloproteinazlardan termolizine analog olan ve fonksiyonel
stabilizenin korunmasi i¢in gerekli olan ¢inko iyonunu iceren kisimdir (Sethi ve dig.,
2000). MMP’lerin ¢ogunda, karboksi-terminal pozisyonda dordiincii bir bolge daha
bulunmaktadir. Bu yapisal bolge vitronektin ve hemopeksinle homoloji gostermekte

ve MMP’lerin substrat tanimasiyla iliskilidir (Michael, 2001) (Sekil 1.5.)
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Sekil 1.5. MMP” lerin Yapist (Chow ve dig., 2007).

Potansiyel yikici etkilerinden dolayt MMP’lerin tiimii enzimatik olarak
inaktif ya da zimojen (proenzim) formlarinda sentezlenirler (Woessner, 1998).
MMP’lerin  N-terminal bolgesinde, enzimin endoplazmik retikulum igine
salgilanmasini bunun yani sira hiicre disina aktarilmasimi saglayan bir sinyal peptid
dizisi bulunur. Bu dizi enzim salgilandiktan sonra ortamdan kaybolmaktadir (Kuzuya
ve Iguchi, 2003; Vihinen ve Kahari, 2002). Bu diziye bitisik olan hidrofobik
propeptid bolgesi ise enzimin inaktif formda kalmasindan sorumlu olup enzim
aktivasyonunun ardindan kaybolur. Propeptid bolgesine komsu olan katalitik bolge,
cinko baglayan bolgeyi igerir. Katalitik bolge MMP’ lerin stabilitesini ve enzimatik
aktivitesini korumak i¢in katalitik ¢inko atomuna ek olarak yapisal ¢inko atomu ve 1-
3 adet kalsiyum atomu igermektedir (Kuzuya ve Iguchi, 2003; Nagase ve dig., 2006;
Visse ve Nagase, 2003)
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MMP’lerin  timii inaktif zimojen form olan preproenzim olarak
sentezlendikten sonra cogu yine bu formda salmirlar. Inaktif zimojenler hiicre iginde,
hiicre ylizeyinde ya da ekstraselliiler aralikta aktive olmaktadir. Hiicre ylizeyinde
aktivasyon MT-MMP’ ler araciligiyla, ekstraselliiler aralikta aktivasyon ise diger
proteazlarin etkisiyle aktivasyon kaskadi ile ya da onceden aktivasyona ugramis
MMP’lerin digerlerini aktiflestirmesiyle meydana gelebilmektedir (Jones ve dig.,
2003) (Sekil 1.6.).

Hiicre membrani
ProMMP-1

o MMP-1
Plazminojen

roMMP-3
Plazmin\C /
MMP-3

ProMMP-9
C Matriks

MMP-9
/ T \degredasyon

ProMMP-13 ——MMP-13 ———
=~

ProMMP-2 ——— MMP-2 /

Sekil 1.6. MMP” ler i¢in hiicre yiizeyi ile iligkili aktivasyon kaskadi (Beaudeux, 2004).

MMP’ ler, 16kositler, keratinositler, fibroblastlar, makrofajlar, kondrositler,
diiz kas hiicreleri gibi epitelyal ve mezenkimal kokenli hiicreler tarafindan
sentezlenmektedirler. Bir cok MMP embriyogenez asamasinda yaygin olarak ifade
edilmektedir. Yetigkinlerde ise plasentada, endometriyumda, meme bezlerinin
involusyonu esnasinda ve inflamasyonda hizla ifade edilmektedirler. MMP" ler, fotal
doku gelisimi, blastokist implantasyonu, organ morfogenezi, uterus ovulasyonu,
kemik rezorbsiyonu, yara iyilesmesi ve programlanmis hiicre 6limi gibi pek ¢ok
fizyolojik olayda rol almalarinin yaninda periodental hastaliklar, otoimmun deri

hastaliklari, kardiyovaskuler hastaliklar, nefrit, ndrolojik hastaliklar, kan-beyin.
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bariyerinin yikilmasi, osteoartirit, kanser gibi patolojik olaylarda da onemli rol

oynamaktadirlar (Verspaget-Hein, 1998).

MMP’lerin proteolitik aktiviteleri 1i¢ basamakta diizenlenir. Bunlar
transkripsiyon, pro-enzimin aktivasyonu ve enzim aktivitesinin inhibisyonudur
(Dollery ve dig., 1995) (Sekil 1.7). Transkripsiyonel diizenleme asamasinda MMP
gen ekspresyonu TNF-a, IL-1 gibi inflamatuar sitokinlerle, PDGF ve EGF gibi
bircok biliylime faktérii ve hormonlar ile stimiile edilir (Dollery ve dig., 1995;
Nagase, 1997).

TGF-b, heparin, kortikosteroidler, PGE2 ve diger eikozanoidler ise MMP gen
transkripsiyonunu inhibe ederler. MMP transkripsiyonunda etkili olan birgok sitokin
ve bliylime faktoriiniin ateroskleroz ve restenozda 6nemli mediyatorler olarak gorev
yaptigt gosterilmistir (Dollery ve dig., 1995; Nagase, 1997). Proenzimin aktivasyonu
asamasinda diizenlemede ise MMP’ ler sentez edildikten sonra inaktif proenzim
(zimojen) olarak salinmaktadirlar. Enzimin pro-bolgesindeki sisteinin siilfidril grubu
ile aktif bolgedeki c¢inko arasindaki etkilesim latentligin = siirdiiriilmesinden
sorumludur. MMP’lerin temel fizyolojik aktivatorii plazmindir. Cesitli hiicrelerde
(endotel hiicresi, monosit-makrofaj, diiz kas hiicresi) ifade edilen uPA’nin aktif
formunun plazminojeni plazmine doniistiirdiigli ve olusan plazminin pro-MMP’leri
aktive ettigi kabul edilmektedir (Beaudeux ve dig., 2004; Dollery ve dig., 1995;
Rosano ve dig., 2002).

uPA ekspresyonunun steroid hormonlar, hiicresel onkojenler, sitokin ve
biiylime faktorleri araciligiyla diizenlendigi gosterilmistir (McCawley ve dig., 2000).
PAI-1, uPA iizerinde inhibitor etkilidir ve MMP’lerin plazmin aracili aktivasyon
kaskadi ile zit yonde etkilesir (Beaudeux ve dig., 2004). MMP enzim aktivitesinin
inhibisyonu MMP aktivitesinin kontroliinde spesifik doku inhibitorleri olan TIMP’ler
anahtar rol oynamaktadirlar. Bundan baska a2-makroglobulin, heparin, tetrasiklinler
ve sentetik inhibitorler de aktif MMP inhibitorleri arasinda yer alirlar (Dollery ve
dig., 1995).

MMP’lere irreversibl ve kovalent olmayan bigimde baglanarak latent enzim
formunun aktivasyonunu ve katalitik aktivitenin stirdiiriilmesini de inhibe ederler. Bu
sayede TIMP’ler MMP enzim aktivitesini ve MMP/TIMP dengesini siki kontrol
altinda tutarlar (Jacob, 2003; Lambert ve dig., 2004)
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Sekil 1.7. MMP’ lerin transkripsiyon regiilasyonu (Dollery ve dig., 1995° den adapte edilmistir).

Primer yapilari, subseliiler lokalizasyonlar1 ve proteolize ugrattiklart ESM
substratlar1 temel alinarak MMP’ lerin siniflandirilmast yapilmistir (Tablo 1.1). Bu

kapsamda MMP ailesi 6 grupta smiflandirilmigtir ( Bol, 2001: 5).

1.6.1. Kollajenazlar

Kollajen yikimi yapan metalloproteinaz ailesi iiyesidirler. Interstisyel
kollajenaz (kollajenaz-1 ya da MMP-1), nétrofil kollajenaz (kollajenaz-2 ya da
MMP-8) ve kollajenaz-3 (MMP-13) olmak lizere bu gruba ait ii¢ liye tanimlanmistir
(Leeman ve dig., 2002). MMP-18 de kollajenazlar grubunda yer almaktadir. Bu
enzimlerin temel Ozelligi, hiicreler arasi alanda tip 1, II, III kollajenleri

parcalayabilme yetenekleridir (Visse ve Nagase, 2003).
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1.6.2. Jelatinazlar

Jelatinaz A (MMP-2) ve Jelatinaz B (MMP-9) olmak tizere iki alt tipi vardir.
Primer substratlar1 jelatinlerdir (Allan ve dig., 1995). Bu enzimler kollajen, laminin
ve jelatine baglanan katalitik bdlgenin i¢ine yerlesmis ve {i¢ defa tekrarlanmus tip II
fibronektin bolgesi igermektedir. Bu bolge jelatinazlarin, jelatin ve kollajene yiiksek

ilgi ile baglanmalarini saglamakta ve bdylece proteolitik etkinliklerini artirmaktadir

(Muphy ve dig., 1994).

1.6.3. Stromelizinler

Stromelizinler, MMP-3, MMP-10 ve MMP-11 {iyelerini igcermekte ve ESM
bilesenlerinin  bir¢oguna etki edebilmektedir. Kuvvetli proteoglikanazlardir.
Stromelizin-1 (MMP-3) ve stromelizin-2 (MMP-10)’nin Kkatalitik aktiviteleri
birbirine ¢ok benzer, fakat gen diizenlenmeleri agisindan farklilik gosterirler (Wiesen
ve Werb, 1996) . Stromelizin-3 (MMP-11) ise yapist digerlerine benzedigi i¢in bu
gruba dahil edilmekle birlikte yapisal ve fonksiyonel 6zellikler agisindan farklilik
gostermektedir. Stromelizin-3 daha c¢ok 6zgiil olmayan metalloproteinaz substrati
olan B-kazein ve alfa2- makroglobin iizerinde proteolitik aktivite gostermektedir
(Murphy ve dig., 1999).

1.6.4. Matrilizinler

Hemopeksin bolgesinin yoklugu ile karakterize olan matrilizinler, MMP-7
(Matrilizin-1) ve MMP-26 (Matrilizin-2) iiyelerini icermektedir. Edometazlar olarak
da adlandirilirlar. MMP-7, ESM igeriklerine ek olarak hiicre ylizey molekiillerinden
pro-a-defensin, fas-ligand, TNF- a ve E-cadherin iizerine de etkilidir (Visse ve
Nagase, 2003). MMP-7, en diisiik molekiil agirlikli metalloproteinazdir. Substrat
ozgilligi agisindan MMP-3’e benzer fakat aktivitesi agisindan daha kuvvetlidir (li
ve dig., 2006).

1.6.5. Membran Tipi Matris Metalloproteinazlar

Membran tipi matris metalloproteinazlar (MT-MMP) hiicre membranina
bagli olarak bulunurlar fakat diger matris metalloproteinazlar hiicre dis1 alana
proenzim olarak saliirlar. Yapi olarak ise birbirlerine benzerler. Fazla sayida
substratlar1 olup giicli matris metalloproteinazlardir ve baglica substratlar

kollajenler, fibronektin ve proteoglikanlardir. Buna karsin yiiksek doku 6zgiilliigii
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gosterirler ve bulunduklar1 dokular farklidir. Alt1 adet MT-MMP bulunmaktadir.
Bunlarin dort tanesi Tip 1 transmembran proteini (MMP-14, MMP-15, MMP-16,
MMP-24), iki tanesi (MMP-17, MMP-25) glikozilfosfatidilinositol bagli proteindir
(Ttiziin, 2008).

1.6.6. Diger Matris Metalloproteinazlar

Bu gruptaki MMP’ler yukarida sayilan gruplar i¢inde yer almazlar. MMP-12
(Metalloelastazlar), ¢ogunlukla makrofajlarda eksprese edilirler ve makrofajlarin
gociinde 6nemlidirler. MMP-20 (Enamelizin) dis dokusunda bulunur. MMP-19 ve
MMP-28 yakin iliskidedirler ve ¢ok sayida dokuda saptanmiglardir. MMP-19 bazi
bazal membran proteinlerini hidrolize eder. MMP-28 ise hasar sirasinda
keratinositlerce ifade edilmektedir. MMP-23 o6zellikle over, testis ve prostat
dokusunda ifade edilmektedir (Tiiziin, 2008).

MMP’ler; inflamatuar hastaliklarin dokularinin yeniden sekillenmesinde,
kanser invazyonu ve metastazi gibi ESM proteinlerinin parcalanmasinin sadece
normal siirecinde rol almayip patolojik siireclerde de rol alirlar. MMP' lerin ifadesi
biiylik oranda malign tlimorlerin regiilasyonu ile olmaktadir. Kanserin kétii prognozu
ve tiimor hiicrelerinin daha agresif fenotipi ile MMP' lerin asir1 ifadesi arasindaki
iliskiyi gosteren onemli ¢aligmalar vardir. (Nelson ve dig., 2000).

MMP’ lerin ESM degredasyonundaki rolii tiimor biiyiimesi ve anjiyogenez ile
iligskilendirilmistir. Bu proteolitik aktivite, kanser hiicrelerinin yakinindaki bir kan
damarini isgal edip, uzaktaki bir dokuyu, yeni metastatik kaynak i¢in istila etmesi
gereklidir (Pe¢ina-Slaus, 2003; Roy, 2009).

Anjiyogenez, endoteliyal hiicrelerinin ¢evredeki bag dokulara go¢ etmesiyle,
yeni kan damarlarinin olusumu siirecidir. MMP’ ler bu regiilasyonda karisik ve
bazen celigkili rol oynamaktadir. MMP’ lerin, ESM’ de yerlesmis anjiyogenik
faktorlerden VEGF ve bFGF serbest birakarak anjiyogeneze katkida bulundugu
belirtilmistir (Roy, 2009) (Sekil 1.8)
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ECM Proteolizi Anjiyogenik Faktorlerin Serbest Birakilmasi

Hiicre adezyon ve gdgliniin reglilasyonu Biiyiime Faktorlerinin iglenmesi

Membran
iligkili ligand

Reseptor

Y- -~ WY
integrinler (A -..,,
2/ % Latent biyiime faktorler

Sekil 1.8. Kanser gelisiminde MMP'lerin islevleri (Roy, 2009)

3
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Tablo 1.1. insanlarda matris metalloproteinaz ailesinin iiyeleri (Hageman ve dig., 2012; Sethi ve dig.,
2000; Nagase ve Fields, 1996; Evans ve dig., 1997 adapte adilmistir).

Grup MMP MA MA Substratlar
Latent Aktif
(kDa) (kDa)
Kollejenazlar
Kollajenaz-1, MMP-1 55 43 Kollajen I, 11, I11,, V11, X,
Intertisyel kollajenaz Agrekan, fibronektin
Kollajenaz-2, Nétrofil MMP-8 75 58 Kollajen I, 11, 111, E-cadherin,
kollajenaz serpin, 02-M, fibrinojen, laminin
Kollajenaz-3 MMP-13 65 55 Kollajen I, 11, 11, 1V, IX, X,
X1V, o2-M, serpin, fibrin,
agrekan, jelatin |
Jelatinazlar
Jelatinaz A, nétrofil MMP-2 72 66 Kollajen I, 11, 1V, V, VII, X, XI,
jelatinaz Agrekan, jelatin |
Jelatinaz B MMP-9 92 84 Kollajen IV, V, VII, X, XI, XIV,
a2-M, jelatin |
Stromelizinler
Stromelizin-1, MMP-3 57 46 Kollajen I11, 1V, V,VII, IX, X,
transin-1 XI, Agrekan, a2-M elastin,
jelatin |
Stromelizin-2, MMP-10 57 46 Kollajen 111, 1V, V, agrekan,
transin-2 elastin, fibronektin, jelatin |
Stromelizin-3 MMP-11 51 44 IGFBPs, a2-M, a 1-Pl, serpin
Matrizilinler
Matrizilin-1 MMP-7 28 19 Kollajen I, 1V, agrekan, elastin,
E-cadherin, fibrinojen, jelatin |
Matrilizin-2 MMP-26 Kollajen IV, fibronektin, jelatin
|
Metalloelastazlar
Metalloelastaz MMP-12 54 45 Kollajen I, 1V, elastin,
fibronektin, agrekan,
fibronektin, jelatin |
MT-MMP
MT1-MMP MMP-14 64 54 Kollajen I, II, 111, agrekan, a2-
M, jelatin I, Pro MMP-2, Pro
MMP-13
MT2-MMP MMP-15 72 61 Agrekan, fibronektin, laminin,
nidrojen
MT3-MMP MMP-16 66 55 Kollajen Il1, fibronektin, a2-M,
jelatin, Pro MMP-2
MT4-MMP MMP-17 54 Fibrin, fibrinojen, Pro MMP-2
MT5-MMP MMP-24 63 62 Proteoglikan, Pro MMP-2
Digerleri
RASI-1 MMP-19 Kollajen I, 1V, agrekan,
fibronektin, jelatin |
Epilsin NNP-28 Kazein
1.7. MMP-8

MMP-8, nétrofil kollejenaz ya da kollejenaz-2 olarak da bilinir. MMP enzim

ailesinin tiyesidir (Wang ve dig., 2004). 75 kDa biiyiikliigiinde proenzim olup aktif

19




formu ise 58 kDa biiytikliiglindedir. Tip I, II, III interstisyel kollajeni yikar ve diger
interstisyel kollajenazdan farkli bir genden devire edilir. Notrofil kollajenazda,
fibrobil kollajenazda bulunmayan alt1 glikozilasyon sahasi vardir ve bu nedenle
notrofil kollajenaz artmis glikozilasyondan sorumludur (Gordon ve dig., 1993). C-
799T polimorfizmi MMP-8 geninin promotdriinde yer almaktadir. Sekil 1.9.” da
insan MMP-8 geninin promotdr ve bitisik dizisinin genomik yapist gosterilmistir.
Ekzonlar ¢izgili kutularla, intronlar ince ¢izgilerle, genin promotér bolgesi ise kalin
cizgiyle gosterilmistir. Tek miikleotit polimorfizmleri (SNP), C/T (-799), A/G (-381)
ve C/G (+17) bolgeleri olup, CAAT box (-49 ile -52), TATA box (TTTAAA) (-28 ile
-33) bolgesi olarak gosterilmis ve transkripsiyonun baslangic yeri olarak
gosterilmistir. Ekzon 1 translasyon yeri olarak belirtilmistir. Diger iki potansiyel
ekzonlar; ekzon 1 ve ekzon 2 arasinda 91bg ve 67 bg, intron 1 iginde gosterilmistir.
(Wang ve dig. 2004).

Insan MMP-8 geni 11022.2-922.3 koluna lokalize olup 12 ekzondan
olugsmaktadir (Yang ve dig., 1991).

OAAT B oy
TITARAA o —
Toreflon Sl

E}Gﬂ?

+%

/Em

Sekil 1.9. insan MMP-8 geninin promotér ve genomik yapist (Wang ve dig. 2004).

MMP ailesinin iiyesi olan MMP-8 yakin zamanda tiimor ilerlemesi esnasinda

koruyucu rol oynayan bir aday olarak ortaya ¢ikmistir (Balbin ve dig., 2003).

MMP-8 6zellikle notrofiller tarafindan iiretilmekte ve bu enflamatuar kosullar
ile iligkili doku yeniden sekillenmesi siireclerinden de sorumlu tutulmaktadir (Owen
ve dig., 2004; Folgueras ve dig., 2008).

MMP-8 hiicre dis1 proteazlar grubuna dahildir ve hiicre dis1 matris
pargalayabilme yetenegine sahiptir (Brinckerhoff ve Matrisian, 2002).Birgok MMP-8

20



substratlarin yani sira bu gibi diger hiicre dis1 matris proteinleri, proteazlar, hiicre
yapigma proteinleri, proteaz inhibitorleri, biiyiime faktorleri, kemokinler de vardir

(Lopez-Otin ve dig., 2009).

En sik mutasyona ugrayan MMP genlerinden biri MMP-8 dir. MMP-8’in bir
timor baskilayict gen oldugunu disiiniilmektedir (Balbin ve dig., 2003). MMP-8 de
ti¢ farkli polimorfizm tanimlanmistir (Wang ve dig., 2004) ( Tablo 1.2).

Tablo 1.2. MMP-8 polimorfizm bélgeleri ve SNP numaralart (Wang ve dig., 2004 den adapte

edilmistir).
Polimorfik Bolge SNP Numarasi Lokalizasyon
-799C/T rs11225395 Promotor
-381A/G rs1320632 Promotor
+17CIG rs2155052 transkripsiyon baglangict

Yabanil tip MMP-8 kendi proteolitik aktivitede go¢ ve metastaz gibi
tiimdrogenezin ¢esitli asamalarindan koruyarak tiimor baskilayict faaliyetlerini
gosterirken buna karsilik, mutant MMP-8 kendi proteolitik yetenegini kaybeder ve
tiimorojenik fenotipleri artirir (Sekil 1.10) (Lopez-Otin ve dig., 2009).

Kollajen I proteoliz Kollajen I proteoliz

L I Kontrolsiiz CoRee ]_ Kontrolsiiz
Timér biiyiime Tiimér o biiyiime

iilserasyonu ;s/_ '."‘»\2\ iilserasyonu y/—"’ = {
/ \ ;

< ‘Yabamil tip IY'\ [ Mutant
Metastaz | NP8 \ Metastaz =  MMP$ I

|
J
T

\ / N /

Invazyon ‘ I = Adezyon = 1_
Migrasyon Migrasyon

Sekil 1.10. Yabanil tip ve mutant MMP-8 fonksiyonel etkileri. (Lopez-Otin ve dig., 2009).
1.8. Matris Metalloproteinaz Doku Inhibitorleri (TIMP’ler)

TIMP’ ler, bag dokusu metabolizmasmin diizenlenmesi i¢in temel olan
proteinlerdir. TIMP-1, TIMP-2, TIMP-3, TIMP-4 olmak iizere dort tip TIMP
tanimlanmistir (Visse ve Nagase, 2003). 84-194 aminoasit igerirler. Temel olarak N-

terminal ve C-terminal alt bolgesi bulunur. Bu bdlgeler 3 tane korunmus disiilfit bagi
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igerirler ve N-terminal bolgesine MMP inhibitor aktivitesine sahip bagimsiz bir iinite
baglidir (Nagase ve dig., 2006).

TIMP’ler de MMP’ler gibi damar diiz kas hiicreleri, endotel hiicreleri, kan
hiicreleri, bag dokusu hiicreleri ve makrofajlar tarafindan iretilirler. TIMP’ler MMP
etkinligini baskilama yoniinden benzerlik gostermekle birlikte matristeki yerlesimleri
ve gen ekspresyonunun diizenlenmesi yoniinden aralarinda farkliliklar gosterir.
TIMP-4, TIMP ailesinin en son tanimlanmis iiyesi olup kalp damar sisteminde
Ozellikle de miyokardda yiiksek oranda ifade edilmektedir (Spinale, 2007).

Tanimlanan bu TIMP’ larin ortak Ozellikleri 12 tane korunmus sistein
rezidiisiine sahip olmalar1 ve metalloproteinazlar ile nonkovalent kompleksler
olusturup inhibe edebilmeleridir (Brew ve dig., 2000). Metalloproteinazlarin etkisi
ile olusan bazal membran ve ESM parcalanmasini inhibe etmeleri TIMP’lerin en
onemli fonksiyonlaridir. TIMP’ler bu fonksiyonlari aktif metalloproteinazlara
kovalent olmayan baglarla baglanip kompleks olusturarak gosterir (Reel, 20006).

Son yillarda peptid ve peptid olmayan yapida sentetik MMP inhibitorleri de
iiretilmis ve bu inhibitorler en c¢ok kanser tedavisinde kullanilmak {izere
kardiyovaskiiler hastaliklar, artrit, psoriyazis, peridontal hastalik ve makula
dejenerasyonu gibi farkli hastaliklarin tedavisinde denenmistir. ilaglarin diiz kas
hiicre proliferasyonu ve migrasyonunu azalttiklari, dolayisiyla ateroskleroz

gelisimini inhibe ettikleri de deneysel ¢alismalarda gosterilmistir (Zempo, 1996).
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2.AMAC

Mide kanseri kanser dliimlerine neden olan en 6nemli kanser tiirlerindendir.
Azalan insidansina ragmen diinya genelinde mide kanseri en yaygin ikinci kanserdir.
Mide kanserlerinde prognoz iizerine etkili oldugu diisiiniilen bir¢ok faktdr arastirma
konusu olmustur (Malkog, 2011).

MMP’ ler hiicre disi matris ve bazal membrani degrede etme yetenegine
sahip proteolitik enzimlerinin siiper ailesi olup timor gelisimi, ilerlemesi ve
metastazi ile iliskili bulunmustur (Stamenkovic, 2000; Bodey ve dig., 2001). Buna ek
olarak, son ¢alismalar MMP’ lerin apoptoz ve kansere karsi immiin cevap etkisi
oldugunuda gostermistir (Egebland ve Werb, 2002).

MMP-8 promotor bolgesinde kanser gelisimine duyarli polimorfizmlerin
arasindaki iligskiyi dogrulamak i¢in yapilan herhangi bir epidemiyolojik ¢alisma
yoktur (Stamenkovic, 2000; Bodey ve dig., 2001).

Genetik polimorfizmler, baz1 hastaliklara kars1 duyarlilikta kisisel farkliliklar:
belirlememizi saglarken, bazi gen polimorfizmleri (alleller) bir hastalik riskini
arttirirken bazilar1 azaltabilmekte (koruyucu allel), bazi polimorfik alleller ise
yalnizca ¢evresel bir faktoriin etkisi altindayken riski etkileyebilmektedir. Kanser
gelisiminde genlerin ve varyasyonlarinin, c¢evresel risk faktorleriyle birlikte olan
etkisi, tek tek gostermis olduklari etkinin toplamindan daha fazla olabilmektedir.
Kanser gelisimi ya da kansere yatkinlikla ilgili genlerin ve polimorfizmlerin
bilinmesi, hi¢ sliphesiz pek ¢ok kanserin erken tanisi ve tedavisinde yararli olacaktir
(Ekmekgi ve dig., 2008).

MMP-8 geni ile yapilan polimorfizm c¢alismalarinda akciger kanseri, mesane
kanseri ve karaciger kanseri ve mide kanseri ile iliskileri incelenmistir fakat mide
kanserinde sadece MMP-8 C-799T polimorfizmi ile yapilan c¢alisma heniiz

bulunmamaktadir. Bu ¢alisma ise Tiirk populasyonunda mide kanseri hastalarinin
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mide tiimorli dokularinda ve normal dokularinda sadece MMP-8 geni promotorii C-
799T polimorfizminin incelendigi ilk ¢alismadir.

Yapilan bu ¢alismada polimorfizm PZR-RFLP yontemi ile arastirilip,
tespit edilen genotiplerin kontrol grubu ile sigara ve alkol kullanimi gibi g¢evresel
faktorlerin yan1 sira cinsiyet yas ve aile hikayesi acisindan alel ve genotip
frekanslarini1 karsilastirarak polimorfizminin hastalia etkisinin incelenmesi ve hasta
grubununda kendi i¢inde H. pilori enfeksiyonu, invazyon derinligi, timdr evresi,

tiimdr nekrozu agisindan karsilastiriimasi hedeflenmistir
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3.GERECLER

3.1. Arastirmada Kullanilan Ornekler

Bu caligmada kullanilan 44 adet mide kanserli hastanin tiimor ve normal doku
ornekleri 2006-2009 yillar1 arasinda Cerrahpasa Tip Fakiiltesi Genel Cerrahi ve
Patoloji Ana Bilim Dallarindan temin edilmis olup -80 ° C’de muhafaza edilmistir.
Ayrica kontrol grubu olarak Florance Nightingale ve Acibadem Hastanesi Genetik
Tan1 Merkezinden malignite dis1 sebeplerle bagvuran 54 bireyden izole edilen DNA
ornekleri ¢alismaya dahil edilmistir. Omekler 2405/296 numarali Istanbul

Universitesi, Cerrahpasa T1p Fakiiltesi Etik Kurul izni ile kullanilmistir.

3.2. Arastirma I¢in Laboratuvarda Kullanilan Cihazlar ve Markalar

CIHAZLAR MARKA

Gorlintiileme Sistemleri : Bio-RAD Universal Hood Il
Is1 Blogu : DB 2D

Manyetik Karistiricilar : MR3001

Gii¢ Kaynaklari
Thermo Cycler
Elektroforez Sistemleri
Santrifiijler

Otoklav

Tart1

Su Banyolari

Vorteks

Su Aritma Sistemi
Buzdolaplari

Derin Dondurucular

: EPS301, PowerPac Basic

: Techne TC-512

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

: Dik Tip Otoklav (BES)

: Hassas Terazi, XB220 A (Presica)
: Niive BM 402

: Heidolph REAX

: Millipore Milli Q Synthesis A10
:Beko 8742, Arcgelik 3061 Plus
:-20 °C, Argelik 2021 D,
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-80 °C, Thermo Fisher Scientific
Mikropipet Seti 1 0,2-2, 2-20, 20-200, 200-1000u1’lik
Finnpipette (Thermo Scientific, FINLANDIYA)

3.3. Polimeraz Zincir Reaksiyonu Icin Gerekli Enzim ve Kimyasallar

10X MgCI; ‘stiz Tampon : 200 mM (NH4),S0,,
750 mM Tris-HCI (pH 8,8),

% 0,1 Tween 20
(Fermentas, LITVANYA)
MgCl, : dH,O’ da 25 mM
(Fermentas, LITVANYA)
Deoksiriboniikleotitler (ANTP) : 100 MM dATP, dCTP, dGTP, ve dTTP
(Fermentas, LITVANYA)
Taq DNA Polimeraz : Rekombinant Tag DNA Polimeraz

(Fermentas, LITVANYA)

3.4. Primerler

Bu calismada incelenen polimorfik bolgeyi ¢cogaltmak i¢in kullanilan primer
diziler tablo 1.3° de gosterilmistir. Primerler elips firmasindan temin edilmistir.
Primerler dizayn edilirken ise Qiu ve arkadaslarinin ¢alismasindan referans alinmistir

(Qiu ve dig., 2008).

Tablo 1.3. MMP-8 C-799T polimorfik bolgesini olusturup ¢ogaltmak i¢in kullanilan primerler

PRIMER PRIMER DiziSi
iLERI 5°- GCTGCTTCTGGAGGATGTGGTTTGG -3’
GERI 5-GCCAGAGACTCAAGTGGGAGACTACCATGCAGATC-3’
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3.5. Elektroforez i¢in Kullanilan Tamponlar ve Kimyasallar
10X TBE (Tris-Borik Asit — EDTA) (pH 8,3) : 890 mM (NH4),SO4,
750 mM Tris-HCI (pH 8,8),
% 0,1 Tween 20
(Fermentas, LITVANYA)
6X DNA yiikleme boyasi : 10 mM 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)
Etidyum Bromiir (EtBr) : 10 mg/ ml
(Sigma, ALMANYA)
Agaroz Jel : 0,5 X TBE tamponunda %0,7,

%1, %4°liik Agaroz (Prona,EEC)

3.6. DNA Biiyiikliik Markorleri

GeneRuler 100 kb¢ DNA Markoérii: 100, 200, 300, 400, 500, 600, 700, 800,
900, 1000 baz giftlik fragmanlar igeren DNA mark®érii ( Fermentas, LITVANYA ).
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4. YONTEMLER

4.1. Primer Tasarim

MMP-8 geni promotor bolgesi C-799T SNP (tek niikleotit polimorfizm)
analizi i¢cin PZR ile cogaltilacak hedef bdlgenin belirlenmesinde kullanilan dizi

NCBI fasta sekanstan (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/projects/SNP/snp ref.cqi?rs=

11225395) elde edilip ileri primer diziye spesifik secilirken, geri primerin 3’ ucunun
2. pozisyonundaki A yerine T yerlestirerek bir bazi hedef diziye yanlis eslesme
olacak sekilde tasarlandi. Primerlerin sekil 4.1°deki hedef dizi amplifikasyonu NCBI
BLAST (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/tools/primer-blast) ile test edildi. Geri

primerdeki yanlis eslesme Bgl II enzimi i¢in, enzim tanima bolgesi C/T polimorfizmi
icin secildi. Pembe ile vurgulanmis olan bolgeler primer baglanma bolgelerini, yesil

ile vurgulanmis olan bolge primerin degistirilen bazin1 ve sar1 ile vurgulanmis olan

5 ECICCTTCTCCACCATEIGEITIGE T ATCAACATATTAGAAAATCCCT

AGTCTATAAGTTAGACTTTCCATGGAAAAGATAAAGAGAACAATACTG
ATGATGATAATAATGAACATTTGCTAAAAAATTATGATTGCCCAGACAT
TTGTACTGTGTTCCACATATTACCCCAATCCATCTTCACATAGCCTTGGG
AGGGAGATGCTATTACTATCTCCATTTTACAGATGAAATCAAATCCAGA
GACATTTAGATGACCTGTTTAAGTCACATGTTTCATTTGTGGAGGGGCC
AGGATTCAACCCCAGAGGGTATGTTTAGAGAGACTGAGCTGGGAGCTA

CTATAC/TGT/ATCTGCATGGTAGTCTCCCACTTGAGTCTCTGGC 3°

bolge ise restriksiyon enzimi tanima bolgesidir.

Sekil 4.1. PZR ile cogaltilacak hedef bdlgenin belirlenmesi
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4.2. Polimeraz Zincir Reaksiyonu

Bu aragtirmada MMP-8 promotor C-799T bolgesinin amplifikasyonu ig¢in
tabloda 4.1°de gosterilen PZR kosullar1 dikkate alinmustir. Yapilan PZR sonrasi
hedef alinan ve gogaltilan bdlgeyi kontrol etmek igin 5 pul PZR {irlinii ve 1 ul DNA
yikleme boyasi karistirilarak % 2’lik agaroz jele 100 bg’lik DNA belirteci ile
beraber yiiklenip 120V-300 mA’ de 20 dk yiiriitiildi.

Tablo 4.1. BglII polimorfik olan bélgenin ¢ogaltilmasi igin belirlenmis PZR dongiisii ve sicaklik
zaman degerleri

MMP-8 C-799T (382bg)
[k denatiirasyon 94 °C, 15dk
Denatiirasyon 94 °oC, 45sn
Baglanma 60 °C, 45s3n Dongii sayist : 30
Uzama 72 °C, 45sn
Son uzama 72 °C, 5dk

4.2.1. PZR Optimizasyon Calismalari

Bu calismada farkli primer baglanma dereceleri ve farkli MgCl,
konsantrasyonlar1 kullanilarak optimum deney kosullart olusturulmaya ¢alisildi.
Tablo 4.2° de olusturulan PZR ddngiisiinii ve kosullarini igermektedir.

Tablo 4.2. BgllIl polimorfik bolgenin amplifikasyonu igin optimize edilmis olan PZR kosullar1 ve
miktarlart

[Ana stok] [Calisma stogu] Miktar
10 X Tampon 10 X 1X 2.5 ul
MgCl, 25 mM 2.5mM 2ul
Tleri primer 10 mM 0.1 mM 0.25 ul
Geri primer 10 mM 0.1 mM 0.25 pul
dNTP karisim 10 mM 0.2 mM 0.5 pl
Taqg polimeraz 5U/ml 1U 0.2 ul
Primerlerin baglanma sicakhgi: 60° C
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4.3. PZR Uriinlerinin Restriksiyon Parca Uzunluk Polimorfizmi (RFLP)

PZR ile amplifiye edilen hedef bolgeler tablo 4.3’deki BglIl restriksiyon
endoniikleaz enzimi ile kesim kosullar1 Tablo 4.4.’deki miktar oranlar1 kullanilarak
37°C de 30 dk inkiibe edildi. Hedeflenen bolgede Tablo 4.5°deki gibi fragmentler

olusturmasi beklenmektedir.
BoIII enzim kesim bolgesi 5.... AGATCT....3’
3..... TCAAGA....S’

Tablo 4.3. BgllI igin reaksiyon miktar ve kosullar

Restriksiyon Miktar (U) Sicaklik (°C) Siire (dk)
Enzimi

Bglll 1 37 30

Tablo 4.4. MMP-8 RFLP reaksiyon miktarlar1 ve kogullari
Sul PZR iirtinii

1ul reaksiyon tamponu (Fast Digest Green Buffer)

0,5 pl BgllI restriksiyon enzimi
37°C’de 30 dk inkiibasyon siiresi

Tablo 4.5. PZR-RFLP sonucu MMP-8 i¢in beklenilen DNA fragment uzunluklari

PZR Uriinii Fragment Uzunlugu: 382 bg

Kesim Noktasi : 35 bg Uzun Fragment: 347 bg

4.4. Jel Elektroforezi

Calismamizda PZR iiriinlerini goriintiilemek i¢in % 2’lik agaroz jel ve enzim

kesimini goriintiilemek igin ise % 3’liik agaroz jel kullanilmistir.

4.5. Dizi Analizi

PZR-RFLP yontemi ile belirlenen genotipler arasindan DNA dizi analiziyle
dogrulanmak iizere rastgele olarak ornekler secilerek dizi i¢in optimize edilmis olan
primerler ile (Tablo 4.6) amplifikasyonu son hacim 50 pl olacak sekilde tim
hacimler iki katina ¢ikarilarak ayni1 PZR kosullarinda yapildi. Ayrica primerler 5 Mm

konsantrasyonla 10 ul olacak sekilde hazirlandi.
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Amplifiye edilen PZR 6rnekleri % 2’lik agaroz jel elektroforezi ile goriintiilenmesi
yapildiktan sonra piirifikasyon ve ¢ift yonlii dizi analizi uygulamasi i¢in Macrogen

firmasina gonderildi.

Tablo 4.6. MMP-8 dizi analizi i¢in dizayn edilen primerler

PRIMER PRIMER DiziSI
ileri 5’- GCTGCTTCTGGAGGATGTGGTTTGG -3’
Geri 5’-GCCAGAGACTCAAGTGGGAGACTACCATGCAGATC-3’

4.6. MMP-8 Promotor C-799T Polimorfik Bolgesinin Molekiiler Analizi

Yapilan bu ¢alismada, MMP-8 geni promotdr aktivitesini degistirdigi bilinen
C-799T polimorfizmi ve bu polimorfizmin mide tiimérlic doku ve normal doku
ornekleri PZR-RFLP yontemi ile arastirilip, tespit edilen genotiplerin kontrol
grubuyla sigara ve alkol kullanimi1 gibi ¢evresel faktorlerin yani sira cinsiyet yas ve
aile hikayesi agisindan alel ve genotip frekanslarini karsilagtirarak polimorfizminin
hastaliga etkisi incelenmis ve hasta grubunu kendi i¢inde H. pilori enfeksiyonu,
invazyon derinligi, timor evresi, timor nekrozu agisindan ikili karsilastirmalar
yapilarak mide kanseri ile olan iligkisi degerlendirilmistir. Polimorfik gen bolgesi
icin optimize edilen primerler ve enzimler araciligiyla PZR yontemi kullanilarak
amplifiye edilip ardindan polimorfik DNA dizileri, restriksiyon enzim kesimi ve
agaroz jel elektroforezi ile incelenip degerlendirilmistir. Elde edilen PZR iiriinleri ve
kesim sonrasi olusan fragmentlerin uzunluklar1 Tablo 4.7° de gosterilmis olup

belirlenen polimorfizmlerin verileri istatistiksel olarak degerlendirilmistir.

Tablo 4.7. MMP-8 promotor polimorfizm bdlgesi, kesimi ve beklenen fragment uzunluklari

Polimorfik SNP Enzim Beklenen fragment
Bolge numarasi Kesimi uzunlugu
-799 C rs11225395 Bglll 382 be
79T rs11225395 Bglll 347-35 bg
C-799T rs11225395 Bglll 382-347-35 bg
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4.7. istatistiksel Veri Analizi

Yapilan bu c¢alisma sonucunda elde edilen bulgular degerlendirilirken,
istatistiksel analizler i¢cin SPSS 19.0 istatistik paket programi kullanildi. Calisma
verileri degerlendirilirken ise tanimlayici istatistiksel metotlarin (Frekans, Yiizde,
Ortalama, Standart sapma) yani1 sira normal dagilimin incelenmesi i¢in Kolmogorov -
Smirnov dagilim testi kullanildi.

Niteliksel verilerin karsilastirilmasinda ise Pearson Ki-Kare testi ve Fisher
Exact test kullanildi. Baz1 ¢apraz tablolar1 olusturan degiskenler arasindaki iligkiler
ise Cramers’ V teknigi ile degerlendirildi. Cramers’ V ise kategori sayisi ikiden fazla
olan nominal degiskenler arasindaki iliskinin diizeyini gosterir. Cramers’ V
istatistiginin alabilecegi degerler 0.00 ile 1.00 arasinda degismektedir. 0.00 iki
degisken arasinda hicbir iliskinin olmadigin1 gosterirken, 1.00 iki degisken
arasindaki iliskinin dogrusalliginin miikemmel oldugunu gosterir. Degerler icin
0.33’lin altindaki iliskiler zayif, 0.34-0.60 civarindaki iliskiler orta, 0.61 ve daha
yiiksek iliskilerin ise giiglii oldugu varsayilir. Risk faktorlerini ¢ok degiskenli

incelemek i¢in ise lojistik regresyon analizi kullanildi.

Sonuglar % 95 giliven aralifinda, p<0,05 anlamlilik diizeyinde ve p<0,01
p<0,001 ileri anlamlilik diizeyinde degerlendirildi.
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5. SONUCLAR

5.1. Orneklerin Tanimi

Calismamizda mide kanser olgusu olan 44 hastanin timor dokusu ve bu
hastalarin ¢evre mide normal dokular1 olmak iizere toplamda 44 ¢ift Ornek
kullanilmistir. Bunun yani sira kontrol grubunu olusturan 54 adet Ornek
kullanilmistir. Mide kanser hastalarinda, tiimdrlii dokularda ve normal dokularda ayr1
ayr1 ylzdelik oranlari, genotip frekanslari, yas ortalamalar1 + standart sapma olarak
da hesaplanarak Tablo 5.1 ‘de gosterilmistir. Hasta grubunda goriilen H.pilori
enfeksiyonu, invazyon derinligi, timor evresi ve timor nekrozu bulgular dikkate
aliarak ikili karsilagtirmalar yapilmistir. Kontrol grubu i¢in ise yas ortalamasi ve

standart sapma degerleri ve belli 6zelliklerinin yiizdesi Tablo 5.2 *de gosterilmistir.

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

n (Hasta Sayis1) Ortalama Standart sapma
Yas 44 58,27(33-84) +12,81
Cinsiyet
Kadin 14 57,14 +15,43
Erkek 30 58,8 +11.7
Mide kanseri N % Bilgisi olan | Bilgisi olmayan
(Hasta Sayisi) (Yiizde) hasta sayisi hasta sayisi
Toplam hasta 44
H. pilori 14 39 36 8
Tiimor Evresi 30 14
1 5 17
2 10 33
3 15 50
invazyon derinligi 43 1
L.propria/M.mukoza/ 6 14
Submukoza
M.propria 10 23
Subseroza 1 2
Seroza 26 60
Tiimér nekrozu 22 50 44 0
Sigara 23 58 40 4
Alkol 7 18 40 4
Aile hikayesi 11 28 40 4
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Tablo 5.2. Kontrol grubu i¢in yas ortalamasi ve standart sapma degerleri ve belli 6zelliklerinin
ylizdesi

n(ornek Sayisi) Ortalama Standart sapma
Yas 54 56,44 (50- +6,27
76)
Cinsiyet
Kadin 32 55,69 +6,08
Erkek 22 57,54 +6,51
N % Bilgisi olan Bilgisi
Kontrol grubu (ornek Sayisi) (Yiizde) ornek sayisi olmayan
ornek sayisi

Sigara 11 29.7 37 17

Alkol 0 0 54 0

Aile hikayesi 0 0 54 0

5.2. MMP-8 Geni C-799T Promotor Bolgesi Polimorfizm Analizi

5.2.1. Tlgili Gen Bolgesinin PZR ile Cogaltilmasi

Bu asamada DNA orneklerinin MMP-8 gen promotdr bolgesini iceren
kismin amplifikasyonunu saglamak icin ornekler termal dongii cihazinda isleme tabi
tutulmustur. PZR asamasinda geri primer ile dizi {izerinde yonlendirilmis mutasyon
yapilarak RFLP islemi i¢in kullanilacak BglIl enzimi i¢in uygun kesim bolgesi
olusturulmas1 amag¢lanmistir. Bu nedenle geri primer tizerinde kalin olarak gdsterilen

Timin baz1 sekans i¢ine sokularak BglII enzimi i¢in kesim bolgesi olusturulmustur.
fleri Primer : 5°- GCTGCTTCTGGAGGATGTGGTTTGG -3’
Geri Primer : 5>-GCCAGAGACTCAAGTGGGAGACTACCATGCAGATC-3’.

Calismamizda DNA amplifikasyonu sonucunda ilgili gen bolgesinin 382 bg‘lik DNA
fragmenti beklenmektedir. Bu DNA fragmenti ise 100 b¢’ lik belirte¢ ile % 2’lik

agaroz jel elektroforezinde goriintiilenmistir. (Sekil 5.1 ve Sekil 5.2)
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100bp SN 9T 17N 17T 27N 27T 29N 29T 32N 32T NK

382
be

Sekil 5.1. MMP-8 C-799T polimorfik promotor bolgesinin PZR ile amplifikasyon sonuglarimin
%2’lik agaroz jelde goriiniimii (T: Tiimor doku, N: Normal doku, NK: Negatif kontrol)

100bp 13K 16K 17K 26K 47K 49K PK NK

...

e I
=

Sekil 5.2. MMP-8 C-799T polimorfik promotdr bolgesinin PZR ile amplifikasyon sonug¢larimnin
%?2’likagaroz jelde goriiniimii (K: Kontrol grubu, PK: Pozitif kontrol, NK: Negatif kontrol).

5.2.2. PZR Uriinlerinin Restriksiyon Par¢a Uzunluk Polimorfizmi

Calismamizda amplifikasyon sonucu elde ettigimiz 382 bg’ lik PZR
tiriinlerini BglII restriksiyon enzimi ile 37 ° C’de 30 dk inkiibasyonda birakildiktan
sonra % 3’liik agaroz jelde analiz edildi. Hasta grubunda normal ve tiimorlii dokuya
ait bes ornek farkli genotipe sahipken (Sekil 5.3.) geri kalan 39 6rnek ayni genotipe
sahip oldugu saptandi. Hasta ve kontrol grubunda CC, CT, TT genotiplerinin hepsi
gozlemlendi (Sekil 5.4. ve Sekil 5.5)
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6N

382 bg
347 bg

Sekil 5.3. Polimorfik promotdr bolgesi amplifikasyonu yapilan drneklerin RFLP sonuglarinin % 3’
likk agaroz jelde goriiniimii ( Hasta grubuna ait normal ve timorlii dokulardan 6 N-T homozigot CC, 7
N-T heterozigot CT, 8 N-T homozigot CC, 9 N-T heterozigot CT ° dir).

382 be
347 be

RIRIRI

35 bg

Sekil 5.4. Polimorfik promotor bolgesi amplifikasyonu yapilan 6rneklerin RFLP sonuglarinin % 3’
likk agaroz jelde gorliniimii. Hasta grubundaki normal ve tiimorlii dokulardan 42 N-T homozigot TT,
35 N heterozigot CT, 35T homozigot CC, 16 N-T heterozigot CT olan 6rneklerdir. 35 N*- 35 T*
normal doku ve tiimorlii dokunun farkli genotipe sahip oldugu 6rneklerdir).
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2bp 17K 47K 49K 50K 28K NK

382 be
347 bg

Sekil 5.5. Kontrol grubuna ait amplifikasyonu yapilan 6rneklerin RFLP sonuglarinin % 3’ liikk agaroz
jelde goriinimii.

5.2.3. Dizi Analizi

DNA piirifikasyonu ve dizi analizi i¢in rastgele se¢ilerek hazirlanan 6rneklerin PZR
goriintiileri Sekil 5.6’ da dizi analizi sonuglarinin gosterimi ise Sekil 5.7, Sekil 5.8,
Sekil 5.9 ve Sekil 5.10° da kromotogram sonuclarinda gosterilmistir. Sonuglar

beklenilenle ayn1 dogrultuda gozlemlenmistir

382 be

Sekil 5.6. Dizi analizine gonderilecek PZR 6rneklerinin % 2’ lik agaroz jelde goriintiisii
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U 10 20 30 40

L TA TAGCTAGCTCAGCTCLGTCTCTCTAAA ATACCCT CTG GGG

Sekil 5.7 MMP-8 C-799T promotor bolgesi CC homozigot kromotogram goriintiisii (6N 6rnegi geri

dizisi)
|

250 300 310 V 320 330 340
TAGAGAGACTGAGC TGGGAGCTACTATAGGATCTGCATGGTAGTCTCCCAC T

f
- |'1 f g | ne ol II_ . - h [
’Wtf W W \A’ ﬂl W W\’ HM/\J Y\/\'I Ilﬂl ;\fl‘lill 13r HEI'I'M’ y \/\W\’\‘f Mﬁ: W\Iﬂf MN |

Sekil 5.8. MMP-8 C-799T promotér bdlgesi CC homozigot kromotogram goriintiisii (6N 6rnegi ileri
dizisi)

10 20 30 40
GOTT TA TA WTAGCTC CAGUCTCAGTOCTCT CTAAA ATACCCTCTG GG G

Al

Sekil 5.9. MMP-8 C-799T promotor bolgesi TT homozigot kromotogram goriintiisii (4T 6rnegi i¢in
geri dizisi)
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300 310 320 \ 330 340
GAMCTGAGCTGGGAGCTAC TAT GATCTGCATEmTAGTCTCCCACTT]
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Sekil 5.10. MMP-8 C-799T promotdr bolgesi TT homozigot kromotogram goriintiisii (4T 6rnegi i¢in
ileri dizisi)

5.3. Verilerin Istatistiksel Analizi

PZR-RFLP sonucu elde edilen hasta grubu ve kontrol gurubu dokularina ait
genotip dagilimlar1 analiz edilip genotip ve alel frekanslar1 karsilastiriimistir.
Bununla birlikte hastalik olusumu ile cinsiyet, aile hikayesi, sigara i¢imi ve yas
iliskisi incelenmistir. Istatistiksel analizler i¢in istatistik paket programi kullanilmigtir

(Kolmogorov- Smirnov, Pearson khi- kare testi, fisher exact ve cramer’s v).

5.3.1. Hardy Weinberg Analizi

Gozlenen genotip frekanslarindan yararlanilarak alel frekanslar1 ve beklenen
genotip frekanslar1 hesaplanarak Tablo 5.3, Tablo 5.4 ve Tablo 5.5. de gosterilmistir.
Gozlenen ve beklenen degerler ki-kare testi yapilarak karsilastirilmis ve kullanilan
orneklerin Hardy-Weinberg dengesine uygunluklari incelenmistir (Tablo 5.6.).

Tablo 5.3. Hasta grubu tiimor dokularina ait MMP-8 -799. promotdr bolgesi genotip ve allelotip
sayis1 ve frekanslari

Genotip Genotip Genotip Allelotip Allelotip Allelotip
sayist frekansi say1s1 frekansi
CcC 19 0.43 C 55 0.63
CT 17 0.39
1T 8 0.18 T 33 0.37
TOTAL 44 1 TOTAL 88 1
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Tablo 5.4. Hasta grubu normal dokulara ait MMP-8 -

ve frekanslari

799. promotdr bolgesi genotip ve allelotip sayisi

Genotip Genotip Genotip Allelotip Allelotip Allelotip
sayis1 frekansi sayis1 frekansi
CC 17 0.39 C 55 0.63
CT 21 0.48
TT 6 0.13 T 33 0.37
TOTAL 44 1 TOTAL 88 1

Tablo 5.5. Kontrol grubuna ait MMP-8 -799. promotér bolgesi genotip ve allelotip sayisi ve

frekanslari
Genotip Genotip Genotip Allelotip Allelotip | Allelotip
sayist frekansi sayist frekansi
CC 22 0.41 C 73 0.68
CT 29 0.54
TT 3 0.05 T 35 0.32
TOTAL 54 1 TOTAL 108 1
Tablo 5.6. Hasta ve kontrol gruplarinin ki-kare ve p degerleri
Ki-kare (X?) P
Hasta grubu normal dokusu 0.015 0.904
Hasta grubu tiimorli dokusu 1.359 0.243
Kontrol grubu 2.754 0.097

5.3.2. Polimorfizm ile Hastahk iliskisinin Arastiriimasi

Hasta ve kontrol gruplarinin alel frekanslarinin karsilastirilmasi esasina
dayanmaktadir.

5.3.2.1. Capraz Tablolar ve Ki-kare Bagimsizlik Testi
Hasta grubunun normal doku genotipi ile tiimorlii doku genotipi dagilimi
kolmogorov-smirnov dagilim testi kullanilarak Tablo 5.7° de gosterilmistir. Hasta
grubu normal doku genotipleri ve tiimorlii doku genotipleri ile olusturulan ¢apraz

tablolar ve ki-kare analizi ise cramer’s V teknigi kullanilarak degerlendirilmis ve

Tablo 5.8’ de gosterilmistir.
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Tablo 5.7. Hasta grubunun normal doku genotipleri ile tiimorli doku genotiplerinin dagilimi

Hasta grubu Normal doku Hasta grubu Tiimorli doku
N % N %
CC 17 39% 19 43%
CT 21 48% 17 39%
TT 6 13% 8 18%

Tablo 5.8. Hasta grubunun normal doku genotipleri ve tiimérlii doku genotiplerinin gapraz tablosu ve
ki-kare analizi

Normal Doku
CC CT TT
n % n % N % P
CC |16 | %941 | 3 | %143 |0 | %00 | CramersV =0,833
Tiimérlii CT 0| %00 |17 %810 | 0| %00 0=0,000%+*
Doku TT 1| %59 | 1| %48 |6 | %100

*p<0,05 **p<0,01 ***p<0,001

Cramer’s V teknigi ile yapilan karsilastirma sonucunda hasta grubu normal
doku genotipi ile tiimorlii doku genotipi arasinda anlamli uyum bulunmustur
(cramer’s V = 0,843; p= 0,000<0.05). Normal doku genotipi CC olanlarin 16’simnin
(% 94,1) CC genotipi, 1’1 (% 5,9) TT genotipi; normal doku genotipi CT olanlarin
3’lniin (% 14,3) CC genotipi, 17’si (% 81,0) CT genotipi, 1’1 (% 4,8) TT genotipi;
normal doku genotipi TT olanlarin 6’smin (% 100) TT genotipine sahip oldugu
gorilmektedir (Tablo 5.8.). Bu anlamli uyumluluk dogrultusunda bundan sonraki

analizlere hasta grubunun normal dokusu ile devam edilmistir.

Hasta ve kontrol gruplarinin demografik Gzellikler agisindan
karsilastirilmas1 Tablo 5.9 da, genotipler agisindan karsilastirilmasi ise Tablo 5.10°

da gosterilmistir.
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Tablo 5.9. Demografik 6zellikler

Hasta Kontrol
P
N % N %
Kadin 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**
Yok 29 72,5% 52 100,0%
Aile Hikayesi
Var 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
anlaml 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 gdre 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 5.9.).

Tablo 5.10. Hasta grubunun normal doku genotipleri ile kontrol grubu genotiplerinin karsilastiriimasi

Hasta Kontrol P
N % N %
CcC 17 38,6% 22 42.3% 0,715
CT 21 47 7% 27 51,9% 0,682
TT 6 13,6% 3 5,8% 0,188

Hasta grubunun normal doku genotipi ile kontrol grubu genotipi arasinda

istatistiksel olarak anlamli fark bulunamamuistir (p>0,05) (Tablo 5.10.).

Hasta grubunun normal doku genotipleri, tiimorlii doku genotipleri ve kontrol

grubunun genotiplerinin karsilastirilmasi ise Sekil 5.11° de gosterilmistir.
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Genotip sayis

27

Hasta grubu normal doku

Kontrol grubu

Hasta grubu thmarll doku

mCC
T
aTT

Sekil 5.11. Hasta grubunun normal doku genotipleri, tiimorli doku genotipleri ve kontrol grubu

genotiplerinin dagilimi.

5.3.3. Lojjistik Regresyon Analizi

Yas, cinsiyet, sigara ve genotipin mide kanseri olusumuna etkisi pearson ki-

kare testi, fisher exact testi ve cramers’V testi kullanilarak istatistiksel olarak

degerlendirildiginde mide kanseri olusumu i¢in istatistiksel olarak anlamli degildi

(Tablo 5.11.)

Tablo 5.11. Hasta grubu normal doku genotipleri ile lojistik regresyon analizi

95% C.l.for OR
P OR

Lower Upper
Yas 0,579 0,985 0,935 1,038
Cinsiyet 0,272 1,850 0,617 5,552
Sigara 0,100 2,563 0,834 7,877
genotip CC# 0,434 1,000
genotip CT# | 0,208 4,721 0,420 53,010
genotip TT# 0,206 4,669 0,429 50,861
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5.3.4. Hasta Grubunda Demografik ve Hastahk Ozelliklerinin Genotip ile
Tliskisi

Hasta grubunda normal doku ve tiimorlii dokularin demografik ve hastalik
ozelliklerinin genotip ile iligkisi pearson ki-kare testi ve fisher exact testi kullanilarak

incelenmistir. (Tablo 5.12. ve Tablo 5.13.)

Tablo 5.12. Hasta grubunda normal dokularin demografik ve hastalik 6zelliklerinin genotip ile iligkisi

cC cT T
N % n % n % P

Kadmn | 6 | %353 7 | %333 1] %167 | ogg7

Cinsiyet Erkek | 11 | % 64,7 | 14 | %66,7 | 5 | %833
Yok | 7 [%438] 7 [%368(3] %600 | (g

Sigara Var | 9 | %563 | 12 | %632 | 2 | % 40,0
Yok [12[ %750 (17 [ %895 |4 | %800 | 56

Alkol Var | 4 |%250| 2 | %105 | 1| %20,0
Yok |11]%688 |14 [ %737 4| %800 | g5

Aile Hikayesi | Var | 5 | %313 | 5 | %263 | 1| % 20,0
Timor Yok [12[%706] 9 [%429| 1] %167 | o0

Nekrozu Var 51%294 |12 | %571 |5 %83,3

| | 2 |%143] 3 |%214|0] %00
Il | 6| %429 4 | %286|0]| %o0 | 9982

HG M| 6 | %429 7 | %500 | 2 | % 100,0

| | 2 |%118| 4 |%200|0]| %00
|7 [%412| 3 [ %150 (0] %00 |qos3

fnvazyon M | 0| %00 |0 %00 |1]| %167

derinligi IV | 8 | %471 |13 | %650 5| %833
Yok [10[ %769 (10| %5882 %333 |17

H.pilori Var | 3 |%231| 7 |%4l2|4]| %667

Cinsiyet ile normal doku genotipi arasinda anlamli iligki bulunmamistir
(x°=0,752; p=0,687>0.05). Normal doku genotipi CC olanlarin 6'sinin (%35,3) kadin,
11'i (%64,7) erkek; normal doku genotipi CT olanlarin 7'si (%33,3) kadin, 14'iniin
(%66,7) erkek; normal doku genotipi TT olanlarin 1'i (%16,7) kadin, 51 (%83,3)
erkek oldugu goriilmektedir (Tablo 5.12.).
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Sigara ile normal doku genotipi arasinda anlamli iliski bulunmamistir
(¥*=0,886; p=0,642>0.05). Normal doku genotipi CC olanlarin 7'si (%43,8) sigara
kullanmazken, 9'u (%56,2) kullanmaktadir. Normal doku genotipi CT olanlarin 7'si
(%36,8) sigara kullanmazken, 12'si (%63,2) kullanmaktadir. Normal doku
genotipi TT olanlarin 3'd (%60,0) sigara kullanmazken, 2'sinin (%40,0) kullandigi
goriilmektedir (Tablo 5.12.).

Alkol ile normal doku genotipi arasinda anlamli iligki bulunmamistir
(¥*=1,285; p=0,526>0.05). Normal doku genotipi CC olanlarin 12'si (%75,0) alkol
kullanmazken, 4'ii (%25,0) kullanmaktadir. Normal doku genotipi CT olanlarin 17'si
(%89,5) alkol kullanmazken, 2'si (%10,5) kullanmaktadir. Normal doku genotipi TT
olanlarin 4'i (%80,0) alkol kullanmazken, 1'inin (%20,0) alkol kullandig1
goriilmektedir (Tablo 5.12.).

Aile Hikayesi ile normal doku genotipi arasinda anlamli iliski bulunmamistir
(x*=0,267; p=0,875>0.05). Normal doku genotipi CC olanlarin 11' inde (%68,8) aile
hikayesi yok iken, 5' inde (%31,2) aile hikayesi vardir. Normal doku genotipi CT
olanlarin 14%iniin (%73,7) aile hikayesi yok iken, 5' inde (%26,3) aile hikayesi
vardir. Normal doku genotipi TT olanlarin 4' Giniin (%80,0) aile hikayesi yok iken,
1'in de (%20,0) aile hikayesinin var oldugu goriilmektedir (Tablo 5.12.).

Tiimor Nekrozu ile normal doku genotipi arasinda anlaml iligki bulunmustur
(x*=5,978; p=0,050<0.05). Normal doku genotipi CC olanlarin 12'sin de (%70,6)
timor nekrozu yok iken, 5' inde (%29,4) timoér nekrozu vardir. Normal doku
genotipi CT olanlarin 9'unun (%42,9) tiimor nekrozu yok iken, 12' sinde (%57,1)
vardir. Normal doku genotipi TT olanlarin 1'in de (%16,7) tiimér nekrozu yok iken,
5"inde (%83,3) tiimor nekrozunun var oldugu goriilmektedir (Tablo 5.12.).

Hg ile normal doku genotipi arasinda anlamli iligki bulunmamistir (x2=2,857;
p=0,582>0.05). Normal doku genotipi CC olanlarin 2'sin de (%14,3) tip I, 6'sin da
(%42,9) tip 11, 6' sinda (%42,9) tip 1l1; normal doku genotipi CT olanlarin 3'in de
(%21,4) tip 1, 4' inde (%28,6) tip Il, 7'sin de (%50,0) tip Ill; normal doku
genotipi TT olanlarin 2' sinde ise (%100,0) tip III diizeyinde oldugu goriilmektedir
(Tablo 5.12.).
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Invazyon Derinligi ile normal doku genotipi arasinda anlamli iliski
bulunmustur (x*=13,008; p=0,043<0.05). Normal doku genotipi CC olanlarin 2' si
(%11,8) I. derece, 7 'si (%41,2) Il.derece, 8 'i (%47,1) IV. derece; normal doku
genotipi CT olanlarin 4' {intin (%20,0) 1. derece, 3' iiniin (%15,0) II. derece, 13' tiniin
(%65,0) 1V. derece; normal doku genotipi TT olanlarin 1' i (%16,7) I1l. derece, 5' i
(%83,3) IV. derecede oldugu goriilmektedir (Tablo 5.12.).

H. pilori ile normal doku genotipi arasinda anlamli iliski bulunmamistir
(x*=3,353; p=0,187>0.05). Normal doku genotipi CC olanlarm 10' u (%76,9)
H.pilori ile enfekte degilken, 3' i (%23,1) H. pilori ile enfekte; normal doku
genotipi CT olanlarin 10' u (%58,8) enfekte degilken, 7' si (%41,2) enfekte; normal
doku genotipi TT olanlarin 2 'si (%33,3) enfekte degilken, 4' iiniin (%66,7) H. pilori
ile enfekte oldugu goriilmektedir (Tablo 5.12.)
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Tablo 5.13. Hasta grubunda timor dokularinin demografik ve hastalik 6zelliklerinin genotip ile
iligkisi

CcC CT TT

N % N % n %

Kadin 7 %36,8 5 %29,4 2 %25,0
Cinsiyet 0,803

Erkek 12 %63,2 12 %70,6 6 %75,0

Yok 7 %38,9 5 %33,3 5 %71,4
Sigara 0,222

Var 11 %61,1 10 %66,7 2 %28,6

Yok 14 %77,8 13 %86,7 6 %85,7
Alkol 0,776

Var 4 %22,2 2 %13,3 1 %14,3

Yok 12 %66,7 12 %80,0 5 %71,4
Aile Hikayesi 0,693
Var 6 %33,3 3 %20,0 2 %28,6

Yok 12 %63,2 8 %47,1 2 %25,0
Tiimor Nekrozu 0,185
Var 7 %36,8 9 %52,9 6 %75,0

| 2 %13,3 3 %27,3 0 %0,0

Hg I 5 %33,3 3 %27,3 2 %50,0 0,728

i 8 %53,3 5 %45,5 2 %50,0

| 3 %15,8 3 %18,8 0 %0,0

invazyon T 7 | %368 |3 | %wiss [0 | %00

4
Derinligi 0.09

11 0 %0,0 0 %0,0 1 %12,5

v 9 %47,4 10 %62,5 7 %87,5

Yok 9 %69,2 9 %60,0 4 %50,0
H.pilori 0,676
Var 4 %30,8 6 %40,0 4 %50,0

Cinsiyet ile tiimorlii doku genotipi arasinda anlamli iliski bulunmamustir
(X?=0,438; p=0,803>0.05). Tiimérlii doku genotipi CC olanlarin 7’ si (%36,8) kadin,
12’ si (%63,2) erkek; tiimorlii doku genotipi CT olanlarin 5° i (%29,4) kadin, 12’ si
(%70,6) erkek; timorliic doku genotipi TT olanlarin 2’ si (%25,0) kadin, 6’ sinin
(%75,0) erkek oldugu goriilmektedir (Tablo 5.13.).

Sigara ile tiimorlii doku genotipi arasinda anlamli iliski bulunmamistir
(X?=3,009; p=0,222>0.05). Tiimérlii doku genotipi CC olanlarin 7’ si (%38,9) sigara
kullanmazken, 11° 1 (%61,1) kullanmaktadir.
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Tiimorli doku genotipi CT olanlarin 5° i (%33,3) sigara kullanmazken, 10'u (%66,7)
sigara kullanmaktadir. Tiimorli doku genotipi TT olanlarin 5 i (%71,4) sigara

kullanmazken, 2’ sinin (%28,6) sigara kullandig1 gériilmektedir (Tablo 5.13.).

Alkol ile timorlii doku genotipi arasinda anlamli iligki bulunmamistir
(X2=0,508; p=0,776>0.05). Tiimorli doku genotipi CC olanlarin 14’ i (%77,8) alkol
kullanmazken, 4’ i (%22,2) kullanmakta; tiimorlii doku genotipi CT olanlarin 13”
(%86,7) kullanmazken, 2’ si (%13,3) kullanmakta; timorlii doku genotipi TT
olanlarin 6’ s1 (%85,7) kullanmazken, 1’ inin (%14,3) kullandig1 goriilmektedir
(Tablo 5.13.).

Aile hikayesi ile tiimorlii doku genotipi arasinda anlamli iligki bulunmamistir
(X?=0,734; p=0,693>0.05). Tiimérlii doku genotipi CC olanlarin 12’ sin de (%66,7)
aile hikayesi yok iken, 6’ siin aile hikayesi (%33,3) var; tiimorli doku genotipi CT
olanlarin 12’ sin de (%80,0) aile hikayesi yok iken, 3’ {in de (%20,0) aile hikayesi
var; timorlii doku genotipi TT olanlarin 5° in de (%71,4) aile hikayesi yok iken, 2’
sin de (%28,6) aile hikayesinin var oldugu goriilmektedir (Tablo 5.13.).

Timor nekrozu ile timdrli doku genotipi arasinda anlaml iliski
bulunmamustir (X°=3,375; p=0,185>0.05). Tiimérlii doku genotipi CC olanlarm 12’
sin de (%63,2) timor nekrozu yok iken, 7’ sin de (%36,8) tiimoér nekrozu var;
timorli doku genotipi CT olanlarin 8’ in de (%47,1) tiimor nekrozu yok iken, 9° un
da (%52,9) tiimor nekrozu var; timorli doku genotipi TT olanlarin 2’ sin de (%25,0)
timoér nekrozu yok iken, 6'sin da (%75,0) tiimdr nekrozunun var oldugu

goriilmektedir (Tablo 5.13.)

Hg ile tiimorli doku genotipi arasinda anlamli iliski bulunmamistir
(X?=2,042; p=0,728>0.05). Tiimérlii doku genotipi CC olanlarin 2° si (%13,3) tip I,
571 (%33,3) tip 11, 8” i (%53,3) tip HI; timorli doku genotipi CT olanlarin 3 i
(%27,3) tip I, 3” i (%27,3) tip I, 5° 1 (%45,5) tip IlI; timorli doku genotipi TT
olanlarin 2’ si (%50,0) tip II, 2’ sinin (%50,0) tip III oldugu goriilmektedir (Tablo
5.13)).

Invazyon derinligi ile tiimorlii doku genotipi arasinda anlamli iligki

bulunmamustir (X?=10,826; p=0,094>0.05).
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Timorlii doku genotipi CC olanlarin 3'iniin (%15,8) 1. derece, 7’ sinin (%36,8)
I1,derece, 9° unun (%47,4) IV. derece; tiimorlii doku genotipi CT olanlarin 3’ {iniin
(%18,8) I. derece, 3’ iiniin (%18,8) II. derece, 10” unun (%62,5) 1V. derece; timorli
doku genotipi TT olanlarin 1’ inin (%12,5) 11l. derece, 7’ sinin (%87,5) IV. derece
oldugu goriilmektedir (Tablo 5.13.).

H. pilori ile timorli doku genotipi arasinda anlamli iliski bulunmamuistir
(X?=0,784; p=0,676>0.05). Tiimérlii doku genotipi CC olanlarin 9° u (%69,2) H.
pilori ile enfekte degilken, 4'i (%30,8) enfekte; tiimorli doku genotipi CT olanlarin
9’u (%60,0) enfekte degilken, 6° s1 (%40,0) enfekte; timorlii doku genotipi TT
olanlarm 4> 1 (%50,0) enfekte degilken, 4’ iiniin (%50,0) enfekte oldugu
goriilmektedir (Tablo 5.13.).

5.3.5. Sigaramin Hastalik ile iliskisinin Arastirllmasi

Hasta ve kontrol gruplart sigara igenler ve i¢cmeyenler acgisindan

karsilastirilmis ve Tablo 5.14.” de hasta ve kontrol gruplarinda sigara icmeyenlerde
genotip dagilimlar1 ve Tablo 5.15.” de hasta ve kontrol gruplarinda sigara i¢enlerde

genotip dagilimlar1 gosterilmistir.

Tablo 5.14. Hasta ve kontrol gruplarinda sigara icmeyenlerde genotip dagilimlar

Hasta Kontrol
n % n %% P
CC 7 95412 12 26300 . -
. - — — X2=2.070
Genotin CT 7 %9412 11 %9458 p=0.355
TT %176 1 0542 T
Tablo 5.15. Hasta ve kontrol gruplarinda sigara igenlerde genotip dagilimlar:
Hasta Kontrol
n %% n %% P
CiC g %2391 4 %2400 .
) - - H-=0.040
Genotip CT 12 %452 2 ] %3600 p=0 617
TT 2 9487 0 240,0 :

Sigaranin hastalik ile iliskisi incelenirken normal doku ve kontrol grubu
dokularinin genotipleri esas alinarak sigara igenler ve igmeyenler ayr1 ayr
karsilastirilmis ve anlamli bir iliski bulunamamustir (X?=2,070; p=0,355>0.05)
(Tablo 5.14.) (X?=0,949; p=0,622>0.05) (Tablo 5.15.).
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6. TARTISMA

Tiim tiirlerin farklilasmasindan ve bir tiiriin {iyeleri arasindaki farkliliklardan
evrimsel siire¢ boyunca genetik ¢esitlilik sorumlu tutulmaktadir. Polimorfizm
genlerde genetik cesitlilige yol agan bu degisikliklerden biridir. Genomda ¢ogunlugu
tek niikleotit diizeyinde olmakla birlikte (insanda on milyon kadar), ikili, ti¢lii
niikleotit tekrar sayilarinda degisiklikler ve daha azi kromozom diizeyinde bazi
yapisal diizenlemeler seklinde genetik polimorfizmler bulunmaktadir. Genetik
hastaliklar, DNA’daki bir degisiklik sonucunda genin, mRNA ya da protein
irliniinlin niteliginin veya niceliginin (bazen her ikisinin) degigsmesi sonucu olusan
hastaliklardir. Insan genom proje ¢alismalar ile birlikte tiim genomdaki genlerin ve
niikleotit dizilerinin belirlenmesinden sonra, genlerin ifade edilme diizeyleri ve ifade
edilen gen Triinlerinin yap1 ve islevindeki farkliliklarini belirleme ¢alismalari

acisindan hiz kazanmistir (Liydia, 2003).

Genetik polimorfizm, toplumda goériilme sikligi % 1’den daha fazla olan ve
dogrudan hastalik nedeni olmayan degisiklikler olarak tanimlanmaktadir (Risch,
2000). Insan genomu SNP, ikili ya da ii¢lii niikleotit tekrarlar1 ve DNA’da eksilme ya
da artmalar olmak iizere farkli tipte polimorfizmler icermektedir. Insan genom
dizilim caligmalar1 her insan genomunda DNA’nin % 99,9 benzerlik gosterdigini

kanitlamistir (Lander, 2001).

Diinya Saglik Orgiitii verilerine gore; Diinyada kansere bagl olarak 6liim
sebepleri arasinda akciger kanseri % 17,8, mide nanseri % 10,4 ve karaciger kanseri
% 8,8 olmak iizere ilk {i¢ siray1 bu kanserler olugturmaktadir (Stewart ve Kleihues,
2003).

MMP’ ler asir1 ifadesi olan tiimor gelisimi, ilerlemesi ve metastazi ile
baglantilidir. Bazi MMP” ler in-sitii tiimor ilerlemesi, mikrovaskiiler invazyon ve
metastaz siirecine katilirken bazi MMP’ ler genel biiyiime ve hiicre kitlesinin

genislemesi ile iliskilidir (Bodey ve dig., 2001). MMP’ ler inflamatuvar yanit

50



nedeniyle bag dokusu onarim ve hata da dahil olmak iizere fizyolojik ve patolojik
olaylarda 6nemli bir rol oynamaktadir (Birkedal- Hansen, 1993; Ingman ve dig.,
1996).

MMP-8, MMP enzim ailesinin bir iyesi olup 11q22.2-922.3 koluna
lokalizedir ve 12 ekzondan olusmaktadir (Yang ve dig., 2011). Hiicre dis1 matris
bozulmasi hiicre proliferasyonu, farklilasmasi ve anjiyogenezde onemli bir rol
oynamaktadir (Galis ve dig., 1994).

MMP-8 geni polimorfizmleriyle ilgili yapilan caligmalar sonucunda bazi
hastaliklar agisindan iliskili bulunurken bazi hastaliklar acisindan ise iliskisinin
olmadigi gosterilmistir. Chou ve dig., (2011) yaptiklari ¢alismada MMP-8 geninin -
799C>T polimorfizminin periodontitis hastalig1 ile sigara i¢ilmeyen Tayvanl agresif
periodontitis hasta ve saglikli kontrol i¢in her ikisi icinde bir risk tasidigini
gostermislerdir. MMP-8 -799 polimorfizminde T aleli varli§1 periodontitis riskini
artirabilir oldugu séylenmektedir (Chou ve dig., 2011). Bunun yan1 sira daha 6nceki
calismalar MMP genlerinde bazi fonksiyonel polimorfizmlerin periodental hastalik
riski ile iliskili oldugunu ileri siirmiislerdir. Ancak hi¢ bir ¢alisma bugiline kadar
kronik periodontitis ile ilgili olarak MMP-8 gen varyantlari arastirilmamigtir. Holla
ve dig., (2012) yaptig1 ¢alismada mikrobiyal kompozisyon ve kronik periodontitis
arasinda anlamli bir iliski oldugunu gostermislerdir (Holla ve dig., 2012).

Costa-Junior ve dig., (2012) yaptig1 bir ¢alismada sigara igmeyen hastalarda
MMP-8 promotdr bolgesi polimorfizminin erken implant yetmezligi ile iliskili
oldugunu gostermislerdir (Costa-Junior ve dig., 2012).

Dg¢bniak ve dig., (2011) yaptigi calismada MMP-8 gen rs11225395 (-799C/T)
polimorfizminin gelisen malign melanomayla bir iligkisinin oldugunu goéstermislerdir
(Dg¢bniak ve dig., 2011).

Godoy-Santos ve dig., (2012) yaptig1 caligmada ise gen pozisyonu -799
polimorfizminin ¢alisildig1 populasyonda tendinopatili birincil arka tibial tendonu ile
iliskili bulunmustur. T alleli tagiyan bireylerin tendinopati gelistirme acisindan daha
fazla risk altinda oldugu sdylenmektedir (Godoy-Santos ve dig., 2012).

MMP-8 geni polimorfizmlerinin kanser hastaligiyla olan iligkisinin yapildigi
calismalar olduk¢a az sayidadir. Daha ¢ok MMP-8 poliformizmlerinin birlikte
bakildigi calismalar ve MMP ailesi iiyelerinin birlikte hastalik olusturma agisindan

etkisine bakilan ¢alismalar mevcuttur. Ornegin; Qiu ve dig., (2008) yaptig1 calismada

51



MMP-7, MMP8 ve MMP-21 polimorfizmlerinin Cin populasyonunda Karaciger
kanseri ile olan iliskisinin olmadigini gostermislerdir (Qiu ve dig., 2008).

Gonzalez-Arriaga ve dig., (2008) yaptigi ¢alismada MMP-8 geni igerisinde
bulunan +17C/G polimorfizminin akciger kanserine yakalanma riski ile iliskisinin
oldugu gosterilmistir (Gonzalez-Arriaga ve dig., 2008).

Kim ve dig., (2011) yaptiklar1 agalismada ise MMP7,MMP8 ve MMP9
poliforfizmlerinin mide kanseri olusumu ve lenf nodu metastazina etkisi incelenmis
ve sonug olarak bu polimorfizmlerle hastalik arasinda iliski bulunamamistir (Kim ve
dig., 2011)

MMP’ler ile yapilan bir ¢ok calisma olmasma ragmen MMP-8 ile ilgili
yapilan ¢alismalar olduk¢a az sayidadir. Ayrica mide kanserinde sadece MMP-8 C-
799T promotor bolgesi polimorfizmi ile yapilan ¢alisma ise heniiz bulunmamaktadir.

Bu ¢alismada ise MMP enzim ailesinin bir iiyesi olan MMP-8 geni C-799T
polimorfizmin mide kanseri igin bir polimorfizm degerlendirildi ve bu polimorfizmin
H.pilori enfeksiyonu, invazyon derinligi, tiimor nekrozu, sigara, alkol ve pozitif aile
hikayeleri ile bu polimorfizme yatkinliklart incelendi.

PZR-RFLP yontemi ile elde edilen hasta ve konrol gruplarinin genotip
dagilimlar1 ve demografik 6zellikleri istatistiksel analizlerle test edilmistir. Gozlenen
genotip frekanslarindan yararlanilarak alel frekanslar1 ve beklenen genotip
frekanslar1 hesaplanip gozlenen ve beklenen degerler ki-kare testi yapilarak
karsilastirilmis ve kullanilan 6rneklerin Hardy-Weinberg dengesine uygun olduklari
goriilmistiir (Tablo 5.6.).

Polimorfizm ile hastalik arasindaki iliskisinin arastirilmasi i¢in hasta ve
kontrol gruplarinin alel frekanslarmin karsilastirilmasi, ¢apraz tablolar ve ki-kare
bagimsizlik testleri uygulanmigtir. Cramer’s V teknigi ile yapilan karsilagtirma
sonucunda hasta grubu normal doku genotipi ile tiimdrlii doku genotipi arasinda
anlamli uyum bulunmustur (cramer’s V = 0,843; p= 0,000<0.05) (Tablo 5.8.).

Hasta ve kontrol gruplarinin demografik 6zellikler agisindan karsilastirilmasi Tablo
5.9’ da, genotipler agisindan karsilastirilmasi ise Tablo 5.10° da gosterilmistir. Hasta
grubundaki olgularda erkek olgularin orani, kontrol grubuna goére anlamli olarak
yiiksek (p=0,001<0,05), hasta grubundaki olgularda sigara kullanim orani, kontrol
grubuna gore anlamli olarak yiiksek (p=0,014<0,05) bulunmustur. Hasta grubundaki

olgularda alkol kullanim orani, kontrol grubuna gore anlamli olarak yiiksek
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(p=0,002<0,05), hasta grubundaki olgularda aile hikayesi orani, kontrol grubuna gére
anlaml olarak yiiksek (p=0,002<0,05) bulunmustur (Tablo 5.9.). Kontrol grubunda
alkol kullanan birey olmamasi, aile hikayesi olmamas1 ayrica erkek bireylerin hasta
grubunda kontrole gore fazla sayida olmasi dolayisi ile hasta grubunun kontrol grubu
ile karsilastirilmasi sonucu p degerinin anlamli olmas1 aslinda beklenilen bir sonugtu.
Fakat sigaranin bu polimorfizm agisindan mide kanseri riskine katkida bulundugunu
bu asamaya kadar soyleyebiliriz.

Yas, cinsiyet, sigara gibi g¢evresel etkenlerin ve genotipin mide kanseri
olusumuna etkisine lojistik regresyon analizi ile birlikte bakildiginda istatistiksel
olarak anlamli bir fark bulunamamaistir (p>0,05) (Tablo 5.11.).

Hasta grubunda normal doku ve tiimorlii dokularin demografik ve hastalik
ozelliklerinin genotip ile iligkisi ayr1 ayri incelenmistir (Tablo 5.12 ve Tablo 5.13).
Timor nekrozu ile hasta grubunun normal doku genotipi arasinda anlamli iliski
bulunmustur (x*=5,978; p=0,050<0.05) (Tablo 5.12). invazyon Derinligi ile normal
doku genotipi arasinda da anlaml bir iliski bulunmustur (x°=13,008; p=0,043<0.05)
(Tablo 5.12). Ancak diger demografik ve hastalik 6zellikleriyle hasta grubuna ait
normal doku ve tiimoérlii doku genotiplerinin anlamli olmadigi goriilmiistiir.

Sigaranin hastalik ile iliskisini incelemek i¢in ise hasta ve kontrol gruplari,
sigara icenler ve igmeyenler agisindan karsilastirilmis ve Tablo 5.14° de hasta ve
kontrol gruplarinda sigara icmeyenlerde genotip dagilimlari ve Tablo 5.15° de hasta
ve kontrol gruplarinda sigara igenlerde genotip dagilimlart gosterilmistir. Ancak
sigaraninda hastalik ile iliskisi bulunamadig: i¢in sigaraninda genotipe bagl olarak
mide kanseri olusumuna katkida bulundugunu séyleyemeyiz. Ancak, drnek sayilari
artirtlirsa ve kontrol grubuna alkol kullanan ve aile hikayesi olan bireyler dahil

edilirse daha kapsamli ve kesin sonugclar elde edilebilir.
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