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ÖZET

GASTRİK KANSERLERDE MATRİKS METALLOPROTEİNAZ-3

GENİNİN PROMOTÖR BÖLGESİ 5A/6A POLİMORFİZM ANALİZİ

Gastrik kanser dünyada ikinci derecede sıklıkta ölümlerin görüldüğü

multifaktöriyel bir hastalıktır. Dünya coğrafyasında özellikle Çin gibi birçok uzak

doğu ülkesinde görülme sıklığı açısından liderdir. Beslenme şekilleri, çevresel

faktörler, sigara ve aşırı alkol tüketimi ve Helikobakter pilori enfeksiyonu gastrik

kanserin temel faktörlerini oluştururlar. Midenin tümörleşme sürecinde, tümörleşen

hücrelerin bazal membranları Matris metalloproteinaz enzim ailesi üyeleri tarafından

kontrolsüz bir şekilde parçalanırlar. MMP’ler çinko bağımlı enzimlerdir. Bu enzim

ailesi endopeptidazlar olup ekstrasellüler matriste protein degredasyonu yaparlar. Bu

enzimlerin yüksek parçalayıcı etkisi sebebiyle MMP ekspresyonları kontrollü bir

şekilde gerçekleşir. Aksi takdirde kanserleşme sürecindeki invazyon ve metastaz

aşamasına büyük oranda katkıda bulunabilirler. MMP enzim ailesinin en geniş

substrat çeşitliliğine sahip olanı MMP-3’tür. Bunların yanı sıra MMP-3’ün diğer bir

görevi de başka metalloproteinazları aktive edebilme yeteneğidir. Bu özellikler

MMP-3’ün kanser araştırmalarında öncelikli konu olmasına yol açmıştır. MMP-3

promotör bölgesi 5A/6A polimorfizm bölgesi özellikle akciğer, ovaryum ve meme

tömürleri üzerinde çalışılmıştır. Yaptığımız çalışmada MMP-3 geni promotör bölgesi

1171. pozisyonda görülen 5A/6A insersiyon ve delesyon polimorfizminin PZR-RFLP

yöntemi ile gastrik kanserli hastalarda moleküler analizi gerçekleştirilmiştir.

Anahtar Kelimeler: MMP-3, gastrik kanser, metalloproteinaz, polimorfizm
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SUMMARY

THE 5A/6A POLIMORPHISM ANALYSIS OF MMP-3 PROMOTOR
REGIONS IN GASTRIK CANCER

Gastric cancer is a multifactorial disease which occurs second degree

frequency of death in the world.  It takes the first rank in terms of occurring

frequency especially most of the Far East countries like China. Diet type,

environmental factors, cigarette, excessive alcohol consumption and Helicobacter

pylori infection are the main risk factors of the gastric cancer. At tumor formation

process of the stomach, basal membranes of the tumorous cells has been disrupted

uncontrolled by matrix metalloproteinase enzyme family. Matrix metalloproteinases

are zinc-dependent enzymes. This endopeptidase enzyme family is responsible for

protein degradation at extracellular matrix. Due to lysis properties of these enzymes,

they are expressed in a control manner. Otherwise, they could contribute to the

cancer progression. MMP-3 has the largest substrate range in matrix

metalloproteinase enzyme family. Besides, MMP-3 has the ability to activate other

metalloproteinases. These abilities lead MMP-3 to become prior subject at cancer

studies. MMP-3 promoter 5A/6A polymorphism has been studied especially at lung,

ovary, breast, colon and gastric tumors.  At this study, 5A/6A and 6A/6A

polymorphisms recognized at MMP-3 gene promoter -1171 region has been analyzed

using PCR-RFLP methods.

Key words: MMP-3, gastric cancer, metalloproteinase, polymorphism.
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1. GİRİŞ

1.1.Kanser Nedir?

Güncel uluslararası verilere göre; 2008 yılı tamamında 12,4 milyon tahmin

edilen yeni kanser vakası ve 7,6 milyon ölüm meydana gelmiştir. Dünyada görülen

en yaygın kanserler akciğer (1,52 milyon), meme (1,29 milyon) ve kolorektal (1,15

milyon) kanserleridir. Kötü prognoz nedeniyle ölüm oranlarının en yüksek olduğu

kanserler ise akciğer kanseri (1,31 milyon), gastrik kanseri (780,000) ve karaciğer

kanseri (699.000) olarak belirtilmiştir (Ferlay ve ark., 2004; Ferlay ve ark., 2007;

Amerikan Kanser Topluluğu, 2008).

Kanser, kalıtsal ya da sonradan kazanılmış çok sayıda genetik ve epigenetik

faktörlerin sonucunda multifaktöriyel olarak ortaya çıkan hücre bölünmesinin kontrol

edilemediği genetik bir hastalıktır. Pek çok kanser tipi sonradan hücresel düzeyde

edinilmiş çeşitli özelliklerle karşımıza çıkar. Bu özellikler, hücrenin büyüme

sinyallerini açısından kendi kendine yetmesi, büyümeyi inhibe eden sinyallere karşı

duyarsızlığı, apoptozisten kaçması, sınırsız replikasyon potansiyeli, anjiyogenezisde

süreklilik, doku invazyonu ve metastaz yapabilmesidir (Şekil 1.1) (Hanahan ve

Wienberg, 2000).
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Şekil: 1.1. Kanserin karakteristik özellikleri (Hanahan ve Wienberg, 2000’den adapte edilmiştir).

 Hücrenin Büyüme Sinyalleri Açısından Kendi Kendine Yetmesi

Normal hücrelerin, istirahat halinden proliferatif duruma gelmeden önce

mitojenik büyüme sinyalleri tarafından uyarılması gerekir. Bu sinyaller, büyüme

faktörleri, ekstrasellüler matris (ESM) komponentleri ve hücre-hücre adhezyon

molekülleri gibi çeşitli transmembran reseptörler tarafından hücre içine gönderilir.

Bilindiği üzere normal hücreler bu büyüme faktörleri salınmadan çoğalamazlar.

Onkogenler tarafından etkilenen kanser hücreleri ise herhangi bir büyüme faktörünü

taklit ederek bölünebilir ve çevresinden bağımsız bir şekilde çoğalabilir. Hücre

kültüründe, mitojenik büyüme faktörleri normal hücrelere verildiği zaman hücreler

çoğalma eğilimi gösterirler. Tümörleşen hücrelerde ise bu eğilim, büyüme

indükleyicileri azalsa dahi kendisini aşırı bölünmeye yöneltmeye devam eder. Bu

sonuç tümör hücrelerinin çevresindeki büyüme faktörlerinden bağımsız bir şekilde
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davrandığını ve homeostatik mekanizmalardan etkilenmeden hareket ettiğini gösterir

(Hanahan ve Wienberg, 2000).

 Büyümeyi İnhibe Eden Sinyallere Karşı Duyarsızlık

Normal doku içerisinde, büyümeyi inhibe edici çeşitli sinyaller, doku

homeostazisini korumak ve hücreleri dinlenme safhasında tutabilmek için

görevlendirilmişlerdir. Bu sinyaller, ESM’nin hücre yüzeyi içinde gömülü büyüme

inhibitörleri ile immobilize inhibitörleri içerir ve büyüme faktörleri gibi

transmembran hücre yüzey reseptörleri ile birlikte intrasellüler sinyal döngüsünde

hareket ederler. Büyümeyi inhibe edici sinyaller iki mekanizma ile hücre

proliferasyunu bloke edebilirler. Hücreler ekstrasellüler sinyal akışı sebebiyle aktif

proliferatif döngüden G0 evresine geçmeleri için bu inhibitörler tarafından

zorlanabilirler. Aynı zamanda postmitotik faktörler tarafından indüklenen hücreler

yine büyümeyi inhibe edici sinyaller tarafından döngünün kontrollü devam etmesi

için engellenebilirler. Hücreler kanserleşmeye başladığı zaman büyümeyi inhibe

edici sinyallerden kaçınmaya başlarlar (Hanahan ve Wienberg, 2000).

 Apoptozisten Kaçmak

Tümör hücre populasyonlarının yeteneği sadece hücre proliferasyon oranı

değil aynı zamanda hücreleri tahrip etme oranlarıyla belirlenir. Programlanmış hücre

ölümü (apoptozis) bu yıpranmanın önemli bir kaynağını temsil eder. Çeşitli fare

modelleri üzerinde yapılan kanser araştırmalarında tıpkı insanlarda görülen

karsinogenezis gibi bütün kanser tiplerinde, tümör hücrelerinin apoptozise direnç

gösterdiği kanıtlanmıştır. Tümör hücrelerindeki Fas ligand ekspresyonu,  Fas ilişkili

apoptozise direnç göstererek apoptozis mekanizmasından kaçmasına yardımcı olur

böylelikle hücreler apoptozise girmeden sınırsız bir şekilde çoğalmaya devam ederler

(Hanahan ve Wienberg, 2000).
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 Sınırsız Replikasyon Potansiyeli

Büyüme sinyalleri anatomisi, büyümeyi inhibe edici faktörlere karşı

duyarsızlık ve apoptozise direnç,  kanser hücrelerinin çevresinden alabileceği uyarı

ve sinyaller ile bağlantısının kopmasına yol açar ve kendi yaşam programlarını tekrar

ayarlarlar. Yeniden programlanma ile kanser hücre populasyonları zamanla

makroskopik görünüme ulaşabilen büyük kitleler haline geleceklerdir. Son otuz yıl

içerisinde yapılan çalışmalarda tümör hücrelerinin içinde bulundukları hücre

döngüsüne direnç göstermenin ötesinde kendi hücre döngüsü mekanizmalarını ortaya

çıktığı yönünde bulgular gösterilmiştir (Hanahan ve Wienberg, 2000).

 Anjiyogenezis Sürekliliği

İnsan dolaşım sisteminde var olan damarlardan yeni damarların oluşumuna

anjiyogenezis denir. Anjiyogenezis, hem doğal fizyolojik hem de patolojik bir

olaydır. Yaraların iyileşmesi ve menstürasyon sürecinde anjiyogenezis fizyolojik

iken; tümörogenesis, inflamatuar hastalıklar ve dejeneratif maküler göz

hastalıklarında patolojiktir. Büyüme faktörleri ve sitokinlerin rol aldığı

anjiyogenezisde endotel hücreleri temel rolü üstlenmişlerdir. Anjiyogenezis hipoksi

ve enfeksiyon uyarısı ile aktive edici faktörlerin indüklemesi ile başlar.

Anjiyogenezisi başlatıcı faktörler VEGF, PGDF, EGF, FGF TGF-αβ, IL-8 ve TNF-

α’dır. Buna karşın trombospondin, angiostatin, endostatin, VEGF inhibitörü ise

anjiyogenezisi inhibe edici faktörlerdir. Tümörleşme sürecinde, hipoksi koşulları

besin ve oksijen ihtiyacını sağlayabilmek için tümöral anjiyogenezise yol açar.

Tümörler büyümeye başlarlar ve tümör büyüdükçe yine hipoksi koşulları ortaya

çıkar böylece anjiyogenezis tekrar uyarılır. Böylelikle vücut homeostazisinden

bağımsız yeni tömürlerin göç edebilmeleri için yeni damarlar ortaya çıkar (Hanahan

ve Wienberg, 2000).

 Doku İnvazyonu ve Metastaz

Yarattığı koşullarla kendi kontrolünü eline alan tümör hücreleri çevre doku ve

organlara yayılımında ilk olarak primer tümörden ayrılmaya başlar. İkinci aşama ise

kanser hücrelerinin ESM ile endotel hücrelerine tutunmasıdır ve özellikle integrin ve

selektin gibi bazı adhezyon molekülleri tümör hücrelerinin invazyonunda yardımcı

olurlar. Sonraki aşamada tümör hücreleri bazal membranı yıkmak için matris



5

metalloproteinazlar (MMP), plazminojen aktivatörleri gibi enzim gruplarını aktive

ederler. Böylelikle tümör hücreleri çevre dokulara göç etmeye başlar. Bazal

membranı yıkan tümör hücreleri metastaz yapabilmek için kaderin ailesi, integrinler,

laminin-elastin bağlayıcı proteinler ve CD44 gibi hücre adhezyon moleküllerinin

yardımıyla komşu organlara göç ederler (Hanahan ve Wienberg, 2000). (Şekil 1.2)

(İçli ve Akbulut, 2005).

Şekil 1.2. Karsinogenez oluşumunun şematik olarak gösterimi (İçli ve Akbulut, 2005 ).

Kimyasal, viral ve fiziksel karsinojenler, DNA’da çeşitli nükleotit

değişimlerine sebep olur ve normal hücreler, farklı tiplere modifiye olarak bambaşka

hücre tipleri haline gelir. Karsinogenez; karsinojen miktarı, karsinojen etkisinde

kalım süresi, genetik yatkınlık ve uyarıcı etkenlerin varlığı olmak üzere başlıca dört

durumla ilgilidir (Hanahan ve Wienberg, 2000) (Şekil 1.2) (İçli ve Akbulut, 2005).

Kanserin tipik belirtileri, hücre bölünmesi ve ömrü, komşu hücrelerle

ilişkileri ve immün sistemden kaçabilme kapasitelerini kontrol eden genetik

programlardaki modifikasyonların birikmesiyle ortaya çıkar. Süreç içerisinde
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regülasyonu bozulmuş, normal hücre büyümesini ve davranışlarını denetleyen çeşitli

kontrol mekanizmalarından kaçındıkları için hücrelerden oluşan vücuttan bağımsız

bir kitlenin oluşumuna neden olur. Bu kitle sonunda büyüyerek vücut

metabolizmasındaki fizyolojik süreçleri alt üst edecek, kitlenin yerine ve

büyüklüğüne bağlı olarak çok sayıda kanser hücrelerinin vücut içerisinde hızlı bir

şekilde yayılmasına yol açacaktır (Merlo ve ark., 2006).

İnsan DNA’sında yaklaşık 3000 ile 5000 genin hücre döngüsünde görev alan

ve kanser sürecinde ilk  etkilenen proteinleri kodladığı tahmin edilmektedir. İşlevini

kaybeden bir gen, önemli bir proteinin anormal düzeyde üretimine ya da gerekli

proteinlerin üretimine engel olabilir. Örneğin; kanserde önemli bir yer tutan K-RAS

proto-onkogeninde ortaya çıkan bir mutasyon, hücre zarının içinde bulunan küçük bir

proteinin hücre büyüme sinyalini arttıran bir proteine dönüşmesine sebep olur. Bu

protein normal işlevinde hücre yüzeyindeki büyüme faktörlerinin reseptörleri ile

hücre çekirdeğine hücre bölünmesini başlatması için büyüme sinyalleri gönderen

moleküler sistemler arasında bir ara sinyal olarak çalışır. KRAS geni mutasyon

geçirip onkogen halini aldığında reseptör protein daima açık durumda kalarak sürekli

hücre bölünme sinyali verir. Buna karşın tümör baskılayıcı genler ise etkin

olmadıklarında kanser gelişimine katkıda bulunurlar. TP53 geni program sonucu

hücre döngüsü askıya almak, oluşan DNA hasarını onarmak ve apoptozisi

indüklemek ile görevlidir. Bu gende görülen mutasyonlar üretilen P53 proteinin

yapısını bozar ve işlevsiz hale getirir. Böylece işlevi bozulmuş olan p53 proteini

hücre çoğalmasını durduramaz. TP53 tümör baskılayıcı geni hemen her kanserde

işlev kaybı gösterir (Olivier ve ark., 2008).

DNA tamir genleri, mutajenik kimyasalların ve UV ışını gibi ajanların neden

olduğu çeşitli DNA hasarlarını onaran ve hücredeki genomik yapının korunmasından

sorumlu olan gen grubudur. DNA tamir genlerinin fonksiyonu mutasyon defekti ya

da DNA replikasyon problemleri ile oluşan DNA hataları ile bağlantılıdır.  Şayet hata

tamir edilmezse, DNA tamir genleri apoptozisi indükler. DNA tamir genlerinin

fonksiyon bozuklukları, hücrelerde mutasyonların birikmesine sebep olur (Wyllie,

1997).
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Kanserler türevlendikleri doku tiplerine göre karsinoma, sarkoma, miyeloma,

lösemi ve lenfoma gibi beş ana sınıfa ayrılır (Hanahan ve Wienberg, 2000). Epitel

doku tipinden türevlenen kanser türlerine karsinom denir ve tüm kanserlerin hemen

hemen %80' ini oluşturur. Karsinomlar çeşitli organlardan ya da salgı bezlerinden

türevlenirse bunlara adenokarsinom, sküamöz hücrelerden türevlenirse de sküamöz

hücre karsinomu olarak adlandırılırlar (Kahn ve ark., 1986). Özellikle kas ve yağ

dokusu ile kemik, kıkırdak, tendonlar gibi bağ ve destek dokusu elemanlarında

görülen tümör tipine sarkoma denir. Bu tümörler de türevlendikleri kökenlere göre

osteosarkom,  kondrosarkom ve liposarkom gibi isimler alırlar (Hanahan ve

Wienberg, 2000). Kemik iliğindeki plazma hücrelerinden gelişen tümör tipine

myeloma denir (Kahn ve ark., 1986). Normal lenfosit hücrelerinin hızlı çoğalmaları

veya programlanmış saatlerinden daha uzun süre yaşamaları ile meydana gelen

kanserler lenfoma olarak adlandırılır. Malign lenfoid hücreler lenf düğümü, dalak ve

kemik iliğinde çoğalırlar. Bu kanser tipi Hodgkin hastalığı ya da Hodgkin dışı

lenfoma olmak üzere iki gruba ayrılır (Hanahan ve Wienberg, 2000). Lösemi, kemik

iliği ve lenf düğümlerinden kaynaklanan, vücutta belli bir kitle oluşturmayan ama

dolaşım sistemi ve kan hücreleri ile alakalı olduğu için doğrudan metastaz yapan

saldırgan bir kanser türüdür.  Bu kanser türü dünyada her yıl 25.000 den fazla kişide

görülür. Bununla birlikte çocuklara oranla yetişkinlerde on kat fazla görülür. Dört ana

tipte lösemi vardır: akut lenfositik, akut granülositik, kronik granülositik ve kronik

lenfositik tiplerdir (Kahn ve ark., 1986).

Kanserlerin başlıca yayılım yolları; vücut boşlukları ve yüzeyleri, lenf ve kan

damarlarıdır. Tümörler vücut boşluklarını çevreleyen yüzeylere ulaştıkları zaman,

tümörden kopan hücre yığınları vücut boşluğundaki komşu doku ve organlara

yayılabilir. Bu yolla yayılım en sık yumurtalık kaynaklı kanserlerde görülür. Lenf

damarları yoluyla yayılmada; özellikle karsinomların hareket alanı lenf damarlarıdır.

Yayılım sırasında kan yoluna da geçişler olabilir. Çünkü lenf damarları ile kan

damarları arasında pek çok bağlantı vardır. Bölgesel lenf düğümlerine ulaşan kanser

hücreleri bölgede tutulur ve kanserin yayılmasına bir süre engel oluşturulur. Ancak

lenf düğümü kanser hücreleri ile dolduğu zaman diğer lenf düğümlerine de geçişler

görülebilir. Kan damarları yoluyla yayılımda daha çok sarkoma ve karsinomlar

görülür. Özellikle venöz damarların membranları kanser hücreleri tarafından kolayca

invaze edilebilir ve koparak kan akımına karışıp başka doku ve organlara ulaşabilir.
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Kan dolaşımı ile en sık görülen metastazlar karaciğer ve akciğerdir. Tiroid foliküler

karsinom, renal hücreli karsinom ve hepatosellüler karsinom kan yoluyla yayılan

kanser türleridir (Kazancıgil, 1982).

1.2. Midenin Yapısı

Mide sindirim kanallarının en geniş yeridir ve özefagus ile doudenum arasına

yerleşmiştir (Arıncı ve Elhan, 2001). Mide yiyecek ve içecekleri sindiren ve hormon

salgılayan hem ekzokrin hem de endokrin bir organdır. Mide; kardia, fundus, korpus

ve pilor olmak üzere dört kısımda incelenir (Şekil 1.3). Mide içten dışa doğru tunika

mukoza, tunika submukoza, tunika muskularis ve tunika seroza olmak üzere dört

tabakadan oluşmuştur (Junquera ve ark., 1993). Tunika mukoza üç farklı tabaka

içerir. Bunlar; yüzey epiteli, lamina propria, ve muskularis mukozadır. Yüzey epiteli

mide mukozası mukus ve bikarbonat sekrete eden yüksek kolumnar bir epitelyum ile

döşelidir. (Carlos ve Carneiro, 2006). Salgılanan bu mukus, kalın bir jel katmanı

oluşturarak hücreleri mide tarafından salınan HCI gibi kuvvetli asitlerden korur.

Lamina propria, mukoza içerisinde bazal membranın altına yerleşmiş olan kollajen

ve elastik lifler ile bir retikülin yolu ile yapısal destek sağlayan alandır. Muskularis

mukoza; mukozanın alt sınırını sirküler bir iç tabaka ve longutidunal bir dış tabaka

içeren düz kasların ince bantlarının oluşturduğu yapıdır. Submukoza; muskularis

mukoza ve muskularis propria arasında lokalize olmuş durumdadır. Muskularis

eksterna; farklı plaklara yerleşmiş düz kasın üç tabakasını içerir. Seroza ise mide

duvarının en dışından bulunan bağ dokusununu bir tabakasıdır (Carlos ve Carneiro,

2006).
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Şekil 1.3. Mide kısımlarının histolojik olarak adlandırılması (Dere, 1999).

1.3 Gastrik Kanser

Gastrik kanser birçok ülkede özellikle uzak doğu ülkelerinde en sık görülen

bir hastalıktır. 2000 yılı verilerine göre dünyada tüm kanserlerin %8,7’si, kanser

ölümlerinin de %10,4'ü mide tümörlerinden kaynaklanmaktadır. Çin'de kanserlerin

%39’unun gastrik kanser ile ilişkili olduğu tahmin edilmektedir (Li ve ark., 2002;

Parkin ve ark., 2005). Çevresel faktörler, beslenme şekilleri, sigara, alkol ve H.pilori

enfeksiyonu en bilinen gastrik kanseri sebepleridir (Galanis ve ark., 1997; Takezaki

ve ark., 1999; Clements ve ark., 2002). Dünyanın birçok ülkesinde gastrik kanseri

vaka oranları düşmesine rağmen gelişmekte olan ülkelerde gastrik kanseri

vakalarında artış görülmektedir (Kelley ve Duggan, 2003). Türkiye, Afrika, Asya’nın

doğusu, Kuzey Amerika ve Japonya’da gastrik kanseri sıklığı yüksektir (Kaas ve

ark., 1998). Bu kanser aynı zamanda yaş büyüklüğü ile doğru orantılı bir şekilde artış

göstermektedir. Hastaların birçoğu 50-70 yaşları arasındadır. Erkeklerde kadınlara

oranla daha yaygın olmakla beraber yaklaşık olarak erkek/kadın oranı sıklığının

yüksek olduğu yerlerde 2:1, düşük olduğu bölgelerde ise 3:2’dir (Davis, 1993).
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Gastrik kanseri mide ülserinde hücrelerin kontrolsüz bir şekilde büyüyüp

normal dokulara invazyon yapmasıyla karakterizedir. Gastrik kanserlerin büyük bir

kısmı adenokarsinomlardır ve midenin en iç tabakasındaki mukoza hücrelerinden

gelişen bir kanser şeklidir (Yamaoka ve ark.,1999; Kolligs ve ark., 2002; Moon ve

ark.,2004; Beswick ve ark., 2006).

Adenokarsinomlar, intestinal tip ve diffüz tip olmak üzere iki kategoriye

ayrılır.. İntestinal (diferansiye) tip; salgı bezi benzeri tübüler yapılar oluşturur ve

koheziv neoplastik hücrelerden meydana gelir. Diffüz (indiferansiye) tipte ise hücre

kohezyonu yoktur ve mide duvarı belirgin bir kitle oluşturmaksızın kalınlaşır

(Christian ve ark., 1999; Kelley ve ark., 2003).

İntestinal tip erkeklerde ve yaşlı gruplarda daha fazla görülürken, diffüz

karsinomlar genç yaş gruplarında sık görülür. Kadın ve erkekte görülme oranı ise

eşittir. İntestinal tip gastrik kanserlerinin %60-80’i antrum küçük kurvaturda gelişir

(Kelley ve ark., 2003).

1.3.1.Gastrik Kanserin Etiyopatogenezi

Gastrik kanserin etiyolojisi biyolojik faktörler, çevresel etmenler ve kişisel

özellikler olarak üç gruba ayrılır.

1.3.1.1.Biyolojik Etmenler

1.3.1.1.1.Helikobakter pilori

H.pilori enfeksiyonu gastrik kanser oluşumunda büyük bir etki mekanizması

olarak görev alır. Gram negatif bir bakteri olan H.pilori spiral şekilli ve insan mide

mukozasında yaşayabilen mikroaerofilik (%1'den az oksijenli ortamda yaşayabilen)

bir bakteri türüdür. Dünyada insanların %50’sinden fazlası üst gastrointestinal

bölgede H.pilori‘yi taşımaktadır. H.pilori enfeksiyonu mide mukoza hücrelerinde

görülen çeşitli problemlerden dolayı dünya genelinde sıkça karşılaşılan bir

enfeksiyon çeşididir ve kronik gastrit, ülser ve gastrik kanser oluşumuna sebebiyet

veren tehlikeli bir bakteri türüdür (Noyan ve ark., 2009). Normal şartlar altında

midenin mikro çevresi virüs, bakteri ve diğer mikroorganizmaların yaşamı için

uygun ortama sahip değildir. Ama H.pilori mide mukozasında yaşayıp üreyebilecek

yeteneklere sahip olarak evrimleşmiştir. Bakterinin bu yeteneği; bünyesinde
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bulundurduğu üreaz enzimi ile üreyi amonyağa çevirerek mide asiditesini azaltması

sayesinde kendisine uygun yaşam ortamı sağlayarak gerçekleştirir (Venkateshwari ve

ark., 2011).

H.pilori enfeksiyonu mide mukozasında birbirlerini etkileyen zincirleme

olaylar şeklinde gerçekleşir. Bakterinin mide mukozasındaki kolonizasyonu kronik

gastrit ile sonuçlanabileceği gibi bazı hastalarda ise kronik gastrit, ülser veya kansere

dönüşebilmektedir. Aynı zamanda H.pilori enfeksiyonu bireylerde uzun vadede,

mide iltihabı, pernisiyöz anemi, intestinal metaplazi, FAP veya mide polipleri

oluşturabilir. (Venkateshwar ve ark., 2011). H.pilori’nin indüklediği değişikliklerin

mekanizması NF-κβ’nin aktivasyonunu ve VEGF gibi büyüme faktörlerinin

ekspresyonunu arttırır (Hatakeyama ve Brzozowski, 2006).

1.3.1.1.2. Oksidatif Stres

Gastrik kanser oluşum sürecinde etkili olan biyolojik faktörlerden birisi de

oksidatif strestir. Vücut oksidanlar ile antioksidanlar arasında bir dengeye sahiptir.

Bu dengenin bozulmasıyla da vücutta oksidatif stres meydana gelir. Özellikle DNA’

ya zarar vererek çeşitli mutasyonlara sebep olan reaktif oksijen türleri vücutta

oksidatif stres yaratarak kanserin oluşmasına ve ilerlemesine etki eder  (Kim ve ark.,

2010).

Oksijen, yaşam için temel bir kaynak olmasına karşın, ETS (Elektron

Transfer Sistemi) gibi çeşitli metabolik süreçler sırasında ortaya çıkan bazı ROS

(Reaktif Oksijen Türleri) türleri vücuda yüksek oranda zarar verme potansiyeline

sahiptir Birçok serbest radikalin oluşturduğu ROS, O2’ye nazaran kimyasal

reaktivitesi çok yüksek olan oksijen formlarıdır (Nawar, 1996). Bu radikallerin

başlıcaları; tekil oksijen (1O2), süperoksit anyonu (-O2
-), hidroksi (-HO), peroksi

(ROO-) ve alkoloksi (RO-),  hidrojen peroksit ve nitrik oksit gibi kararsız

moleküllerdir (Diplock, 1998).

Serbest radikaller, en son elektron orbitallerinde bir ya da daha fazla çift

oluşturamamış elektron içeren yüksek enerjili ve kararsız bileşiklerdir. Bu

kararsızlık, serbest radikallere reaktif özellik kazandırarak hücresel protein, lipid ve

DNA gibi önemli biyolojik materyallere zarar vermelerine sebep olmaktadır. Bu

zararların kalp damar hastalıkları, çeşitli kanser türleri, katarakt, immün sistemin
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zayıflaması, nörodejeneratif hastalıklar ve yaşlanmayı teşvik ettiği çalışmalarla

gösterilmiştir (Diplock, 1998).

Serbest radikallerin sebep olduğu oksidasyonları önleme, yakalama ve

işlevsiz hale getirme yeteneğinde olan moleküllere antioksidan denir. Antioksidanlar

mekanizmalarına göre birincil ve ikincil antioksidanlar olmak üzere ikiye ayrılırlar.

Birincil antioksidanlar; serbest radikallerle doğrudan reaksiyona girerek daha fazla

zararlı formlara dönüşmelerini ve yeni radikal oluşumunu önleyen moleküllerdir.

Süperoksit dismutaz, glutatyon peroksidaz ve katalaz gibi enzim sistemleri birincil

antioksidan grubunda yer alırlar (Diplock, 1998). Oksijen radikalini yakalayıp

radikal zincir reaksiyonlarını kıran C vitamini, E vitamini, ürik asit, bilurubin ve

polifenoller gibi bileşikler de ikincil antioksidanlar kategorisine girerler (Ou ve ark.,

2002).

1.3.1.2. Çevresel Faktörler

1.3.1.2.1 Diyet

Beslenme faktörü mide içi tümörleşmeye yol açan önemli bir etmendir. Uzak

Doğu ülkelerinde gastrik kanser vakalarının dünyada birinci sırada olmasının temel

sebebi beslenme çeşitlilikleri ve alışkanlıklarıdır. Yapılan araştırmalarda yemek

pişirme yöntemleri gastrik karsinom ile ilişkilendirilmiştir. Soğutmanın olmaması;

korunmuş, tütsülenmiş, konserve ve tuzlanmış gıdaların tüketimi; nitratlarla su

kontaminasyonu taze meyve ve sebze yokluğu yüksek risk alanlarında yaygın bir

problem olarak göze çarpmaktadır. Öte yandan yeşil lifli sebzelerin alımı, C ve E

vitaminleri, beta karoten ve selenyum içeren turunçgillerin tüketiminin antioksidan

özelliklerinden dolayı gastrik kanser gelişimini önemli ölçüde gerilettiği

gösterilmiştir (You ve ark., 2000; Kelley ve Duggan, 2003).

1.3.1.2.2 Radyasyon

Bugüne kadar yapılmış çalışmalarda radyasyonun gastrik kanser riskini iki ile

dört kat oranında arttırdığı belirtilmiştir (Kelley ve Duggan, 2003). Ancak radyoloji

alanında çalışan uzman ve teknisyenler üzerinde yapılan araştırmalarda gastrik

kansere yakalanma sıklığını arttırdığı gözlemlenmemiştir. Nitekim Japonya’da atom

bombasından kurtulan ve maruz kalanlara kıyasla karşılaşılan dozlar oldukça düşük

olmuştur (Christian ve ark., 1999).
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1.3.1.2.3 Alkol ve Sigara Kullanımı

Sık alkol kullanan hastaların alkol kullanmayanlara göre gastrik kanserine

yakalanma riski 2 kattır (Kelley ve Duggan, 2003). Sigara içiminin ise gastrik

kansere yaklanma riskiyle doğrudan ilişkisinin olup olmadığı ile ilgili yapılan

çalışmalardaki sonuçlar çelişkilidir. Kimi araştırmacılar sigara içiminin doza bağlı

olarak gastrik kanseri ile ilişkisinin olduğunu,  bazı çalışmalarda ise gastrik kansere

yakalanma riskinin sigara içim miktarı ile doğrudan bir ilişkisinin olmadığını

vurgulamaktadır. (Kelley ve Duggan, 2003).

1.3.1.2.4 Pernisiyöz Anemi

Pernisiyöz anemi, gastrik mukozasını etkileyen ağır bir kansızlığa ve sinir

sistemi bozukluklarına neden olan bir hastalıktır. 4517 pernisiyöz anemi hastasının

20 yıllık takibi çalışmasında, bu hastalığın gastrik kanser riskini 3 kat arttırdığı

görülmüştür (Kelley ve Duggan, 2003).

1.3.1.2.5 Sosyoekonomik Durum

Gastrik kanserin gelişme ve görülme oranı, gelişmemiş ve gelişmekte olan

ülkelerde gelişmiş ülkelere nazaran daha fazladır (Kelley ve Duggan, 2003).

1.3.1.3. Kişisel Özellikler

Bazı kişisel özellikler gastrik kanseri yakalanma riskini yükseltebildiği

yapılan çalışmalarla gösterilmiştir. Örneğin A kan grubuna sahip olan bireylerde

diğer kan gruplarına göre gastrik kanserine yakalanma riskleri daha yüksektir. A kan

grubu özellikle diffüz tip gastrik kanseri ile ilişkilidir (Christian ve ark., 1999). Bir

diğer faktör ise pozitif aile hikayesidir. Bu faktör gastrik kanserini arttıran olasılıkla

ilgilidir Zanghieri ve ark. yapmış oldukları çalışmalarında ailesinde gastrik kanseri

hastalığı görülen bireylerin 3 kat daha yüksek oranda gastrik kanserine yatkın

olduğunu göstermişlerdir (Zanghieri ve ark., 1990).
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1.4. Gastrik Kanserinin Genetiği

Moleküler genetik çalışmalar, karsinogenezisin çok basamaklı yolağında ve

tümör gelişiminde genetik değişimlerin rolü hakkında ipuçları sunmuştur.

Onkogenlerin etkisi, mutasyon yoluyla tümör baskılayıcı genlerin etkisizleştirilmesi,

bu genleri taşıyan kromozomlarda heterojenite kaybı ve DNA replikasyonunda

hataların oluşması (özellikle basit tekrarlayan sekanslarda) gastrik malignite

bağlamında tartışılmıştır (Christian ve ark., 1999).

P53 mutasyonu ve hipermetilasyonu, p16, APC, RB1, DCC, MLH1, MSH2,

MSH6, PMS2 ve RUNX3 gibi tümör baskılayıcı genlerin inaktivasyonu, E-cadherin,

α-katenin kaybı, cyclin D1, c-met, ß-katenin gibi bazı onkogenler ile EGF, TGF, c-

erb-B2 gibi büyüme faktörlerinin aşırı ekspresyonu midede kanserleşme sürecinde

rol oynar (Hollstein ve ark., 1991; Sipponen, 2002; Subramaniam ve ark., 2009).

MLH1 sporadik gastrik kanserinde protein sentezi baskılanması ve bunu

takiben mikrosatelit DNA’ların stabilitesinden sorumlu olan bir tümör baskılayıcı

gendir (Fleisher ve ark., 1999; Leung ve ark., 1999). RUNX3 çekirdek bağlayıcı

faktör alt birimi ile DNA’y bağlanır ya da sağkalım ve farklılaşma yolaklarını

düzenler. RUNX3 invaziv ve invazyon öncesi epitelyal ve mezenşimal tümörler de

tümör baskılayıcı bir gen olarak kabul edilir (Subramaniam ve ark., 2009). Bu

baskılayıcı aktivite,  ilk kez 2002 yılında nakavt fareler üzerinde gastrik epitelyal

hücrelerde gösterilmiştir (Li ve ark., 2002). APC, E-Kaderin ve RUNX3  tümör

baskılayıcı genleri ile K-RAS, HER2 ve β-katenin gibi onkogenlerde görülen

mutasyonların  gastrik kanser ile ilişkili olduğu kanıtlanmıştır (Ushijima ve Sasako,

2004; Parkin ve ark., 2005; Satıroğlu ve ark., 2006).  Özellikle COX2 gen

ekspresyon seviyesinin gastrik adenokarsinomal dokularda anlamlı bir artışı olduğu

görülmüştür (Ristimaki ve ark., 1997).

Wnt/Beta-katenin sinyal yolu tüm kanserlerde önemli bir rol üstlenen ve

üzerinde en çok çalışılmış sinyal yoludur. Son yapılan çalışmalarda gastrik kanserli

hücrelerin, COX2 ekspresyonu ile GSK-3β enziminin inhibisyonu ile sıkı bir ilişki

içerisinde olduğu belirtilmiştir. Wnt/Beta-katenin sinyal yolu ile COX2 gen

ekspresyonunun da  sıkı bir ilişki içerisinde olduğu çeşiti araştırmalarla desteklendiği

de hesaba katılırsa, gastrik kanserinde Wnt/Beta-katenin sinyal yolağı ile aralarında
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bir bağ olabileceği anlaşılır (Nagase ve ark., 1996; Fini ve ark., 1998; Israel ve ark.,

2001; Akhter ve ark., 2007).

1.5. Ekstraselüler Matris

ESM, çeşitli proteinler ve polisakkaritlerden oluşan, hücreler için destek

görevi gören, hücre büyümesi ve dokuların hayatta kalması için oluşan biyokimyasal

tepkimeler için bir sinyal yolu ve hücreler arası iletişim merkezidir. Bu yüzden

herhangi bir tümörleşme durumunda ilk zarar görecek alanlardan birisidir (Pak ve

ark., 1997; Wada ve ark., 1998). ESM, fibroblastlar, osteoblastlar ve bazal epitel

hücreleri dahil olmak üzere matris kendisi içinde bulunan epitelyal hücreler ve

stromal hücreler tarafından üretilir. ESM içinde birincil proteinler olarak görev yapan

moleküller kollajenlerdir. Kollajenler 29 farklı proteinden oluşan bir protein ailesidir.

ESM içinde tüm tipleri bulunmaz ama belirli tipleri mevcuttur. Bunlar tip I,III, VI, V

ve glikozaminoglikan içeren tip XI kollajendir (Hulmes ve ark., 2002). Kollajenlerin

birçok farklı tipi ESM ve bazal membranın yapısında görev alırlar. Bu görevler, ESM

içerisindeki matrise yapısal destek ve diğer ESM proteinlerine bağlanma alanları

oluşturmakta ve tümör gelişiminde invazyon ve metastaza katkıda bulunmaktadır.

Kollajenler, solid tümörlerin oluşumunu etkileyen ve kollajen lif yoğunluğunun

büyük bir yapısal bileşenidir (Gao ve ark., 2010; Kakkad ve ark., 2010). Elastin,

kollajen ile birlikte, ESM için önemli yapısal bir proteindir. Elastin, fibrillin ile

birlikte, birçok dokuda doğal esneklik için sorumludur (Kielty ve ark., 2002).

ESM’deki tümör kaynaklı malign hücreler, endotel hücreler, perisitler,

fibroblastlar ve tümör ilişkili makrofaj ile VEGF gibi birçok büyüme faktörünün

toplamını içine alan bölgeye tümör stroması denir. Stromal ve kanser hücreleri

devam eden ESM modellemesi ve bu süreçteki tümör hücre göçü için çeşitli

proteazlar ürettikleri öne sürülmüştür (Kalluri ve Zeisberg, 2006; Fried ve Wolf,

2009). Kanser oluşumunun hemen hemen tüm yönleri (örneğin; büyüme, farklılaşma,

motilite ve apoptozis) ve sinyal iletim ağları, hücreler ile ESM arasında fiziksel

etkileşimlerle düzenlenebilir. Örneğin, epitel hücrelerin normal fonksiyonları bazal

membrana bağlıdır ve ESM’de laminin, tip IV,  XV,  XVII kollajenler, perlekan ve

nidojen ile yüksek oranda özelleşmişlerdir Bazal lamina kaybının ileri aşaması,

neoplastik düzensizliklerin ve metastatik invazyon sınırlarının bozulmasının ilk

basamağıdır (Kalluri, 2003).
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ESM, protein komponentlerinin sadece hücrelerin yapısal destek elemanları

olarak değil aynı zamanda çeşitli biyolojik fonksiyonlarına da sahiptirler. ESM

proteinleri büyüme faktörleri, sinyal reseptörleri ve adhezyon molekülleri ile

etkileşim halindedirler. Buna en iyi örnek ise fibronektindir. ESM proteinleri gibi

diğer hücre türleri arasında fibroblastlar tarafından üretilen fibronektin dimer olarak

bulunur, kollajenleri ve heparan sülfat proteoglikanları bağlarlar. Böylece birçok

hücre yüzey reseptör sistemleri için yapısal bir çerçeveye katkıda bulunurlar

(Ruoslahti, 1988).

ESM içerisinde görevli birçok enzim ailesi vardır; bunlar MMP’ler ve

heparanazlardır. Heparanaz enzimi heparan sülfatın (HS) arasındaki üronik asit ve

glikozaminleri kesen bir endoglikuronidazdır. HS’nin üç kesim hedefi vardır.

Bunlar; matris proteinlerinin hayati çapraz bağlayıcılarının çıkarılması,  protein–

protein bağlanmalarını düzenleyen HS’ye bağlı büyüme faktörlerinin serbestleşmesi

ile hücre göçü ve doku yeniden modellemesidir  (Dempsey ve ark., 2000; Li ve

Vlodavsky, 2009).

1.6. Matris Metalloproteinazlar

Proteolitik enzimler genel olarak terminal ya da internal peptid bağlarını

degrede etme durumlarına göre sırası ile ekzopeptidazlar veya endopeptidazlar olmak

üzere ikiye sınıflandırılırlar. Endopeptidaz ailesinin büyük bir kısmı katalitik

mekanizmaları ve inhibitörlere karşı hassasiyetleri göz önüne alınarak serin, sistein,

aspartik endopeptidazlar veya metalloproteinazlar olarak gruplandırılırlar (Stetler ve

ark., 1993).

MMP’ler; ESM’nin bütün komponentlerini yıkıma uğratabilen 25’den fazla

üyesi olan bir enzim ailesidir (Nagase ve ark., 1999). MMP’ler anjiyogenezis,

apoptozis, yara iyileşmesi, embriyonik gelişim, blastokist implantasyonu, organ

morfolojisi, sinir büyüme, yumurtlama, servikal dilatasyon, endometrial döngü ve

kemik yeniden modellemesi gibi normal biyolojik süreçlere katılırken aynı zamanda

da  artrit, kanser, kalp hastalığı, nefrit, nörolojik hastalık, kan beyin bariyeri

dejenerasyonu, periodontal hastalık, deride ülser, gastrik ülser, kornea ülseri,

karaciğer fibrozis, amfizem ve fibrotik akciğer hastalığı gibi çeşitli patolojik

süreçlerde de rol oynarlar (Nagase ve ark., 1999; Parks ve ark., 2004). MMP’ler,

proteinaz inhibitörlerini, latent büyüme faktörlerini, kemotaktik molekülleri, büyüme
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faktörü bağlanma proteinlerini, hücre yüzey reseptörlerini ve hücre-hücre adhezyon

moleküllerini yıkıma uğratırlar. MMP’lerin ifadesi, transkripsiyonel büyüme

faktörleri, hormonlar, sitokinler ve hücresel dönüşüm ile düzenlenir. MMP'lerin

proteolitik aktiviteleri ve MMP öncüleri, metalloproteinaz doku inhibitörleri ile gelen

etkinleştirme sırasında kontrol edilir (Sternlicht, 2001; DeClerck ve ark., 2004; Thiel

ve ark., 2006).

MMP enzim ailesinin üyeleri çinko katalitik bir bölgeye sahip olmaları ve N

terminal domainlerinin yapısı bakımından tüm üyelerde benzerlik gösterir. Aynı

zamanda MMP’lerin büyük bir kısmı hemopeksin domainine sahiptirler. C-terminal

homopeksin bölgesi, enzimin substratı tanıyabilmesi ve yıkım sonrası enzimi kontrol

altına alabilmesi bakımından çok önemli bir yer teşkil etmektedir (Birkedal-Hansen

ve ark., 1993). Membran tip MMP’ler (MT-MMP) gibi bazı MMP’lerin propeptit ve

N terminal bölgesi arasında kısa bir peptit yapı bulunmaktadır. Bu, golgide yerleşmiş

bir serin proteaz olan furin tarafından tanınır, böylece bu tür MMP’ler aktif formda

salgılanır. MMP-8 (kollajenaz-2) ve MMP-9 (jelatinaz-B) nötrofil içindeki spesifik

granüllerde depolanmış olarak bulunurken, diğer çoğu MMP’ler sitokinlerin

stimülasyonu sonucu değişik konnektif doku hücreleri tarafından üretilir (Nagase ve

ark., 1999).

MMP’lerin hedefleri arasında diğer proteinazlar, proteinaz inhibitörleri,

çeşitli pıhtılaşma faktörleri, kemotaktik moleküller, latent büyüme faktörleri, büyüme

faktörlerini bağlayıcı proteinler, hücre yüzey reseptörleri, hücre-hücre adhezyon

molekülleri ve bütün ESM proteinleri gösterilebilinir. Bu da MMP’lerin birçok

biyolojik işlem üzerinde düzenleyici bir etkisinin olduğunu gösterir (Nagase ve ark.,

1999).

MMP’ler yapılarının farklılıkları ve substrat özgüllükleri bakımından çeşitli

alt gruplara ayrılabilirler. Bu alt gruplar; İnterstisiyel kollajenazlar (MMP-1, -8 ve -

13) tip1 kollajenin yıkımından sorumlu iken,  jelatinazlar (MMP-2 ve -9) tip 4

kollajenin,  stromelizinler (MMP-3 -10 ve -11) ise tip 4-5 kollajen ve

proteoglikanların yıkımını üstelenirler. Stromelisinlerin geniş bir substrat spesifitesi

vardır. MMP-3 çeşitli büyüme faktörleri ve IL-1 ve TNF-α gibi sitokinler tarafından

hızla indüklenebilir. MMP-3 ve MMP-10’un benzer bir substrat spesifitesi vardır

ancak bu enzimlerin ekpresyon paternleri çoğunlukla farklıdır. MT-MMP’ler (MMP-
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14, -15, -16 ve -17) ise hem kollajen yıkımından sorumlu, hem de MMP öncüllerinin

etkinleştirilmesinde de görev alırlar. Diğer MMP’ler ise MMP-11, -12 ve -19’dur.

Matrizilinler Kollajen tip IV, elastin, fibronektin, laminin gibi substratları

degredasyonunu sağlayan enzimlerdir. Şimdilik MMP-7 olarak adlandırılmış tek

üyesi bulunmaktadır (Visse ve Nagase., 2003) (Tablo 1.1). TIMP’ler, MMP’lerin

spesifik doku inhibitörleridir ve MMP’lerin doku içindeki lokal aktivitelerini kontrol

etme rolü üstlenmişlerdir (Patterson ve ark., 2001).
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Tablo 1.1 MMP lerin tipleri, substratları ve görevleri (Chaudhary ve ark., 2010)

Enzim Substratları Ekspresyon ve Görev

Kollajenazlar

Kollajenaz-1 (MMP-1) Kollajen I, II, III, VII, VIII, X, agrekan Gelişim, doku tamiri

Kollajenaz -2 (MMP-8) Kollajen I, II, III, agrekan, serpin, a2M Lökositler ve kıkırdak

Kollajenaz -3 Kollajen I, II, III, IV, IX, X, XIV, jelatin, Kemik gelişimi,

(MMP-13) fibronektin, laminin, tenassin C, İnvaziv tümörler

agrekan, fibrillin, osteonektin, serpin

Stromelizinler

Stromelizin-1
(MMP-3)

Kollajen tip IV, V, VII, IX, X, XIV,
fibronektin,

Keratinositler

elastin, jelatin, laminin, agrekan, Fibroblastlar

nidogen, fibrillin, osteonectin, a1PI, MBP

Stromelizin-2
(MMP10)

Kollajen IV, V, IX, X, XIV, fibronektin,
elastin,

Keratinositler

jelatin, laminin, agrekan, nidojen Fibroblastlar

Stromelizin -3
(MMP11)

a1PI İnsan invaziv kanserleri

Metalloelastazlar kollajen tip IV, jelatin, fibronektin, laminin

(MMP-12) MBP, elastin, vitronektin, nidojen, a1PI, Makrofajlar

fibrillin, plasminojen, apo A, proteoglikan

Matrilizinler

Matrilizin-1
(MMP-7)

Kollajen tip IV, elastin, fibronektin,
laminin,

nidojen, tenasin, osteonektin, MBP, Kanal epitel hücreleri

dekorin, versikan, a1PI Ekzokrin bezler

Matrilizin-2
(MMP-26)

Kollajen tip IV, jelatin, fibronektin, fibrin, Uterus ve plasenta

fibrinojen, tip I jelatin, a1PI, b-kazein, Üreme sürecinde

Jelatinazlar

Jelatinaz A
(MMP-2)

Kollajen I, IV, V, VII, X, jelatin,
fibronektin,

Degredasyon

tenasin, fibrillin, osteonektin, MBP,
dekorin, a2M

Fibriller kollajenazlarla
yarıklanma

Jelatinaz B (MMP-9) Kollajen tip IV, V, VII, XI, XIV, XVII,
jelatin,

Kollajenazlar, invazyon

elastin, fibrillin, osteonektin, fibronektin, Malign tümörlerde

MMP-28 ND Testis, akciğer, keratinositler.
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MMP’ler domainlerinin kompozisyonuna göre alt gruplara ayrılsalar da bu

konuda henüz görüş birliği sağlanabilmiş değildir (Şekil 1.4). Domainlerin yapısının

tek başına substratları tanıyabilecek özelikte bir fonksiyonu yoktur. Ancak domainler

iki alt grupta toplanabilir. Bunlar; hücre yüzeyine salgılanan ve cis de bağlanan

MMP’ler ve furin tanıma bölgeleri içeren MMP’lerdir. MMP’lerin dokuz tanesi

membran bağımlı enzimlerdir ve diğerlerini (insanda -17, farede -18) aktive edecek

furin tanıma bölgesine sahiptir. Membran tip MMP’ler (TM; MMP-14, -15, -16, and

-24)  bir transmembran üzerinden,  GPI bağlantılılar  (MMP-17 ve -25) ya da bir N

terminal sinyal bağlantılı (SA; MMP-23) olarak hücre yüzeyine bağlanırlar (Ra ve

William, 2007).

MMP’ler, inaktif proenzimler ya da zimojenler olarak sentezlenirler.  Bu

latent durum,  propeptid domainin C- terminal ucu yakınlarında çiftleşmemiş bir

sistein sülfhidril grubu tarafından sağlanır. Bu sülfhidril grubu aktif çinko iyon alanı

için dördüncü ligand olarak görev görür. Aktivasyon; sistein-çinko (Cys-Zn+2,

sistein anahtarı) etkileşiminin bozulmasını ve propeptid domainin uzaklaştırılmasını

gerektirir. Böylece tiyol grubu MMP hedefindeki molekülün peptid bağlarını

hedefleyen bir su molekülü ile değiştirilir. Salgılanan pro-MMP’ler, in vitro

koşullarda başka proteinazlar ve SH-reaktif ajanlar, civa bileşikleri, reaktif oksijen ve

denatürantlar gibi çeşitli ajanlar tarafından aktive edilirler (Sternlicht ve ark., 2001;

Page-McCaw ve ark., 2007).
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Şekil 1.4. Memelilerde MMP domainlerinin yapısı (Ra ve William, 2007’den adapte
edilmiştir).

MMP’lerin isimlendirilmelerine göre sadece ektrasellüer matris içinde görev

aldıkları düşünülse de matris yıkımı ne sadece bu enzimler için ortak ne de baskın bir

fonksiyondur. Aslında hücre-hücre ve hücre-matris sinyalleşme olaylarını düzenleyen

ve latent proteinlerin fonksiyon kazanmalarını sağlayan enzimler olarak

tanımlanabilir (Parks, 1999; Vu ve Werb, 2000; Ra ve William, 2007). Çünkü son

yıllarda yapılan araştırmalar, birçok MMP’lerin sitokinler, kemokinler, reseptörler,

antimikrobiyal peptidler ve bunun gibi birçok protein çeşitleri gibi, matris dışı

proteinlerin parçalanmasında da görev alabildiklerini göstermiştir. Örneğin; IL-1 ve

TNF-α gibi bazı sitokinler pek çok hücre tiplerini yıkıcı etkileri olan proteinaz

sentezi yönünde stimüle ederler. MMP-1, MMP-3 ve diğer MMP’lerin sentez ve

salınımı IL-1 ve TNF-α  tarafından stimüle edilir (Sternlicht ve ark., 2001; Page-

McCaw ve ark., 2007).

MMP’lerin katalitik aktiviteleri dört yoldan düzenlenir. Gen transkripsiyonu,

enzimin perisellüler birikimi, proenzim aktivasyonu ve aktif enzimin

inaktivasyonudur. Aynı zamanda substrat uygunluğu ve afinitesi de bu düzenlemeyi
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kontrol eden ilerletici bir mekanizmadır. MMP-2, MMP-19, MMP-28 ve bazı MT-

MMP’ler normal dokularda eksprese edilir ve vücut homeostazisinde rol oynarlar.

MMP’lerin nitel ve nicel düzeyde tümörler, çeşitli iltihaplar ve hücre tipleri arasında

farklılık gösterse de, aktif hücrede ve kültür medyumlarında çeşitli şekillerde

kendilerini eksprese edebilirler. Çoğunlukla MMP’lerin üretimi geçici sinyaller ve

sınırlı bölgelerde düşük transkripsiyona uğrarlar (Sternlicht ve ark., 2001) (Şekil

1.5).

Şekil 1.5. MMP’lerin trankripsiyon regülasyonu (Dollery ve ark., 1995’den adapte edilmiştir).

Sitokinler ve büyüme faktörlerinin bir kısmı, IL-1, PGDF ve TNF-α içeren

MMP’lerin sentez aşamalarında indükleyici olarak kendilerini gösterirler. Fakat

TGF-β, heparin ve kortikosteroidler gibi diğer faktörler ise baskılayıcı bir etkiye

sahiptirler (Birkedal-Hansen ve ark., 1993). MMP kontrolünün ikinci aşaması; latent
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zimojen enzimlerin aktivasyonudur. Bazı plazmin bağımsız yollar bulunmasına

rağmen plazmin, aktif moleküle geçecek latent propeptitlerin bölünmesini stümüle

ettiği ve MMP’lerin çoğu için potansiyel bir aktivatör olduğu bildirilmiştir (Sperti ve

ark., 1992; Nagase ve ark., 1990). Hücre öncüllerinde lokalize olan proteolitik

aktivasyon mekanizmasının uPA’nın bağlanması ve aktivasyonu ile meydana geldiği

düşünülmektedir (Kirchheimer ve Remold, 1989). uPA ve uPA-r, monositler ve

makrofajlar gibi çeşitli hücrelerde eksprese edilir. uPA’nın antikorları ile inhibitörleri

matrisin degredasyonunu önlediği çalışmalarla ortaya konulmuştur (Estreicher ve

ark., 1989). Proteolitik sistem ile pıhtılaşma zincirleri arasında çeşitli benzerlikler

vardır örneğin; plazmin kesimi MMP-3’ü aktive ettiğinde ortaya çıkan aktif enzim,

diğer proenzimleri pozitif geri besleme döngüsü oluşturarak aktive edebilir.

Kollajenazların C- terminal ucu stromelisinler tarafından kesildiği zaman, beş ile

sekiz kat arasında proteolitik aktivasyon oranı yükselir (Dollery ve ark., 1995).

Yakın bir zamanda açıklanan, hücre yüzeyine proteolitik aktivasyon süreçleriyle

lokalize olmuş olan MT-MMP’ler, bir çeşit integral membran proteinidirler ve

plazmin/plazminojen aktivatör sistemi gibi projelatinaz A aktivatörüdürler. Bu

durum, bütün MMP’ler için paralel transmembran kontrol sisteminin  var

olabileceğini işaret eder (Sato ve ark., 1994).

MMP’lerin zimojen olarak durumunun korunumu prodomaindeki sistein

korumalı serbest tiyol ile enzimin katalitik grubundaki HIS bağımlı çinko atomu

arasındaki elektrostatik etkileşimler ile sağlanır. Prodomain, kataliz bölgesini kapalı

tutar böylece protein substratı ile herhangi bir etkileşim önlenmiş olur (Şekil 1.6).

Furin ya da diğer proteazlar tarafından prodomainin proteolitik kesim alanı, tiyol

sınırlarını ortadan kaldırır. Tiyol çinko etkileşimi laboratuar koşullarında proteolitik

olmayan araçlarla bozulabilir, örneğin SDS ve APMA, doku ve hücreler içinde, pro-

MMP’ler integrinler ve proteoglikanlar gibi diğer makromoleküllere bağlanabilir ve

bu etkileşimler çinko bağlı tiyol gruplarının allosterik yapılarının bozulmasına yol

açabilir (Dollery ve ark., 1995).
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Şekil 1.6. ProMMP nin aktivasyon mekanizması (Ra ve William, 2007’den adapte

edilmiştir).

Sistein anahtar mekanizmasının önemli bir komponenti olan prodomainin,

enzimin zimojen aktivitesini elde etmek için ortadan kaldırılmasına gerek yoktur.

Ancak tiyol çinko etkileşimin bozulması kensinlikle gereklidir. Bu kavram,

proMMP’lerin zimograf substrat değişimlerinin (SDS aktiviteli) yalnızca yapay bir

jel aktivasyon sisteminde en iyi şekilde gösterilmiştir. Sistein çinko etkileşiminin

bozulması nasıl olursa olsun, prodomainin proteolizi in vivo koşullarda MMP

aktivasyonu için son aşama olarak kabul edilebilir. ProMMP’ler, çeşitli

konformasyonel değişimler ve aktivasyon durumlarının korunması sebebiyle substrat

olmayan makromoleküller ya da translasyon sonrası değişimler ile etkileşimde

bulunabilir. Buna karşılık, sistein çinko bileşiğinin allosterik bozunumları,

prodomainin otolitik kesimine izin veren aktif geçiş durumunu ortaya çıkarır. İn vitro

koşullarda, MMP’lerin birisi diğer inaktif MMP’nin aktivasyonunu yönetmek için bu

MMP’nin domanini kesebilir bu sayede aktif bir MMP başka bir enzimin

aktifleşmesi için aracılık edebilir. İlk bölünme, bir serin proteinaz veya bir MMP

tarafından yapılabilir (Nagase, 1996).
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1.7. MMP-3

MMP-3 geni 11. kromozomun q kolunda 22. bölgede yer almaktadır. Bu gen

normal hücrelerin büyük bir bölümünde özellikle stromal fibroblastlar, keratinositler,

endotel epitel hücrelerde ve tümör hücrelerinde eksprese olurlar (Freije ve ark.,

2003). MMP-3 proteinazı ekstraselüler matris elemanlarından kollajen tipleri IV, V,

VII, IX, X, XIV, lamininler, elastin, entaktin, fibronektin, fibrinler, fibulin, bağlı

proteinle, osteonektin, tenaskin, vitronektin ve ekstrasellüler matris

proteoglikanlarını degrede edebilir. MMP-3 aynı zamanda serbest hücre yüzey

moleküllerini özellikle E-kaderin, L-selektin, heparin bağlı EGF büyüme faktörü ve

TNF-α  gibi hücreler arasında görevli olan elementleri yıkabilir ve MMP-1 ve MMP-

9 gibi proMMP’leri aktive edebilme yeteneklerine sahiptirler. MMP-3 stromal

MMP’ler arasından onkolojik etkileri olan aday bir gendir. MMP-3 hedef hücrenin

farklılaşma konumuna göre apoptozisi veya proliferasyonu tetikleyebilir. Ayrıca bu

enzim doğal tümör promotörü olarak anjiyogenezisi tetikler. (Overall ve ark., 2002;

Visse ve ark., 2003).

MMP-3 genindeki olası bir SNP, transkripsiyonal başlangıç bölgesinin 1171

baz önünde yer alır. Bu polimorfizm promotör bölgesinde bir transkripsiyonal

aktiviteyi sağlayabilecek 5 ya da 6 adenin içerir. MMP-3’deki olası polimorfizmler

birlikte böbrek karsinoması, kolorektal kanser ve meme kanseri gibi çeşitli

tümörlere sebebiyet verebilirler. Bu polimorfizmler aynı zamanda ovaryum kanseri,

kolorektal ve kutanöz malign melanom ile invazyon oluşumu sürecinde güçlü bir

ilişki içerisindedirler (Ye ve ark., 1995; Ye ve ark., 1996; Brinckerhoff, Rutter ve

Benbow, 2000; Biondi ve ark., 2000; Ye ve ark., 2001; Van Themsche, Potworowski

ve St-Pierre., 2004).

MMP-3 geni promotör bölgesi -1171. pozisyonunda 5A/6A polimorfizmi ile

karakteristiktir. 6A allelli in vitro’da 5A allelinden daha düşük promotör aktivitesi

gösterir (Zhu ve ark., 2006; Deguara ve ark., 2007). MMP-3’deki polimorfizm

meme, böbrek, karaciğer, ağız ve akciğer kanserlerinin yanında damar tıkanıklığı,

kalp hastalıkları, romatizma, miyopi, migren ve bunama gibi hastalıklara yatkınlık

çalışmalarında da gösterilmiştir (Kanamori ve ark.,1999; Ghilardi ve ark., 2002;

Hirata ve ark., 2003; Fang ve ark., 2005) (Tablo 1.2) (Muhnoz ve ark., 2010) (Şekil
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1.7).

Şekil 1.7. MMP-3 polimorfizmlerinin genotiplendirilmesi (Dey ve ark., 2011’den adapte edilmiştir).
(A) MMP-3 promotör bölgesinde görülen -1171 5A/6A (-1612)(rs3025058) , -707(rs522616) A/G ve

-375(617819) G/C polimorfizmlerinin şematik görünümü.
(B) MMP-3 -1171 5A/6A polimorfizminin RFLP şematik ve PZR-RFLP  %4’lük agaroz jel görüntüsü.

MMP-3 geninin çeşitli fizyolojik olaylardaki rolünün yanında, hücre kültürü

çalışmaları bu genin kanserin ilerleme sürecinde etkili olduğunu göstermiştir. Buna

destek olarak yapılan bir çalışma fare meme epitel hücrelerinde MMP-3’ün epitel

mezenkimal geçişi indüklediği gösterilmiştir (Przybylo ve Radisky, 2007). Diğer bir

çalışmada, metastatik sıçan embriyo hücrelerinde yüksek oranda MMP-3

ekspresyonu saptanmış, metastatik olmayanlarda ise MMP-3 ekspresyonu
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gözlemleneyemecek kadar az olduğu bildirilmiştir (Sreenath ve ark., 1992). T98G

glioma hücrelerinde invazyondaki artışa TNF-α tarafından indüklenen MMP-3’ün

sebep olduğu gösterilmiştir. MMP-3 geninin siRNA ile susturulması sonucunda

meme kanserli hücrelerde MMP-3’ün invaziv role sahip olduğu (Hegedüs ve ark.,

2000), insan kondrosarkom hücre hattı JJ012’de ise migrasyonu engellediği

gösterilmiştir (Tang ve ark., 2010). Gastrik kanseri hücre hattı AGS’de siRNA

yöntemi kullanılarak MMP-3 geninin susturulması sonucu invaziv hücre sayısında

azalmaya, MMP-3’ün aynı hücrelerde overekspresyonu ise invaziv hücre sayısında

artışa sebep olduğu ilk defa Yazıcıoğlu ve arkadaşları tarafından gösterilmiştir

(Gencer ve ark., 2011). Bu çalışmada MMP-3 geninin gastrik kanserin ilerlemesinde

önemli bir rolü olabileceği vurgulanmıştır.

Krippl ve arkadaşları tarafından meme kanseri üzerinde yapılan bir çalışmada

MMP-3’ün promotör bölgesinde görülen 5A/6A polimorfizminin meme kanseri ile

ilişkisi olmadığı gösterilmiştir. MMP-3 promotör polimorfizmi fonksiyonel olarak

gösterilmiş olmasına rağmen meme kanseri üzerindeki etkisinin normal vaka kontrol

çalışmalarında görülemeyecek kadar küçük olduğu belirtilmiştir (Krippl ve ark.,

2004). Ancak Holliday ve arkadaşlarının yapmış oldukları  bir çalışmada ise meme

kanserinde MMP-3 5A/6A genotipinin tümör oluşum sürecinde yüksek oranda

eksprese olabileceği ifade edilmiştir (Holliday ve ark., 2007). Hinoda ve arkadaşları

tarafından gerçekleştirilen başka bir çalışmada, MMP-3 6A/6A genotipinin

kolorektal kanser hastalarında kontrol grubuna göre daha fazla görüldüğü

anlaşılmıştır. Bu araştırmanın ilginç yanı hastalarda 6A/6A genotipinin beklenenden

oldukça fazla gözlemlenmiş olmasıdır  (Hinoda ve ark., 2002). Fang ve

arkadaşlarının Çin’de yapmış oldukları küçük hücreli olmayan akciğer kanseri

(NSCLC) hastalarında görülen MMP-3 5A/6A promotör polimorfizmi çalışmasında,

MMP-3 promotör polimorfizminin NSCLC‘nin gelişimini sigarayı bırakmış

hastalarda da devam ettirebileceği gösterilmiştir (Fang ve ark., 2005). Bu veriler,

aktive edilmiş kimyasal karsinojenler tarafından oluşturulan metabolik değişikliklerle

etkileşime giren MMP-3 5A allelinin NSCLC’ye sebep olabileceğini göstermektedir.

Yüksek düzeyde görülen MMP-3 ekspresyonu diğer MMP’leri (MMP-1 ve MMP-9)

de etkilemekte ve metastazın lokal düzeyde gelişimine sebep olmaktadır. Sonuç

olarak MMP-3 5A allelinin NSCLC hastalarında ve özellikle Çinli sigara içicilerinde

yüksek risk faktörü olduğu kanıtlanmıştır (Fang ve ark., 2005). Shan ve arkadaşları
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tarafından yapılmış olan bir çalışmada kadınlarda endometriozis ile MMP-3

promotör polimorfizminin direk ilişkisi olmadığı görülmüştür. Çalışmada MMP-3

genotip frekansının, hastalar ve kontrol grubu arasında anlamlı bir fark oluşturmadığı

gözlemlenmiştir. (Shan ve ark,. 2005). Lu ve arkadaşlarının hastaları yaş, cinsiyet ve

histolojik düzeylerine göre sıraladıkları başka bir çalışmada, hastaların MMP-3

5A/6A polimorfizmine sahip 1171 bç’lik MMP-3 gen bölgesi beyin astrositoması

riskini değiştirmemiştir. Daha önceki çalışmalarda Çin’in Hebei bölgesindeki 5A

alleline sahip bireylerin özefagual sküamöz hücre karsinomuna yatkın oldukları

bildirilmiştir. Küçük hücreli olmayan akciğer kanser düzeyinde de aynı risk

bulunmuştur, ayrıca yüksek düzeyde lenf nodülü metastazı görülmüştür. Aynı

populasyondaki MMP-3 polimorfizmi ise meme kanser riskini değiştirmemiştir

(Ghilardi ve ark., 2002; Zhang ve ark., 2004; Fang ve ark., 2005).

Smolarz ve arkadaşlarının yapmış oldukları çalışmada; 5A/6A

polimorfizminin ovaryum kanseri üzerindeki rolü henüz kanıtlanamamıştır. Kısıtlı

kanıtlara dayanarak ovaryum kanserinin yüksek düzeydeki MMP ile bağlantılı

olabileceği düşünülmektedir, polimorfizm ve ovaryum kanseri hastalarının klinik

durumunu açıklayan koreolatif bir çalışma daha mantıklı gözükmektedir. Bu

çalışmada, 118 ovaryum kanser hastasında 5A/6A polimorfizmi genotipi ile kanserin

oluşumu hakkında bir ilişki bulunamamıştır. Buna ek olarak 5A/6A genotipi ve

ovaryum kanseri invazivliğiyle bir bağlantı bulunamamıştır (Smolarz ve ark., 2003).

Murray ve arkadaşlarının gerçekleştirmiş oldukları çalışmalara göre gastrik

kanserinin büyük bir kısmı MMP-2’yi %94, MMP-9’u %70, MMP-1’i %73 eksprese

etmesine rağmen tümörlerin sadece %27’lik kısmında MMP-3 bulunmuştur (Murray

ve ark., 1998). Bu sonuç MMP-3 ekspresyonunun gastrik kadriak adenokarsinom’da

önemli bir olay olmadığını kanıtlamaktadır. Ancak küçük bir örnek boyutu ile

çalışıldığı için anlamlı bir sonuca varılması güçtür, daha fazla örnek sayısıyla

yapılacak ileriki çalışmalar MMP-3’ün -1171. pozisyonundaki 5A/6A SNP’nin

gastrik kardia adenokarsinom gelişimindeki etkisini belirlemek için gereklidir. Sonuç

olarak çalışma, tek bir MMP-3 promotör gölgesindeki -1171. poziyondaki A

insersiyonu/delesyonu polimorfizminin gastrik kardia adenokarsinomda gelişim

riskini ve lenfatik metastazını modifiye edemeyeceği görülmüştür (Zhang ve ark.,

2004).
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Tablo 1.2. MMP-3 5A/6A polimorfizminin çeşitli hastalıklarla olan ilişkisi (Muhnoz ve ark., 2010)
Allel Hastalık

5A Romatit artrit

5A Lumbar disk dejenerasyonu

5A Miyopi

5A Koroner damar hastalıkları

5A Periferal arterial tıkanıklık

5A Migren

5A Ağız kanseri

5A Meme kanseri süreci

5A Vasküler bunama

5A Akut miyokardial infarktojen

5A Meme kanseri

5A Akut koroner sendrom

5A Hepatoselüler karsinom

5A Gastrik kanseri

6A Kaynaşık spondilitis

6A Anjiyopatik koroner plak

6A Damar aterosiklerozis yatkınlığı

6A Şiddetli Romatit artrit

6A Şahdamarı daralması
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2.AMAÇ

MMP-3, karsinogenez sürecinde ESM’yi degrede ederek invazyona sebep

olan önemli bir gendir. 6A alleline sahip bireyler ile koroner damar hastalıkları

arasında bir ilişki olup düşük düzeyde MMP-3 gen ekspresyonun damar duvarlarında

matris birikimine neden olarak damar tıkanıklığına yol açtığı tespit edilmiştir

(Humphries ve ark., 1998; Gnasso ve ark., 2000). MMP-3 geninin promotör bölgesi -

1171. pozisyonunda bulunan 5A/6A tek nükleotit polimorfizminin meme, akciğer,

kolon, HNSCC ve böbrek kanserlerine yatkınlığı artırdığı bilinmektedir (Hirata ve

ark., 2003). MMP-3 promotör bölgesi 5A/5A genotipi de meme kanserlerinde yüksek

oranda görülüp, tümör ilerlermesine ve invazyonuna katkıda bulunur (Holliday ve

ark., 2007).

İnsan fibroblast hücre kültürü (HFFF2) çalışmalarında 5A allelinin daha

yüksek promotör aktiviteye sahip olduğu saptanmıştır (Ye ve ark., 1996). Bunun

yanında akciğer ve kolon kanserlerinde 5A/6A genotipinin 6A/6A genotipine göre

yüksek oranda promotör aktivitesi gösterdiği çalışmalarla gösterilmiştir.

Son zamana kadar gastrik kanserin gelişimi ve ilerlemesi üzerinde MMP-3

geninin 5A/6A tek nükleotit polimorfizmi ile ilgili herhangi bir çalışma

yapılmamıştır. MMP-3 promotör bölgesi -1171. pozisyonun 5A/6A

insersiyon/delesyon polimorfizmin gastrik kanseri ile olan ilişkisini araştıran iki

çalışma ile ilgili çelişkili bulgular vardır. Zhang ve arkadaşları bu polimorfizmin

gastrik kanser ile bir ilişkisi olmadığını, Dey ve arkadaşları ise Doğu Hindistan

populasyonunda anlamlı bir ilişkisinin olduğunu saptamıştır (Zhang ve ark., 2004;

Dey ve ark., 2011).

Bu çalışma, gastrik kanseri hastalarının normal ve tümörlü dokusunda

MMP-3 geni promotöründeki 5A/6A insersiyon delesyon polimorfizmini PZR-RFLP

yöntemi ile araştırıp, tespit edilen genotiplerin H. pilori enfeksiyonu, RNA düzeyinde

saptanmış ekspresyon (Gencer, 2009), invazyon derinliği, tümör evresi ve tümör

nekrozu açısından karşılaştırılmasını hedeflemektedir.
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3.MATERYAL

3.1. Araştırmada Kullanılan Örnekler

Bu çalışmada kullanılan 41 adet gastrik kanserli hastanın tümör ve çevre

doku örnekleri 2006-2009 yılları arasında Cerrahpaşa Tıp Fakültesi Genel Cerrahi ve

Patoloji Ana Bilim Dallarından temin edilmiş olup –80 oC’de muhafaza edilmiştir.

Hastalara ait patolojik bulgular ve tümör dokularında RNA düzeyinde MMP-3

ekspresyonları önceden tespit edilmiş ve birbirleri ile karşılaştırılmıştır.

3.2. Araştırma İçin Laboratuvarda Kullanılan Cihazlar ve Markaları

CİHAZLAR MARKA

Görüntüleme Sistemleri : Bio-RAD Universal Hood II

Isı Bloğu : DB 2D

Manyetik Karıştırıcılar : MR3001

Güç Kaynakları : EPS301, PowerPac Basic

Spektrofotometreler : Schimadzu UV

Thermo Cycler : Techne TC-512

Elektroforez Sistemleri : MultiSub Midi (Cleaver Scientific)

Santrifüjler : MiniSpin Plus (Eppendorf)

Otoklav : Dik Tip Otoklav (BES)

Tartı : Hassas Terazi, XB220 A (Presica)

Su Banyoları : Nüve BM 402

Vorteks : Heidolph REAX

Su Arıtma Sistemi : Millipore Milli Q Synthesis A10

Buzdolapları : Beko 8742, Arçelik 3061 Plus

Derin Dondurucular : -200C, Arçelik 2021 D,

: -800C, Thermo Fisher Scientific

Mikropipet Seti : 0,2-2, 2-20, 20-200, 200-1000µl’lik

Finnpipette(ThermoScientific, FİNLANDİYA)
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3.3. Genomik DNA izolasyonu İçin Kullanılan Kimyasallar ve Tamponlar

Doku örnekleri Axygen AxyPrep Multisource Genomic DNA Miniprep Kit

Prosedürü (05/11 Ver.1) DNA izolasyon kiti ile izole edilmiştir.

3.4. Polimeraz Zincir Reaksiyonu İçin Gerekli Enzim ve Kimyasallar

10X MgCl2’süz Tampon : 200 mM (NH4)2SO4,

750 mM Tris-HCl (pH 8,8),

% 0,1 Tween 20

(Fermentas, LİTVANYA)

MgCl2 : dH2O’da 25 mM

(Fermentas, LİTVANYA)

Deoksiribonükleotitler (dNTP) : 100 mM dATP, dCTP, dGTP ve dTTP

(Fermentas, LİTVANYA)

Taq DNA Polimeraz : Rekombinant Taq DNA Polimeraz

(Fermentas, LİTVANYA)

3.5. Primerler

Bu çalışmada incelenen polimorfik bölgeyi çoğaltmak için kullanılan primer

diziler tablo 3.1’ de gösterilmiştir. Primerler dizayn edilirken Shan ve arkadaşlarının

çalışmasından referans alınmıştır (Shan ve ark. 2005).
Tablo 3.1. MMP-3 5A/6A polimorfik bölgesini oluşturup çoğaltmak için kullanılan primerler

PRİMER PRİMER DİZİSİ
Forward 5’-GGTTCTCCATTCCTTTGATGGGGGGAAAGA-3’
Reverse 5’-CTTCCTGGAATTCACATCACTGCCACCACT-3’

3.6. Elektroforez İçin Kullanılan Tamponlar ve Kimyasallar

10X TBE (Tris-Borik Asit-EDTA) (pH 8,3) : 890 mM Tris-Baz,

890 mM Borik Asit,

20 mM Na2EDTA.2H2O

6X DNA yükleme boyası : 10mM Tris-HCl (pH 7,6)

2,5 mg/ml BPB

2,5 mg/ml Ksilen siyanol

5g/ml gliserol

60mM EDTA

(Fermentas, LİTVANYA)
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Etidyum Bromür (EtBr) : 10 mg/ml

(Sigma, ALMANYA)

Agaroz Jel : 0,5X TBE tamponunda %0,7,

%1, %4’lük agaroz (Prona,

EEC)

3.7. DNA Büyüklük Markörleri

GeneRuler 100 kbç DNA Markörü: 100, 200, 300, 400, 500, 600, 700, 800,

900, 1000 baz çiftlik fragmanlar içeren DNA markörü (Fermentas, LİTVANYA).
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4. METOT

4.1 Genomik DNA izolasyon işlem basamakları

Genomik DNA izolasyonu Axygen AxyPrep Multisource Genomic DNA

Miniprep Kit Prosedürü (05/11 Ver.1) ile aşağıdaki şekilde gerçekleştirilmiştir:

1. Dokudan 1-20 mg olacak şekilde parça alındı ve homojenat oluşturmak için,

önceden soğutulmuş olan havan üzerinde hızlı ve kuvvetli şekilde ezildi.

2. 650 µl tampon G-A ve 0,9 µl RNase A eklendi tampon G-A ile ezilen dokunun

karışabilmesi için dokuyu 30 s yavaşça ezmeye devam edildi.

3. Oluşan homojenatın 650 µl’sini alındı ve 2 ml mikrofüj tüpüne eklendi (prosedür

gereği homojenatın hacmi 650 µl’den azsa, eksik hacmi tampon G-A ile 650

µl’ye tamamlandı). 5 dk 65°C’lik su banyosunda inkübe edildi.

4. 400 µl tampon G-B ve 1 ml tampon DV (önceden soğutulmuş) eklendi. Kuvvetli

şekilde karıştırıldı ve 12000 g’de 2 dk santrifüj edildi.

5. Üst fazdan olabildiğince fazla alındı ve tüpten uzaklaştırıldı. Orta fazdaki

çökeltiyi ve alt fazı tüpte tutuldu. 1 ml tampon DV (önceden soğutulmuş)

eklendi, iyice karıştırıldı ve 12000 g’de 2 dk santrifüj edildi.

6. Üst fazı atıldı. Alt fazı, 2 ml mikrofüj tüpe yerleştirilmiş olan spin-filter’a

geçirildi ve 12000 g’de 1 dk santrifüj edildi.

7. Spin-filter atıldı. Tüpün içersine 400 µl tampon BV eklendi ve ters-düz edilerek

iyice karıştırıldı.

8. 2 ml mikrofüj tüpün içersine miniprep kolonu yerleştirildi. 7. basamaktaki sıvı

karışımı miniprep kolonuna aktarıldı. 12000 g’de 1 dk santrifüj edildi.

9. 2 ml mikrofüj tüpteki filtrat döküldü ve tüpün içersine miniprep kolonu tekrar

yerleştirildi. Kolonun içersine 500 µl Tampon W1 eklendi ve 12000 g’de 1 dk

santrifüj edildi.

10. Filtrat atıldı ve 2 ml mikrofüj tüpün içersine miniprep kolonu tekrar yerleştirildi.

700 µl tampon W2 eklendi ve 12000 g’de 1 dk santrifüj edildi.

11. Filtrat atıldı ve 2 ml mikrofüj tüpün içersine miniprep kolonu tekrar yerleştirildi.

İkinci defa 700 µl tampon W2 eklendi ve 12000 g’de 1 dk santrifüj edildi.
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12. Filtrat atıldı ve 2 ml mikrofüj tüpün içersine miniprep kolonu tekrar yerleştirildi.

12000 g’de 1 dk santrifüj edildi.

13. Miniprep kolonu temiz 1,5 ml mikrofüj tüp içersine yerleştirildi. Genomik

DNA’yı kolondan süzmek için, kolon membranının tam ortasına (65°C’de ılık

hale getirilmiş) 100-200 µl eluent (ya da saf su) eklendi. Oda ısısında 1 dk

bekletildi. 12000 g’de 1 dk santrifüj edildi.

4.2 Primer tasarımı

MMP-3 geni promotör bölgesi -1171. pozisyonunda 5A/6A SNP analizi için

forward primerin 3’ ucunun 2. pozisyonundaki A yerine G yerleştirerek bir bazı hedef

diziye mismatch olacak şekilde tasarlanırken reverse primer diziye spesifik olarak

seçildi. Primerlerin şekil 4.1’deki hedef dizi amplifikasyonu NCBI BLAST

(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/tools/primer-blast)‘da test edildi. Forward primerdeki

mismatch TthIII1 enzimi için, enzim tanıma bölgesi 5A/6A polimorfizmi için

seçildi.

5’GGTTCTCCATTCCTTTGATGGGGGGAAAA/GACC↓ATGTCTTGTCCTGATTGAAA
TACAGGGAAAATATTTGGCCACATTGATATGAGGACAAGGAGAACAGAGTGGTGG
CAGTGATGTGAATTCCAGGAAG 3’

Şekil:4.1. PZR ile çoğaltılacak hedef bölgenin belirlenmesi
(Kırmızı ile vurgulanmış bölgeler primer bağlanma bölgelerini, mavi ile vurgulanmuş olan bölge
primerin değiştirilen bazını ve sarı ile vurgulanmış olan bölge restriksiyon enzimi tanıma bölgesidir)

4.3. Polimeraz Zincir Reaksiyonu

Bu çalışmada MMP-3 promoter 5A/6A bölgesinin çoğaltılması için tablo

3.2‘de gösterildiği gibi PZR koşulları uygulanmıştır. PZR sonrası hedeflenip

çoğaltılmış olan bölgesini kontrol etmek için 5 µl PZR ürünü 1 µl DNA yükleme

boyası ile karıştırılıp %2’lik agaroz jele 100 bç’lik DNA markörü ile birlikte

yüklenip 120V-300 mA’de 25 dakika yürütüldü.

Tablo 4.1. TthIII1 polimorfik bölgenin çoğaltılması için belirlenmiş PZR döngüsü ve sıcaklık zaman
değerleri

MMP-3 5A/6A (129 bç)
İlk denatürasyon 94 °C,     5 dk
Denatürasyon 94 °C,     30 sn

Döngü sayısı : 35Bağlanma 65 °C,     30 sn
Uzama 72 °C,     30 sn
Son uzama 72 °C,    5 dk
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4.3.1.PZR Optimizasyon Çalışmaları

Bu çalışmada farklı MgCl2 konsantrasyon ve primer bağlanma dereceleri

kullanılarak optimum deney düzeneği oluşturulmuştur. Tablo 4.1 PZR döngüsünü ve

koşullarını göstermektedir.
Tablo 4.2. TthIII1 polimorfik bölgenin çoğaltılması için optimize edilmiş PZR koşulları ve miktarları

Primerlerin bağlanma sıcaklığı : 65°
MgCl2 : 2 mM
Taq polimeraz : 1U
Forward ve Revers primerler : 0,1 µM
dNTP karışımı : 0,2 mM
10X Tampon                                          :25 mM

4.4. PZR Ürünlerinin Restriksiyon Parça Uzunluk Polimorfizmi (RFLP)

PZR ile çoğaltılan hedef bölgeler tablo 4.3’deki TthIII1 restriksiyon

endonükleaz enzimi koşulları tablo 4.4’de ki miktar oranları kullanılarak ile 650C’de

4 saat inkübe edildi. Hedeflenen bölge tablo 4.5’deki gibi fragmentler oluşması

beklenecektir.

TthIII1 enzim kesim bölgesi      5’….. GACN N NGTC….3’

3’….. CTGN N NCAG….5’

Tablo 4.3. TthIII1 için reaksiyon miktar ve koşulları
Restriksiyon Enzimi Miktar (U) Sıcaklık (°C) Süre ( saat)

TthIII1(PsyI) 10 65 4

Tablo 4.4. MMP-3 RFLP reaksiyon miktarları ve koşulları
8 μl PCR ürünü

1 μl reaksiyon tamponu (Tampon B)
1 μl Tth111I (Psy1) restriksiyon enzimi

65° ‘de 4 saat inkübasyon süresi

Tablo 4.5. PZR-RFLP sonucu MMP-3 için beklenilen DNA parça uzunlukları
PCR Ürünü Uzunluğu : 129 bç

Kesim Noktası: 32 bç Uzun Fragment : 97 bç

4.5. Jel Elektroforezi

Çalışmamızda DNA izolatlarını görüntülemek için %0,7’lik, PZR ürünlerini

görüntülemek için %2’lik ve enzim kesimini görüntülemek için %4’lük agaroz jel

kullanılmıştır.
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4.6. Dizi Analizi

PZR-RFLP yöntemi ile saptanan genotipler arasından DNA dizi analizi ile

konfirme edilmek üzere rastgele olarak 6A/6A homozigot ve 5A/6A heterozigot

örnekler seçildi. Dizi analizi yapılacak DNA örnekleri sekans için optimize edilmiş

primerlerle(Tablo 4.6) amplifikasyonu yapıldı. Amplifiye edilen PZR örneklerinin

kalitesi agaroz jel elektroforezi ile saptandıktan sonra pürifikasyon ve çift yönlü

primer dizi analizi işleminin gerçekleştirilmesi için Macrogen firmasına gönderildi.

Tablo 4.6. MMP-3 dizi analizi için dizayn edilmiş primerler
PRİMER PRİMER DİZİSİ
Forward 5’-TCCTCATATCAATGTGGCCAAA-3’
Revers 5’-CGGCACCTGGCCTAAAGAC-3’

4.7. MMP3 Promotör 5A/6A Polimorfik Bölgesinin Moleküler Analizi

Çalışmamızda, MMP-3 geni promotör aktivitesini değiştirdiği bilinen -1171

5A/6A polimorfizmi ve bu polimorfizmin mide tümör dokusu PZR-RFLP metodu ile

araştırılıp, H.pilori enfeksiyonu, ekspresyon, invazyon derinliği, tümör evresi ve

tümör nekrozu açısından ikili karşılaştırmalarla değerlendirilmiştir. Polimorfik gen

bölgesi uygun primerler ve enzimler kullanılarak PZR yöntemi ile çoğaltılmış ve

bunu takiben polimorfik DNA dizileri, restriksiyon enzim kesimi ve agaroz jel

elektroforezi ile incelenmiştir. PZR ürünleri ve kesim sonrası oluşan fragmentlerin

boyları Tablo 4.7’de gösterilmiştir. Saptanan polimorfizmlerin verileri istatiksel

olarak incelenmiştir.

Tablo 4.7. MMP-3 promotör polimorfizm bölgesi, kesimi ve beklenen parça uzunlukları
Polimorfik Bölge SNP numarası Enzim Kesimi Beklenen AllelBoyu

-1171 5A/6A rs3025058 TthIII1(PsyI) 97 -32- 129 bç
-1171 5A/5A rs3025058 TthIII1(PsyI) 97-32 bç
-1171 6A/6A rs3025058 TthIII1(PsyI) 129 bç

4.8. İstatistiksel Veri Analizi

Çalışmanın istatistiksel değerlendirilmesi SPSS 17.0 paket programı

kullanılarak yapıldı. Tanımlayıcı değerler yaş ortalaması (±) standart sapma olarak,

kategorik değişkenler gözlem sayısı ve yüzde olarak gösterildi. İki genotip grubunun

karşılaştırılmasında (ekspresyon, H. pilori enfeksiyon, tümör evresi, invazyon

derinliği ve tümör nekrozu) Pearson ki-kare ve Fisher kesin olasılık testleri kullanıldı.

P < 0,05 değeri istatistiksel olarak anlamlı kabul edildi.
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5. BULGULAR

5.1. Örneklerin Tanımı

Araştırmamızda gastrik kanser vakası olan 41 hasta tümör dokusu ve bu

hastaların mide çevre dokuları ile toplam 41 çift örnek kullanılmıştır. Tümör

dokularında görülen H.pilori enfeksiyonu, RNA düzeyinde ekspresyon, invazyon

derinliği, tümör evresi ve tümör nekrozu bulguları baz alınarak ikili

karşılaştırmalarda bulunulmuştur. Aynı zamanda hasta bireylerin yukarıda belirtilmiş

olan parametrelere göre yüzdelik oranları hesaplanmıştır (Tablo 5.1). Hastaların yaş

ortalaması ± standart sapma olarak tablo 5.1’de verilmiştir. Aynı zamanda hastaların

genotip frenaksları da tablo 5.2’de gösterilmiştir.
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Tablo 5.1. Gastrik kanser hastalarının belirli karakteristik özelliklerine göre yüzde oranları

n(Hasta Sayısı) Ortalama Standart sapma

Yaş 41 59 (34-86) ± 13.26

Gastrik kanser n
(Hasta Sayısı)

%
(Yüzde)

Bilgisi olan
hasta sayısı

Bilgisi olmayan
hasta sayısı

Toplam hasta 41
Cinsiyet
Kadın 13 32
Erkek 28 68

H. pilori 13 38 34 7
Tümör Evresi 28 13

1 5 18
2 9 32
3 14 50

İnvazyon derinliği 41 0
L.propria/M.mukoza/

Submukoza
6 15

M.propria 9 22
Subseroza 1 2

Seroza 25 61
Tümör nekrozu 20 49 41 0

Ekspresyon 41 41 0
yok 12 29

düşük 14 34
yüksek 15 37

5.2. DNA izolasyonu ve Tespiti

Hasta doku örneklerden bölüm 4.1’de anlatılan yöntemle DNA izolasyonu

gerçekleştirilmiştir. Elde edilen DNA izolatlarından 3µl alınarak  % 0,7 lik agaroz

jelde incelenmiş ve DNA’nın elde edildiği doğrulanmıştır (Şekil 5.1).

Şekil 5.1. Gastrik kanserli hastalardan elde edilen örnek normal (N) ve tümörlü  (T) dokuların
genomik DNA izolatlarının % 0,7 lik agaroz jelde görünümü (100bç: Moleküler ağırlık markörü)
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5.3. MMP-3 Geni Promotör Bölgesi -1171. 5A/6A ve 6A/6A Polimorfizm Analizi

5.3.1. İlgili Gen Bölgesinin PZR ile Çoğaltılması

MMP-3 geni promotör bölgesi -1171. pozisyonunda 5A/6A tek nokta

polimorfizm taraması PZR-RFLP yöntemi kullanılarak gerçekleştirildi. Total

genomik DNA daki MMP-3 geni promotör bölgesinde polimorfizm taraması için

forward primerin 3’ucundan 2. Adeninin Guanine modifiye edilmesiyle 5A taşıyan

örneklerde TthIII1 enzim kesim bölgesi oluşturulmuştur Bu kesim bölgesi 6A allele

sahip bireylerde bulunmaz. Revers primer ise 5A/6A promotör dizisine spesifiktir.

Çalışmamız için DNA amplifikasyonu aşamasında beklediğimiz ilgili gen bölgesinin

129 bç’lik DNA fragmenti 100 bç’lik marker ile %2’lik agaroz jel elektroforezinde

görüntülenmiştir (Şekil 5.2).

Şekil 5.2. MMP-3 1171 5A/6A polimorfik promotör bölgesinin PZR ile amplifikasyon sonuçlarının
%2’lik agaroz jelde görünümü (T: Tümör doku, N: Normal doku)

5.3.2. PZR Ürünlerinin Restriksiyon Parça Uzunluk Polimorfizmi
Çalışmamızın enzim kesimi aşamasında amplifikasyon sonucu elde ettiğimiz

129 bç‘lik PZR’nın TthIII1 restriksiyon enzimi ile 65°’de 4 saat inkübasyonda

tutulduktan sonra %4’lük agaroz jelde analiz edildi. Aynı hastaya ait normal ve

tümörlü dokuda aynı genotip saptandı (Şekil 5.3, 5.4, 5.5). Hastalarda MMP-3 -1171

pozisyonunda homozigot 5A/5A genotipine rastlanmazken, 5A/6A heterozigot ve

6A/6A homozigot genotipler gözlemlendi (Şekil 5.3, 5.4, 5.5).
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Şekil 5.3. Polimorfik promotör bölgesi amplifikasyonu yapılan örneklerin RFLP sonuçlarının %4’lük
agaroz jelde görünümü (9T-N ile 7T-N 5A/6A heterozigot diğerleri ise 6A/6A homozigottur.)

Şekil 5.4. Polimorfik promotör bölgesi amplifikasyonu yapılan örneklerinRFLP sonuçlarının %4’lük
agaroz jelde görünümü (21T-N 5A/6A heterozigot, diğerleri ise 6A/6A homozigottur)

Şekil 5.5. Polimorfik promotör bölgesi amplifikasyonu yapılan örneklerin RFLP sonuçlarının %4’lük
agaroz jelde görünümü ( Tüm örnekler 5A/6A heterozigottur)
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5.3.3.Dizi Analizi

DNA pürifikasyonu ve dizi analizi için rastgele seçilip gönderilen örneklerin

PZR görüntüleri şekil 5.6’da , dizi analizi sonuçları gösterimi de şekil 5.7 ve 5.8’de

ki kromotogram sonuçlarında gösterilmiştir. Beklenildiği gibi MMP-3 promotör

bölgesi -1171. pozisyonda 5A/6A polimorfizmi gösteren dizide 5 tane adenin,

6A/6A polimorfizmi gösteren dizide se 6 tane adenin görülmüştür.

Şekil 5.6. Dizi analizine gönderilecek PZR örneklerinin %2’lik agaroz jelde görüntüsü

Şekil 5.7. MMP-3 -1171 promotör bölgesi 5A/6A heterozigot kromotogram görünümü
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Şekil 5.8. MMP-3 -1171 promotör bölgesi 6A/6A homozigot kromotogram görünümü

5.4. Verilerin İstatistiksel Analizi

PZR-RFLP sonucu elde edilen hasta tümör dokusuna ait genotip ve allolotip

frekans ve yüzdeleri tablo 5.2’de gösterilmiştir. Genotip dağılımının Hardy Wienberg

dengesine uyumluluğu analiz edildiğinde X2 değeri 5,5 olarak hesaplanıp, genotip

dağılımının istatistiksel olarak anlamlı olduğu saptandı (p=0.0189).

Tablo 5.2. Tümör dokularına ait MMP-3 -1171. promotör bölgesi genotip ve allelotip sayısı
ve Yüzdeleri

5A/6A ve 6A/6A genotip grubunun H.pilori enfeksiyonu, RNA ekspresyonu,

invazyon derinliği, tümör evresi ve tümör nekrozu açısından karşılaştırılmasında

Pearson ki-kare ve Fisher kesin olasılık testleri kullanıldı. P < 0,05 değeri istatistiksel

olarak anlamlı kabul edildi. Tablo 5.3’de belirtiği gibi MMP-3 promotör bölgesi

5A/6A ve 6A/6A genotipleri, ekspresyon açısından tümör dokuları birbirleri ile

karşılaştırıldıkları zaman iki genotip arasında anlamlı bir fark bulundu (X2=6,69,

p= 0,035). 5A/6A genotipi %80 yüksek ekspresyon gösterirken, 6A/6A genotipi ise

%20 oranında yüksek ekspresyon gösterdi. Aynı zamanda genotip gruplarıyla

invazyon derinliği arasında sınıra yakın bir anlamlılık saptandı (p=0,064). MMP-3

promotör bölgesi 5A/6A ve 6A/6A genotipleri; H.pilori enfeksyonu,  tümör evresi ve

tümör nekrozu sonuçları ile karşılaştırıldığında istatiksel olarak anlamlı bir ilişki

bulunmadı (p>0,05).

Genotip Genotip
sayısı

Genotip
yüzdesi

Allelotip Allelotip
sayısı

Allelotip
yüzdesi

5A/6A 22 %53,7 5A 22 %27
6A/6A 19 %46,3 6A 60 %73
Total 41 %100 Total 82 %100
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Bu sonuçlara göre hastaların 13’ü (%32) kadın, 28’i (%68) erkektir. Bu

bireylerin bilgileri olanlar arasından 13’ü (%38) H.pilori enfekte iken, 20’sinde

(%49) tümör nekrozu mevcuttur. Tümör evresi tiplemesinde 5’i (%18) tip1, 9’u

(%32) tip2 ve 14’ü (%50) tip3 eğilimindedir. Hastaların 6’sı (%15) 1.derece, 9’u

(%22) 2. derece, 1’i (%2) 3.derece ve 25’i (%61) ise 4. derece invazyon derinliği

göstermiştir. Hastaların 12 (%29)’si RNA düzeyinde ifade edilmezken,  14 (%34)’ü

1.derece, 15 (%37)’i ise 2. derecede ifade edilmiştir (Tablo 5.3).

Tablo 5.3. 5A/6A ve 6A/6A genotiplerinin kategorik değişkenler açısından Pearson kikare ve
Fischer kesin olasılık testleri ile karşılaştırılması

a:Pearson kikare testi sonuçları
b: Fischer kesin olasılık testi sonuçları

Tablo 5.4. Hastaların genotiplerine göre yaş dağılım ortalamaları

Gen Grubu N (Hasta Sayısı) Yaş Ortalaması Standart Sapma

5A/6A 22 57,27 ± 13,04

6A/6A 19 61,05 ± 13,57

5A/6A 6A/6A P
n % n %

H.Pilori 0,724a

Yok 11    (%64,7) 10   (%58,8)
Var 6     (%35.3) 7   (%41,2)

Ekspresyon 0,035a

Yok 5     (%22,7) 7     (%36,8)
Düşük 5     (%22,7) 9    (%47,4)
Yüksek 12    (%54,5) 3    (%15,8)

İnvazyon Derinliği 0,064b

L.propria/M.mukoza/
Submukoza 3     (%13,6) 3     (%15,8)

M.propria 8     (%36,4) 1      (%5,3)
Subseroza 0         (%0) 1      (%5,3)

Seroza 11      (%50) 14    (%73,7)
Tümör  Evresi 0,59b

1 3   (%21,4) 2    (%14,3)
2 3   (%21,4) 6    (%42,9)
3 8    (%57,1) 6   (%42,9)

Tümör Nekroz 0,278a

Yok 13 (%59,1) 8   (%42,1)
Var 9    (%40,9) 11   (%57,9)
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6.TARTIŞMA

Geçmişten günümüze uzanan evrimsel süreçte türler içi ve türlerarası

farklılıktan genetik çeşitlilik sorumludur. Genlerde nükleotit düzeyindeki

değişiklikler bir populasyonda %1’den daha yüksek sıklıkla görülüyor ise

polimorfizm olarak adlandırılır. İnsan genom projesi ile insan genomundaki

DNA’nın %99,9 benzerlik gösterdiği kanıtlamıştır. Diğer %0,1’lik fark ise, bireysel

genotip ve fenotipik değişikliklerin sorumlusudur (Lander ve ark., 2001). Bir gende

kodlayıcı bölgede oluşan herhangi bir değişiklik fenotipi etkiler. Genin ifadesi ise

genellikle genin promotör ya da arttırıcı bölge gibi düzenleyici bölgeleri ve bu

bölgelere bağlanan transkripsiyon faktörleri ile kontrol edilir (Sefton, 2001). SNP

(tek nükleotit polimorfizmleri)’ler insan genomunda en sık bulunan (yaklaşık her

1000 nükleotitte bir) DNA değişimleri olup evrimsel süreçte türler için hem bir

avantaj kaynağı olarak hem de çeşitli mutasyonlara ve buna bağlı olarak kanser gibi

çeşitli genetik hastalıklara sebebiyet verebilirler (Risch, 2000; Carlson ve ark., 2003).

MMP-3, MMP ailesinin geniş düzeyde substrat özelliği gösteren anahtar

üyelerinden birisidir. MMP-3; tip 2, tip 4 ve tip 9 kollajenlerini, proteoglikanları,

lamininleri, fibronektinleri, jelatinleri ve elastinleri degrede edebilir. Ayrıca

kollajenaz, matrisilin ve jelatinaz B gibi diğer MMP üyelerini de aktive edebilir

(Matrisian, 1990; Birkedal-Hansen ve ark., 1993).

MMP-3 geninin promotör bölgesindeki polimorfizm ilk olarak 1995 yılında

rapor edilmiştir. Bu polimorfizm -1612 pozisyonundaki polimonomerik

adenozinlerin boyutundaki varyasyon nedeniyle oluşmuştur. Sonuç olarak bir allelde

5A ve diğer allelde 6A meydana gelmiştir (Ye ve ark., 1995).

MMP-3 promotör bölgesindeki -1171 pozisyonundaki tek bir A

delesyon/insersiyon polimorfizmi MMP-3’ün transkripsiyonel düzeyini ve bölgesel

ekspresyonunu arttırmaktadır. Örneğin; 5A  allelinin  6A’dan iki kat daha yüksek

promotör aktivitesine sahip olduğu in vitro çalışmalarda gösterilmiştir (Ye ve ark.,

1995, 1996). İn vitro promotör fonksiyon analizleri ile fibroblastlar ve vasküler düz
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kas hücrelerinde 5A allelinin 6A alleline göre daha fazla promotör aktiviteye neden

olduğu gösterilmiştir (Ye ve ark., 1996; Beyzade ve ark., 2003). NF-κβ, IL-1 ve

PGDF-β gibi faktörlerin MMP-3 transkripsiyonunu regüle ettikleri bildirilmiştir

(Maria ve ark., 1991).

MMP-3 geni promotör bölgesi 1171. pozisyonundaki 5A/6A polimorfizminin,

meme, böbrek, karaciğer, ağız ve akciğer kanserlerinin yanında damar tıkanıklığı,

kalp hastalıkları, romatizma, miyopi, migren ve bunama gibi hastalıklara genetik

yatkınlık oluşturduğu çeşitli çalışmalarla gösterilmiştir (Kanamori ve ark.,1999;

Ghilardi ve ark., 2002; Hirata ve ark., 2003; Fang ve ark., 2005). Bu lokasyondaki

5A/6A insersiyon/delesyon polimorfizmi ile ilgili iki yayından sadece Dey ve

arkadaşlarının Hindistan popülasyonu üzerindeki çalışması ile bu polimorfizmin

gastrik kansere yakalanma riski oluşturduğu ileri sürülmüştür (Dey ve ark., 2011).

Bu çalışmada, gastrik kanser hastalarının doku örneklerinde normal ve tümör

dokularının aynı genotiplere sahip olduğu görüldü. Tümör dokularında gözlemlenen

genotipler 5A/6A ve 6A/6A olup 5A/5A genotipine rastlanmadı. Çalışmamızda örnek

sayısı artırılarak 5A/5A genotiplerine de rastlanabilir. Literatürde de 5A/5A genotipi

bir çok çalışmada çok nadir görülmüştür (Krippl ve ark., 2004; Zhang ve ark., 2004;

Dey ve ark., 2011).

Bununla beraber, 5A/6A ve 6A/6A genotipleri ekspresyon açısından

karşılaştırıldıklarında iki genotip grubu arasında anlamlı bir fark bulundu (X2=6,69,

p=0,035). Çalışılan tümör dokularında yapılan genotiplendirme sonucunda tespit

edilen 5A/6A genotipi ve 6A/6A genotipiyle, MMP-3'ün önceden gerçekleştirilmiş

RNA düzeyinde ekspresyonu açısından karşılaştırılmıştır. Tüm tümör dokularının

MMP-3 ekspresyonu birbirleri ile kıyaslandığında, 5A/6A’ya sahip dokuların

%80’inin yüksek MMP-3 ekspresyonu gösterdiği, 6A/6A genotipinin ise sadece %20

oranında yüksek ekspresyon seviyesine sahip olduğu gözlenmiştir.

Bu polimorfizmin ekspresyon ile ilişkisi henüz yayımlanan in siliko promotör

bağlanma çalışmaları (Matinspector yazılımı, TFSEARCH ve TESS) ile de

desteklenir. Bu makalede biyoinformatik programlarla MMP-3 promotör bağlanma

bölgeleri tahmin edilmiş ve 5A/6A polimorfizmin NF-KB, Tcf-4 ve CIZ

transkripsiyon faktörü bağlanmasında etkili olduğu ifade edilmiştir (Dey ve ark.,
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2011). Aynı zamanda genotip gruplarıyla invazyon derinliği arasında sınıra yakın bir

anlamlılık saptanmıştır (p=0,064). Bu sınıra yakın anlamlılık örnek sayısının

artırılması ile istatistiksel olarak anlamlı hale gelebilir. Genotipler tümör nekrozu,

H.pilori ve tümör evresi sonuçlarının p değeri 0,05 den daha büyük olduğu için

tümör dokuları ile karşılaştırıldığında anlamlı bir fark bulunamamıştır. Ancak

Polonya’da yapılan bir çalışmada MMP-3 5A/6A polimorfizminin ovaryum

kanserinin tümör evrelerinde rol oynadığı anlaşılmıştır (Szyllo ve ark., 2002).

Bu çalışmada elde edilen veriler, MMP-3 5A/6A polimorfizminin, MMP-3

ekspresyonunun transkripsiyonel olarak düzenlenmesinde ve invazyon ile

ilişkilendirilmesinde önemli bir yer tuttuğunu düşündürmektedir. Tüm bu bulgularla

5A/6A genotipinin gastrik kanser riskine katkıda bulunduğunu tahmin etmekteyiz.

Ancak doğrulayabilmek için sağlıklı bireylerden elde edilen DNA örneklerinin

kontrol grubu olarak kullanılarak, vaka-kontrol çalışması ile bu hipotezin test

edilmesi gerekir

.
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