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OZET

GASTRIiK KANSERLERDE MATRIKS METALLOPROTEINAZ-3
GENININ PROMOTOR BOLGESI 5A/6A POLIMORFIiZM ANALIZi

Gastrik kanser diinyada ikinci derecede siklikta oOliimlerin gorildigi
multifaktoriyel bir hastaliktir. Diinya cografyasinda 6zellikle Cin gibi bir¢ok uzak
dogu iilkesinde goriilme siklig1r agisindan liderdir. Beslenme sekilleri, ¢evresel
faktorler, sigara ve asir1 alkol tiiketimi ve Helikobakter pilori enfeksiyonu gastrik
kanserin temel faktorlerini olustururlar. Midenin tiimorlesme siirecinde, tiimorlesen
hiicrelerin bazal membranlar1 Matris metalloproteinaz enzim ailesi {iyeleri tarafindan
kontrolsiiz bir sekilde parcalanirlar. MMP’ler ¢inko bagimli enzimlerdir. Bu enzim
ailesi endopeptidazlar olup ekstraselliiler matriste protein degredasyonu yaparlar. Bu
enzimlerin yiiksek parcalayici etkisi sebebiyle MMP ekspresyonlar1 kontrollii bir
sekilde gerceklesir. Aksi takdirde kanserlesme siirecindeki invazyon ve metastaz
asamasina biiylik oranda katkida bulunabilirler. MMP enzim ailesinin en genis
substrat ¢esitliligine sahip olani MMP-3’tiir. Bunlarin yan1 sira MMP-3"1in diger bir
gorevi de baska metalloproteinazlar1 aktive edebilme yetenegidir. Bu ozellikler
MMP-3’lin kanser arastirmalarinda dncelikli konu olmasina yol agmistir. MMP-3
promotor bolgesi SA/6A polimorfizm bolgesi 6zellikle akciger, ovaryum ve meme
tomiirleri lizerinde calisilmistir. Yaptigimiz ¢alismada MMP-3 geni promotdr bolgesi
1171. pozisyonda goriilen SA/6A insersiyon ve delesyon polimorfizminin PZR-RFLP

yontemi ile gastrik kanserli hastalarda molekiiler analizi gergeklestirilmistir.

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

THE 5A/6 A 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
pyvlori 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 5SA/6A polymorphism has been studied especially at lung,
ovary, breast, colon and gastric tumors. At this study, SA/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. GIRIS
1.1.Kanser Nedir?

Giincel uluslararasi verilere gore; 2008 yili tamaminda 12,4 milyon tahmin
edilen yeni kanser vakast ve 7,6 milyon 6liim meydana gelmistir. Diinyada goriilen
en yaygin kanserler akciger (1,52 milyon), meme (1,29 milyon) ve kolorektal (1,15
milyon) kanserleridir. Kotii prognoz nedeniyle 6liim oranlarinin en yiiksek oldugu
kanserler ise akciger kanseri (1,31 milyon), gastrik kanseri (780,000) ve karaciger
kanseri (699.000) olarak belirtilmistir (Ferlay ve ark., 2004; Ferlay ve ark., 2007;
Amerikan Kanser Toplulugu, 2008).

Kanser, kalitsal ya da sonradan kazanilmis ¢ok sayida genetik ve epigenetik
faktorlerin sonucunda multifaktdriyel olarak ortaya ¢ikan hiicre boliinmesinin kontrol
edilemedigi genetik bir hastaliktir. Pek cok kanser tipi sonradan hiicresel diizeyde
edinilmis c¢esitli Ozelliklerle karsimiza c¢ikar. Bu 06zellikler, hiicrenin biiyiime
sinyallerini agisindan kendi kendine yetmesi, biiyiimeyi inhibe eden sinyallere karsi
duyarsizligi, apoptozisten kagmasi, sinirsiz replikasyon potansiyeli, anjiyogenezisde
stireklilik, doku invazyonu ve metastaz yapabilmesidir (Sekil 1.1) (Hanahan ve

Wienberg, 2000).



Bityiime Sinvallerinin kendi
kendilerini kontrol etmesi

Apoptozdan kacis

Biiyiimeyi baskilayic: biiyiime
faktirlerine kars: duyarsizlik

jivogenez sirekliligi

Dol invaryonu ve
metastazr

Smursiz Replikasyon
potansiyeli

Sekil: 1.1. Kanserin karakteristik 6zellikleri (Hanahan ve Wienberg, 2000’den adapte edilmistir).
e Hiicrenin Bilyiime Sinyalleri A¢isindan Kendi Kendine Yetmesi

Normal hiicrelerin, istirahat halinden proliferatif duruma gelmeden Once
mitojenik bliylime sinyalleri tarafindan uyarilmasi gerekir. Bu sinyaller, biiyiime
faktorleri, ekstraselliller matris (ESM) komponentleri ve hiicre-hiicre adhezyon
molekiilleri gibi c¢esitli transmembran reseptdrler tarafindan hiicre i¢ine gonderilir.
Bilindigi iizere normal hiicreler bu biiylime faktorleri salinmadan cogalamazlar.
Onkogenler tarafindan etkilenen kanser hiicreleri ise herhangi bir biiyiime faktoriint
taklit ederek boliinebilir ve ¢evresinden bagimsiz bir sekilde cogalabilir. Hiicre
kiiltiirtinde, mitojenik biiyiime faktorleri normal hiicrelere verildigi zaman hiicreler
cogalma egilimi gosterirler. Tiimorlesen hiicrelerde ise bu egilim, biliylime
indiikleyicileri azalsa dahi kendisini asir1 boliinmeye yoneltmeye devam eder. Bu

sonug tiimdr hiicrelerinin ¢evresindeki biliylime faktorlerinden bagimsiz bir sekilde



davrandigini ve homeostatik mekanizmalardan etkilenmeden hareket ettigini gosterir

(Hanahan ve Wienberg, 2000).
e Biiyiimeyi Inhibe Eden Sinyallere Karsi Duyarsiziik

Normal doku igerisinde, biliylimeyi inhibe edici ¢esitli sinyaller, doku
homeostazisini korumak ve hiicreleri dinlenme safhasinda tutabilmek i¢in
gorevlendirilmislerdir. Bu sinyaller, ESM’nin hiicre yiizeyi i¢inde gomiilii bliylime
inhibitorleri ile immobilize inhibitorleri igerir ve biiylime faktorleri gibi
transmembran hiicre yiizey reseptorleri ile birlikte intraselliiler sinyal dongiisiinde
hareket ederler. Biiylimeyi inhibe edici sinyaller iki mekanizma ile hiicre
proliferasyunu bloke edebilirler. Hiicreler ekstraselliiler sinyal akisi sebebiyle aktif
proliferatif dongliden Gy evresine gecmeleri i¢in bu inhibitorler tarafindan
zorlanabilirler. Ayn1 zamanda postmitotik faktorler tarafindan indiiklenen hiicreler
yine biliylimeyi inhibe edici sinyaller tarafindan dongiiniin kontrollii devam etmesi
icin engellenebilirler. Hiicreler kanserlesmeye basladigi zaman biiylimeyi inhibe

edici sinyallerden kaginmaya baslarlar (Hanahan ve Wienberg, 2000).

e Apoptozisten Kacmak

Timor hiicre populasyonlarinin yetenegi sadece hiicre proliferasyon orani
degil ayn1 zamanda hiicreleri tahrip etme oranlariyla belirlenir. Programlanmis hiicre
Olimii (apoptozis) bu yipranmanin onemli bir kaynagmi temsil eder. Cesitli fare
modelleri {izerinde yapilan kanser arastirmalarinda tipki insanlarda goriilen
karsinogenezis gibi biitiin kanser tiplerinde, tiimdr hiicrelerinin apoptozise direng
gosterdigi kanitlanmistir. Tiimor hiicrelerindeki Fas ligand ekspresyonu, Fas iligkili
apoptozise direng gostererek apoptozis mekanizmasindan kagmasina yardimci olur
boylelikle hiicreler apoptozise girmeden sinirsiz bir sekilde cogalmaya devam ederler

(Hanahan ve Wienberg, 2000).



e Sinirsiz Replikasyon Potansiyeli

Biiylime sinyalleri anatomisi, biiylimeyi inhibe edici faktorlere Kkarsi
duyarsizlik ve apoptozise direng, kanser hiicrelerinin ¢evresinden alabilecegi uyart
ve sinyaller ile baglantisinin kopmasina yol agar ve kendi yasam programlarini tekrar
ayarlarlar. Yeniden programlanma ile kanser hiicre populasyonlar1 zamanla
makroskopik goriinlime ulasabilen biiyiik kitleler haline geleceklerdir. Son otuz yil
icerisinde yapilan calismalarda tiimor hiicrelerinin i¢inde bulunduklar1 hiicre
dongiisiine direng gdstermenin 6tesinde kendi hiicre dongiisii mekanizmalarini ortaya

cikt1ig1 yoniinde bulgular gosterilmistir (Hanahan ve Wienberg, 2000).
e Anjiyogenezis Siirekliligi

Insan dolasim sisteminde var olan damarlardan yeni damarlarin olusumuna
anjiyogenezis denir. Anjiyogenezis, hem dogal fizyolojik hem de patolojik bir
olaydir. Yaralarin iyilesmesi ve menstiirasyon siirecinde anjiyogenezis fizyolojik
iken; tiimdrogenesis, inflamatuar hastaliklar ve dejeneratif makiiler goz
hastaliklarinda  patolojiktir. Biiylime faktorleri ve sitokinlerin rol aldig
anjiyogenezisde endotel hiicreleri temel rolii iistlenmislerdir. Anjiyogenezis hipoksi
ve enfeksiyon uyaris1 ile aktive edici faktorlerin indiiklemesi ile baslar.
Anjiyogenezisi baslatic1 faktorler VEGF, PGDF, EGF, FGF TGF-of, IL-8 ve TNF-
a’dir. Buna karsin trombospondin, angiostatin, endostatin, VEGF inhibitorii ise
anjiyogenezisi inhibe edici faktorlerdir. Tiimorlesme siirecinde, hipoksi kosullari
besin ve oksijen ihtiyacim1 saglayabilmek i¢in tiimoral anjiyogenezise yol agar.
Tiimdrler biliylimeye baglarlar ve tiimor biiylidiikce yine hipoksi kosullar1 ortaya
cikar boylece anjiyogenezis tekrar uyarilir. Boylelikle viicut homeostazisinden
bagimsiz yeni tomiirlerin gé¢ edebilmeleri i¢in yeni damarlar ortaya ¢ikar (Hanahan

ve Wienberg, 2000).
e Doku invazyonu ve Metastaz

Yarattig1 kosullarla kendi kontroliinii eline alan tiimdr hiicreleri ¢evre doku ve
organlara yayiliminda ilk olarak primer tiimdrden ayrilmaya baslar. Ikinci asama ise
kanser hiicrelerinin ESM ile endotel hiicrelerine tutunmasidir ve 6zellikle integrin ve
selektin gibi bazi adhezyon molekiilleri tiimdr hiicrelerinin invazyonunda yardimei

olurlar. Sonraki asamada tiimdr hiicreleri bazal membrani yikmak i¢in matris
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metalloproteinazlar (MMP), plazminojen aktivatorleri gibi enzim gruplarini aktive
ederler. Bdylelikle tiimor hiicreleri ¢evre dokulara goc etmeye baslar. Bazal
membrani yikan tiimor hiicreleri metastaz yapabilmek icin kaderin ailesi, integrinler,
laminin-elastin baglayici proteinler ve CD44 gibi hiicre adhezyon molekiillerinin
yardimiyla komsu organlara go¢ ederler (Hanahan ve Wienberg, 2000). (Sekil 1.2)
(I¢li ve Akbulut, 2005).
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MMP: matriksmetaloproteinaz, L: lenfosit, NK: natural killer hiicre, M: mekanik faktérler, T: trombosit A: adezyon molekilleri
Sekil 1.2. Karsinogenez olusumunun sematik olarak gosterimi (I¢li ve Akbulut, 2005 ).

Kimyasal, viral ve fiziksel karsinojenler, DNA’da c¢esitli niikleotit
degisimlerine sebep olur ve normal hiicreler, farkl: tiplere modifiye olarak bambagka
hiicre tipleri haline gelir. Karsinogenez; karsinojen miktari, karsinojen etkisinde
kalim siiresi, genetik yatkinlik ve uyarict etkenlerin varligi olmak iizere baslica dort

durumla ilgilidir (Hanahan ve Wienberg, 2000) (Sekil 1.2) (i¢li ve Akbulut, 2005).

Kanserin tipik belirtileri, hiicre boliinmesi ve Omrii, komsu hiicrelerle
iliskileri ve immiin sistemden kagabilme kapasitelerini kontrol eden genetik

programlardaki modifikasyonlarin birikmesiyle ortaya c¢ikar. Siire¢ icerisinde
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regiilasyonu bozulmus, normal hiicre biliylimesini ve davraniglarini denetleyen c¢esitli
kontrol mekanizmalarindan kag¢indiklari i¢in hiicrelerden olusan viicuttan bagimsiz
bir kitlenin olusumuna neden olur. Bu kitle sonunda biiyliyerek viicut
metabolizmasindaki fizyolojik stiregleri alt {ist edecek, kitlenin yerine ve
biiyiikliigiine bagl olarak ¢ok sayida kanser hiicrelerinin viicut igerisinde hizli bir

sekilde yayilmasina yol agacaktir (Merlo ve ark., 2006).

Insan DNA’sinda yaklasik 3000 ile 5000 genin hiicre dongiisiinde gérev alan
ve kanser siirecinde ilk etkilenen proteinleri kodladig1 tahmin edilmektedir. Islevini
kaybeden bir gen, dnemli bir proteinin anormal diizeyde iiretimine ya da gerekli
proteinlerin iiretimine engel olabilir. Ornegin; kanserde énemli bir yer tutan K-RAS
proto-onkogeninde ortaya ¢ikan bir mutasyon, hiicre zarinin iginde bulunan kii¢iik bir
proteinin hiicre biliyiime sinyalini arttiran bir proteine doniismesine sebep olur. Bu
protein normal iglevinde hiicre yiizeyindeki biiylime faktorlerinin reseptorleri ile
hiicre ¢ekirdegine hiicre bdliinmesini baglatmasi i¢in biiylime sinyalleri génderen
molekiiler sistemler arasinda bir ara sinyal olarak calisir KRAS geni mutasyon
gecirip onkogen halini aldiginda reseptor protein daima agik durumda kalarak stirekli
hiicre bolinme sinyali verir. Buna karsin tiimoér baskilayict genler ise etkin
olmadiklarinda kanser gelisimine katkida bulunurlar. TP53 geni program sonucu
hiicre dongiisii askiya almak, olusan DNA hasarini onarmak ve apoptozisi
indiiklemek ile gorevlidir. Bu gende goriilen mutasyonlar {iretilen P53 proteinin
yapisini bozar ve islevsiz hale getirir. Boylece islevi bozulmus olan p53 proteini
hiicre ¢ogalmasini durduramaz. TP53 tiimor baskilayict geni hemen her kanserde

islev kayb1 gosterir (Olivier ve ark., 2008).

DNA tamir genleri, mutajenik kimyasallarin ve UV 1511 gibi ajanlarin neden
oldugu ¢esitli DNA hasarlarini onaran ve hiicredeki genomik yapinin korunmasindan
sorumlu olan gen grubudur. DNA tamir genlerinin fonksiyonu mutasyon defekti ya
da DNA replikasyon problemleri ile olusan DNA hatalari ile baglantilidir. Sayet hata
tamir edilmezse, DNA tamir genleri apoptozisi indiikler. DNA tamir genlerinin
fonksiyon bozukluklari, hiicrelerde mutasyonlarin birikmesine sebep olur (Wyllie,

1997).



Kanserler tiirevlendikleri doku tiplerine gore karsinoma, sarkoma, miyeloma,
16semi ve lenfoma gibi bes ana sinifa ayrilir (Hanahan ve Wienberg, 2000). Epitel
doku tipinden tiirevlenen kanser tiirlerine karsinom denir ve tiim kanserlerin hemen
hemen %380' ini olusturur. Karsinomlar ¢esitli organlardan ya da salgi bezlerinden
tirevlenirse bunlara adenokarsinom, skiiamoz hiicrelerden tiirevlenirse de skiiamoz
hiicre karsinomu olarak adlandirilirlar (Kahn ve ark., 1986). Ozellikle kas ve yag
dokusu ile kemik, kikirdak, tendonlar gibi bag ve destek dokusu elemanlarinda
gorlilen timor tipine sarkoma denir. Bu tiimorler de tlirevlendikleri kokenlere gore
osteosarkom,  kondrosarkom ve liposarkom gibi isimler alirlar (Hanahan ve
Wienberg, 2000). Kemik iligindeki plazma hiicrelerinden gelisen tiimor tipine
myeloma denir (Kahn ve ark., 1986). Normal lenfosit hiicrelerinin hizli cogalmalari
veya programlanmis saatlerinden daha uzun siire yasamalar1 ile meydana gelen
kanserler lenfoma olarak adlandirilir. Malign lenfoid hiicreler lenf diigiimii, dalak ve
kemik iliginde ¢ogalirlar. Bu kanser tipi Hodgkin hastalii ya da Hodgkin dis1
lenfoma olmak tizere iki gruba ayrilir (Hanahan ve Wienberg, 2000). Losemi, kemik
iligi ve lenf diiglimlerinden kaynaklanan, viicutta belli bir kitle olusturmayan ama
dolasim sistemi ve kan hiicreleri ile alakali oldugu i¢in dogrudan metastaz yapan
saldirgan bir kanser tiiridiir. Bu kanser tiirli diinyada her yil 25.000 den fazla kiside
gortliir. Bununla birlikte ¢ocuklara oranla yetiskinlerde on kat fazla goriiliir. Dort ana
tipte 16semi vardir: akut lenfositik, akut graniilositik, kronik graniilositik ve kronik

lenfositik tiplerdir (Kahn ve ark., 1986).

Kanserlerin baglica yayilim yollari; viicut bosluklar1 ve yiizeyleri, lenf ve kan
damarlaridir. Tiimdérler viicut bosluklarini ¢evreleyen yiizeylere ulastiklar1 zaman,
tiimorden kopan hiicre yigmlar viicut boslugundaki komsu doku ve organlara
yayilabilir. Bu yolla yayilim en sik yumurtalik kaynakli kanserlerde goriiliir. Lenf
damarlar1 yoluyla yayilmada; 6zellikle karsinomlarin hareket alani lenf damarlaridir.
Yayilim sirasinda kan yoluna da gecisler olabilir. Ciinkii lenf damarlar ile kan
damarlar1 arasinda pek ¢ok baglant1 vardir. Bolgesel lenf diiglimlerine ulasan kanser
hiicreleri bolgede tutulur ve kanserin yayilmasina bir siire engel olusturulur. Ancak
lenf diiglimii kanser hiicreleri ile doldugu zaman diger lenf diigiimlerine de gecisler
goriilebilir. Kan damarlar1 yoluyla yayilimda daha ¢ok sarkoma ve karsinomlar
goriiliir. Ozellikle vendz damarlarin membranlari kanser hiicreleri tarafindan kolayca

invaze edilebilir ve koparak kan akimina karisip baska doku ve organlara ulasabilir.



Kan dolagimu ile en sik goriilen metastazlar karaciger ve akcigerdir. Tiroid folikiiler
karsinom, renal hiicreli karsinom ve hepatoselliiler karsinom kan yoluyla yayilan

kanser tiirleridir (Kazancigil, 1982).
1.2. Midenin Yapisi

Mide sindirim kanallarmin en genis yeridir ve 6zefagus ile doudenum arasina
yerlesmistir (Arinci ve Elhan, 2001). Mide yiyecek ve igecekleri sindiren ve hormon
salgilayan hem ekzokrin hem de endokrin bir organdir. Mide; kardia, fundus, korpus
ve pilor olmak iizere dort kisimda incelenir (Sekil 1.3). Mide igten disa dogru tunika
mukoza, tunika submukoza, tunika muskularis ve tunika seroza olmak iizere dort
tabakadan olusmustur (Junquera ve ark., 1993). Tunika mukoza ii¢ farkli tabaka
igerir. Bunlar; yiizey epiteli, lamina propria, ve muskularis mukozadir. Yiizey epiteli
mide mukozast mukus ve bikarbonat sekrete eden yiiksek kolumnar bir epitelyum ile
doselidir. (Carlos ve Carneiro, 2006). Salgilanan bu mukus, kalin bir jel katmam
olusturarak hiicreleri mide tarafindan salinan HCI gibi kuvvetli asitlerden korur.
Lamina propria, mukoza igerisinde bazal membranin altina yerlesmis olan kollajen
ve elastik lifler ile bir retikiilin yolu ile yapisal destek saglayan alandir. Muskularis
mukoza; mukozanin alt sinirini sirkiiler bir i¢ tabaka ve longutidunal bir dis tabaka
iceren diiz kaslarin ince bantlarinin olusturdugu yapidir. Submukoza; muskularis
mukoza ve muskularis propria arasinda lokalize olmus durumdadir. Muskularis
eksterna; farkli plaklara yerlesmis diiz kasin ii¢ tabakasini igerir. Seroza ise mide
duvarinin en digindan bulunan bag dokusununu bir tabakasidir (Carlos ve Carneiro,

2006).
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Sekil 1.3. Mide kisimlarinin histolojik olarak adlandirilmasi (Dere, 1999).

1.3 Gastrik Kanser

Gastrik kanser birgok iilkede 6zellikle uzak dogu tilkelerinde en sik goriilen
bir hastaliktir. 2000 yili verilerine gore diinyada tiim kanserlerin %8,7’si, kanser
Oliimlerinin de %10,4'4 mide tiimorlerinden kaynaklanmaktadir. Cin'de kanserlerin
%39’unun gastrik kanser ile iliskili oldugu tahmin edilmektedir (Li ve ark., 2002;
Parkin ve ark., 2005). Cevresel faktorler, beslenme sekilleri, sigara, alkol ve H.pilori
enfeksiyonu en bilinen gastrik kanseri sebepleridir (Galanis ve ark., 1997; Takezaki
ve ark., 1999; Clements ve ark., 2002). Diinyanin bir¢ok iilkesinde gastrik kanseri
vaka oranlar1 digmesine ragmen gelismekte olan iilkelerde gastrik kanseri
vakalarinda artis goriilmektedir (Kelley ve Duggan, 2003). Tiirkiye, Afrika, Asya’nin
dogusu, Kuzey Amerika ve Japonya’da gastrik kanseri siklig1 yliksektir (Kaas ve
ark., 1998). Bu kanser ayn1 zamanda yas biiyiikliigii ile dogru orantil1 bir sekilde artis
gostermektedir. Hastalarin bircogu 50-70 yaslar1 arasindadir. Erkeklerde kadinlara
oranla daha yaygin olmakla beraber yaklasik olarak erkek/kadin orani sikliginin

yiiksek oldugu yerlerde 2:1, diisiik oldugu bolgelerde ise 3:2°dir (Davis, 1993).



Gastrik kanseri mide {ilserinde hiicrelerin kontrolsiiz bir sekilde biiyiiyiip
normal dokulara invazyon yapmasiyla karakterizedir. Gastrik kanserlerin biiyilik bir
kismi adenokarsinomlardir ve midenin en i¢ tabakasindaki mukoza hiicrelerinden
gelisen bir kanser seklidir (Yamaoka ve ark.,1999; Kolligs ve ark., 2002; Moon ve
ark.,2004; Beswick ve ark., 2006).

Adenokarsinomlar, intestinal tip ve diffiiz tip olmak {izere iki kategoriye
ayrilir.. Intestinal (diferansiye) tip; salgi bezi benzeri tiibiiler yapilar olusturur ve
koheziv neoplastik hiicrelerden meydana gelir. Diffiiz (indiferansiye) tipte ise hiicre
kohezyonu yoktur ve mide duvari belirgin bir kitle olusturmaksizin kalinlagir

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

Intestinal tip erkeklerde ve yash gruplarda daha fazla goriiliirken, diffiiz
karsinomlar geng¢ yas gruplarinda sik goriiliir. Kadin ve erkekte goriilme orani ise
esittir. Intestinal tip gastrik kanserlerinin %60-80’i antrum kiiciik kurvaturda gelisir

(Kelley ve ark., 2003).
1.3.1.Gastrik Kanserin Etiyopatogenezi

Gastrik kanserin etiyolojisi biyolojik faktorler, ¢evresel etmenler ve kisisel

ozellikler olarak ti¢ gruba ayrilir.
1.3.1.1.Biyolojik Etmenler
1.3.1.1.1.Helikobakter pilori

H.pilori enfeksiyonu gastrik kanser olusumunda biiyiik bir etki mekanizmasi
olarak gorev alir. Gram negatif bir bakteri olan H.pilori spiral sekilli ve insan mide
mukozasinda yasayabilen mikroaerofilik (%]1'den az oksijenli ortamda yasayabilen)
bir bakteri tiirlidiir. Diinyada insanlarin %350’sinden fazlas1 {ist gastrointestinal
bolgede H.pilori‘yi tasimaktadir. H.pilori enfeksiyonu mide mukoza hiicrelerinde
goriilen c¢esitli problemlerden dolayr diinya genelinde sik¢a karsilasilan bir
enfeksiyon c¢esididir ve kronik gastrit, iilser ve gastrik kanser olusumuna sebebiyet
veren tehlikeli bir bakteri tiiriidiir (Noyan ve ark., 2009). Normal sartlar altinda
midenin mikro c¢evresi viriis, bakteri ve diger mikroorganizmalarin yagami igin
uygun ortama sahip degildir. Ama H.pilori mide mukozasinda yasayip tlireyebilecek

yeteneklere sahip olarak evrimlesmistir. Bakterinin bu yetenegi; biinyesinde
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bulundurdugu iireaz enzimi ile iireyi amonyaga cevirerek mide asiditesini azaltmasi
sayesinde kendisine uygun yasam ortami saglayarak gerceklestirir (Venkateshwari ve

ark., 2011).

H.pilori enfeksiyonu mide mukozasinda birbirlerini etkileyen zincirleme
olaylar seklinde gerceklesir. Bakterinin mide mukozasindaki kolonizasyonu kronik
gastrit ile sonuglanabilecegi gibi bazi hastalarda ise kronik gastrit, iilser veya kansere
dontisebilmektedir. Ayn1 zamanda H.pilori enfeksiyonu bireylerde uzun vadede,
mide iltihabi, pernisiydz anemi, intestinal metaplazi, FAP veya mide polipleri
olusturabilir. (Venkateshwar ve ark., 2011). H.pilori nin indiikledigi degisikliklerin
mekanizmasi1 NF-kf’nin aktivasyonunu ve VEGF gibi biliylime faktorlerinin

ekspresyonunu arttirir (Hatakeyama ve Brzozowski, 2006).
1.3.1.1.2. Oksidatif Stres

Gastrik kanser olusum siirecinde etkili olan biyolojik faktorlerden birisi de
oksidatif strestir. Viicut oksidanlar ile antioksidanlar arasinda bir dengeye sahiptir.
Bu dengenin bozulmasiyla da viicutta oksidatif stres meydana gelir. Ozellikle DNA’
ya zarar vererek cesitli mutasyonlara sebep olan reaktif oksijen tiirleri viicutta
oksidatif stres yaratarak kanserin olusmasina ve ilerlemesine etki eder (Kim ve ark.,

2010).

Oksijen, yasam i¢in temel bir kaynak olmasina karsin, ETS (Elektron
Transfer Sistemi) gibi cesitli metabolik siire¢ler sirasinda ortaya c¢ikan bazi ROS
(Reaktif Oksijen Tiirleri) tiirleri viicuda yiiksek oranda zarar verme potansiyeline
sahiptir Bircok serbest radikalin olusturdugu ROS, O,’ye nazaran kimyasal
reaktivitesi ¢ok yliksek olan oksijen formlaridir (Nawar, 1996). Bu radikallerin
baslicalari; tekil oksijen (‘O,), siiperoksit anyonu (‘O,), hidroksi (HO), peroksi
(ROO") ve alkoloksi (RO"), hidrojen peroksit ve nitrik oksit gibi kararsiz
molekiillerdir (Diplock, 1998).

Serbest radikaller, en son elektron orbitallerinde bir ya da daha fazla cift
olusturamamis elektron iceren yiiksek enerjili ve kararsiz bilesiklerdir. Bu
kararsizlik, serbest radikallere reaktif 6zellik kazandirarak hiicresel protein, lipid ve
DNA gibi onemli biyolojik materyallere zarar vermelerine sebep olmaktadir. Bu

zararlarin kalp damar hastaliklari, cesitli kanser tiirleri, katarakt, immiin sistemin
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zayiflamasi, norodejeneratif hastaliklar ve yaslanmay1 tesvik ettigi caligmalarla

gosterilmistir (Diplock, 1998).

Serbest radikallerin sebep oldugu oksidasyonlar1 Onleme, yakalama ve
islevsiz hale getirme yeteneginde olan molekiillere antioksidan denir. Antioksidanlar
mekanizmalarina gore birincil ve ikincil antioksidanlar olmak {izere ikiye ayrilirlar.
Birincil antioksidanlar; serbest radikallerle dogrudan reaksiyona girerek daha fazla
zararli formlara doniismelerini ve yeni radikal olusumunu 6nleyen molekiillerdir.
Stiperoksit dismutaz, glutatyon peroksidaz ve katalaz gibi enzim sistemleri birincil
antioksidan grubunda yer alirlar (Diplock, 1998). Oksijen radikalini yakalayip
radikal zincir reaksiyonlarini kiran C vitamini, E vitamini, iirik asit, bilurubin ve
polifenoller gibi bilesikler de ikincil antioksidanlar kategorisine girerler (Ou ve ark.,

2002).

1.3.1.2. Cevresel Faktorler

1.3.1.2.1 Diyet

Beslenme faktorii mide i¢i tiimorlesmeye yol acan 6nemli bir etmendir. Uzak
Dogu tilkelerinde gastrik kanser vakalarinin diinyada birinci sirada olmasinin temel
sebebi beslenme c¢esitlilikleri ve aligkanliklaridir. Yapilan aragtirmalarda yemek
pisirme yontemleri gastrik karsinom ile iliskilendirilmistir. Sogutmanin olmamasi;
korunmus, tiitsiillenmis, konserve ve tuzlanmis gidalarin tiiketimi; nitratlarla su
kontaminasyonu taze meyve ve sebze yoklugu yiiksek risk alanlarinda yaygin bir
problem olarak géze garpmaktadir. Ote yandan yesil lifli sebzelerin alimi, C ve E
vitaminleri, beta karoten ve selenyum igeren turunggillerin tiiketiminin antioksidan
Ozelliklerinden dolay1 gastrik kanser gelisimini O6nemli Olgiide gerilettigi

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

1.3.1.2.2 Radyasyon

Bugiine kadar yapilmig ¢aligmalarda radyasyonun gastrik kanser riskini iki ile
dort kat oraninda arttirdigi belirtilmistir (Kelley ve Duggan, 2003). Ancak radyoloji
alaninda calisan uzman ve teknisyenler iizerinde yapilan arastirmalarda gastrik
kansere yakalanma sikligini arttirdigi gézlemlenmemistir. Nitekim Japonya’da atom
bombasindan kurtulan ve maruz kalanlara kiyasla karsilasilan dozlar oldukea diisiik

olmustur (Christian ve ark., 1999).
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1.3.1.2.3 Alkol ve Sigara Kullanimi

Sik alkol kullanan hastalarin alkol kullanmayanlara gdre gastrik kanserine
yakalanma riski 2 kattir (Kelley ve Duggan, 2003). Sigara i¢iminin ise gastrik
kansere yaklanma riskiyle dogrudan iligkisinin olup olmadig ile ilgili yapilan
calismalardaki sonuglar ¢eliskilidir. Kimi arastirmacilar sigara i¢ciminin doza bagl
olarak gastrik kanseri ile iligkisinin oldugunu, bazi calismalarda ise gastrik kansere
yakalanma riskinin sigara i¢im miktar1 ile dogrudan bir iligkisinin olmadigim

vurgulamaktadir. (Kelley ve Duggan, 2003).
1.3.1.2.4 Pernisiyoz Anemi

Pernisiydz anemi, gastrik mukozasini etkileyen agir bir kansizliga ve sinir
sistemi bozukluklarina neden olan bir hastaliktir. 4517 pernisiydz anemi hastasinin
20 wyillik takibi calismasinda, bu hastaligin gastrik kanser riskini 3 kat arttirdigi
goriilmistiir (Kelley ve Duggan, 2003).

1.3.1.2.5 Sosyoekonomik Durum

Gastrik kanserin gelisme ve goriilme orani, gelismemis ve gelismekte olan

iilkelerde gelismis iilkelere nazaran daha fazladir (Kelley ve Duggan, 2003).
1.3.1.3. Kisisel Ozellikler

Baz1 kisisel oOzellikler gastrik kanseri yakalanma riskini yiikseltebildigi
yapilan c¢alismalarla gosterilmistir. Ornegin A kan grubuna sahip olan bireylerde
diger kan gruplarina gore gastrik kanserine yakalanma riskleri daha yiiksektir. A kan
grubu ozellikle diffiiz tip gastrik kanseri ile iligkilidir (Christian ve ark., 1999). Bir
diger faktor ise pozitif aile hikayesidir. Bu faktor gastrik kanserini arttiran olasilikla
ilgilidir Zanghieri ve ark. yapmis olduklar1 ¢alismalarinda ailesinde gastrik kanseri
hastalig1 goriilen bireylerin 3 kat daha yiiksek oranda gastrik kanserine yatkin

oldugunu gostermislerdir (Zanghieri ve ark., 1990).
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1.4. Gastrik Kanserinin Genetigi

Molekiiler genetik calismalar, karsinogenezisin ¢ok basamakli yolaginda ve
timor gelisiminde genetik degisimlerin rolii hakkinda ipuglart sunmustur.
Onkogenlerin etkisi, mutasyon yoluyla tiimor baskilayici genlerin etkisizlestirilmesi,
bu genleri tasiyan kromozomlarda heterojenite kaybi ve DNA replikasyonunda
hatalarin olusmas1 (6zellikle basit tekrarlayan sekanslarda) gastrik malignite

baglaminda tartisilmistir (Christian ve ark., 1999).

P53 mutasyonu ve hipermetilasyonu, p16, APC, RB1, DCC, MLHI1, MSH2,
MSH6, PMS2 ve RUNX3 gibi tiimdr baskilayici genlerin inaktivasyonu, E-cadherin,
a-katenin kaybi, cyclin D1, c-met, B-katenin gibi baz1 onkogenler ile EGF, TGF, c-
erb-B2 gibi biiylime faktorlerinin asir1 ekspresyonu midede kanserlesme siirecinde

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

MLHI1 sporadik gastrik kanserinde protein sentezi baskilanmasi ve bunu
takiben mikrosatelit DNA’larin stabilitesinden sorumlu olan bir timér baskilayict
gendir (Fleisher ve ark., 1999; Leung ve ark., 1999). RUNX3 c¢ekirdek baglayici
faktor alt birimi ile DNA’y baglanir ya da sagkalim ve farklilagma yolaklarini
diizenler. RUNX3 invaziv ve invazyon Oncesi epitelyal ve mezengimal tiimorler de
timor baskilayict bir gen olarak kabul edilir (Subramaniam ve ark., 2009). Bu
baskilayic1 aktivite, ilk kez 2002 yilinda nakavt fareler iizerinde gastrik epitelyal
hiicrelerde gosterilmistir (Li ve ark., 2002). APC, E-Kaderin ve RUNX3 timor
baskilayict genleri ile K-RAS, HER2 ve [-katenin gibi onkogenlerde goriilen
mutasyonlarin gastrik kanser ile iliskili oldugu kanitlanmistir (Ushijima ve Sasako,
2004; Parkin ve ark., 2005; Satiroglu ve ark., 2006). Ozellikle COX2 gen
ekspresyon seviyesinin gastrik adenokarsinomal dokularda anlamli bir artis1 oldugu

gorilmistiir (Ristimaki ve ark., 1997).

Wnt/Beta-katenin sinyal yolu tiim kanserlerde 6nemli bir rol iistlenen ve
tizerinde en ¢ok calisilmis sinyal yoludur. Son yapilan ¢aligmalarda gastrik kanserli
hiicrelerin, COX2 ekspresyonu ile GSK-3f enziminin inhibisyonu ile siki bir iligki
icerisinde oldugu belirtilmistir.  Wnt/Beta-katenin sinyal yolu ile COX2 gen
ekspresyonunun da siki bir iliski icerisinde oldugu cesiti arastirmalarla desteklendigi

de hesaba katilirsa, gastrik kanserinde Wnt/Beta-katenin sinyal yolag: ile aralarinda
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bir bag olabilecegi anlasilir (Nagase ve ark., 1996; Fini ve ark., 1998; Israel ve ark.,
2001; Akhter ve ark., 2007).

1.5. Ekstraseliiler Matris

ESM, cesitli proteinler ve polisakkaritlerden olusan, hiicreler i¢in destek
gorevi goren, hiicre bliylimesi ve dokularin hayatta kalmasi i¢in olusan biyokimyasal
tepkimeler i¢in bir sinyal yolu ve hiicreler arasi iletisim merkezidir. Bu yilizden
herhangi bir tiimérlesme durumunda ilk zarar gorecek alanlardan birisidir (Pak ve
ark., 1997; Wada ve ark., 1998). ESM, fibroblastlar, osteoblastlar ve bazal epitel
hiicreleri dahil olmak iizere matris kendisi iginde bulunan epitelyal hiicreler ve
stromal hiicreler tarafindan tiretilir. ESM i¢inde birincil proteinler olarak gorev yapan
molekiiller kollajenlerdir. Kollajenler 29 farkli proteinden olusan bir protein ailesidir.
ESM i¢inde tiim tipleri bulunmaz ama belirli tipleri mevcuttur. Bunlar tip LIII, VI, V
ve glikozaminoglikan igeren tip XI kollajendir (Hulmes ve ark., 2002). Kollajenlerin
birgok farkli tipi ESM ve bazal membranin yapisinda gorev alirlar. Bu gorevler, ESM
icerisindeki matrise yapisal destek ve diger ESM proteinlerine baglanma alanlar
olusturmakta ve timor gelisiminde invazyon ve metastaza katkida bulunmaktadir.
Kollajenler, solid tiimorlerin olusumunu etkileyen ve kollajen lif yogunlugunun
biiyiik bir yapisal bilesenidir (Gao ve ark., 2010; Kakkad ve ark., 2010). Elastin,
kollajen ile birlikte, ESM i¢in 6nemli yapisal bir proteindir. Elastin, fibrillin ile
birlikte, bir¢ok dokuda dogal esneklik i¢in sorumludur (Kielty ve ark., 2002).

ESM’deki tiimor kaynakli malign hiicreler, endotel hiicreler, perisitler,
fibroblastlar ve tiimdr iligkili makrofaj ile VEGF gibi bir¢ok biiylime faktoriiniin
toplamini icine alan bolgeye tiimor stromasi denir. Stromal ve kanser hiicreleri
devam eden ESM modellemesi ve bu siirecteki tiimor hiicre gogii igin ¢esitli
proteazlar trettikleri one striilmistiir (Kalluri ve Zeisberg, 2006; Fried ve Wolf,
2009). Kanser olusumunun hemen hemen tiim yonleri (6rnegin; biiyiime, farklilagma,
motilite ve apoptozis) ve sinyal iletim aglari, hiicreler ile ESM arasinda fiziksel
etkilesimlerle diizenlenebilir. Ornegin, epitel hiicrelerin normal fonksiyonlar1 bazal
membrana baghdir ve ESM’de laminin, tip IV, XV, XVII kollajenler, perlekan ve
nidojen ile yiiksek oranda Ozellesmislerdir Bazal lamina kaybimin ileri agamasi,
neoplastik diizensizliklerin ve metastatik invazyon sinirlarinin bozulmasinin ilk

basamagidir (Kalluri, 2003).
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ESM, protein komponentlerinin sadece hiicrelerin yapisal destek elemanlari
olarak degil ayn1 zamanda ¢esitli biyolojik fonksiyonlarina da sahiptirler. ESM
proteinleri biiylime faktorleri, sinyal reseptorleri ve adhezyon molekiilleri ile
etkilesim halindedirler. Buna en iyi Ornek ise fibronektindir. ESM proteinleri gibi
diger hiicre tiirleri arasinda fibroblastlar tarafindan iiretilen fibronektin dimer olarak
bulunur, kollajenleri ve heparan siilfat proteoglikanlar1 baglarlar. Boylece bir¢ok
hiicre yiizey reseptér sistemleri i¢in yapisal bir cerceveye katkida bulunurlar
(Ruoslahti, 1988).

ESM igerisinde gorevli bir¢ok enzim ailesi vardir; bunlar MMP’ler ve
heparanazlardir. Heparanaz enzimi heparan siilfatin (HS) arasindaki iironik asit ve
glikozaminleri kesen bir endoglikuronidazdir. HS’nin ii¢ kesim hedefi vardir.
Bunlar; matris proteinlerinin hayati capraz baglayicilarinin ¢ikarilmasi, protein—
protein baglanmalarini diizenleyen HS’ye bagli biiylime faktdrlerinin serbestlesmesi
ile hiicre gocii 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 baglarini
degrede etme durumlarina gore sirasi ile ekzopeptidazlar veya endopeptidazlar olmak
tizere ikiye siniflandirilirlar. Endopeptidaz ailesinin biiylik bir kismi katalitik
mekanizmalar1 ve inhibitorlere kars1 hassasiyetleri géz oniine alinarak serin, sistein,
aspartik endopeptidazlar veya metalloproteinazlar olarak gruplandirilirlar (Stetler ve

ark., 1993).

MMP’ler; ESM’nin biitiin komponentlerini yikima ugratabilen 25’den fazla
iiyesi olan bir enzim ailesidir (Nagase ve ark., 1999). MMP’ler anjiyogenezis,
apoptozis, yara iyilesmesi, embriyonik gelisim, blastokist implantasyonu, organ
morfolojisi, sinir biiyiime, yumurtlama, servikal dilatasyon, endometrial dongii ve
kemik yeniden modellemesi gibi normal biyolojik siireclere katilirken ayn1 zamanda
da artrit, kanser, kalp hastaligi, nefrit, norolojik hastalik, kan beyin bariyeri
dejenerasyonu, periodontal hastalik, deride iilser, gastrik {ilser, kornea (ilseri,
karaciger fibrozis, amfizem ve fibrotik akciger hastaligi gibi cesitli patolojik
stireclerde de rol oynarlar (Nagase ve ark., 1999; Parks ve ark., 2004). MMP’ler,

proteinaz inhibitdrlerini, latent biiyltime faktorlerini, kemotaktik molekiilleri, biiyiime
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faktorli baglanma proteinlerini, hiicre ylizey reseptorlerini ve hiicre-hiicre adhezyon
molekiillerini yikima wugratirlar.  MMP’lerin ifadesi, transkripsiyonel biiylime
faktorleri, hormonlar, sitokinler ve hiicresel doniisiim ile diizenlenir. MMP'lerin
proteolitik aktiviteleri ve MMP Onciileri, metalloproteinaz doku inhibitorleri ile gelen
etkinlestirme sirasinda kontrol edilir (Sternlicht, 2001; DeClerck ve ark., 2004; Thiel
ve ark., 20006).

MMP enzim ailesinin tiyeleri ¢inko katalitik bir bolgeye sahip olmalar1 ve N
terminal domainlerinin yapisi bakimindan tim iiyelerde benzerlik gosterir. Ayni
zamanda MMP’lerin biiyiik bir kism1 hemopeksin domainine sahiptirler. C-terminal
homopeksin bdlgesi, enzimin substrati tantyabilmesi ve yikim sonrasi enzimi kontrol
altina alabilmesi bakimindan ¢ok 6nemli bir yer teskil etmektedir (Birkedal-Hansen
ve ark., 1993). Membran tip MMP’ler (MT-MMP) gibi bazit MMP’lerin propeptit ve
N terminal bolgesi arasinda kisa bir peptit yapt bulunmaktadir. Bu, golgide yerlesmis
bir serin proteaz olan furin tarafindan taninir, bdylece bu tiir MMP’ler aktif formda
salgilanir. MMP-8 (kollajenaz-2) ve MMP-9 (jelatinaz-B) notrofil i¢indeki spesifik
graniillerde depolanmis olarak bulunurken, diger cogu MMP’ler sitokinlerin
stimiilasyonu sonucu degisik konnektif doku hiicreleri tarafindan tiretilir (Nagase ve

ark., 1999).

MMP’lerin hedefleri arasinda diger proteinazlar, proteinaz inhibitorleri,
cesitli pithtilasma faktorleri, kemotaktik molekiiller, latent biiyiime faktorleri, bliylime
faktorlerini baglayict proteinler, hiicre ylizey reseptorleri, hiicre-hiicre adhezyon
molekiilleri ve biitin ESM proteinleri gosterilebilinir. Bu da MMP’lerin bir¢ok
biyolojik islem iizerinde diizenleyici bir etkisinin oldugunu gdésterir (Nagase ve ark.,

1999).

MMP’ler yapilarinin farkliliklar1 ve substrat 6zgiilliikleri bakimindan cesitli
alt gruplara ayrilabilirler. Bu alt gruplar; Interstisiyel kollajenazlar (MMP-1, -8 ve -
13) tipl kollajenin yikimindan sorumlu iken, jelatinazlar (MMP-2 ve -9) tip 4
kollajenin,  stromelizinler (MMP-3 -10 ve -11) ise tip 4-5 kollajen ve
proteoglikanlarin yikimini {istelenirler. Stromelisinlerin genis bir substrat spesifitesi
vardir. MMP-3 cesitli biiyiime faktorleri ve IL-1 ve TNF-a gibi sitokinler tarafindan
hizla indiiklenebilir. MMP-3 ve MMP-10’un benzer bir substrat spesifitesi vardir
ancak bu enzimlerin ekpresyon paternleri ¢ogunlukla farklidir. MT-MMP’ler (MMP-
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14, -15, -16 ve -17) ise hem kollajen yikimindan sorumlu, hem de MMP onciillerinin
etkinlestirilmesinde de gorev alirlar. Diger MMP’ler ise MMP-11, -12 ve -19’dur.
Matrizilinler Kollajen tip IV, elastin, fibronektin, laminin gibi substratlar
degredasyonunu saglayan enzimlerdir. Simdilik MMP-7 olarak adlandirilmis tek
tiyesi bulunmaktadir (Visse ve Nagase., 2003) (Tablo 1.1). TIMP’ler, MMP’lerin
spesifik doku inhibitorleridir ve MMP’lerin doku i¢indeki lokal aktivitelerini kontrol

etme rolii istlenmislerdir (Patterson ve ark., 2001).
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Tablo 1.1 MMP lerin tipleri, substratlart ve gorevleri (Chaudhary ve ark., 2010)

Enzim

Substratlar

Ekspresyon ve Gorev

Kollajenazlar

Kollajenaz-1 (MMP-1)

Kollajen I, 11, III, VII, VIII, X, agrekan

Gelisim, doku tamiri

Kollajenaz -2 (MMP-8)

Kollajen I, II, I11, agrekan, serpin, a2M Lokositler ve kikirdak
Kollajenaz -3 Kollajen I, I1, III, IV, IX, X, XIV, jelatin, Kemik gelisimi,
(MMP-13) fibronektin, laminin, tenassin C, Invaziv tiimérler
agrekan, fibrillin, osteonektin, serpin
Stromelizinler
Stromelizin-1 Kollajen tip IV, V, VII, IX, X, XIV, Keratinositler
(MMP-3) fibronektin,
elastin, jelatin, laminin, agrekan, Fibroblastlar
nidogen, fibrillin, osteonectin, alPI, MBP
Stromelizin-2 Kollajen IV, V, IX, X, X1V, fibronektin, Keratinositler
(MMP10) elastin,
jelatin, laminin, agrekan, nidojen Fibroblastlar

Stromelizin -3

alPI

Insan invaziv kanserleri

(MMP11)
Metalloelastazlar kollajen tip IV, jelatin, fibronektin, laminin
(MMP-12) MBP, elastin, vitronektin, nidojen, alPI, Makrofajlar
fibrillin, plasminojen, apo A, proteoglikan
Matrilizinler

Matrilizin-1
(MMP-7)

Kollajen tip 1V, elastin, fibronektin,
laminin,

nidojen, tenasin, osteonektin, MBP,

Kanal epitel hiicreleri

dekorin, versikan, alPI

Ekzokrin bezler

Matrilizin-2

Kollajen tip 1V, jelatin, fibronektin, fibrin,

Uterus ve plasenta

(MMP-26)
fibrinojen, tip I jelatin, alPI, b-kazein, Ureme siirecinde
Jelatinazlar
Jelatinaz A Kollajen I, IV, V, VII, X, jelatin, Degredasyon
(MMP-2) fibronektin,

tenasin, fibrillin, osteonektin, MBP,
dekorin, a2M

Fibriller kollajenazlarla
yariklanma

Jelatinaz B (MMP-9)

Kollajen tip IV, V, VII, XI, XIV, XVI],
jelatin,

Kollajenazlar, invazyon

elastin, fibrillin, osteonektin, fibronektin,

Malign tiimorlerde

MMP-28

ND

Testis, akciger, keratinositler.
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MMP’ler domainlerinin kompozisyonuna gore alt gruplara ayrilsalar da bu
konuda heniiz goriis birligi saglanabilmis degildir (Sekil 1.4). Domainlerin yapisinin
tek basina substratlar1 taniyabilecek 6zelikte bir fonksiyonu yoktur. Ancak domainler
iki alt grupta toplanabilir. Bunlar; hiicre yiizeyine salgilanan ve cis de baglanan
MMP’ler ve furin tanima bdlgeleri igeren MMP’lerdir. MMP’lerin dokuz tanesi
membran bagimli enzimlerdir ve digerlerini (insanda -17, farede -18) aktive edecek
furin tanima bolgesine sahiptir. Membran tip MMP’ler (TM; MMP-14, -15, -16, and
-24) bir transmembran iizerinden, GPI baglantililar (MMP-17 ve -25) ya da bir N
terminal sinyal baglantili (SA; MMP-23) olarak hiicre ylizeyine baglanirlar (Ra ve
William, 2007).

MMP’ler, inaktif proenzimler ya da zimojenler olarak sentezlenirler. Bu
latent durum, propeptid domainin C- terminal ucu yakinlarinda c¢iftlesmemis bir
sistein siilthidril grubu tarafindan saglanir. Bu siilfhidril grubu aktif ¢inko iyon alani
icin dordiincii ligand olarak gorev goriir. Aktivasyon; sistein-¢inko (Cys-Zn+2,
sistein anahtar1) etkilesiminin bozulmasini ve propeptid domainin uzaklastirilmasini
gerektirir. Boylece tiyol grubu MMP hedefindeki molekiiliin peptid baglarim
hedefleyen bir su molekiilii ile degistirilir. Salgilanan pro-MMP’ler, in vitro
kosullarda baska proteinazlar ve SH-reaktif ajanlar, civa bilesikleri, reaktif oksijen ve
denatiirantlar gibi ¢esitli ajanlar tarafindan aktive edilirler (Sternlicht ve ark., 2001;

Page-McCaw ve ark., 2007).
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Sekil 1.4. Memelilerde MMP domainlerinin yapist (Ra ve William, 2007’den adapte
edilmistir).

MMP’lerin isimlendirilmelerine gore sadece ektraselliier matris iginde gorev
aldiklar diisiiniilse de matris yikim1 ne sadece bu enzimler i¢in ortak ne de baskin bir
fonksiyondur. Aslinda hiicre-hiicre ve hiicre-matris sinyallesme olaylarini diizenleyen
ve latent proteinlerin fonksiyon kazanmalarini saglayan enzimler olarak
tanimlanabilir (Parks, 1999; Vu ve Werb, 2000; Ra ve William, 2007). Ciinkii son
yillarda yapilan arastirmalar, bircok MMP’lerin sitokinler, kemokinler, reseptorler,
antimikrobiyal peptidler ve bunun gibi birgok protein cesitleri gibi, matris dist
proteinlerin parcalanmasinda da gorev alabildiklerini gostermistir. Ornegin; IL-1 ve
TNF-a gibi bazi sitokinler pek ¢ok hiicre tiplerini yikici etkileri olan proteinaz
sentezi yoniinde stimiile ederler. MMP-1, MMP-3 ve diger MMP’lerin sentez ve
salmimi IL-1 ve TNF-o tarafindan stimiile edilir (Sternlicht ve ark., 2001; Page-
McCaw ve ark., 2007).

MMP’lerin katalitik aktiviteleri dort yoldan diizenlenir. Gen transkripsiyonu,
enzimin periselliiller birikimi, proenzim aktivasyonu ve aktif enzimin

inaktivasyonudur. Ayni zamanda substrat uygunlugu ve afinitesi de bu diizenlemeyi
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kontrol eden ilerletici bir mekanizmadir. MMP-2, MMP-19, MMP-28 ve baz1t MT-
MMP’ler normal dokularda eksprese edilir ve viicut homeostazisinde rol oynarlar.
MMP’lerin nitel ve nicel diizeyde tiimorler, cesitli iltihaplar ve hiicre tipleri arasinda
farklilik gosterse de, aktif hiicrede ve kiiltir medyumlarinda c¢esitli sekillerde
kendilerini eksprese edebilirler. Cogunlukla MMP’lerin iiretimi gegici sinyaller ve
siurlt bolgelerde diisiik transkripsiyona ugrarlar (Sternlicht ve ark., 2001) (Sekil
1.5).

POZITIF ETKILER NEGATIF ETKILER
¢ . TGF f,
MMP GEN Retinoids,
IL-1, TNFa, I . Heparin,
FOE A, o-i Corticosteroids
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Sekil 1.5. MMP’lerin trankripsiyon regiilasyonu (Dollery ve ark., 1995’den adapte edilmistir).

Sitokinler ve biiyiime faktorlerinin bir kismi, IL-1, PGDF ve TNF-a i¢eren
MMP’lerin sentez asamalarinda indiikleyici olarak kendilerini gosterirler. Fakat
TGF-B, heparin ve kortikosteroidler gibi diger faktorler ise baskilayici bir etkiye

sahiptirler (Birkedal-Hansen ve ark., 1993). MMP kontroliiniin ikinci asamasi; latent
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zimojen enzimlerin aktivasyonudur. Bazi plazmin bagimsiz yollar bulunmasina
ragmen plazmin, aktif molekiile gececek latent propeptitlerin boliinmesini stiimiile
ettigi ve MMP’lerin ¢ogu i¢in potansiyel bir aktivator oldugu bildirilmistir (Sperti ve
ark., 1992; Nagase ve ark., 1990). Hiicre onciillerinde lokalize olan proteolitik
aktivasyon mekanizmasinin uPA’nin baglanmasi ve aktivasyonu ile meydana geldigi
distiniilmektedir (Kirchheimer ve Remold, 1989). uPA ve uPA-r, monositler ve
makrofajlar gibi ¢esitli hiicrelerde eksprese edilir. uPA’nin antikorlari ile inhibitorleri
matrisin degredasyonunu onledigi c¢alismalarla ortaya konulmustur (Estreicher ve
ark., 1989). Proteolitik sistem ile pthtilasma zincirleri arasinda cesitli benzerlikler
vardir 6rnegin; plazmin kesimi MMP-3’1i aktive ettiginde ortaya ¢ikan aktif enzim,
diger proenzimleri pozitif geri besleme dongiisii olusturarak aktive edebilir.
Kollajenazlarin C- terminal ucu stromelisinler tarafindan kesildigi zaman, bes ile
sekiz kat arasinda proteolitik aktivasyon orani yiikselir (Dollery ve ark., 1995).
Yakin bir zamanda agiklanan, hiicre yiizeyine proteolitik aktivasyon siirecleriyle
lokalize olmus olan MT-MMP’ler, bir ¢esit integral membran proteinidirler ve
plazmin/plazminojen aktivator sistemi gibi projelatinaz A aktivatoridiirler. Bu
durum, biitin MMP’ler i¢in paralel transmembran kontrol sisteminin  var

olabilecegini isaret eder (Sato ve ark., 1994).

MMP’lerin zimojen olarak durumunun korunumu prodomaindeki sistein
korumal1 serbest tiyol ile enzimin katalitik grubundaki HIS bagimli ¢inko atomu
arasindaki elektrostatik etkilesimler ile saglanir. Prodomain, kataliz bolgesini kapali
tutar boylece protein substrati ile herhangi bir etkilesim 6nlenmis olur (Sekil 1.6).
Furin ya da diger proteazlar tarafindan prodomainin proteolitik kesim alani, tiyol
sinirlarini ortadan kaldirir. Tiyol ¢inko etkilesimi laboratuar kosullarinda proteolitik
olmayan araglarla bozulabilir, 6rnegin SDS ve APMA, doku ve hiicreler i¢inde, pro-
MMP’ler integrinler ve proteoglikanlar gibi diger makromolekiillere baglanabilir ve
bu etkilesimler ¢inko bagl tiyol gruplarimin allosterik yapilarinin bozulmasina yol

acabilir (Dollery ve ark., 1995).
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Latent MMP

Zn

SH

proteolitik olmayan proteolitik
» Alosteric * Furin
« ROS « MMPs
+ SDS/APMA + Plasmin (7)

Sekil 1.6. ProMMP nin aktivasyon mekanizmasi (Ra ve William, 2007’den adapte

edilmistir).

Sistein anahtar mekanizmasinin énemli bir komponenti olan prodomainin,
enzimin zimojen aktivitesini elde etmek i¢in ortadan kaldirilmasina gerek yoktur.
Ancak tiyol c¢inko etkilesimin bozulmasi kensinlikle gereklidir. Bu kavram,
proMMP’lerin zimograf substrat degisimlerinin (SDS aktiviteli) yalnizca yapay bir
jel aktivasyon sisteminde en iyi sekilde gosterilmistir. Sistein ¢inko etkilesiminin
bozulmast nasil olursa olsun, prodomainin proteolizi in vivo kosullarda MMP
aktivasyonu 1i¢in son asama olarak kabul edilebilir. ProMMP’ler, c¢esitli
konformasyonel degisimler ve aktivasyon durumlarinin korunmasi sebebiyle substrat
olmayan makromolekiiller ya da translasyon sonrasi degisimler ile etkilesimde
bulunabilir. Buna karsilik, sistein ¢inko bilesiginin allosterik bozunumlari,
prodomainin otolitik kesimine izin veren aktif gegis durumunu ortaya ¢ikarir. In vitro
kosullarda, MMP’lerin birisi diger inaktif MMP’nin aktivasyonunu yonetmek ic¢in bu
MMP’nin domanini kesebilir bu sayede aktif bir MMP bagka bir enzimin
aktiflesmesi icin aracilik edebilir. Ilk bdliinme, bir serin proteinaz veya bir MMP

tarafindan yapilabilir (Nagase, 1996).
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1.7. MMP-3

MMP-3 geni 11. kromozomun q kolunda 22. bolgede yer almaktadir. Bu gen
normal hiicrelerin biiyiik bir boliimiinde 6zellikle stromal fibroblastlar, keratinositler,
endotel epitel hiicrelerde ve tiimdr hiicrelerinde eksprese olurlar (Freije ve ark.,
2003). MMP-3 proteinazi ekstraseliiler matris elemanlarindan kollajen tipleri IV, V,
VII, IX, X, XIV, lamininler, elastin, entaktin, fibronektin, fibrinler, fibulin, bagh
proteinle,  osteonektin, tenaskin, vitronektin = ve  ekstraselliler = matris
proteoglikanlarin1 degrede edebilir. MMP-3 ayni zamanda serbest hiicre yiizey
molekiillerini 6zellikle E-kaderin, L-selektin, heparin bagli EGF biiyiime faktorii ve
TNF-o0. gibi hiicreler arasinda gorevli olan elementleri yikabilir ve MMP-1 ve MMP-
9 gibi proMMP’leri aktive edebilme yeteneklerine sahiptirler. MMP-3 stromal
MMP’ler arasindan onkolojik etkileri olan aday bir gendir. MMP-3 hedef hiicrenin
farklilagma konumuna gore apoptozisi veya proliferasyonu tetikleyebilir. Ayrica bu
enzim dogal tiimor promotorii olarak anjiyogenezisi tetikler. (Overall ve ark., 2002;

Visse ve ark., 2003).

MMP-3 genindeki olas1 bir SNP, transkripsiyonal baslangic bolgesinin 1171
baz Onlinde yer alir. Bu polimorfizm promotdr bolgesinde bir transkripsiyonal
aktiviteyi saglayabilecek 5 ya da 6 adenin icerir. MMP-3’deki olasi polimorfizmler
birlikte bobrek karsinomasi, kolorektal kanser ve meme kanseri gibi cesitli
tiimorlere sebebiyet verebilirler. Bu polimorfizmler ayn1 zamanda ovaryum kanseri,
kolorektal ve kutanéz malign melanom ile invazyon olusumu siirecinde giiglii bir
iliski igerisindedirler (Ye ve ark., 1995; Ye ve ark., 1996; Brinckerhoft, Rutter ve
Benbow, 2000; Biondi ve ark., 2000; Ye ve ark., 2001; Van Themsche, Potworowski
ve St-Pierre., 2004).

MMP-3 geni promotdr bolgesi -1171. pozisyonunda SA/6A polimorfizmi ile
karakteristiktir. 6A allelli in vitro’da 5A allelinden daha diisiik promotor aktivitesi
gosterir (Zhu ve ark., 2006; Deguara ve ark., 2007). MMP-3’deki polimorfizm
meme, bobrek, karaciger, agiz ve akciger kanserlerinin yaninda damar tikanikligi,
kalp hastaliklari, romatizma, miyopi, migren ve bunama gibi hastaliklara yatkinlik
calismalarinda da gosterilmistir (Kanamori ve ark.,1999; Ghilardi ve ark., 2002;
Hirata ve ark., 2003; Fang ve ark., 2005) (Tablo 1.2) (Muhnoz ve ark., 2010) (Sekil
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1.7).
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Sekil 1.7. MMP-3 polimorfizmlerinin genotiplendirilmesi (Dey ve ark., 2011’den adapte edilmistir).
(A) MMP-3 promotor bolgesinde goriilen -1171 5A/6A (-1612)(1rs3025058) , -707(rs522616) A/G ve
-375(617819) G/C polimorfizmlerinin sematik goriinimii.

(B) MMP-3 -1171 5A/6A polimorfizminin RFLP sematik ve PZR-RFLP %4’liik agaroz jel goriintiisii.

MMP-3 geninin ¢esitli fizyolojik olaylardaki roliinlin yaninda, hiicre kiiltiiri
caligmalar1 bu genin kanserin ilerleme siirecinde etkili oldugunu gostermistir. Buna
destek olarak yapilan bir ¢alisma fare meme epitel hiicrelerinde MMP-3’{in epitel
mezenkimal gecisi indiikledigi gosterilmistir (Przybylo ve Radisky, 2007). Diger bir
caligmada, metastatik sican embriyo hiicrelerinde yiiksek oranda MMP-3

ekspresyonu saptanmis, metastatik olmayanlarda ise MMP-3 ekspresyonu
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gozlemleneyemecek kadar az oldugu bildirilmistir (Sreenath ve ark., 1992). T98G
glioma hiicrelerinde invazyondaki artisa TNF-a tarafindan indiikklenen MMP-3’{in
sebep oldugu gosterilmistir. MMP-3 geninin siRNA ile susturulmasi sonucunda
meme kanserli hiicrelerde MMP-3’1in invaziv role sahip oldugu (Hegediis ve ark.,
2000), insan kondrosarkom hiicre hattt JJ012’de ise migrasyonu engelledigi
gosterilmistir (Tang ve ark., 2010). Gastrik kanseri hiicre hatti AGS’de siRNA
yontemi kullanilarak MMP-3 geninin susturulmasi sonucu invaziv hiicre sayisinda
azalmaya, MMP-3’iin aym hiicrelerde overekspresyonu ise invaziv hiicre sayisinda
artisa sebep oldugu ilk defa Yazicioglu ve arkadaslari tarafindan gosterilmistir
(Gencer ve ark., 2011). Bu ¢calismada MMP-3 geninin gastrik kanserin ilerlemesinde

onemli bir rolii olabilecegi vurgulanmistir.

Krippl ve arkadaslar tarafindan meme kanseri {izerinde yapilan bir caligmada
MMP-3’iin promotor bolgesinde goriilen SA/6A polimorfizminin meme kanseri ile
iligskisi olmadig1 gosterilmistir. MMP-3 promotér polimorfizmi fonksiyonel olarak
gosterilmis olmasina ragmen meme kanseri iizerindeki etkisinin normal vaka kontrol
caligmalarinda goriilemeyecek kadar kiigiik oldugu belirtilmistir (Krippl ve ark.,
2004). Ancak Holliday ve arkadaslarinin yapmis olduklar1 bir ¢alismada ise meme
kanserinde MMP-3 5A/6A genotipinin tiimor olusum siirecinde yliksek oranda
eksprese olabilecegi ifade edilmistir (Holliday ve ark., 2007). Hinoda ve arkadaslar
tarafindan gercgeklestirilen baska bir c¢alismada, MMP-3 6A/6A genotipinin
kolorektal kanser hastalarinda kontrol grubuna gore daha fazla goriildiigi
anlasilmistir. Bu aragtirmanin ilging yan1 hastalarda 6A/6A genotipinin beklenenden
oldukca fazla gozlemlenmis olmasidir  (Hinoda ve ark., 2002). Fang ve
arkadaslarinin Cin’de yapmis olduklar1 kiigiik hiicreli olmayan akciger kanseri
(NSCLC) hastalarinda goriilen MMP-3 5A/6A promotor polimorfizmi ¢alismasinda,
MMP-3  promotdr polimorfizminin NSCLC‘nin gelisimini sigaray1r birakmig
hastalarda da devam ettirebilecegi gosterilmistir (Fang ve ark., 2005). Bu veriler,
aktive edilmis kimyasal karsinojenler tarafindan olusturulan metabolik degisikliklerle
etkilesime giren MMP-3 5A allelinin NSCLC’ye sebep olabilecegini gostermektedir.
Yiiksek diizeyde goriilen MMP-3 ekspresyonu diger MMP’leri (MMP-1 ve MMP-9)
de etkilemekte ve metastazin lokal diizeyde gelisimine sebep olmaktadir. Sonug
olarak MMP-3 5A allelinin NSCLC hastalarinda ve 6zellikle Cinli sigara igicilerinde
yiiksek risk faktorii oldugu kanitlanmistir (Fang ve ark., 2005). Shan ve arkadaslari
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tarafindan yapilmig olan bir g¢alismada kadinlarda endometriozis ile MMP-3
promotdr polimorfizminin direk iligskisi olmadig1 goriilmiistiir. Calismada MMP-3
genotip frekansinin, hastalar ve kontrol grubu arasinda anlamli bir fark olusturmadigi
gozlemlenmistir. (Shan ve ark,. 2005). Lu ve arkadaslarinin hastalar1 yas, cinsiyet ve
histolojik diizeylerine gore siraladiklari baska bir caligmada, hastalarin MMP-3
5A/6A polimorfizmine sahip 1171 b¢’lik MMP-3 gen bolgesi beyin astrositomasi
riskini degistirmemistir. Daha onceki ¢alismalarda Cin’in Hebei bolgesindeki SA
alleline sahip bireylerin 6zefagual skiiaméz hiicre karsinomuna yatkin olduklar
bildirilmigtir. Kiiciik hiicreli olmayan akciger kanser diizeyinde de ayni risk
bulunmustur, ayrica yliksek diizeyde lenf nodiili metastazi goriilmiistiir. Ayni
populasyondaki MMP-3 polimorfizmi ise meme kanser riskini degistirmemistir

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

Smolarz ve arkadaslarmin  yapmis olduklarnt ¢alismada; 5A/6A
polimorfizminin ovaryum kanseri {izerindeki rolii heniiz kanitlanamamistir. Kisith
kanitlara dayanarak ovaryum kanserinin yiliksek diizeydeki MMP ile baglantili
olabilecegi disiiniilmektedir, polimorfizm ve ovaryum kanseri hastalarinin klinik
durumunu agiklayan koreolatif bir calisma daha mantikli goéziikkmektedir. Bu
caligmada, 118 ovaryum kanser hastasinda SA/6A polimorfizmi genotipi ile kanserin
olusumu hakkinda bir iligki bulunamamistir. Buna ek olarak 5A/6A genotipi ve
ovaryum kanseri invazivligiyle bir baglanti bulunamamistir (Smolarz ve ark., 2003).
Murray ve arkadaglarinin gerceklestirmis olduklart g¢aligmalara gore gastrik
kanserinin biiyilik bir kism1i MMP-2’yi %94, MMP-9’u %70, MMP-1"1 %73 eksprese
etmesine ragmen tiimorlerin sadece %27’lik kisminda MMP-3 bulunmustur (Murray
ve ark., 1998). Bu sonu¢ MMP-3 ekspresyonunun gastrik kadriak adenokarsinom’da
onemli bir olay olmadigini kanitlamaktadir. Ancak kii¢iik bir 6rnek boyutu ile
caligildigl icin anlamli bir sonuca varilmasi giictlir, daha fazla ornek sayisiyla
yapilacak ileriki ¢aligmalar MMP-3’tin -1171. pozisyonundaki 5A/6A SNP’nin
gastrik kardia adenokarsinom gelisimindeki etkisini belirlemek i¢in gereklidir. Sonug
olarak calisma, tek bir MMP-3 promotér golgesindeki -1171. poziyondaki A
insersiyonu/delesyonu polimorfizminin gastrik kardia adenokarsinomda gelisim
riskini ve lenfatik metastazini modifiye edemeyecegi goriilmiistiir (Zhang ve ark.,

2004).
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Tablo 1.2. MMP-3 5A/6A polimorfizminin ¢esitli hastaliklarla olan iligkisi (Muhnoz ve ark., 2010)
Allel | Hastalik

5A Romatit artrit

5A Lumbar disk dejenerasyonu

5A Miyopi

5A Koroner damar hastaliklar:

5A Periferal arterial tikaniklik

5A Migren

5A Agi1z kanseri

5A Meme kanseri stireci

5A Vaskiiler bunama

S5A Akut miyokardial infarktojen

5A Meme kanseri

5A Akut koroner sendrom

S5A Hepatoseliiler karsinom

5A Gastrik kanseri

6A Kaynagik spondilitis

6A Anjiyopatik koroner plak

6A Damar aterosiklerozis yatkinligt

6A Siddetli Romatit artrit

6A Sahdamar1 daralmasi
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2.AMAC

MMP-3, karsinogenez siirecinde ESM’yi degrede ederek invazyona sebep
olan 6nemli bir gendir. 6A alleline sahip bireyler ile koroner damar hastaliklar
arasinda bir iliski olup diisiik diizeyde MMP-3 gen ekspresyonun damar duvarlarinda
matris birikimine neden olarak damar tikanikligina yol actigi tespit edilmistir
(Humphries ve ark., 1998; Gnasso ve ark., 2000). MMP-3 geninin promotdr bolgesi -
1171. pozisyonunda bulunan 5A/6A tek niikleotit polimorfizminin meme, akciger,
kolon, HNSCC ve bobrek kanserlerine yatkinligi artirdigi bilinmektedir (Hirata ve
ark., 2003). MMP-3 promotor bolgesi SA/5A genotipi de meme kanserlerinde yiiksek
oranda goriillip, tiimor ilerlermesine ve invazyonuna katkida bulunur (Holliday ve
ark., 2007).

Insan fibroblast hiicre kiiltiirii (HFFF2) calismalarinda SA allelinin daha
yiikksek promotor aktiviteye sahip oldugu saptanmistir (Ye ve ark., 1996). Bunun
yaninda akciger ve kolon kanserlerinde 5SA/6A genotipinin 6A/6A genotipine gore
yiiksek oranda promotdr aktivitesi gosterdigi calismalarla gosterilmistir.

Son zamana kadar gastrik kanserin gelisimi ve ilerlemesi iizerinde MMP-3
geninin 5A/6A tek niikleotit polimorfizmi ile ilgili herhangi bir c¢alisma
yapilmamistir.  MMP-3  promotdr  bolgesi -1171.  pozisyonun 5A/6A
insersiyon/delesyon polimorfizmin gastrik kanseri ile olan iligkisini arastiran iki
calisma ile ilgili ¢eliskili bulgular vardir. Zhang ve arkadaglar1 bu polimorfizmin
gastrik kanser ile bir iligskisi olmadigini, Dey ve arkadaglari ise Dogu Hindistan
populasyonunda anlamli bir iligkisinin oldugunu saptamistir (Zhang ve ark., 2004;
Dey ve ark., 2011).

Bu calisma, gastrik kanseri hastalarinin normal ve tiimorlii dokusunda
MMP-3 geni promotdriindeki SA/6A insersiyon delesyon polimorfizmini PZR-RFLP
yontemi ile arastirip, tespit edilen genotiplerin H. pilori enfeksiyonu, RNA diizeyinde
saptanmig ekspresyon (Gencer, 2009), invazyon derinligi, timor evresi ve timor

nekrozu ag¢isindan karsilastirilmasini hedeflemektedir.
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3.MATERYAL

3.1. Arastirmada Kullamlan Ornekler

Bu c¢aligmada kullanilan 41 adet gastrik kanserli hastanin tiimdr ve cevre

doku ornekleri 2006-2009 yillar1 arasinda Cerrahpasa Tip Fakiiltesi Genel Cerrahi ve

Patoloji Ana Bilim Dallarindan temin edilmis olup —80 °C’de muhafaza edilmistir.

Hastalara ait patolojik bulgular ve tiimoér dokularinda RNA diizeyinde MMP-3

ekspresyonlar1 dnceden tespit edilmis ve birbirleri ile karsilastirilmistir.

3.2. Arastirma icin Laboratuvarda Kullanilan Cihazlar ve Markalar1

CIHAZLAR
Goriintiileme Sistemleri
Is1 Blogu

Manyetik Karistiricilar
Gii¢ Kaynaklari
Spektrofotometreler
Thermo Cycler
Elektroforez Sistemleri
Santrifiijler

Otoklav

Tart1

Su Banyolar1

Vorteks

Su Aritma Sistemi
Buzdolaplar

Derin Dondurucular

Mikropipet Seti

MARKA
: Bio-RAD Universal Hood 11
: DB 2D
: MR3001
: EPS301, PowerPac Basic
: Schimadzu UV
: 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, Argelik 3061 Plus
- -20°C, Argelik 2021 D,
: -800C, Thermo Fisher Scientific

: 0,2-2, 2-20, 20-200, 200-1000u1’1ik
Finnpipette(ThermoScientific, FINLANDIYA)
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3.3. Genomik DNA izolasyonu icin Kullanilan Kimyasallar ve Tamponlar

Doku ornekleri Axygen AxyPrep Multisource Genomic DNA Miniprep Kit
Prosediirti (05/11 Ver.1) DNA izolasyon kiti ile izole edilmistir.

3.4. Polimeraz Zincir Reaksiyonu i¢in Gerekli Enzim ve Kimyasallar

10X MgCl,’siiz Tampon : 200 mM (NH4),S04,
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 Taq DNA Polimeraz

(Fermentas, LITVANYA)
3.5. Primerler
Bu calismada incelenen polimorfik bolgeyi ¢ogaltmak icin kullanilan primer
diziler tablo 3.1° de gosterilmistir. Primerler dizayn edilirken Shan ve arkadaslarinin

caligmasindan referans alimmustir (Shan ve ark. 2005).

Tablo 3.1. MMP-3 5A/6A polimorfik bdlgesini olusturup ¢ogaltmak i¢in kullanilan primerler

PRIMER PRIMER DiZiSi
Forward 5’-GGTTCTCCATTCCTTTGATGGGGGGAAAGA-3’
Reverse 5’-CTTCCTGGAATTCACATCACTGCCACCACT-3’

3.6. Elektroforez Icin Kullanilan Tamponlar ve Kimyasallar

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

890 mM Borik Asit,

20 mM Na,EDTA.2H20
6X DNA yiikleme boyasi : 10mM Tris-HCI (pH 7,6)

2,5 mg/ml BPB

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

60mM EDTA
(Fermentas, LITVANYA)
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Etidyum Bromiir (EtBr) : 10 mg/ml
(Sigma, ALMANYA)
Agaroz Jel : 0,5X TBE tamponunda %0,7,
%1, %4’lik agaroz (Prona,
EEC)

3.7. DNA Biiyiikliik Markorleri

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

4.1 Genomik DNA izolasyon islem basamaklari

Genomik DNA izolasyonu Axygen AxyPrep Multisource Genomic DNA

Miniprep Kit Prosediirii (05/11 Ver.1) ile asagidaki sekilde gerceklestirilmistir:

1.

10.

11

Dokudan 1-20 mg olacak sekilde parg¢a alindi ve homojenat olusturmak igin,
onceden sogutulmus olan havan iizerinde hizli ve kuvvetli sekilde ezildi.
650 pl tampon G-A ve 0,9 pl RNase A eklendi tampon G-A ile ezilen dokunun

karigabilmesi i¢in dokuyu 30 s yavasca ezmeye devam edildi.

. Olusan homojenatin 650 pul’sini alind1 ve 2 ml mikrofiij tiipiine eklendi (prosediir

geregi homojenatin hacmi 650 pl’den azsa, eksik hacmi tampon G-A ile 650
ul’ye tamamlandi). 5 dk 65°C’lik su banyosunda inkiibe edildi.

400 pl tampon G-B ve 1 ml tampon DV (6nceden sogutulmus) eklendi. Kuvvetli
sekilde karistirildi ve 12000 g’de 2 dk santrifiij edildi.

. Ust fazdan olabildigince fazla alindi ve tiipten uzaklastirildi. Orta fazdaki

cokeltiyi ve alt fazi tlipte tutuldu. 1 ml tampon DV (6nceden sogutulmus)
eklendi, iyice karigtirildi ve 12000 g’de 2 dk santrifiij edildi.

Ust faz1 atildi. Alt fazi, 2 ml mikrofiij tiipe yerlestirilmis olan spin-filter’a
gecirildi ve 12000 g’de 1 dk santrifiij edildi.

Spin-filter atildi. Tiipiin igersine 400 pl tampon BV eklendi ve ters-diiz edilerek
tyice karistirild.

2 ml mikrofiij tiiplin icersine miniprep kolonu yerlestirildi. 7. basamaktaki sivi
karigimi miniprep kolonuna aktarildi. 12000 g’de 1 dk santrifiij edildi.

2 ml mikrofiij tlipteki filtrat dokiildii ve tiipiin igersine miniprep kolonu tekrar
yerlestirildi. Kolonun igersine 500 ul Tampon W1 eklendi ve 12000 g’de 1 dk
santrifiij edildi.

Filtrat atild1 ve 2 ml mikrofijj tiipiin i¢ersine miniprep kolonu tekrar yerlestirildi.

700 pl tampon W2 eklendi ve 12000 g’de 1 dk santrifiij edildi.

. Filtrat at1ld1 ve 2 ml mikrofiij tliplin i¢ersine miniprep kolonu tekrar yerlestirildi.

Ikinci defa 700 pl tampon W2 eklendi ve 12000 g’de 1 dk santrifiij edildi.
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12. Filtrat atild1 ve 2 ml mikrofijj tiipiin i¢ersine miniprep kolonu tekrar yerlestirildi.
12000 g’de 1 dk santrifiij edildi.

13. Miniprep kolonu temiz 1,5 ml mikrofiij tiip igersine yerlestirildi. Genomik
DNA’y1 kolondan siizmek i¢in, kolon membraninin tam ortasina (65°C’de 1lik
hale getirilmig) 100-200 pl eluent (ya da saf su) eklendi. Oda 1sisinda 1 dk
bekletildi. 12000 g’de 1 dk santrifiij edildi.

4.2 Primer tasarimi

MMP-3 geni promotor bolgesi -1171. pozisyonunda 5SA/6A SNP analizi i¢in
forward primerin 3’ ucunun 2. pozisyonundaki A yerine G yerlestirerek bir bazi hedef
diziye mismatch olacak sekilde tasarlanirken reverse primer diziye spesifik olarak
secildi. Primerlerin sekil 4.1°deki hedef dizi amplifikasyonu NCBI BLAST
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/tools/primer-blast)‘da test edildi. Forward primerdeki

mismatch TthIlll enzimi i¢in, enzim tanima bolgesi 5SA/6A polimorfizmi igin

secildi.

CC|ATGTCTTGTCCTGATTGAAA
TACAGGGAAAATATTTGGCCACATTGATATGAGGACAAGGAGAACAGHETEEIEE
3 4

Sekil:4.1. PZR ile ¢ogaltilacak hedef bolgenin belirlenmesi
(Kirmiz1 ile vurgulanmis bolgeler primer baglanma bdlgelerini, mavi ile vurgulanmus olan bdlge
primerin degistirilen bazini ve sar1 ile vurgulanmis olan bolge restriksiyon enzimi tanima bolgesidir)

4.3. Polimeraz Zincir Reaksiyonu

Bu calismada MMP-3 promoter 5SA/6A bdlgesinin ¢ogaltilmasi icin tablo
3.2°de gosterildigi gibi PZR kosullart uygulanmistir. PZR sonrasi hedeflenip
cogaltilmig olan bolgesini kontrol etmek i¢in 5 pl PZR iiriinii 1 pl DNA yiikleme
boyast ile karistirtlip %2’lik agaroz jele 100 b¢’lik DNA markérii ile birlikte
yiiklenip 120V-300 mA’de 25 dakika yiiriitiildii.

Tablo 4.1. TthIII1 polimorfik bdlgenin ¢ogaltilmasi igin belirlenmis PZR dongiisii ve sicaklik zaman

degerleri
MMP-3 5A/6A (129 bg)
[k denatiirasyon 94°C, 5dk
Denatiirasyon 94 °C, 30sn
Baglanma 65°C, 30sn Déngii sayist : 35
Uzama 72°C, 30sn
Son uzama 72 °C, 5dk
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4.3.1.PZR Optimizasyon Calismalar

Bu calismada farklt MgCl, konsantrasyon ve primer baglanma dereceleri
kullanilarak optimum deney diizenegi olusturulmustur. Tablo 4.1 PZR dongiisiinii ve

kosullarin1 gostermektedir.

Tablo 4.2. TthIII1 polimorfik bolgenin ¢ogaltilmasi i¢in optimize edilmig PZR kosullar1 ve miktarlari

Primerlerin baglanma sicaklig : 65°
MgCl, :2mM
Taq polimeraz ;11U
Forward ve Revers primerler :0,1 uM
dNTP karigimi :0,2mM
10X Tampon 25 mM

4.4. PZR Uriinlerinin Restriksiyon Parca Uzunluk Polimorfizmi (RFLP)

PZR ile g¢ogaltilan hedef bolgeler tablo 4.3’deki TthIIIl restriksiyon
endoniikleaz enzimi kosullari tablo 4.4°de ki miktar oranlar1 kullanilarak ile 65°C’de
4 saat inkiibe edildi. Hedeflenen bolge tablo 4.5’deki gibi fragmentler olusmasi

beklenecektir.

TthIIl1 enzim kesim bolgesi  5°..... GACN N NGTC....3’
3°..... CTGN N NCAG....5
Tablo 4.3. TthllI1 i¢in reaksiyon miktar ve kosullari

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

TthIII1(Psyl) 10 65 4

Tablo 4.4. MMP-3 RFLP reaksiyon miktarlar1 ve kosullari
8 ul PCR iriinii
1 pl reaksiyon tamponu (Tampon B)
1 pl Tth1111 (Psyl) restriksiyon enzimi

65° ‘de 4 saat inkiibasyon siiresi

Tablo 4.5. PZR-RFLP sonucu MMP-3 i¢in beklenilen DNA par¢a uzunluklari
PCR Uriinii Uzunlugu : 129 bg
Kesim Noktasi: 32 bg | Uzun Fragment : 97 bg

4.5. Jel Elektroforezi
Calismamizda DNA izolatlarin1 goriintiilemek i¢in %0,7’lik, PZR iiriinlerini
goriintliilemek i¢cin %2’°lik ve enzim kesimini goriintiilemek i¢cin %4’°liik agaroz jel

kullanilmastir.
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4.6. Dizi Analizi

PZR-RFLP yontemi ile saptanan genotipler arasindan DNA dizi analizi ile
konfirme edilmek iizere rastgele olarak 6A/6A homozigot ve SA/6A heterozigot
ornekler secildi. Dizi analizi yapilacak DNA 6rnekleri sekans i¢in optimize edilmis
primerlerle(Tablo 4.6) amplifikasyonu yapildi. Amplifiye edilen PZR &rneklerinin
kalitesi agaroz jel elektroforezi ile saptandiktan sonra piirifikasyon ve ¢ift yonlii

primer dizi analizi isleminin gergeklestirilmesi i¢in Macrogen firmasina gonderildi.

Tablo 4.6. MMP-3 dizi analizi i¢in dizayn edilmis primerler

PRIMER PRIMER DiZzisi
Forward 5’-TCCTCATATCAATGTGGCCAAA-3’
Revers 5’-CGGCACCTGGCCTAAAGAC-3’

4.7. MMP3 Promotor SA/6A Polimorfik Bolgesinin Molekiiler Analizi

Calismamizda, MMP-3 geni promotor aktivitesini degistirdigi bilinen -1171
5A/6A polimorfizmi ve bu polimorfizmin mide tiimoér dokusu PZR-RFLP metodu ile
arastirtlip, H.pilori enfeksiyonu, ekspresyon, invazyon derinligi, timor evresi ve
tiimdr nekrozu agisindan ikili karsilastirmalarla degerlendirilmistir. Polimorfik gen
bolgesi uygun primerler ve enzimler kullanilarak PZR yontemi ile ¢ogaltilmis ve
bunu takiben polimorfik DNA dizileri, restriksiyon enzim kesimi ve agaroz jel
elektroforezi ile incelenmistir. PZR {irlinleri ve kesim sonrasi olusan fragmentlerin
boylar1 Tablo 4.7°de gosterilmistir. Saptanan polimorfizmlerin verileri istatiksel

olarak incelenmistir.

Tablo 4.7. MMP-3 promotdr polimorfizm bdlgesi, kesimi ve beklenen parga uzunluklari

Polimorfik Bolge SNP numarasi Enzim Kesimi Beklenen AllelBoyu
-1171 5A/6A rs3025058 TthIII1(Psyl) 97 -32- 129 bg
-1171 5A/5A rs3025058 TthIII1(PsyI) 97-32 bg
-1171 6A/6A rs3025058 TthIII1(Psyl) 129 bg

4.8. istatistiksel Veri Analizi

Calismanin istatistiksel degerlendirilmesi SPSS 17.0 paket programi
kullanilarak yapildi. Tanimlayici degerler yas ortalamasi (+) standart sapma olarak,
kategorik degiskenler gozlem sayis1 ve yiizde olarak gosterildi. iki genotip grubunun
karsilagtirilmasinda (ekspresyon, H. pilori enfeksiyon, timor evresi, invazyon
derinligi ve tiimor nekrozu) Pearson ki-kare ve Fisher kesin olasilik testleri kullanild.

P < 0,05 degeri istatistiksel olarak anlamli kabul edildi.
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5. BULGULAR
5.1. Orneklerin Tanim

Arastirmamizda gastrik kanser vakasi olan 41 hasta tiimdr dokusu ve bu
hastalarin mide ¢evre dokular1 ile toplam 41 c¢ift 6rnek kullanilmistir. Timor
dokularinda goriillen H.pilori enfeksiyonu, RNA diizeyinde ekspresyon, invazyon
derinligi, tiimor evresi ve tiimOr nekrozu bulgulart baz alinarak ikili
karsilastirmalarda bulunulmustur. Ayn1 zamanda hasta bireylerin yukarida belirtilmis
olan parametrelere gore ylizdelik oranlar1 hesaplanmistir (Tablo 5.1). Hastalarin yas
ortalamas1 + standart sapma olarak tablo 5.1’de verilmistir. Ayn1 zamanda hastalarin

genotip frenakslar1 da tablo 5.2°de gosterilmistir.
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Tablo 5.1. Gastrik kanser hastalarinin belirli karakteristik 6zelliklerine gore yiizde oranlar1

n(Hasta Sayisi) Ortalama Standart sapma
Yas 41 59 (34-86) +13.26
Gastrik kanser n % Bilgisi olan | Bilgisi olmayan
(Hasta Sayisi) (Yiizde) hasta sayis1 hasta sayisi
Toplam hasta 41
Cinsiyet

Kadin 13 32
Erkek 28 68

H. pilori 13 38 34 7

Tiimoér Evresi 28 13
1 5 18
2 9 32
3 14 50

Invazyon derinligi 41 0
L.propria/M.mukoza/ 6 15

Submukoza

M.propria 9 22
Subseroza 1 2
Seroza 25 61

Tiim6r nekrozu 20 49 41 0

EKkspresyon 41 41 0
yok 12 29
diisiik 14 34
yiiksek 15 37

5.2. DNA izolasyonu ve Tespiti

Hasta doku orneklerden boliim 4.1°de anlatilan yontemle DNA izolasyonu

gerceklestirilmistir. Elde edilen DNA izolatlarindan 3pl alinarak % 0,7 lik agaroz

jelde incelenmis ve DNA’nin elde edildigi dogrulanmistir (Sekil 5.1).

100bg

165 3T N

12T 12M

T ™

14T 141

RAIMCICCELL

Sekil 5.1. Gastrik kanserli hastalardan elde edilen 6rnek normal (N) ve timoérli (T) dokularin
genomik DNA izolatlarmim % 0,7 lik agaroz jelde goriiniimii (100bg: Molekiiler agirlik markorii)
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5.3. MMP-3 Geni Promotor Bolgesi -1171. SA/6A ve 6A/6A Polimorfizm Analizi
5.3.1. ilgili Gen Bélgesinin PZR ile Cogaltilmasi

MMP-3 geni promotdr bolgesi -1171. pozisyonunda S5A/6A tek nokta
polimorfizm taramasi1 PZR-RFLP yontemi kullanilarak gergeklestirildi. Total
genomik DNA daki MMP-3 geni promotdr bolgesinde polimorfizm taramasi i¢in
forward primerin 3’ucundan 2. Adeninin Guanine modifiye edilmesiyle 5A tasiyan
orneklerde TthIll1 enzim kesim bolgesi olusturulmustur Bu kesim bolgesi 6A allele
sahip bireylerde bulunmaz. Revers primer ise SA/6A promotdr dizisine spesifiktir.
Calismamiz i¢in DNA amplifikasyonu asamasinda bekledigimiz ilgili gen bolgesinin
129 be’lik DNA fragmenti 100 bg¢’lik marker ile %2’°lik agaroz jel elektroforezinde
gorlntiilenmistir (Sekil 5.2).

Sekil 5.2. MMP-3 1171 5A/6A polimorfik promotor bolgesinin PZR ile amplifikasyon sonuglarinin
%2’lik agaroz jelde goriinimii (T: Tiimor doku, N: Normal doku)

5.3.2. PZR Uriinlerinin Restriksiyon Par¢ca Uzunluk Polimorfizmi

Calismamizin enzim kesimi asamasinda amplifikasyon sonucu elde ettigimiz
129 b¢lik PZR’nin TthlIlll restriksiyon enzimi ile 65°°de 4 saat inkiibasyonda
tutulduktan sonra %4’liikk agaroz jelde analiz edildi. Ayni hastaya ait normal ve
tiimdrli dokuda ayn1 genotip saptandi (Sekil 5.3, 5.4, 5.5). Hastalarda MMP-3 -1171
pozisyonunda homozigot 5A/5A genotipine rastlanmazken, SA/6A heterozigot ve

6A/6A homozigot genotipler gézlemlendi (Sekil 5.3, 5.4, 5.5).

40



Sekil 5.3. Polimorfik promotor bolgesi amplifikasyonu yapilan drneklerin RFLP sonuglarinin %4°lik
agaroz jelde goriiniimii (9T-N ile 7T-N SA/6A heterozigot digerleri ise 6 A/6 A homozigottur.)

200 bg

Sekil 5.4. Polimorfik promotor bolgesi amplifikasyonu yapilan drneklerinRFLP sonuglarinin %4’lik
agaroz jelde goriiniimii (21T-N 5A/6A heterozigot, digerleri ise 6A/6A homozigottur)

16T 16N

Sekil 5.5. Polimorfik promotdr bolgesi amplifikasyonu yapilan 6rneklerin RFLP sonuglarimim %4 liik
agaroz jelde gorlinimii ( Tiim 6rnekler 5A/6A heterozigottur)
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5.3.3.Dizi Analizi

DNA piirifikasyonu ve dizi analizi i¢in rastgele secilip gonderilen 6rneklerin
PZR goriintiileri sekil 5.6’da , dizi analizi sonuglar1 gésterimi de sekil 5.7 ve 5.8°de
ki kromotogram sonucglarinda gosterilmistir. Beklenildigi gibi MMP-3 promotor
bolgesi -1171. pozisyonda S5A/6A polimorfizmi gosteren dizide 5 tane adenin,

6A/6A polimorfizmi gosteren dizide se 6 tane adenin goriilmiistiir.

Sekil 5.6. Dizi analizine gonderilecek PZR 6rneklerinin %2’lik agaroz jelde goriintiisii

I

20 30 @ 40 a0
AT TCCTTTGA GGGGGGAAAA CCTGGTTT GGCCT GGTTT

'ﬁ\ f '\}nl

Dl

Sekil 5.7. MMP-3 -1171 promotor bolgesi SA/6A heterozigot kromotogram goriiniimii
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Sekil 5.8. MMP-3 -1171 promotor bolgesi 6A/6A homozigot kromotogram goriiniimii

5.4. Verilerin Istatistiksel Analizi

PZR-RFLP sonucu elde edilen hasta tiimor dokusuna ait genotip ve allolotip
frekans ve yiizdeleri tablo 5.2°de gosterilmistir. Genotip dagiliminin Hardy Wienberg
dengesine uyumlulugu analiz edildiginde X* degeri 5,5 olarak hesaplanip, genotip
dagiliminin istatistiksel olarak anlamli oldugu saptandi (p=0.0189).

Tablo 5.2. Tiimor dokularina ait MMP-3 -1171. promotdr bdlgesi genotip ve allelotip sayisi
ve Yiizdeleri

Genotip Genotip Genotip Allelotip Allelotip Allelotip
sayis1 yiizdesi sayis1 yiizdesi
SA/6A 22 %53,7 S5A 22 %27
6A/6A 19 %46,3 6A 60 %73
Total 41 %100 Total 82 %100

S5A/6A ve 6A/6A genotip grubunun H.pilori enfeksiyonu, RNA ekspresyonu,
invazyon derinligi, tiimor evresi ve timor nekrozu acgisindan karsilagtirilmasinda
Pearson ki-kare ve Fisher kesin olasilik testleri kullanildi. P < 0,05 degeri istatistiksel
olarak anlamli kabul edildi. Tablo 5.3’de belirtigi gibi MMP-3 promotor bolgesi
SA/6A ve 6A/6A genotipleri, ekspresyon agisindan tiimor dokulari birbirleri ile
karsilastirildiklar1 zaman iki genotip arasinda anlamli bir fark bulundu (X’=6,69,
p= 0,035). SA/6A genotipi %80 yiiksek ekspresyon gosterirken, 6A/6A genotipi ise
%20 oraninda yiiksek ekspresyon gosterdi. Ayni zamanda genotip gruplariyla
invazyon derinligi arasinda sinira yakin bir anlamlilik saptandi (p=0,064). MMP-3
promotdr bolgesi SA/6A ve 6A/6A genotipleri; H.pilori enfeksyonu, tiimor evresi ve
tiimor nekrozu sonuglar ile karsilagtirildiginda istatiksel olarak anlamli bir iliski

bulunmadi (p>0,05).
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Bu sonuglara gore hastalarin 13l (%32) kadin, 28’1 (%68) erkektir. Bu
bireylerin bilgileri olanlar arasindan 13’1 (%38) H.pilori enfekte iken, 20’sinde
(%49) tiimor nekrozu mevcuttur. Timor evresi tiplemesinde 5’1 (%18) tipl, 9’u
(%32) tip2 ve 14’1 (%50) tip3 egilimindedir. Hastalarin 6’s1 (%15) 1.derece, 9’u
(%22) 2. derece, 1’1 (%2) 3.derece ve 25’1 (%61) ise 4. derece invazyon derinligi
gostermistir. Hastalarin 12 (%29)’si RNA diizeyinde ifade edilmezken, 14 (%34)’i
l.derece, 15 (%37)’1 ise 2. derecede ifade edilmistir (Tablo 5.3).

Tablo 5.3. 5SA/6A ve 6A/6A genotiplerinin kategorik degiskenler agisindan Pearson kikare ve
Fischer kesin olasilik testleri ile karsilastiriimasi

5A/6A 6A/6A P
n % n %
H.Pilori 0,724*
Yok 11 (%64,7) 10 (%58,8)
Var 6 (%353) 7 (%412)
Ekspresyon 0,035"
Yok (%22,7) 7 (%36,8)
Diisiik 5 (%22,7) 9 (%47,4)
Yiiksek 12 (%54,5) 3 (%l15,8)
Invazyon Derinligi 0,064"
L'pr"sl’lf;;’f:ﬁ;‘;‘z‘;k"za/ 3 (%136 | 3 (%158)
M.propria 8  (%36,4) I (%5,3)
Subseroza 0 (%0) I (%5,3)
Seroza 11 (%50) 14 (%73,7)
Tiimor Evresi 0,59"
1 3 (%21,4) 2 (%14,3)
2 3 (%21,4) 6 (%42,9)
3 8 (%57,1) 6 (%42)9)
Tiimor Nekroz 0,278*
Yok 13 (%59,1) 8 (%42,1)
Var 9 (%40,9) 11 (%57,9)

?:Pearson kikare testi sonuglar1
P: Fischer kesin olasilik testi sonuglart

Tablo 5.4. Hastalarin genotiplerine gore yas dagilim ortalamalar1

Gen Grubu N (Hasta Sayis1) | Yas Ortalamasi Standart Sapma
5A/6A 22 57,27 + 13,04
6A/6A 19 61,05 + 13,57
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6. TARTISMA

Gegmisten giinlimiize uzanan evrimsel siirecte tlirler i¢i ve tiirlerarasi
farkliliktan  genetik c¢esitlilik  sorumludur. Genlerde niikleotit diizeyindeki
degisiklikler bir populasyonda %1’den daha yiliksek siklikla goriiliiyor ise
polimorfizm olarak adlandirilir. Insan genom projesi ile insan genomundaki
DNA’nin %99,9 benzerlik gosterdigi kanitlamistir. Diger %0,1°lik fark ise, bireysel
genotip ve fenotipik degisikliklerin sorumlusudur (Lander ve ark., 2001). Bir gende
kodlayici bolgede olusan herhangi bir degisiklik fenotipi etkiler. Genin ifadesi ise
genellikle genin promotér ya da arttirict bolge gibi diizenleyici bolgeleri ve bu
bolgelere baglanan transkripsiyon faktorleri ile kontrol edilir (Sefton, 2001). SNP
(tek niikleotit polimorfizmleri)’ler insan genomunda en sik bulunan (yaklasik her
1000 niikleotitte bir) DNA degisimleri olup evrimsel siiregte tilirler i¢in hem bir
avantaj kaynagi olarak hem de ¢esitli mutasyonlara ve buna bagli olarak kanser gibi

cesitli genetik hastaliklara sebebiyet verebilirler (Risch, 2000; Carlson ve ark., 2003).

MMP-3, MMP ailesinin genis diizeyde substrat 6zelligi gosteren anahtar
tiyelerinden birisidir. MMP-3; tip 2, tip 4 ve tip 9 kollajenlerini, proteoglikanlari,
lamininleri, fibronektinleri, jelatinleri ve elastinleri degrede edebilir. Ayrica
kollajenaz, matrisilin ve jelatinaz B gibi diger MMP f{iyelerini de aktive edebilir

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

MMP-3 geninin promotor bdlgesindeki polimorfizm ilk olarak 1995 yilinda
rapor edilmisti. Bu polimorfizm -1612 pozisyonundaki polimonomerik
adenozinlerin boyutundaki varyasyon nedeniyle olusmustur. Sonug olarak bir allelde

5A ve diger allelde 6A meydana gelmistir (Ye ve ark., 1995).

MMP-3 promotdér bdlgesindeki -1171 pozisyonundaki tek bir A
delesyon/insersiyon polimorfizmi MMP-3’{in transkripsiyonel diizeyini ve bolgesel
ekspresyonunu arttirmaktadir. Ornegin; 5A allelinin  6A’dan iki kat daha yiiksek
promotor aktivitesine sahip oldugu in vitro g¢alismalarda gosterilmistir (Ye ve ark.,

1995, 1996). In vitro promotdr fonksiyon analizleri ile fibroblastlar ve vaskiiler diiz
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kas hiicrelerinde 5A allelinin 6A alleline gore daha fazla promotor aktiviteye neden
oldugu gosterilmistir (Ye ve ark., 1996; Beyzade ve ark., 2003). NF-«f3, IL-1 ve
PGDF-B gibi faktorlerin MMP-3 transkripsiyonunu regiile ettikleri bildirilmistir
(Maria ve ark., 1991).

MMP-3 geni promotdr bolgesi 1171. pozisyonundaki SA/6A polimorfizminin,
meme, bobrek, karaciger, agiz ve akciger kanserlerinin yaninda damar tikanikligi,
kalp hastaliklari, romatizma, miyopi, migren ve bunama gibi hastaliklara genetik
yatkinlik olusturdugu c¢esitli ¢alismalarla gosterilmistir (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 yayindan sadece Dey ve
arkadaslarinin Hindistan popiilasyonu iizerindeki c¢alismasi ile bu polimorfizmin

gastrik kansere yakalanma riski olusturdugu ileri stiriilmiistiir (Dey ve ark., 2011).

Bu c¢aligmada, gastrik kanser hastalarinin doku 6rneklerinde normal ve timor
dokularinin ayn1 genotiplere sahip oldugu goriildii. Tiimdr dokularinda gbzlemlenen
genotipler SA/6A ve 6A/6A olup SA/SA genotipine rastlanmadi. Calismamizda 6rnek
sayis1 artirllarak SA/5A genotiplerine de rastlanabilir. Literatiirde de SA/5A genotipi
bir ¢cok calismada ¢ok nadir goriilmiistiir (Krippl ve ark., 2004; Zhang ve ark., 2004;
Dey ve ark., 2011).

Bununla beraber, 5A/6A ve 6A/6A genotipleri ekspresyon acgisindan
karsilastirildiklarinda iki genotip grubu arasinda anlamli bir fark bulundu (X*=6,69,
p=0,035). Calisilan tiimér dokularinda yapilan genotiplendirme sonucunda tespit
edilen 5A/6A genotipi ve 6A/6A genotipiyle, MMP-3'iin 6nceden gerceklestirilmis
RNA diizeyinde ekspresyonu acgisindan karsilagtirilmistir. Tiim timdér dokulariin
MMP-3 ekspresyonu birbirleri ile kiyaslandiginda, 5A/6A’ya sahip dokularin
%80’1nin yiiksek MMP-3 ekspresyonu gosterdigi, 6A/6A genotipinin ise sadece %20

oraninda yiiksek ekspresyon seviyesine sahip oldugu gézlenmistir.

Bu polimorfizmin ekspresyon ile iligkisi heniiz yayimlanan in siliko promotor
baglanma caligmalar1 (Matinspector yazilimi, TFSEARCH ve TESS) ile de
desteklenir. Bu makalede biyoinformatik programlarla MMP-3 promotor baglanma
bolgeleri tahmin edilmis ve 5A/6A polimorfizmin NF-KB, Tcf-4 ve CIZ

transkripsiyon faktorii baglanmasinda etkili oldugu ifade edilmistir (Dey ve ark.,
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2011). Ayn1 zamanda genotip gruplariyla invazyon derinligi arasinda sinira yakin bir
anlamlilik saptanmigtir (p=0,064). Bu smira yakin anlamlilik 6rnek sayisinin
artirilmas ile istatistiksel olarak anlamli hale gelebilir. Genotipler tiimor nekrozu,
H.pilori ve timdr evresi sonucglarinin p degeri 0,05 den daha biiyiik oldugu ig¢in
timor dokulart ile karsilagtirildiginda anlamli bir fark bulunamamistir. Ancak
Polonya’da yapilan bir ¢alismada MMP-3 5A/6A polimorfizminin ovaryum

kanserinin tiimor evrelerinde rol oynadigi anlagilmistir (Szyllo ve ark., 2002).

Bu calismada elde edilen veriler, MMP-3 5A/6A polimorfizminin, MMP-3
ekspresyonunun transkripsiyonel olarak diizenlenmesinde ve invazyon ile
iligskilendirilmesinde 6nemli bir yer tuttugunu diisiindiirmektedir. Tiim bu bulgularla
SA/6A genotipinin gastrik kanser riskine katkida bulundugunu tahmin etmekteyiz.
Ancak dogrulayabilmek ic¢in saglikli bireylerden elde edilen DNA Orneklerinin
kontrol grubu olarak kullanilarak, vaka-kontrol calismasi ile bu hipotezin test

edilmesi gerekir
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