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GASTROINTESTINAL KANSERLI HASTALARIN SERUMLARINDA MMP-2 VE
MMP-9 PROTEOLITIK AKTIVITELERININ BELIRLENMESi

Omer Kerem Selguk

0z

Kanser, bir hicredeki hasar sonucu hucrenin kontrolsiz ve anormal bir gsekilde
blylumesi, ¢cogalmasidir. Kanser hastaliginda hucrelerin ¢ogdalmasi ardindan farkli
dokulara hatta lenfatik ve hematojenik yayilim ile metastaz ve invazyon sonucu
uzaktaki organlarda tumor olusumu sonucunda hastalarin buyuk bir bolumuinde
olumle sonuglanir. Molekuler diuzeyde, kanser hastalarinda erken tani ve tedavi
amagli, bazi biyobelirteglerin kullanilmasina yonelik yapilan son yillardaki

calismalarda, cgesitli enzimlerin, periferik kan plazmasi, serumu ve ¢esitli vicut
sivilarinda saptanmasi kanser hastaliginin tedavisi icin umut verici olmustur.

Bu tez calismasinda da amacglanan hedef, gastrointestinal kanser hastalarinda hasta
olmayan bireylere gore periferal kanda artisi oldugu dusundlen, Matriks
Metalloproteinaz-2 (MMP-2) ve Matriks Metalloproteinaz-9 (MMP-9) enzimlerinin
jelatin zimografi yontemi ile aktivasyonlarinin belirlenmesidir.

Bu dogrultuda, klinik tanili 28 gastrointestinal kanserli bireyden olusan hasta grubu ile
timor bulgusu saptanmamis 40 saglikhi bireyden olusan kontrol grubunun periferik
kanindan elde edilen serumlarinda MMP-2 ve MMP-9 aktivasyonu karsilastirmali
olarak analiz edilmigtir.

Jelatin zimografi yontemine gore vyapilan jelatinaz aktivasyonu dansitelerinin
karsilastiriimasiyla elde edilen istatistiksel analizleri sonucunda, MMP-2 ve MMP-9
aktivasyonu igin kanserli bireylerle, saglikli bireylerden olusan kontrol grubu arasinda
anlamli bir fark bulunmustur. Deney kapsaminda kullanilan enzimlerinin hassaslik ve
Ozgulltkleri sirasiyla, MMP-2 icin %85 ve %92; MMP-9 igin %67 ve %75'dir.

Yapilan tez g¢alismasi sonucunda MMP-2 ve MMP-9 enzimlerinin gastrointestinal
tiumorlerin  belirlenmesi i¢in  kullanigli olabilecegi saptanmigtir. Ayrica yapilan
zimografi yontemine ek olarak, mRNA ifadesinin kontroli veya ELISA gibi
yontemlerle karsilastirmali olarak kanser metastazlarinin erken tanisinda enzimlerin
kullaniima guvenilirliginin arttirlmasi saglanabilir.

Anahtar Kelimeler: matriks metalloproteinaz, jelatin zimografi, gastrointestinal
kanser, enzim, metastaz

Danisman: Dog. Dr. Hatice Mergen, Hacettepe Universitesi, Biyoloji Balum,
Molekuler Biyoloji Anabilim Dali



DETERMINATION OF PROTEOLYTIC ACTIVATION OF MMP-2 AND MMP-9
SERUM FLUIDS IN PATIENTS WITH GASTROINTESTINAL CANCER

OMER KEREM SELGUK
ABSTRACT

Cancer is uncontrolled division and growth of cells as a result of DNA damage in the
cell. After the unregulated cell division, lymphatic and haematogenous metastatic
spread at distant organs in cancer usually ends up with death in patients. Recent
researches about the marker used in early diagnosis and treatments in patients with
gastrointestinal cancer shows that the detection of some enzymes in peripheral blood
plasma, serum and body fluids promise cancer treatment.

It is considered that enzyme activations of matrix metalloproteinase-2 (MMP-2) and
matrix metalloproteinase-9 (MMP-9) are increased in gastrointestinal cancer patients’
peripheral blood serum. The main aim of this study is to compare the activation of
MMP-2 and MMP-9 by using the gelatin zymography method in cancer patients and
the control group. According to this, determination of enzyme activities of MMP-2 and
MMP-9 is done by using the peripheral blood serum from 28 clinical diagnosed
patients with gastrointestinal cancer and 40 healthy people.

By using gelatin zymography method, serum MMP-2 and MMP-9 levels were
significantly elevated in patients with gastrointestinal cancer. The statistical analysis
shows the significant differences which is obtained by comparing the gelatinase
activations between patient group and control group. In addition, the sensitivity and
specificity of MMP-2 is established as 85% and 92% while MMP-9 sensitivity and
specificity is established as 67% and 75%.

In conclusion, MMP-2 and MMP-9 enzyme activities are promised to identify early
diagnosis of gastrointestinal malignancy. In addition to gelatin zymography method,
metalloproteinase activities could be compared with different methods such as
MRNA expression and ELISA method. By this multiple comparisons, the reliability of
metalloproteinase enzyme activities could be verified to determine early diagnosis of
cancer malignancy.

Keywords: matrix metalloproteinase, gelatin zymography, gastrointestinal cancer,
Enzyme, metastasis.
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1.GiRIS

Kanser, hiicrede gerceklesen genetik ve epigenetik degisikliklerin bir sonucu olarak
hdcrelerin kontrolstiz ¢ogalmasi seklinde tanimlanmaktadir. Endojen mekanizmalar
veya bir takim cevresel etkilesimler de kanserlesmede biylk rol oynarlar (Schwab,
2008). Diinya Saglik Orgiti'niin 2008 yili verileri diinyadaki élimlerin %13’(ine
kanserin sebep oldugunu gdstermektedir. Bu yilda 7,6 milyon insanin kanserden
6ldigi anlamina gelmektedir (www.who.int). Dinyada yilda 12.662.600 yeni kanser
vakasl teshis edilmektedir ve didnya nUfusunun %18.7’si 75 yasina gelmeden
kansere yakalanma riski tagimaktadir. Dlinyada en ¢ok gorilen 5 kanser tipi akciger,
g6gus, kolorektal, mide ve prostat kanserleridir (globocan.iarc.fr). Turkiye’de ise
2004-2006 yillar1 arasinda, Saghk Bakanhg: tarafindan yapilan en son istatistiksel
calismaya gore erkeklerde tim kanser tiplerinde kaba hiz yiz binde 245, kadinlarda
ise yuz binde 164 olarak hesaplanmigtir. Tlrkiye’de akciger, prostat kolorektal ve
mide kanseri erkeklerde; g6gus, kolorektal, tiroid, uterus korpusu kanseri ise

kadinlarda en ¢ok goérllen kanser tipleridir (www.kanser.gov.tr).

TOtan kullanimi, alkol tiketimi, kétl beslenme, fiziksel tembellik kanser riskini artiran
ana sebepler arasinda kabul edilmektedir. Kanserden kaynaklanan mortalite bu
oranlara gbére artis gdsterecek olursa 2030 yilinda dinyada kanser hastaligi
nedeniyle hayatini kaybeden birey sayisinin 11 milyonu asacagi dngdérilmektedir.
Kanserin gelisim mekanizmalarinin tam anlamiyla anlasiimasinin  éngéralebilir
gelecekte gerceklesmesi olasi olabilir; ancak, bireysel farkli mekanizmalarla gelisim
gerceklesebilecegi icin tekil bir yaklasima glivenmek neredeyse imkansiz olmaktadir.
En genis anlamiyla en yeni bilimsel kesiflerin kanser tedavisine yeni yaklasimlara
déndstarilmesi ve kanser risk etkenleri hakkindaki bilgilerin poptlasyonun davranig
bicimlerine yansitilmasi konularini kapsayan dénisimsel arastirmalar son derece

6nemlidir (Boyle and Levin,2008).

Kanser, kendini géstermesi, gelisimi ve sonuglari agisindan bir hastadan digerine gok
degisken olan, karmasik bir hastaliktir. Ayni heterojenlik ve c¢esitlilik hicresel ve
molekiler dizeyde de kendini gbésterir. Kanser, hilcrelerin asiri ve zamansiz
cogalmalarina, immun sistemin gbézetiminden kagmalarina ve uzak dokular istila
ederek metastazlar olusturmalarina yol acan metabolik ve davranissal degisiklikler
gegcirdikleri, cok basamakl bir sirectir (Merlo et al., 2006). Hastaligin ve hastalarin
arasindaki heterojenlikten dolay! biyobelirteclerin kullanimi kanserin patofizyolojik
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karakterizasyonunun belirlenmesi agisindan gelecek vaat etmektedir. Biyobelirtecler
patojenik veya normal bir biyolojik sure¢ icin dlculebilir ve degderlendirilebilir veya
tedavi sirasinda farmakolojik olarak kullanilabilir. Bu belirtecler, nikleik asitler,
proteinler, sekerler, yaglar ve kiclk metabolitler olabilecegi gibi, hlcreler ve
artnlerini de iceren genis cesitlilikteki biyokimyasallardir. Biyobelirtecler kan, serum,
idrar ve doku 6rneklerinden belirlenebilmekte ve bu belirteclerin son yillarda kanser
taramalarinda ve tanimlamalarinda, ila¢ gelisim sdreglerinin  takibinde
kullaniimaktadir (Nass and Moses, 2007).

Bir biyobelirteg, timar tarafindan salgilanan bir molekul olabilir ya da vicudun timére
karsi verdigi 6zgln bir yanit olabilir. Gen diziliminde, ifadesinde ya da protein yapi ve
islevindeki degisiklikler, her tir kanserle ve bunlarin cesitli gelisim asamalarinda
ilerleyisiyle iligkilendiriimistir. Gen ifadesindeki ve protein yapi ya da
modifikasyonundaki degisimler, kanseri saptamak, teshis etmek ve hastalgin
ilerlemesiyle tedaviye yaniti izlemek igin kullanilabilir (Srivastava and Wagner, 2007).
Ancak segicilik ve duyarlilik ne kadar dislikse kanser olmayan bireylerin pozitif sonug
verme sikligl o kadar fazla olacaktir. Su andaki mevcut biyobelirteglerin hi¢ biri %100

secicilige ve duyarlihga erisememistir (Li et al., 2002).

Yaygin olarak kullanilan biyobelirteclerin yani sira, matriks metalloproteinazlar
(MMP’ler) da siklikla kanser belirteci olarak bircok ¢alismada tercih edilmistir. Matriks
metalloproteinazlar cinko bagimli metalloendopeptidaz ailesinin tyesidir. Uclii ginko
baglanma bdlgesi bulunan aktif histidin rezidularn ile karakterize edilirler. MMP’ler
ekstraselller matriks (ECM) proteinleri olan kollajen, fibronektin, laminin ve
proteoglikanlar hidrolize ederek bag dokunun bitlinligini degistirirler (Schwab,
2008). Yapilan bircok calisma MMP’lerin kanserlesmede cok &nemli bir rol
Ustlendigini gdstermigtir. MMP’ler blyime faktéri ve diger proteazlarin salinimini
arttirarak, aktiflesmelerini saglamakta ve tUmér hicrelerinin ekstraselller matrikse
saldirmalarina sebep olmaktadir (Tutton et al. ,2003). GUnUmUizde molekuler
agirhiklan, islevleri, konumlari veya substrat 6zgunlikleri ile birbirlerinden ayrilan 11
farkh MMP tanimlanmigtir. Epiteliyal timérlerin yayilimi sirasinda kargilarina ¢ikan ilk
bariyer, tip 1V kollajen iceren bazal laminadir (BM). Tip IV kollajenazlar ve jelatinazlar
olarak bilinen MMP-2 (jelatinaz A) ve MMP-9 (jelatinaz B) BM’deki kollajeni, jelatini ve
fibronektini degrade edebilmektedirler (Liabakk et al., 1996).



Son yillarda, gastrointestinal sistemde, 6zellikle kolon ve rektum kanseri ile bunlara
ek olarak mide ve d6zefagus kanseri insidanslari endistrilesmis Kuzey ve Bati Avrupa
Ulkelerinde, Kuzey Amerika’da asin artis gd6stermistir (Schulz, 2005). Dinya
genelinde gastrointestinal kanser insidansi toplam 1,5 milyonu asmistir. Mortalite ile
insidans arasinda 2:1 orani s6z konusudur (www.globocan.iarc.fr). Pek ¢ok kolorektal
kanser, tanimlanabilir kanser &éncesi lezyonlari iceren ¢ok asamal bir slre¢
araciligiyla ortaya c¢ikan sporadik adenokarsinomlardir. Dizenli taramalarin ve
adenomatdz poliplerin alinmasinin etkin koruma stratejileri oldugunun anlagiimig
olmasina kargin, bu stratejiler pahalidir ve yakin tibbi gézlem gerektirmektedir.
Semptomlarin ¢ok belirgin olmamasi, yaygin olarak kullanilan biyobelirteclerin
duyarlihdinin disuk olmasi erken tanida sorunlar yaratmaktadir (Boyle and Levin,
2008).

Bu tez cgalismasinda, gastrointestinal kanser tanisi konulmus 28 birey ve timor
varligina iliskin herhangi bir bulgusu olmayan 40 saglikli bireyden serum &rnekleri
alinarak, jelatinaz zimografi yéntemi ile MMP-2 ve MMP-9 proteolitik aktiviteleri
belirlenmis ve bu proteinlerin biyobelirte¢ olarak kullanilabilirligi degerlendirilmigtir.



2.GENEL BILGI
2.1. Kanser Olusumu

Kanser olusumu (karsinogenez), vicudun farkli dokularinda cesitli evreleri iceren ¢cok
basamakli gelisim sirecidir. Bu slre¢ hiperplazi, displazi, metaplazi, benign timoér ve
son basamakta da malign timdér olusumunu kapsar. Malign timérler duruma gére
invaziv ve metastatik olarak, hormonlarin ve buytime faktérlerinin kontroliinde gelisim
gOsterebilmektedir (Schwab, 2008).

Kanser hicrelerinin gen/kromozom yapi ve sayilari ¢ok sayida degisimler icerir.
Kanser hicrelerindeki degisimlerin cogunlugu somatik hicrelerdeki mutasyonlardir.
Bazi cocukluk cagl kanserlerinin genetik ve epigenetik bozukluklarinda fetal gelisim
dénemi etkili olmaktadir. Aslinda, genomik kararsizlik kanseri tanimlayan
6zelliklerden bir tanesidir ve birgok kanser hlcresinde goérilen anormal g¢ekirdek
yapisi genom farkhliginin morfolojik sonucunun agik bir géstergesidir (Schulz, 2005).
Tamoér olusumu yillar stiren olduk¢a karmasik bir strectir. TUmér olusum siresince
normal hicreler neoplasik fenotipli hicrelere evrimlesirler. TUumér olusumunda
rastgele mutasyonlar ve epigenetik etkilesimler hicre proliferasyonunu, hicre
6limsizIGgunG ve diger malign fenotipli hdcrelerin  6zelliklerini  kontrol ederler
(Weinberg, 2007).

Son zamanlarda yapilan ¢alismalar dogrultusundan kanser olusumu igin (¢ ana
kuralin ihlal edilmesi gerektigi kabul edilmektedir:

-Birinci kural hucrelerin ancak dogru sinyal aldiklarinda bdélinmeleridir. Hicre, bu
kurali bir hormon veya buyume faktér ile uyarildiginda hicre bélinmesini strekli

olarak aktif hale getirerek ihlal eder (bdlinme uyarisindan bagimsiz bélinebilme).

-ikinci kural hiicrelerin DNA replikasyonu icin uygun kosullari saglayamadigi takdirde,
replikasyonu baslatmak yerine apoptozisi (kendi kendini imha etme) aktif hale
getirmeleridir. Apoptosisi ihlal etmek icin hicrenin, RB1(Retinoblastoma) ve
TP53(p53) genlerinden yani iki ana kontrol geninden mutasyon sonucu kurtulmasi

gerekir. Bu iki genin mutasyonu sonucu hlicreler apoptozisten kaginabilirler

-Ugiincii kural, normal hiicrelerin sadece sinirli, belli sayida béliinme kuralidir.

Hucreler sinirh sayidaki DNA replikasyonunu kromozomlarin uglarindaki telomer



yaplilari ile saglarlar. Kanserli hiicreler bu kurali telomeraz denilen bir enzimin azalan
telomer uclarina yeni tekrar dizilerinin eklenmesi ile ihlal ederler. Baska bir bakig
acisiyla hicreler sonsuz genclik evresine girerler. Ancak unutulmamalidir ki kanserli
hicrelerin asil sorunu bu degisiklikleri esgidimli olarak yapabilmektir (Hanahan and
Weinberg, 2000).

Kanser genellikle kbken dokusuyla sinirli kalan, kigik, gosterigsiz bir lezyon olarak
baslar ve ¢cogu zaman klinik agidan benign olarak disundlir. Kanser erken benign bir
asamada yakalanmadiginda, sadece bulyUklik agisindan degil, komsu hcrelere
muldahale etme ve bozma acisindan da ilerler ve geligir. Dolayisiyla karsinogenezde
zaman ve ilerleme Kkritiktir. Kanserin gelisimini basamaklastiracak olursak &énce
normal hdcrelerin DNA’larinda olusan mutasyon strecini iceren “baslangic” dénemi
gelir. Bunu mutant hicrelerin asiri blyime 6zelligi kazandigi ve lezyonlar
olusturdugu “hizlanma” evresi ve hlcreleri genetik-epigenetik modifikasyonlarla daha
saldirganlastiran bir evre olan “ilerleme” evreleri takip eder (Boyle and Levin, 2008).

2.2. Proto-onkogenler, Tumor Baskilayici Genler ve DNA Onarim Genleri

Kanserin hedefledigi genetik programlar insan genomuna dagilmis genlerde yazilidir.
Bu genlerin birkac bin kadari kanserde regulasyonu bozulan genetik programlarda rol
alan proteinleri kodlamaktadir. islevini kaybeden bir gen, kritik bir proteinin anormal
dlzeylerde Uretimine, islev kazanmasi veya kaybetmesine ya da bir proteinin hi¢
olusmamasina sebep olabilir (Boyle and Levin, 2008). Ornegin KRAS olarak
adlandirilan bir gende meydana gelen bir mutasyon, hlcre zarinin hemen iginde
bulunan klgUk bir proteinin hiicre blylUmesinin sinyalini arttiran bir protein halini
almasina neden olur ve slrekli hiicre bélinmesi sinyalini verir. KRAS mutasyonlari
kolorektal kanserlerin %30-40’iInda ya da akciger adenokarsinomalarinin %20-
30’'unda yaygin olarak saptanmaktadir. Bu sekilde etkinlesmis bir gen onkogen olarak
adlandirilir (Olivier et al., 2008).

Proto-onkogenlerin tanimlanmasi, hicrelerin proliferasyonu nasil gergeklestirdigini de
glclh bir sekilde aciklamistir. Proto-onkogenler tarafindan kodlanan proteinler
blylme faktért sinyallerinin dizenlenmesi ve iletilmesi gdrevini Ustlenmiglerdir. Bu
genlerde olusan bir mutasyon ile buyime faktdrl sinyallerini dizenleyen proteinlerde
regulasyon bozukluklar olusmaktadir. Bu durumda salgilanan proteinlerin kontrolll



bir sekilde salinimi yerine surekli bir sinyal iletimi olusur ve kanser hicreleri ile iligkili
proliferasyonlar gerceklesir (Weinberg, 2007).

Proto-onkogenler, blylime, gelisme ve ¢codalmay! denetleyen karmasik bir hicresel
sinyal aginin kontrol noktalarinda bulunan proteinleri kodlamaktadir. Bu genlerin
hatali mutant versiyonlari onkogen olarak adlandiriimaktadir ve blyime sinyalinin
devamli olusumuna neden olurlar (Weinberg, 2007).

Birinci grup onkogenler retrovirislerin genomunun bir béliminden kesfedilmistir. Bu
virisler memeli veya kuslarda hematolojik veya yumusak dokuda kanserlesme
olusturmaktadirlar. Bu virlsler hedef organizmanin mezensimal dokularinda veya
hematopoetik sistemlerinde bilylime &zelliklerini degistirirler. ikinci grup onkogenler
ise retrovirlslerin Proto-onkogenlerin regilasyonunu bozmasiyla aktive olan onkogen

grubunu icermektedir (Schulz, 2005).

Bazi genler ise onkogenlerin tersine etkin olmadiklarinda kanser gelisimine katkida
bulunurlar. Ornedin TP53 geni yanlis hiicre béliinmesini engeller. Bu gendeki
mutasyon proteini bozar ve protein hticrelerin kontrolsiiz ¢cogalmasini durduramaz.
TP53 mutasyonu hemen hemen tiim kanserlerde goérilmektedir. islev kaybi
nedeniyle kanser gelisimine neden olan genler timér baskilayici olarak adlandirilir
(Olivier et al., 2008).

Bircok kalitsal kanser, germ hucrelerinde timér baskilayici genlerin mutasyona
ugramasi sonucu olusur. Bircok kalitsal baskin tip kanserlerde, timér baskilayici
genin bir mutant alleli bir sonraki nesle aktarilir. Diger allelin, mutant allelin mutasyon,
delesyon, rekombinasyon veya epigenetik mekanizmalar ile inaktive olmasi kanser
gelisimini baslatir. Sporadik kanser tiplerinde ise iki allelin de mutasyonu ile hiicre
hatlarinda gelisim gbézlemlenmektedir. Timoér baskilayici allellerdeki delesyon veya
rekombinasyon polimorfik belirteclerde heterozigozite kaybina neden olur.
Heterozigozite kaybinin analizi timorlerde delesyon ve rekombinasyonun
saptanmasinda ¢ok kullanislidir (Schulz, 2005).

Gercekte bircok arastirmaci kanser hlicrelerindeki esas kusurun hiicrelerdeki normal
DNA onarim yetisindeki sapmalarin olduguna inanirlar. Genomik b0tanlGgin
yitirilmesi hicre cogalmasini, programli hicre élumdnd ve hlcre-hlicre baglantisini

gesitli yonlerden kontrol eden bazi 6zel genlerdeki mutasyonlara yol acar. Bu



surecleri kontrol eden genlerdeki mutasyon birikimleri kansere yol agmaktadir.
Kanser hucrelerindeki genomik dlzensizligin ylUksek seviyelerde olmasi durumu
mutator fenotip olarak bilinir ve kanserlerin bir kismi DNA tamirini kontrol eden
genlerde bulunan hasarlarin sonucudur. Ornegdin xeroderma pigmentosum (XP)
ultraviyole 1sinlarina ve diger karsinojenlere karsi olagandisi duyarlilik ile karakterize
edilir ve bu hastalarda malignant deri kanseri gelisir. Bu hastalara ait hticreler DNA
onarimini basarabilmesi i¢in gerekli yedi genden birinde ortaya ¢ikan mutasyonlara
bagli olarak nikleotid eksizyon (kesip-cikarma) onariminda kusurludurlar. Bu hastalar
ultraviyole 1sina maruziyet sonucu meydana getirilen timin dimerleri gibi DNA
hasarlarini onaramazlar. Benzer sekilde bir baska 6rnek ise, kalitimsal polipozis-
olmayan kolorektal kanserde (HNPCC) DNA tamirini kontrol eden sekiz gendeki
mutasyonlar sonucunda kanser olugsmaktadir. Bu ilgili genlerin dérdi DNA yanlis
eslesme mekanizmasini kapsamaktadir. MSH2, MSH6, MLH1 ve MLH3 genlerinden
herhangi birindeki inaktivasyon, mutasyonlarin hizli  birikimine  ve  sonucunda
kolorektal kansere yol acmaktadir. Otozomal dominant bir sendrom olan HNPCC,
kolondan baska yumurtalik, uterus, bébrek gibi kanserlerin gelisme riskine yatkindir
(Klug, Cummings and Spencer, 2006 ). Kadinlar arasinda en yaygin olan kanser tiiri
olan meme kanseri igin 1994 yilinda iki tane DNA tamir geni tanimlanmistir. BRCA1
ve BRCAZ2 isimli bu iki gendeki germ hatti mutasyonlar ailesel meme kanserinin en
dnemli nedenidir. BRCA1 ve BRCA2 genlerinin molekuler iglevleri tam kesin olmasa
da hasara ugrayan DNA'nin onariminda gbérev aldidi olarak bilinmektedir. Bu
genlerdeki mutasyonlar degisken penetranslar ile otozomal dominantlar gibi davranir.
Bu genlerde mutasyona sahip kadinlar %36-85 oraninda meme kanseri olusumunda,
%16-60 oraninda yumurtalik kanseri olusumunda riske sahiptirler (Surbone et al.,
2001).

2.3.Kanser Hiicrelerinin Karakteristik Ozellikleri

Kendi iclerinde cesitlilik gbsterse de genel olarak kanserler bazi ortak &6zellikleri
paylasmaktadirlar. Bu  Ozelliklerden  bazilari  diger hastaliklarda  da
gbrulebilmektedirler. Ancak kontrolsiz hicre proliferasyonu, metabolizma
degisiklikleri, genomik kararsizlik ve metastaz kanser icin spesifik 6zellikler olarak
kabul edilmektedir (Schulz, 2005). Kanserli hiicreler bu 6&zellikleri genellikle
karsinogenez slrecinin farkll basamaklarinda kazanarak, kanser gelisiminin

devamlihgini bu yolla kolaylastirmaktadirlar.



2.3.1. Kontrolsiiz Hiicre Proliferasyonu

Tamorlerin en belirgin 6zelligi normal degerleri asan hicre bélinmesidir. TUmor
terimi vicutta anormal blyUklUklere ulasmis yapi, siskinlik veya sivi dolu Kistlere
verilen genel addir. Kanserler, hiicre sayisinin artisina neden olan bu birincil
timorlerden kdken alirlar. Doku yenilenmesi, gelisimi ve bazi kanser olmayan

hastaliklarda da artmig hlcre proliferasyonu gérilmektedir.

Genel olarak dokudaki hlicre sayisinin artisina hiperplazi adi verilmektedir. Genis
hiperplazi veya bazi hlcrelerin farklilagsmasi (displazi) sonucu benign timéorler
olusmaktadir. Displazi malign timér olusumdan bir dnceki durumdur ve bazi
preneoplastik degisimler icerir. Doku yapisinda olusan farklilagsmalar ve timoér
hicresi invazyonu bir malign timoérl veya kanseri ifade etmektedir (Sekil 2.1.).
Hiperplazi, benign timdr ve kanser mikroskobik olarak ayirt edilebilmektedir.

inwvaziv kanser

mutant hiicrs

hiperplazi

Sekil 2.1. Bir epitel dokuda kanser olusumunun ilk kanser hiicresinden
invazyona basamaklari. Kanserli hicrenin  boyut ve derecesine gbre
siniflandinimasi  gésterilmektedir. a. Hicrenin  mutasyon sonucu kontrolsiz
cogalmasi. b. Dedismis hucrelerin ve ogul hlcrelerin cogalmaya devam etmesi;
hiperplazi. ¢. Ogul hicrelerin morfolojik olarak anormallesmesi ve ¢esitli mutasyonlar
gecirmesi; displazi d. Ayni dokuda kalan anormal hicreler; in situ kanser e. Farkl
dokulara sicrayan ve dolasima karisan kanser hicreleri; invaziv kanser (Weinberg,
2007).

Kanserlerde hiperproliferasyon buylime dizenleyici sinyallere verilen cevabin
degismesi ile gelisebilir. Bazi kanserler blylme uyarici sinyallere karsi yUksek
hassasiyet gosterirken bazilari da bunlardan bagimsiz olarak gelisim g0sterir. Bu

degisken cevaplar kanserin otonom blytme karakterinin farklihgina sebep olurlar.



2.3.2. Apoptozis Yetersizligi

Hucreler tumor olusumu yolaginda ilerlerken, varliklarini tehdit eden, hiicreleri strese
sokan bircok fizyolojik neden sonucu apoptozise girerler (Weinberg, 2007).
Apoptozis, programlanmis hicre 6lUmuU ile hlcre sayisinin dengede tutulmasi
anlamina gelen ve bu dengenin bozulmasi halinde nérodejeneratif hastaliklar ve
kanser gibi patolojik durumlarin ortaya ¢ikmasina neden olan bir olgudur (Boyle and
Levin, 2008).

Bazi onkogenlerin aktivasyonu, bazi yolaklarin regilasyonunu kaybetmesi ve gesitli
DNA hasarlari apoptozis bozulmasina sebep olmaktadir. Bu durum neden
kanserlerin neredeyse tamaminda apoptozis mekanizmasinin inaktif oldugunu
aciklamaktadir (Weinberg, 2007).

Apoptozisteki hatalar neoplastik hlcrelerin yaslanmasinin 6tesinde, mutasyon
birikiminin artmasina ragmen hayatta kalabilmelerini saglar ve bdylelikle timor kitlesi
genigledikge hipoksiya ve oksidatif stresten korunma saglamis olur. Bazi kanserlerde,
Ozellikle meme kanserinde blUylme ile apoptozis arsti arasinda pozitif iligki

bulunmustur (Parton et al., 2001).
2.3.3. Hiicre Farklilagmasinin ve Hiicre Metabolizmasinin Degisimi

Bircok kanser, o&ncil doku orijini htcrelerinden ve normal farklilagsmasini
tamamlamamis hlcrelerden meydana gelmektedir. Bazilari da farklilasmanin ileri
seviyelerinde 6zellik gbésteren hicrelerden meydana gelmektedir. Bazi kanserler ise
batin farklilagsma belirteclerini tagiyan hicrelerden olusur ve en énemli ézellikleri
proliferasyona devam etmeleridir. Bu tip kanser hcrelerinin primer dokularini
tanimlamak oldukca kolaydir ve tanida blyik énem tasirlar. Kanser hicreleri, kendi
doku orijinlerinde bulunmayan belirtecleri ifade ederler. Kanser hicreleri, kolon
kanserindeki karsinoembriyonik antijen veya karaciger kanserindeki alfa-fetoprotein
gibi onkofetal olarak adlandirilan sadece fetal hiicrelerde ifade olan proteinleri ifade
eder. Melanomadaki kanser testis antijenleri ve akciger kanserindeki peptid
hormonlar gibi diger proteinler, kanserli hiicreler disinda orijinal hlcre tipinden hic
sentezlenmez ve buna ektopik ekspresyon adi verilir (Schulz, 2005).

Hucre farklilasmasi hicre proliferasyonu ile iligkilidir. Birgok normal dokuda hicre
farklilagsmasinin son evresinde geri dénisimstz olarak replikatif potansiyelin kaybi

9



gerceklesir. Buna terminal farklilasma denir. Dokularda hticre olusumu ve 6limi
arasindaki farklilasma sureci anahtar rol oynamaktadir (Schulz, 2005).

Hucre proliferasyonu, hiicre metabolizmasinda da degisikliklere neden olur. Hiicre
bélinmesi sirasinda, hicre organellerinin bdlinmelerini saglayabilmesi icin lipid
sentezi artisi gbzlemlenir. CUnkl vlcuttaki yagd depolarindan yeterince lipid
saglanamaz ve sonug olarak ilgili enzimlerin ifadesi ve aktivitesi kanserli hlicrelerde
artis gbsterir. Bu metabolizma artigi ile kanserli hlcreler gelisir ve vicudun basa
clkmak zorunda oldugu laktat gibi GrGnlerin salinimini arttirir. Metabolizma hizinin
artisi ile ortamda oksijenli solunum yeterli olmaz ve bu durumda glikoliz yoluna
basvurularak glikoz oksijensiz solunum ile laktata indirgenir. (Schulz, 2005).

Ayrica kanser hticreleri bazi toksik etkili hormon ve enzimlerin salinimini da arttirir.
Bazi sitokinler metabolik bozukluklara ve firsat¢i enfeksiyonlara sebep olmaktadir.
FAS ligand gibi bazi molekiller ise karaciger gibi hassas organlara zarar vermekte
veya homeostazinin Gretilen hormonlar ile ektopik olarak dengesini bozmaktadir
(Schulz, 2005).

2.3.4. Genomik Kararsizlik

Hlcre dénglsu sirasinda bazi potansiyel problemler genomda hasara yol acabilir.
DNA kopyalanmasi sirasinda, 6zellikle hicrenin DNA hasarn olugmasina yol
acabilecek 1sinim, karsinojenlere maruziyet gibi stres kosullari altinda olmasi, DNA
kopyalanmasi bittikten sonra, hicrenin DNA sentez sistemini kapatmasi ve M
fazinda, hicre icin gayet zor olan kromatidlerin esit sekilde ayrilmasi isini yapmasi
seklinde 3 ayri asamada problem cikmaktadir. Bu nedenle hicrenin bu islemler
sirasinda duraklama yapabilmesi gerekmektedir. Bunun yapilamamasi kanserin
6zelligi olan genetik ve genomik kararsizliga yol acabilmektedir. Genetik kararsizlik,
DNA onarimindaki hatalar nedeni ile gen mutasyonu, delesyonu ya da gen
rekombinasyonunun artmasi ile karakterize edilir. Genomik Kkararsizlik ise
kromozomlarin translokasyonuna, blylk kromozom parcalarinin kaybir ya da
tekrarlanmasina ve anormal kromozom sayilarina (andploidi) neden olabilir (Boyle
and Levin, 2008).
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Kanser ve kanser olmayan hicre proliferasyonu arasindaki fark genomik kararsizliga
dayanmaktadir. Anéploidi ve Poliploidi gibi anormallikler kanser dokularinda
g6zlemlenebilmektedirler. Diploid kalan kanser hilcrelerinde ise nokta mutasyonlari
ve DNA metilasyon modellerinde degisimler gézlenmektedir. Kanserlesme sirecinde,
hicreler kendi genomlarindaki gesitliligin sayisini arttirma egilimindedirler. Kanser
hicrelerinde, hizli proliferasyon yapabilme, stres kosullarina karsi tolerans, immdin
cevaptan kaginma 6zelliklerine en iyi uyumu saglayan hicre klonu segilir ve bu klon
gelismeye devam eder (Sekil 2.2). Kanserlesme sidrecinde hicreler mutasyon
biriktirmeye devam ederlerken bir yandan da genomik karasizliklarn ve epigenetik
bozukluklar artar. Sonuc¢ta, genomik Kkarasizlik, kanserli hlcrelerde DNA
onarimindaki bozukluklardan, genomik batlnligin kontroliindeki bozukluklara kadar
bircok sebepten kaynaklanabilmektedir (Schulz,2005).
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Sekil 2.2. Tumér gelisiminin sematik olarak goésterilmesi. Tamami olmasa da
insanda olusan kanserlerin cogu monoklonal olarak gelisim gbéstermektedir (Varmus
and Weinberg, 1993)

2.3.5. Hiicre Oliimsiizligii

Hlcrenin 6lumsizlik kazanmasi, hiicre populasyonunun sinirsiz sayida bélinmeye
maruz kalmasi anlamina gelmektedir. Normal memeli somatik hicreleri belirli bir
sayida proliferasyona ugrar ve maksimum bdélinme sayilar da “Hayflick limit” olarak
adlandirihir. Bu limit asildiginda hlcreler bazi biyokimyasal degisikliklere ugrar ve

yaslanma dénemine girerler. Ancak limit agimina ragmen bélinmeye devam eden
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hlcreler ise 6lumsizlesmis kabul edilir. Bircok kanser 6limsiz htcreler barindirir.
Tumérler 2*° kadar hiicre bulundururlar, ancak rasgele olusan ve hiicrelere biiyiime
avantaji saglayan genetik degisimlerin kanserli htcrelerde birikimi ve genetik
kararsizlik, anjiyogenez sebebiyle hicrelerin 6limsizIigu saglanmaktadir (Reddel,
2000).

Hicre  yaslanmasi  kromozom  uglarindaki  telomerlerin  kisalmasi ile
gerceklesmektedir. Telomerler tekrar dizileri icerirler. Her hiicre bélinmesi sirasinda
“TTAGGG” tekrar dizilerinin kisalmasiyla hicresel yaslanma gerceklesir. Ancak
6limsizlesen hiicrelerde telomer tekrarlari telomeraz enzimi tarafindan tamamlanir.
Bu enzim birgok kanserli hiicrede aktif durumdadir. Buna ek olarak alternatif telomer
uzamasl mekanizmasi ile de kanserli hlcrelerde 6limsizlik gerceklestiriimektedir
(Shay et al., 2006). Kanserli bazi hiicrelerde telomeraz aktivitesi gbzlemlenmemis ve
kanserin 6lumcul etkisi i¢in sinirsiz bélinmeye ihtiyag duymadigi yapilan bazi
calismalar ile gbsterilmistir (Schulz, 2005).

2.3.6. Metastaz ve invazyon

Metastaz, konum degistirmis bir lezyondur. Yayilma yani invazyon ise bir timérin
metastaz olusturma sirecine atifta bulunmaktadir. Bu slre¢ blylmekte olan
timorlerin ortaya ciktiklari, normal hulcrelerin yerini ve hacmini aldiklari, damar
bariyerlerini gecerek kan ya da lenf dolasimina girdikleri ve saghkl dokulara sizdiklari

bir dizi basamaktan olusur (Li et al., 2007).

invazyon siiresince kanser farkli doku katmanlarina veya ayni dokunun béltimlerine
yayilir. invazyon cok basamakli bir silrectir ve kanser hicrelerinin  doku
yapllanmasini  degistirmesine neden olur. Kanserlesme slrecinde bazal
membrandaki epitel ve mezensim dokular timér hicreleri tarafindan tahrip edilir ve
BM bariyerini gecen hiicreler bag doku ve kas tabakasina ilerler. Bag dokuda timor
blyimeye devam ederken, komsu bag dokuyu sikistirmaya baslar ve/veya
ekstraselller matriksi parcalayarak komsu dokuya sigrar. Stromadaki invazyon tek
tarafli degildir. Stromal hicrelerin farkli gen aktivitesiyle beraber invazyon desteklenir
veya inhibe olur. Bu stromal reaksiyon, timdr hlcrelerinin metastatik yeteneklerini
belirleyen en dnemli degisikliktir. invazyon siirecinde, immiin sistem hiicreleri stroma
hicrelerinin ve timérlerin sinyalliyle uyarilir ve buna yangi adi verilir. Yangi stromal

reaksiyon gibi invazyonu destekleyebilir veya durdurabilir (Schulz, 2005).
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Malign timoérin invazyon surecindeki en 6nemli bileseni anjiyogenezdir. Anjiyogenez
yeni kapilerler olusturarak timéri kan ile besler ve gelisimine katkida bulunur.
Anjiyogenez normal kilcallarin uzamasi ve fibrinojen gibi plazma proteinlerinin damar
disina kagmasina izin vermesi ile baslar. Perisit denilen damar disi hlicreleri dokunun
matriksine uzanir. Damar etrafinda MMP’ler tarafindan tahrip edilmis bazal membrani
saran ve catallasmalar yapan Kkilcallar normal dokuyu veya kanser Kkitlesini
cevrelerler. Normal anjiyogenezde endotelyal hiicreler normal bir proliferasyondan
gecer. Ancak timdr anjiyogenezinde kilcallar diizensizdir. Anjiyogenezin kontroliinde
yer alan pro-anjiyogenik ve anti-anjiyogenik faktdrler proteazlar tarafindan
ekstraselller matriksten uzaklagir. Bu da anjiyogenezin regllasyonunu engeller.
Normal ve timdr anjiyogenezindeki diger fark blylime faktorleridir. Tumér dokular
normal dokulara goére cok yiksek seviyede Fibroblast blylime faktorleri(FGF'ler),
epidermal blyime faktéri(EGF) ve anjiyopoetin 1 ve 2 ve sitokin benzeri IL8 gibi
Plateletten farkhlasmis blyume faktdrleri(PDGF’ler) ve ana faktér olan vaskdler
endotelyal blyime faktérG(VEGF) Uretir. Bunlar kilcallan ve endotelyal hicre
proliferasyonunu uyarir. invazyonda kritik konuma, bilyllyen veya gé¢ eden timor
hlcresi kan veya lenf damarina rastlayinca gelinir. Blytyen timér hicresi veya tek
bir timdér hicresi damar sikistirir ve damar igine gecen hicreler vicutta bir dolagim

yetenegdi kazanirlar (Schulz, 2005).

Metastazin gelisip gelismemesinden bagimsiz olarak, invazyon karsinomanin gelistigi
organin adipoz dokusunda, doku kapsuliinde ve komsu organlarda islemini strdGrdr.
Bu durumda invazyon sirasinda karaciger, bébrek, pankreas ve yumurtalik gibi bazi

kanserlerde karinzari boslugundan sicrama cok sik goértilmektedir (Schulz, 2005).

Metastaz suresinde kanser hlcreleri primer timérden ayrilarak, kan ve lenf damarlari
ile yeni organlara gé¢ edip ve uzak organlari kolonize ettikleri bir dizi basamag: icerir
(Schulz, 2005). Malign hlcreler metastaz adaylari olmadan énce bazi timérijenik
kosullar yerine getirmelidirler. Sinirsiz ¢ogalabilmeli, kéken aldiklari dokularin
cevresel kisitlamalarindan kacginabilmeli, anjiyogenez yani, yeni kapiler ve kan
damarlari olusturarak kan tedariki saglayabilmelidirler. Belki de en 6nemlisi yeni
dokulara uyum saglayabilme kapasitesi kazanmis olmasidir (Hanahan and Weinberg,
2000). Taméorler blyudikece immuin yanitin olusturdugu baskilar, oksijen derisiminin
azalmasi ve dokuda asiditenin artigi gibi gevresel baskilara uyum saglamali ve tepki
vermelidirler (Fidler et al., 2000).
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Metastazlarin organlara dagihmi primer timoérin tlrine ve yerine baglidir. Ayrica
metastaz timériin dagiim yolu ile de ilintilidir. Ornegdin sarkomalar kaslari vendz
drenaji yizinden akcigerlerde metastaz yapma egilimindedir; kolon karsinoma
hicreleri portal dolasima girerek karacigere erisebilirler (Boyle and Levin, 2008).
Metastaz sirasinda kanser hicreleri mutlaka damar disina ¢ikmak zorundadir. Bu
durum genelde mikrokapiller sistemi olan karaciger, akciger, bébrek ve kemik gibi
organlarda gerceklesir (Schulz, 2005). Metastatik hlcreler lenfatik nodlarda da
yayllma yapabilirler. Metastatik hlcreler lenfatik kanallar boyunca bir noddan digerine
gecebilir ve drenaj nodlarinda birikebilirler. Buradan eferent lenf nodlarina akarak
bircok organa dogru ilerleyebilirler. (sekil 2.3.). Ancak nodlarin bazal membranin
kithgr sebebiyle kapiler sisteme gbre tUmdr hiicresi girisi tehlikesi daha azdir. Bir
timor hicresinin lenf damarlarinda ya da kapillerlerde yayillma egilimi drenaj
nodlarinin subkapsuler sintdstndeki retikiler lifler ya da kan damari i¢ ¢eperindeki

endotelyal hicreler gibi 6zgin yapilara yapisabilme yetenegine baghdir (Chambers
et al., 2002).

Sekil 2.3. Metastaz. Metastaz sirasinda vicudun diger yerlerine gé¢ eden hicreler.
Bu hlcreler doku membranlarini parcalayabilirler. Lenfatik sistem ve kan damarlarina
girebilen bu hicreler, buradan kacarak farkli dokularda ikincil kanser formlari

olusturabilmektedirler (www.anaximperator.wordpress.com).
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Metastazlarin en cok gelistigi yer karaciger, beyin, kemikler, akciger ve adrenal
bezlerdir. “seed and soil (tohum ve toprak)” hipotezine gbére, kanser hicrelerinin
kdken aldiklari doku metastaz hedefine afinitesini etkilemektedir. Ornegin fizyolojik
olarak kalsiyum gereksinimi olan meme kanseri hiicreleri, kalsiyum agisindan zengin

oldugu igin kemikte metastaz yapmay!i secerler (Jodele et al., 2006).

Metastaz ile yeni dokuya gelen kanser hicreleri dokunun matriksine yapisir ve
hayatta kalmaya calisir. Kanserli hiicreler genislemek igin mikrometastaz yapar. Bu
islemler sirasinda kanser hucreleri yillarca sdrebilecek uyku formuna gecebilirler
(Schulz, 2005).

Gulncel aragtirmalar kan ve/veya lenf damarlarinda metastatik hiicrelerin saptanmasi
ve primer timdrlerin metastaz olusturma egilimleri hakkinda tahminde bulunmayi
saglayacak gen ifadesi értntdlerinin tanimlanmasi Gzerinde odaklanmaktadir (Boyle
and Levin, 2008 ).

2.4. Dolasima Karigmisg Tumor Hucreleri (Circulating Tumor Cells-CTC’s)

Tumoér dokusundan ayrilarak, kan veya lenf damarlari aracihgi ile vicutta dolasan
hlcrelere dolasima karismis timér hicreleri adi verilmektedir. Dolasim halinde olan
bu hicreler, kanser hicrelerinin invaziv olma oranlarini tanimlarlar. TUmor
hlcrelerinin anjiyogenez ile gelismesi ekstraselller matriksi bozar ve timaor hicreleri
hareketlilik kazanir. Ayrica boélgesel dretilen fibroblast blyime faktorl, hepatosit
blylime faktéri ve epidermal blylime faktérl, dénltstlrict blyime faktoéri(TGF-B)
timdr hdcrelerinin hayatta kalmasini dengeler ve E-kaderin regulasyonu hiicre

adezyonunu bozar ve tumér invazivligini arttirir (Paterlini-Brechot and Bernali, 2007).

Dolagima karismis timor htcreleri gé¢ ederken bir kiimelenme olustururlar. Kan
damarlarinda kiimelenmis olarak bulunan CTC’ler hayatta kalma, hedef organlarda
mikrometastatik lezyon olusturma ve proliferasyon potansiyellerini de arttirmis olurlar
(Thiery and Sleeman, 2006).

Hedef organa ulasan CTC’ler tekrar proliferasyon 6zelligini kazanmak icin epitel
hlcrelerine ihtiya¢ duyarlar. Hedef organ ile metastatik timdr hicreleri arasindaki
iliski tam olarak ¢dzilemese de hedef organa 6zgl kemokin molekdllerin gé¢ eden
timor hdcrelerini kan damarlarinin duvarlarina yapismasi igin uyardigr ve kan

damarindan 6zgun hedef organa giris oldugu distntlmektedir (Fidler, 2003).
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Ayni dogrultuda fikir birligi saglamis giincel calismalar invazyonun erken dénemde ve
bazen klinik olarak sessiz bir yayilim ile olabilecegini géstermektedir. Tumoér hiicre
yaylhiminin, yillar sonra ortaya ¢ikan birincil timér gelisiminden énce olabilecedi
distnulmektedir. Aslinda, primer timoér hlcrelerinin 6zgin bir gen ifade 6rintisine
sahip olabilecegi ve bu érintliintn metastatik kolonilerle eslestigi distindimektedir. Bu
6rintindn, timor ister sabit kalsin isterse de metastaz yapsin, erken tani igin yiksek

hassasiyetle kullanilabilecegi distintlmektedir.

Epitel kdkenli kanser hlcrelerinin dolagsimda hayatta kalma streleri duisUktir.
Dolasimdaki timér hiicreleri “anoikis” sureci ile kan damarlarinda hizlica kaybolurlar.
Anoikis hicrelerin kendi dokusu disina ciktiginda programli élimatdar. Ancak
metastatik potansiyele sahip kanser hicrelerinin ¢ogu apoptozis inhibitérleri ile
baglantili olarak anoikise direnclidir. Dolagima karigsmis timor hicreleri tanimlanmis
hayvanlarla yapilan ¢alismalarda, CTC’lerin 1/40’1 mikrometastaza nenden oldugu,
makrometastaz icin %0.01 proliferasyon goértlmustir. Bu metastatik eksikligin,
CTC’lerin apoptozise hassas olmasinin, hedef organlardaki yalniz hlicrelerin hayatta
kalamamasinin neden olabilecegi, erken mikrometastazin basarisiz olmasi sonucu
anjiyogenezin bagslamasi ve makrometastazin devam etmesi olabilecegi
distnulmektedir. Yalniz hlcrelerin ve mikrometastazlar birka¢ yil i¢cin dormansiye
girmis olabilmekte ve bunda immun sistemin ve anjiyogenezin etkisinin olabilecegi
distnulmektedir (Luzzi et al., 1998). Malign timérler lenf, kan damari ve omurilik
sivisi gibi metastaz yollarina kendiliginden veya cerrahi midahaleler sirasinda
girebilmektedirler. Yapilan ¢alismalarda, CTC’lerin timor belirtecleri olarak en uygun
tani yontemi oldugu kabul edilmekte ve Uzerinde yogun calismalarin yapildigi
bilinmektedir (Elshimali and Grody, 2006).

2.5. Tumor Belirtecleri

Birgcok kanser tipi, Proto-onkogenlerin, timdr baskilayici genlerin veya DNA onarici
genlerin mutasyon, amplifikasyon ve rekombinasyonu ile olugsan farkliliklarin sonucu
olarak ortaya ¢ikmaktadir. Bu durumda, en dogru kanser tani yéntemlerinden biri
bireyin timor hicrelerinde tasididi tanisal degeri olan biyobelirteglerin belirlenmesidir
(Schwab, 2008). Kanser gelisimi sirasinda hem hticresel morfoloji hem de molekiler
imzalar degisir. Bu degisikliklerin biyobelirteclerin yardimiyla hassas olarak fark
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edilmesi kanserleri erken yakalama ve tani koyma sirecini hizlandirabilir (Srivastava
and Wagner, 2007).

Biyobelirtecler viicut sivilarinda kanser gibi patolojik bir durumun sinyalini veren DNA,
RNA, protein veya metabolit gibi miktari élctlebilen molekullerdir. Bir biyobelirteg,
malign olusum tarafindan salgilanan molekul olabilecedi gibi, vicudun timaére karsi
verdigi 6zgun bir yanit da olabilir. Gen dizilimi, ifadesi ile protein yapisi ve islevindeki
degisiklikler kanserle ve kanserin gelisim asamalari ile iligkilendirilebilir (Srivastava
and Wagner, 2007).

Normal biyolojik, patolojik slreclerin veya tedaviye verilen cevabin indikatérleri olan
biyobelirtecler insan vicudunda nikleik asitler, proteinler, karbonhidratlar, lipidler ve
kigUk metabolitler gibi biyokimyasal cesitlilige sahiptir ve kan veya doku
orneklerinden biyomedikal gdrintilemeye kadar genis bir tani yelpazesi iginde
arastirilabilmektedir (Nass and Moses, 2007).

Tamor belirteclerinin gelistiriimesi, dogru degerlendiriimesi ve onaylanmasi igin bes
asamali ilkeler belirlenmigtir. Bu ilkeler ile biyobelirteglerin klinik uygulamalara gegisi

kolaylastiriimistir.

Asama 1: Potansiyel yarara sahip biyobelirteclerin tanimlanmasini iceren bulus

asamasl

Asama 2: Belirteclerin kanserli insanlar ile olmayanlar arasinda ayirt etme acgisindan
ayrintili analizlerin yapildid1 onaylama asamasi

Asama 3: Belirteclerin c¢esitli arastirma gruplarindan zaman iginde toplanmis
dokularin karsi teste tabi tutularak klinik dncesi belirtecin hastaligi saptama asamasi.

Asama 4: Ileriye déniik calismalari igerir.

Asama 5: Biyobelirtecin hem kanseri yakalamadaki basarisini hem de populasyon
Uzerindeki toplam etkisini degerlendiren blyuk élcekli calismalari icerir.

ideal bir biyobelirtecin duyarliigi, seciciligi biyik dnem tasimaktadir. lyi bir timor
belirtecinin hem duyarlligi hem de segiciligi %100 olmahdir ancak henlz bdyle bir
belirte¢ bulunamamistir (www.cancer.gov). Tumor belirteglerinin klgUk boyuttaki
timorlerde de pozitif sonug verebilmesi, saglikli bireylerde pozitif sonu¢ vermemesi,
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maliyetinin digUk olmasi, hizli sonug verebilmesi, molekller deneylerin stabil olmasi
ve belirteclerin tekrarlanabilirliginin olmasi gerekmektedir (Pepe et al., 2001).

2.5.1. Tumor Belirteci Olarak MMP’lerin Kullanilmasi

Tamor belirteci olarak kabul edilen MMP’lerin temel substratlari ECM bilesenleridir.
MMP ailesine ait en az 23 proteinaz, ekstraselller matrikste kendi substratini
parcalayabilmektedir (Cizelge 2.1. ve Cizelge 2.2.). MMP’ler genel 6&zellikleri
bakimindan yapisinda katalitik cinko iyonu bulundururlar. Klinik arastirmalar icin
MMP’lerin daha 6zglinlesmis olan tyeleri tercih edilmektedir (Schulz, 2005).

Cizelge 2.1. Omurgalilarda Metalloproteinaz Ailesi

Protein MMP Domeyn Kompozisyonu
Kollajenaz 1 MMP-1 B
Jelatinaz A MMP-2 C
Stromelizin 1 MMP-3 B
Matrilizin MMP-7 A
Kollajenaz 2 MMP-8 B
Jelatinaz B MMP-9 D
Stromelizin 2 MMP-10 B
Stromelizin 3 MMP-11 E
Makrofaj Elastaz MMP-12 B
Kollajenaz 3 MMP-13 B
MT1-MMP MMP-14 F
MT2-MMP MMP-15 F
MT3-MMP MMP-16 F
MT4-MMP MMP-17 F
Kollajenaz 4(zenopus) MMP-18 B
isimiz MMP-19 B
Enamelizin MMP-20 B
XMMP MMP-21 G
CMMP MMP-22 B
isimsiz MMP-23 H
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Sekil 2.4. Metalloproteinazlarin Domein yapisina gére siniflandiriimasi

Ekstraselller matriks (ECM) ve dolayisiyla onun énemli bir Gyesi olan MMP’ler
organizmanin normal gelisiminde kritik dneme sahiptir. Sinyal iletim sisteminde,
hicre farklilasmasinda, hicre Olimlerinde hayati 6nem tasiyan ECM ylksek
hassasiyetle korunmus ve regule edilmiglerdir. Bitkiler, omurgall ve omurgasizlardan
elde edilen 64 MMP ailesi Gyesi enzimin incelenmesi ve analizleri sonucu MMP’lerin
23 alt ailesi oldugu saptanmigtir (Cizelge 2.1., 2.2.). Veriler alt ailelerin yapisindaki
domeyn ve ¢oklu domeyn yapilarinin erken evrimin oldugunu kanitlamaktadir. Ayrica
matrilizin sinifindaki basit domeyn yapisi da geri evrim olarak tanimlanmistir(Sekil
2.4.). Omurgalilarin yani sira omurgasizlarda ve bitkilerde de ¢oklu dizi analiz
yontemi ile MMP’ler tanimlanmistir. Yapilan ¢alismada peptid dizi analizi ile metal
icerikli enzimin B.fragilisde bulunmasi sonucu MMP’lerin ¢ok eskiden beri var
oldugunu disindurmektedir. Bitkiler ve omurgasizlardaki MMP’ler kuvvetli bir
baglanti géstermektedir. Yalniz XMMP diger MMP’lerden farkli bir yapiya sahiptir.
Bitki ve omurgasiz MMP’lerinin yapisinda hemopeksin benzeri domeyni
bulunmamaktadir. Siniflandirmada kullanilan yéntemlerin birincisinde sinyal ve
propeptid bolgeleri  karsilastirlmistir.  Evrimsel farklilklar genlerdeki nokta
mutasyonlar, delesyonlar, insersiyonlar géz 6nliine alinarak siniflandiriimistir. Coklu
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dizilemede ikinci ve tclncd siniflandirmada cesitlilik ve korunumda evrimsel édnemi
olan MMP’lerin katalitik ve hemopeksin benzeri domeynlerin dizileri géz éninde
bulundurulmustur (Cizelge 2.3.) (Massova et al., 1998).

B @ MM P2
@) MMPY

@ MMP12

(i} MMPI

(i) MMPs
@ MMPI3

() MMP3 and MMP10
MMP newt

Collagenase-4 frog
1_ CMMP
(i) Enamelysin
—{ @ MMP7
@ MMPL1
(& MT3-MMP
4‘_: (D MTI-MMP
(® MT2-MMP
MT4-MMP
@ MMP1G
WMMP plant

4|_{ Envelysin
MBMMP nematode

XMMP

Sekil 2.5. Dendogram; MMP’lerin evrimsel siniflandiriimasi. Yuvarlak icindekiler

insan kromozomal orijini igin uygun olanlar.

MMP’lerin normal fizyolojik dokularin degisiminden ve ekstraselller matriksin tim
bilesenlerinin degredasyonundan sorumlu oldugu bilinmektedir (Tutton et al., 2003).
Yapilan calismalarda kanser hicrelerinde MMP  seviyesindeki artis, MMP’lerin
metastaz, anjiyogenez ve  hicre  proliferasyonunundaki  etkinligi ile
iliskilendirilmektedir. MMP’lerin timér hicrelerindeki seviyelerinin artmasinin yani
sira stromal ve yangisal hicrelerdeki aktivite artisi, MMP’lerin dolasima karisan
timor hicrelerinde de saptandigini géstermektedir (Zucker and Cao, 2005). Yapilan
calismada serumlarinda yiksek MMP-9 aktivitesi saptanan hastalarin, distk aktive
belirlenen bireylere gére metastaza daha yatkin oldugu ve hayatta kalma sirelerinin
kisaldigini gdsterilmigtir (Nikkola et al., 2005). Bu durumda kanser hastalarindan
alinan serum &rnekleri kullanilarak, dolagimdaki MMP miktarlarinin belirlenmesinin

kanser tanisinda kullanish olabilecedi dusundlmektedir.  Yapilan calismalarda
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hassasiyetin yiksek ve sonugclarin tekrar edilebilir olmasi énem tasimaktadir (Zucker
and Cao, 2005).

2.5.2. MMP’lerin Belirte¢ Olarak Kullanildigi Durumlar

Matriksinler olarak da bilinen MMP’ler embriyonik gelisim, organ morfogenezi, kemik
yapilanmasi, anjiyogenez gibi bircok normal biyolojik slrecte ve artirit, kanser,
kardiyovaskuler hastaliklar, nefrit, nérolojik bozukluklar, Ulser, karaciger fibréza,
amfizem gibi patolojik sireglerde énemli rol alir (Parks and Mecham, 1998).

Ornegin amniyon epiteliyal hiicreleri dogum éncesi apoptotik hiicre dliimlerine maruz
kalir ve bu olay kollojen degredasyonundan sorumlu olan MMP-13 ile
iliskilendirilmektedir (Lei et al., 1996). MMP’lerin patolojik iglevleri transgenik
hayvanlar ve gen transfer teknikleri ile de kontrol edilmektedir. Fare blastosit
blylUmesi sirasinda ve iskelet doku yapisinin gelisiminde trofoblast dev hlcrelerinde
MMP-9 ifadesi kritik rol oynar (Reponen et al., 1994). MMP-9 eksigi olan farelerde
acik bir fenotipik bozukluga rastlanmamistir. Yapilan calismada MMP-9 eksikliginin
blylk ihtimalle diger MMP’ler tarafindan gideriimekte oldugu diastnitlmektedir (Liu et
al., 1998). MMP-12 eksigi olan ve uzun sire sigara dumanina maruz kalan farelerde,
yabanil tipte gelismesine ragmen amfizem hastaligi gelismemistir (Shipley et
al.,1996). MMP eksikligi olan Nakavt fareler ile yapilan calismalarda ise bag doku
anomalilikleri ile cticelik, osteopeni ve artirit hastaliklari calisiimaktadir (Holmbeck et
al., 1999).

MMP’lerin ekstraselller matriksin degredasyonundaki roliinden dolay! patolojide
6nemli bir rol aldigi bilinmektedir. Daha 6nceki arastirmalarda da belirlendigi gibi
matriks metalloproteinazlar ECM’nin yeniden yapilandiriimasinda ciddi bir éneme
sahiptir. Cinko bagimli endopeptidaz olan MMP’ler normal dokularin zorunlu bilegeni
iken patolojik durumlarda da belirte¢ olarak énemi bulunmaktadir (Chen et al., 2005).

Dolasima karigsmis matriks metalloproteinazlarin  miktarinin ~ élgctimu, kalp
rahatsizliklari ve ventrikller yapilanmada biyobelirte¢ olarak potansiyele sahiptir.
MMP’lerin ekokardiygrafik parametreler ile ciddi anlamda baglantili oldugu ve gelecek
arastirmalar icin umut vaat ettigi saptanmistir. Yapilan calismada sistolik kalp
rahatsizligi ¢eken hastalarda periferik kan plazmasinda MMP miktari R+D sistem
ELISA ybntemi ile kontrol edilmistir. Yapilan bu c¢alismadaki sonuglarla MMP-9 ile
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sistolik kalp rahatsizligi ¢ceken hastalar arasinda anlamli bir iligki kurulamamistir.
Ancak bu konu hakkinda birgok calisma yapilmaktadir. (Vorovich et al., 2008).
Ankilozan Spondilit hastalarinin serumlarindaki MMP-3 miktarlarini ELISA yéntemi ile
MMP-3
(stromelizin-1), agregan, fibronektin, laminin ve kollajen icerikli ECM bilesenlerinin

Olcerek hastalik ile MMP aktivasyonu arasindaki iligki oélctlmuastar.

hidrolizine neden olmaktadir (Chen et al., 2005).

Cizelge 2.2. MMP’ler ve Substratlari (Kahari and Saarialho-Kere,1999)

Enzim

Substratlar

Kollajenazlar

Kollajenaz-1(MMP-1)

Kollajen LILILVILVIILX, jelatin,agregan, versikan,proteoglikan
baglama proteini,L-selektin, entaktin, tenaskin,serpinler, a2-
makroglobulin, TNF énculi,MBP,IGFP-3

. i i Kollajen LILILVILVIILLX, jelatin,agregan, fibronektin, laminin,
Kollajenaz-2(MMP-8) serpinler, a2-makroglobulin
Kollajen LILILVILVIILLX, jelatin,agregan, perlekan, fibronektin,

Kollajenaz-3(MMP-13)

laminin, tenaskin, fibrilin,SPARC, serpinler, PAI

Jelatinazlar

Jelatinaz A, 72kDa(MMP-2)

Jelatin, Kollajen LILIILVILVIIILX, agregan, versikan, proteoglikan
baglama proteini, fibronektin, laminin, laminin-5, tenaskin, fibrilin,
SPARC, elastin, vitronektin, a2-makroglobulin, TNF
o6ncili,MBP,IGFP-3

Jelatinaz B, 92 kDa(MMP-9)

Jelatin, Kollajen LILILVILVIIILX, agregan, versikan,nidojen,
proteoglikan baglama proteini, fibronektin, fibrilin, SPARC, entaktin,
elastin, vitronektin,a1-antitripsin, a2-makroglobulin, TNF éncul(,
MBP,anjiyostatin

Stromelizinler

Stromelizin-1(MMP-3)

Jelatin, Kollajen LILILVILVIIILX, agregan, versikan,nidojen,
proteoglikan baglama proteini, fibronektin, tenaskin, fibrilin, SPARC,
entaktin, elastin, TNF 6ncili,MBP,IGFP-3

Stromelizin-2 (MMP-10)

Kollajen IILIV,V jelatin,agregan,nidojen, proteoglikan baglama
proteini, fibronektin, elastin

Stromelizin-3(MMP-11)

al-proteinaz inhibitdri,agregan(zayif),fibronektin,laminin

Matrilizin(MMP-7)

Kollajen IV jelatin,agregan,nidojen, fibronektin, elastin, laminin,
tenaskin,versikan SPARC,vitronektin,MBP,anjiyostatin

Metalloelastaz (MMP-12)

Kollajen IV jelatin,agregan,nidojen, fibronektin, elastin, fibrilin,
vitronektin, a1-antitripsin, TNF éncil(, anjiyostatin

Membran Tip MMP’ler

MT1-MMP(MMP-14)

Kollajen LI, jelatin, nidojen, agregan, perlekan, fibronektin,
laminin, tenaskin, vitronektin, fibrilin

MT2-MMP(MMP-15)

agregan, perlekan, fibronektin, laminin, tenaskin

MT3-MMP(MMP-16)

Jelatin,kaskin
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MT4-MMP(MMP-17) Jelatin, TNF 6ncull
MT-5MMP(MMP-24) Tanimlanmamis
Diger MMP’ler

MMP-18&-19 Jelatin
Enamelizin(MMP-20) amelojenin
MMP-218&-228&-23 Tanimlanmamig

Matriksinler ECM’nin yapisini bozarak kanser hicrelerinin yayllimindan da
sorumludurlar. Ayrica birincil ve metastatik timdrlerin blylimesinde ¢evresel destegdin
saglanmasinda da 6nemli rol oynarlar. Spontan adenom polipoz koli (APC) gen
mutasyonunun gelistigi farelerde intestinal timér gelisimi gbézlenirken MMP-7 eksigi
olanlarda timér gelisiminde ve blylimesinde bir azalma gértlmustir (Masson et al.,
1998).

Matriks metalloproteinazlarin gen ifadelerinin yani sira post-translasyonel zimojenik
ve enzim inhibitér baglanmalan ile reglle edildigi bilinmektedir. Proteinaz
aktivasyonu, zimojenik basamaklar ile dizenlenmektedir. Substrat jel elektroforezi
veya Zimografi yaygin olarak timér dokularinda ya da timér hicre besi yerlerindeki
MMP miktarlarinin belirlenmesinde kullaniimaktadir. Bu ydntem, hlcresel MMP
profilleri hakkinda hassas ve hizli bir sekilde fikir edinilimesinde kullaniimaktadir
(Birkedal-Hansen, 1995).

Siklikla kullanilan bu yéntem bazi yanlis anlamalara da sebep olmaktadir. MMP
zimojenleri bu deney ortaminda, sodyum dodesil silfat ortaminda proteolitik
aktiviteleri gbdzlemlenmekte olup ayrica MMP/TIMP (metalloproteinazlarin doku
inhibitéri) kompleksinin  bagh olmadigi  bir elektroforetik ortamda deney
gerceklesmektedir. Bu durum normalinden fazla enzimatik  aktiviteyi

gO6sterebilmektedir.

Bu durumlar g6z 6nlne alindiginda zimografi yontemi kullanilarak elde edilen
sonuglar bir bagka deney ile kontrol edilebilmektedir. Floresan peptid MMP
substratlan ile tanimlanan ve peptidaz aktivitesinin goérintilenmesini saglayan
yontemler bulunmaktadir. ELISA yéntemi de Zimografi sonuglarinin  kontrol(

acisindan yaygin kullanilan yéntemler arasindadir.  Ayrica daha gelismis olarak
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MMP eksikligi olusturulmus nakavt fareler ile gen inaktivasyonu kontroll
yapiimaktadir ( Ellerbroek and Stack, 1999).

Zimografi yontemi hizh ve hassas sonuglarindan dolayr kanserli doku ve
serumlardaki MMP aktivasyon miktari i¢in uygun bir yéntem olarak gérilmektedir. Bu
nedenle gastrointestinal tUmo&rli hastalarda da en sik tercih edilen Zimografi
yénteminde MMP ailesinden daha cok jelatinaz sinifi matriksinler tercih edilmektedir.

2.5.3. Matriks Metalloproteinazlarin Kanserli Dokulardaki Aktivasyonu

Kanser hucrelerinin metastatik potansiyel kazanmalari icin aday hdcrelerin birincil
timoérden kopmalari ve cevreleyen hicre disi matriksi (ECM) olusturan protein
yapilarina baglanarak bunlari bozmalari gerekir. Solid timdrlerin ¢cogu epitel
kdkenlidir ve normalde epitelyum doku bazal membran tarafindan stroma ve
mezensimal dokulardan ayirilir. in situ karsinomadan metastatik potansiyel tasiyan
invaziv timdre geciste ilk adim bazal membranin olusturdugu bariyerin asiimasidir
(Engbring and Kleinman, 2003).

Bazal membran Kollajen IV, laminin, entaktin ve heparan suilfat gibi proteoglikanlari
iceren yapisal bir protein kompleksinden olusur. Tumdér hicrelerinin bazal membran
ve ECM bilesenleri ile etkilesimi, yapisma ve matriks bozunmasi olmak Gzere iki Kritik

faz icerir (Boyle and Levin, 2008).

Kanser hicrelerinde metastazin baslamasi icin genellikle, siki baglantilar, adherens
baglantilari ve desmozomlar gibi hiicre-hlicre baglantilarinin yapilari ile E-Kadherin
ve benzeri hlcreler arasi yapisma molekillerinin ifadesinde degisimler olusur
(Glukhova, Deugnier and Thiery, 1995). Ayrica epitel hcreler integrin gibi bagka
molekil siniflari ile bazal membran ve ECM ile temas kurarlar. Ozellikle integrinlerin
ifade oruntllerindeki degisikliklerin kanser hcrelerinin basarili bir gé¢ icin bir 6n
kosul olarak mikro gevrelerindeki degisimlere uyarlanmasi Gzerinde buyilk etkileri
olabilmektedir. Hlcre disindaki ECM’yi hiicre icindeki hiicre iskeletiyle birlestiren ve
bdylece hicreleri ECM bilesenlerine yapistiran integrinlerin kanser hucrelerindeki
ifadelerinde bircok farkliik oldugu belirlenmistir (Moschos et al., 2007). Ayrica
immuanuglobin stper ailesi Uyelerinin ifade degisimleri ile timaér hicreleri Gzerindeki

integrinlerle etkilesime girerler ve bunlarin damar digina ¢ikmasini kolaylastirirlar.
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Epitel hicrelerin bizilmesini tetikleyerek, damarin bazal membranini agiga cikartir
ve tUmér hicrelerinin - agiktaki proteinlere yapismak (zere girisini saglar
(Kazerounian, Yee and Lawler, 2008).

Matriks bozulmasinda ise yayllmaci kanser hulcrelerinde ECM bilesenlerinin
bozulmasinda rol alan birgok enzimin ifadesi artarken, bu enzimlerin dizenleyen
molekullerin ifadesi azalir; bu sekilde kanser hucrelerinin yayilmasi kolaylagir
(Bogenrieder and Herlyn, 2003). Matriks metalloproteinazlar (MMP’ler) ECM
bilesenlerinin bozulmasinda rol oynayan enzimlerin énemli bir grubudur. MMP ailesi
substrat tercihleri farkh olan, ¢cok sayida enzim icerir. Bunlar Kollajenaz, jelatinaz,
stromelizindir. MMP enzim ailesinin tim CGyelerinde bir bas bdlgesi ve substrat
baglanmasinda rol alan ¢inko iceren, yliksek dizeyde korunmus bir katalitik bélge
bulunur. Bunlar normal gelisimde ve morfogenezde énemli rol oynarlar ve etkinlikleri
siki kontrol altindadir. Aktivasyon, bas boélgenin kesilmesine baghdir ve endojen MMP
inhibitérleri tarafindan dizenlenir; bunlarin arasinda a-2 makroglobulin  ve
metalloproteinazlarin doku inhibitérleri (Tissue Inhibitors of MMPs, TiMP’ler)
sayilabilir. MMP’ler ve MMP inhibitérleri arasindaki dengesizlik hicre digi matriksin
asiri bozulmasina yol agarak, kanser hicrelerinin kendilerini ¢gevreleyen dokulari istila
etmesini ve metastaz olusturmasini saglar. Uzerinde en ¢ok calisma yapilmis
MMP’ler MMP-2 (Jelatinaz A) ve MMP-9 (Jelatinaz B)'dir. Mesane, meme, kolon,
prostat, akciger, 6zofagus ve gastrik kanser dokularinda etkin MMP-2 veya MMP-9
formlarinin dizeylerinin arttigina dair agik kanitlar vardir. Bu ifade artisi kanser
hlcrelerinde veya cevredeki normal stromal hcrelerde olabilir ki, bu da stromal
hicrelerin kanser hiicrelerinin gé¢l, yayllmasi ve metastazini kolaylastiran faktérlerin
salgilamasini tetikledigine isaret etmektedir (Duffy et al., 2008).

MMP’ler, ECM bilesenlerini bozmanin yani sira anjiyogenezdeki rolleri nedeniyle
metastazin tegvik edilmesinde dolayh bir etkiye sahiptir. Kapiller filiz olusumu,
stromada lokalize proteinleri gerektiren fizyolojik bir sirectir. MMP-9, ECM’de
sekestrasyon (ayirma) yolu ile vaskiler endotelyal blylime faktorini (VEGF) aciga
cikartarak, kanser ilerlemesi sirasinda olusan “anjiyogenik salter” de rol oynar. Ayrica
bu proteazlar, blylime faktérlerinin membrana bagh 6n bicimlerin bdlge disi kesilmesi
ve kanser hicreleri icin mitojenik ve kemotaksik olan peptidlerin salinmasi yoluyla da
sUrekli timdr blylimesine katkida bulunurlar (Christiansen and Rajasekaran, 2006).
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2.6. Tez Calismasinda Kullanilan Matriks Metalloproteinaziar
2.6.1. Matriks Metalloproteinaz — 2(MMP-2;Jelatinaz A)

Matriksinler, 3 tane aktif ¢cinko baglayici histidin rezidusuna sahip, metzincin ailesinin
Uyesi olan endopeptidazlardir (Benbow and Brinckerhoff, 1997). Sekiz farkl domeyn
kompozisyonuna sahiptirler ve substrat 6zgllliklerine gére siniflandinlirlar
(Cizelge.2.4) (Nagase and Woessner, 1999).

Bir Jelatinaz olan MMP-2, Zn*? bagimli bir endopeptidaz olup zimojen formda
sentezlenir ve salgilanir. Ekstraselller matriksin iki ana bilesigi olan tip IV kollajen ve
jelatinin degredasyonunda kilit bir rol oynayan MMP-2 ayni zamanda kollajenaz tip
IV-A olarak da isimlendirilir. MMP-2 geni, kromozom 16 q13-g21 lokalizasyonunda
bulunmaktadir ve 13 ekzon igermektedir. Protein yapisinda pre, pro, katalitik,
baglanma ve hemopeksin domeynlerini icermektedir (Sekil 2.4.). Pre bdlgesi sinyal
sekansini, pro bdlgesi serbest ¢inko baglama tiyol (SH) grubunu, katalitik bdlge ¢inko
baglanma bdlgesini ve kollajen fibronektin tip Il bdlgelerini icermektedir. MMP-2
jelatinaz A proteininin aktif formu 68 kDa iken, pro-MMP-2 72 kDa agirhgindadir
(Morgunova et al., 1999).
Katalitik Bolge

SH Hemopeksin
>
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= 5

Sekil 2.6. MMP-2 proteinin yapisi (www.atlasgeneticsoncology.org’dan alinmistir.)

Baslangic bdlgesi olan pre domeini N-terminal sinyal sekansi icerir ve proteini
endopazmik retikulma yénlendirir. Pre domeinini takip eden Pro domeini herhangi bir
tahrip veya ayrilama olana kadar enzimin sessiz kalmasini devam ettirir. Hemopeksin
domeini doku metalloproteinaz inhibitéri (TIMP) baglanma ve bazi substratlarin
baglanma bdlgelerini, membran aktivasyon ve bazi proteolitik aktivitelerin oldugu
bdlgeleri icerir. MMP-2’nin katalitik domeininde zengin sistein tekrari olan Ugli kuyruk
dizisi bulunmaktadir. Bu bdlge kollajen tip |l baglanan fibronektin tekrarlarina
benzemektedir. Bu benzerlik domeine kollajen ve elastine baglanma ve ayirma

yetenegdi saglamaktadir (Morgunova et al., 1999).
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MMP-2 aktivitesinin diizenlenmesi bircok asamadan olugmaktadir. TIMP-2 ve hiicre
yuzeyi reseptéri MT1-MMP dlzenlemede kritik belirleyicilerdir. YUksek derecede
TIMP-2 ve MT1-MMP aktivasyonu, MMP-2 ile Gg¢lu bir form olusturarak pro-MMP-2
aktivasyonunu inhibe ederler. Ancak ortamda disik TIMP-2 bulunmasi, serbest
MT1-MMP olusumuna sebep olacagindan, MMP-2 aktivasyonu
gerceklesebilmektedir. Veriler, TIMP-2, MMP-2 ve MT1-MMP ifadelerinin birlikte
kompleks bir dizenleme ile kontrol edildigi belirtmektedir. Pro-MMP-2
aktivasyonunun osteopontin, endotelyal htcrelerdeki IL-8 gibi bazi sitokinler gibi
ekstraselller matriks proteinleriyle de indUklendigi belirlenmistir (Zeng et al., 1999).

MMP-2 ifadesi, transkripsyonal ve post-transkripsyonal olarak dizenlenmektedir.
MPP-2’nin birincil gérevi ekstraselller matriksin degredasyonudur. Proteolitik olarak
jelatini ve tip 1V, V, VII, IX; X kollajeni pargalar. Fizyolojik olarak MMP-2 diger
matriksinlerle baglantili calisir. Embriyonik gelisim, anjiyogenez, ovulasyon, meme
bezi gelisimi ve vyaralarin iyilesmesi gibi normal doku yapilanmasinda rol
oynamaktadir. Ayrica kemik formasyonu ve rezorbsiyonunda gérev almaktadir (Zeng
et al., 1999).

MMP-2 geninin 2. ekzonunun 101. kodonunda G’nin A'ya dénisimi Suudi ailelerde
g6zlemlenmis ve idiyopatik multisentrik osteoliziz hastaligina neden olmaktadir. Bu
degisim pro-domeinde histidin yerine arjinin gelmesine sebep olmakta ve tlrler
arasinda yuksek korunuma sahip bu bdlge otoproteolitik MMP-2 aktivasyonu
icermektedir(Martignetti et al., 2001). Winchester Sendromunda ise ekzon 8'deki G-A
degisimi, katalitik domeinde glutamik asit-lizin degisimine neden olur. Glutamik asit

tim metalloproteinazlarin peptidaz aktivasyonu igin gereklidir (Zankl et al., 2005).

MMP-2 ifadesi genellikle kolorektal timoérler, gastrik karsinoma, pankreatik
karsinoma, meme ve agiz kanseri, Melonoma, malignant glioma, kondrosarkoma,
gastrointestinal adenokarsinomlari gibi invaziv ve yuksek timdrijenik kanserlerde
gbrilmektedir. MMP’ler invaziv kanserlerde timér gelisimini ve metastazi bazal
membran ve bag doku degredasyonu ile arttinr. ECM degredasyonu sadece timor
gbcine yardim etmekle kalmayip yeterli boslugu saglayarak timér gelisimini
sekillendirir. Ayrica MMP-2 ve diger Uyeler kanserlesmede ¢ok kritik bir stire¢ olan

anjiyogenezde énemli rol oynamaktadir (John and Tuszynski, 2001).
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2.6.2. Matriks Metalloproteinaz - 9 (MMP-9; Jelatinaz B)

Kollajenaz tip IV-B olarak da isimlendirilen MMP-9 geni 20.kromozomun q11.2-q13.1
bélgesinde bulunmaktadir. 13 ekzon igermektedir. MMP-9 proteinin aktif formu 83kDa
agirhndayken pro-formu 92kDa agirlindadir (Sekil 2.5.) (Nagase and Woessner,
2008).

Katalitik Bf)lge‘

Fibronektin
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Sekil 2.7. MMP-9 proteininin yapisi (www.arthritis-research.com’dan alinmigtir.)

Zn*? bagimli endopeptidaz MMP-9 monomerik formu olan zimojen olarak sentezlenir
ve salgilanir. Jelatinaz B, yapisal olarak ayni ailenin diger Uyesi jelatinaz A (MMP-2)
ile ayni yapisal 6zellikleri tasir. N-terminal sinyal dizisini proteinin baslangi¢c formu
olan Pre domeininde bulundurur. Serbest cinko baglayan tiyol (SH) grubunu
bulunduran propeptid kismini tasiyan Pro domeini, enzimi ayrilma veya bir tahrip
olusuncaya kadar inaktif tutar. Katalitik bélge ise korunmus ¢inko baglanma bélgesini
bulundurur. Katalitik bélgeye bagli Hemopeksin/vitronektin benzeri domeini doku
MMP inhibitéra (TIMP) baglanma bélgesi, membran aktivasyonu ve bazi substrat
baglanma ve proteolitik aktivitelerinin bulundugu bdlgeyi iceriginde bulundurmaktadir.
MMP-9'un katalitik domeininde zengin sistein tekrari olan Ucli kuyruk dizisi
bulunmaktadir. Bu bélge kollajen tip |l baglanan fibronektin tekrarlarina
benzemektedir. Bu benzerlik domeine kollajen ve elastine baglanma ve ayirma
yetenegdi saglamaktadir (Morgunova et al., 1999).

Diger proteolitik enzimler gibi MMP-9 6nce inaktif proenzim veya zimojenler olarak
sentezlenir.  Aktivasyonu plazminojen akitivatéri ve plazmin sistemi ile
gerceklesmektedir. MMP-9’un regilasyonu TIMP-3 ile kontrol altinda tutulmaktadir.
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MMP-9 ifadesi interldkinler, interferonlar, epidermal blylme faktdrl, sinir gelisim
faktér(, temel fibroblast gelisme faktérl, vaskiler endoteliyal gelisme faktérd,
trombosit gelisimi faktorl, timoér nekrozu faktérld, dénlstaricli blylime faktord,
ekstraselller matriks metalloproteinaz indikleyici EMMPRIN ve osteopontin gibi bazi

sitokinler ve blaylume faktorleri ile dizenlenmektedir (Zeng et al., 1999).

Birincil gobrevi ekstraselUler matriksi parcalamak olan MMP-9, proteolitik olarak
dekorin, elastin, fibrilin, laminin, jelatin ve tip IV, V, XI ve XVI kollajeni parcalar.
Jelatinaz B ayrica, buytime faktéri benzeri pro-TGFb ve pro-TNFa’yl da aktive eder.
MMP-9 akson gelisimi, embriyonik gelisim, anjiyogenez, ovulasyon, meme bezi
olusumu ve yara iyilesmesi gibi normal doku yapilanmasinda biyutk rol oynamaktadir
(Zeng et al., 1999).

MMP-9 ve MMP-2 ifadesine, kolorektal timérler, gastrik karsinoma, pankreatik
karsinoma, meme ve agiz kanseri, melanoma, malignant glioma, kondrosarkoma,
gastrointestinal adenokarsinoma gibi invaziv ve ylUksek timdrijenik kanserlerde
siklikla rastlanmaktadir. MMP-9 invaziv kanserlerde timor gelisimine ve metastaza
ekstraselller matriks, bazal membran ve bag dokusunu zedeleyerek katkida bulunur.
MMP-2 ve MMP-9 etkili bir sekilde kollajen IV ve laminin-5'i pargalayabildigi ve bu iki
molekdl ECM’nin ana bilesenleri olduklari i¢in metastatik kanser hicrelerinin bazal
membrandan gecisini kolaylastirdiklari bilinmektedir (Jhon and Tuszynski, 2001).
Bunun yani sira, MMP-9’un sessiz formunun aktif formuna oraninin, timér gelisimi ile
arttigr gézlemlenmektedir. MMP-Q’un anjiyogenik molekil olarak bilinen vaskuiler
endotelyal gelisim faktérinin salinimi ile anjiyogenezde rol oynadidi bilinmektedir.
Artirit, otozomal resesif osteoliziz bozuklugu, koroner arter hastaligi, amfizem ve
diyabetik retinopati gibi hastaliklarda da MMP-Q’un aktivasyonu yapilan ¢alismalarla
g6zlemlenmistir (Matsuyama et al., 2003).
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3.MATERYAL VE METOT
3.1.Hasta ve Kontrol Orneklerinin Toplanmasi

Yapilan tez calismasinda, hasta grubunu Gilhane Askeri Tip Akademisi
Gastroenteroloji Poliklinigi'nde endoskopik ve kolonoskopik incelemeler sonucu
timor varligr saptanan ve kanser/metastaz tanisi konulan bireyler olusturmaktadir.
Cahsmada kullanilan timér érnekleri kolorektal, mide ve dzefagus olmak Uzere (¢
tiptir. Kontrol grubunu olusturan 40 saglkli bireyde ise timoér varligina dair higbir
bulgu yoktur. Hasta ve kontrol grubu bireyleri géntllilik esasina gdére calismaya
dahil edilmistir. Yapilan calismada hasta ve kontrol bireylerinden etik kurallar
cercevesinde yaklasik 10 ml kan érnegi toplanmigtir. Toplanan periferik kan érnekleri,
hemoliz olmadan 3000 rpm’de 10 dakika santriflj edilerek serumlari ayrilmigtir.

Siipernatan temiz bir tiipe aktariimistir. Ornekler -70° C’de saklanmistir.

3.2. Jelatin Zimografi Yéntemi icin Gerekli Tampon ve Soliisyonlarin

Hazirlanmasi
3.2.1.Tamponlar

Zimografi ydntemi érneklerin bir dizi islemden gegcmesi ve bu sirada birgok tampon ve
¢Ozeltinin kullaniimasi ile gergeklestiriimektedir. Kullanilan tampon ¢ézeltiler agsagida

anlatildigi gibi hazirlanmistir.

Tris Tamponu

Akrilamid/Bisakrilamid karisiminda ve jel hazirlanirken kullaniimak Gzere 1.5 M’lik

Tris tampon hazirlanmigtir.
1.5 M 500ml Tris tamponu igin:

-Gerekli miktardaki Tris-HCI, deiyonize su ile 500 mlI'ye tamamlanip tamponun pH’si

8,8’e ayarlanmistir ve hazirlanan tampon +4° C’de saklanmistir.

Laemmli Tamponu

Serum 6rneklerini zimografi jelinde yuritiirken kullaniimistir. Ornekler yiritilmeden

dnce iki saat 37° C’de Laemmli tamponu ile inklbe edilmistir.
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20 ml Laemmli tamponu igin:
-125 mM Tris-HCI
-%10 SDS (Sodyumdodesilsiilfat)

-%0.0002 bromfenol mavisi son hacim 20 ml olacak sekilde deiyonize suda
c6zilmastir. Hazirlanan tampon +4° C’de saklanmistir.

Yiritme Tamponu

Zimografi jelinin yGratdlmesi igin kullaniimistir.
1L tampon igin:

-25 mM Tris-HCI

-144 gr Glisin

-10gr SDS son hacim 1 L olacak sekilde deiyonize suda c¢ézilmustir ve pH 8,8’e
ayarlanmistir. Hazirlanan tampon +4° C’de saklanmistir.

3.2.2.Yuritme Sonrasi Tamponlar, Cozeltiler ve Ayraclar

YurGtme sonrasinda Zimografi jeli 3 tane tampon ile inkilbasyona sokulmustur. Bu
tamponlarin  hazirlanmasi igin  kullanilan ~ zimotampon asagidaki  sekilde

hazirlanmigtir.
1L pH 7,5 zimotampon igin:
-30,5¢r Tris-baz

-1gr Sodyum azid son hacim 1 L olacak sekilde deiyonize suda ¢ézulmustr.
Hazirlanan tampon +4° C’'de saklanmistir.

Zimotampon kullanilarak hazirlanan 3 tane inkibasyon c¢ozeltisi asagidaki gibidir.

Hazirlanan ¢ézeltiler +4° C’de saklanmistir.
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- Cozelti 1(400ml): 80ml 5X zimotampon, 10ml triton X-100, 310 ml deiyonize su

icerir.

- Cozelti 2 (300ml): 60ml 5X zimotampon, 10ml triton X-100, 30pl 10mM ZnCl,, 17mg
CaCly, 230ml deiyonize su igerir.

- Cézelti 3 (300ml): 60ml 5X zimotampon, 30ul 10mM ZnCl,, 17mg CaCl,, 50pul Brij
35, 240ml deiyonize su igerir.

inkiibasyon sonrasi jelin boyanmasi ve ardindan boyamanin durdurulmasi igin iki ayri

cOzelti daha hazirlanmistir.

- Boyama Coézeltisi: %20 asetik asit, %20 metanol, %0.5 Commassie Blue (G-250)

iceren cozelti, son hacme deiyonize su ile tamamlanip +4° C’'de saklanmistir.

- Destaining Cézeltisi: %20 asetik asit, %20 metanol, %60 deiyonize su icermektedir.

Cozelti +4° C’de saklanmistir.

Zimografi Jeli i¢in kullanilan ayraglar ve ¢bzeltiler asagidaki gibi hazirlanmistir.

-%40’lik Akrilamid/Bisakrilamid cézeltisi:

38,0 gr Akrilamid ve 2,0 gr Bisakrilamid son hacim 100 ml olacak sekilde deiyonize
su ile c¢bézllip, c¢odzelti aliminyum folyo ile 1sik almayacak sekilde +4°C’de

saklanmigtir.

-%10’luk Sodyum dodesil stilfat cozeltisi(SDS):

Ticari SDS’ ten 3 gr tartilarak 30ml'ye deiyonize su ile tamamlanip, steril falkon

tiplnde +4°C’de saklanmistir.

- Jelatin Cozeltisi:

Ticari jelatinden 0,3 gr tartilarak 30ml deiyonize su ile ¢dzdurtlmastir. Jelatinin iyi
cbzilmesi icin su 60°C’ ye sitilmigtir. Ancak deiyonize su hicbir sekilde
kaynatilmamalidir. Cézdulrilen jelatin steril eppendorf tlplere bélinerek -20° C' de

saklanmistir.
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- Amonyum perslilfat (APS):

Ticari olarak satilan APS’den 0,03 gr tartilarak 300 pl deiyonize su ile homojen olarak

karistinimis ve ¢Ozelti her bir jel igin taze olarak hazirlanmistir.
3.3. Jelatin Zimografi Yontemi

Zimografi, proteoglikan (Barrett, 1966), jelatin (Itoh et al.,1998) ve kazein (Leber and
Balkwill,1997; Zeng et al.,2002) substratl jellerde proteinazlarin miktarini ve
agirhgini gorsel olarak belirlemeye yarayan elektroforetik bir tekniktir. Genellikle bu
yontem karmasik biyolojik 6rneklerin proteinaz kompozisyonunu belirlemede etkin
olarak kullanilmaktadir, ¢lnkl jeldeki gérintileme tamamen proteolitik aktiviteye
baglidir (Feitosa et al., 1998; Jain et al., 2001). Zimografi yéntemi, Matriks
Metalloproteinaz calismalari icin de sikhkla tercih edilmektedir (Kjeldsen et al.,
1993).

Elektroforez ve renatlirasyon sonrasi aktivite gdsteren tim proteinazlar igin zimografi
yontemi kullaniimaktadir. Zimografi jelini hazirlarken dikkat edilmesi gereken énemli
noktalardan biri, substrati jelin icine homojen bir sekilde karigtirmaktir. Proteinaz
iceren 6rnekler Sodyum dodesil sllfatla (SDS) denatire edilmistir. Bu sirada 6rnekler
hicbir sekilde kaynatiimamistir. Daha sonra érnekler elektroforezde yuruttlmuastar.
YUruttlen érnekler iyonik olmayan SDS igerikli Triton X-100 iceren deterjan ¢ozeltisi
ile renatlre edilmistir. Daha sonra jelin enzimatik aktivitesini kazanabilmesi i¢in uygun
¢Ozeltilerde inkilbe edilmistir. inkiibasyon sonrasi aktivite gdsteren enzimlerin jelatini
pargalayip parcalayamadigini gézlemlemek icin Coomassie Blue G-250 ile boyama
yapilmistir. Boyama sonunda batdn jel mavi renk almistir. Aktivasyonun gerceklestigi
bdlgelerde jelatin parcalandigi icin beyaz bant goéraimustar.

Zimografi igin kullanilan materyaller:

- Akrilamid/Bisakrilamid ¢ozeltisi (%40’lk)
- Jel tamponu

- Jelatin ¢dzeltisi (10mg/ml)

- Amonyum perstilfat

- TEMED (Tetrametiletilendiamin)
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- SDS (sodyum dodesil silfat) tamponu

- Laemmli 6rnek yikleme tamponu

- MMP &rnekleri

- Molekuler agirlik Standarth Proteinazlar
- Enzim renatlrasyon tamponu

- Aktivasyon tamponlari

- Boyama cézeltisi

- Boyama durdurma ¢ozeltisi

- Elektroforez aparati(SDS-PAGE-mini jel sistemi) ve glc kaynagi
- Ornek ylikleme mikropipeti.
3.3.1.Zimografi Jelinin Hazirlanmasi

Jelatin zimografi ydntemi bir ¢esit Poliakrilamid jel elektroforezi (PAGE) ydntemidir.
PAGE ydnteminde, sentetik akrilamid ve tlrevlerinin monomerlerinin polimerizasyonu
ile olusturulan jel kullaniimaktadir. PAGE ybnteminde jel, yan yana baglanarak bir
zincir olusturan akrilamidlere capraz baglanarak agsi bir yapi olusturan
bisakrilamidler ile polimerizasyon reaksiyonu sonucu olusur. Bu agsi yapiyl,
amonyum  perstlfat  (APS) ve N-N-N-N’ tetrametil-etilendiamin(TEMED)

polimerlestirir.

Bu yontemde akrilamid ve tlrevi N-N' —metilen bisakrilamidin yani sira proteinlerin
ikincil, Gctncdl ve dérdincll yapisini bozan ve denattire hale getiren sodyum dodesil
stlfat (SDS) kullaniimigtir. Bdylece proteinler agirliklarina gére ayirt edilmistir. Ayrica
klasik PAGE ydnteminden ayri olarak, tez calismasi kapsaminda kullanilan enzimatik
aktivite icin jele, substrat olarak jelatin eklenmisgtir.

Zimografi jelini hazirlarken éncelikle Mini-PAGE camlari deiyonize su ile silinmigtir.
Camlarin arasina aralik cubuklari iki kenara gelecek sekilde yerlestirilip cam dizenek
yatay dizeyde kiskaclarla sabitlenmistir. Daha sonra zimografi icin 6érneklerin
yukleneceg@i jel hazirlanmigtir. Jel hazirlanirken Akrilamid/Bisakrilamid yUzdesi
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arastirilacak proteinazlarin molekuler agirhgina gére degismektedir. MMPlerin agirhgi
20 ila 100 kDa arasinda cesitlilik géstermektedir. Yapilan tez calismasinda arastirilan
MMP-2 72kDa ve MMP-9 92kDa molekiler agirhdindadir. Bu proteinazlar igin %10
Akrilamid/Bisakrilamid kullanilmigtir. Zimografi jeline, her jel igin taze hazirlanan
Amonyum persulfat (APS) eklenmistir. APS jelin polimerizasyonu igin gerekli olan
serbest radikalleri olugturan bir reaksiyon baslaticidir. 0,03gr APS 300 pl deiyonize
su icerisinde iyice ¢6zdurtlmustir. Jel karigimina eklenen diger bir Grin ise jelatin
cOzeltisidir. Cozelti, 0,3gr Jelatin ile 30 ml deiyonize suyun karistiriimasi ile
hazirlanmigtir. Jelatin’in iyi ¢ézlinmesi igin deiyonize su 60° C’a kadar isitilir. Jel
cOzeltisine ayrica %10’luk SDS c¢bzeltisi ve ticari olarak satilan TEMED cb6zeltisi
eklenmistir. En son olarak APS ve TEMED eklenmistir. Reaksiyonda TEMED
katalizér, APS reaksiyon baslatici oldugundan karisima basta eklenmeleri diger

cbzeltilerin jelde homojen karisamamalarina neden olur.

Yapilan tez calismasinda zimografi jeli icin asagidaki karisim oranlari ve karigima

katilma sirasi kullaniimigtir.

%10’luk, 15ml Zimografi Jeli:

- 3,75 ml Akrilamid/Bisakrilamid ¢dzeltisi

- 3 ml Tris tampon pH:8,8

- 1,5 ml Jelatin ¢6zeltisi(10mg/ml)

- 250 pl SDS

- 250 ul APS

- 50 ul TEMED

- 6.25 ml Deiyonize su (dH20) ile son hacim 15 ml'ye tamamlanir.

Hazirlanan karisim pipet yardimi ile yatay cam dizenegdin icine dokulmustir ve iki
cam aras! hava kabarcidi kalmayacak sekilde tamamen jel karigimi ile dolunca 10
veya 15 kuyucuklu tarak camlarin kulak¢ikli tarafina yerlestiriimistir.  Jel
polimerizasyonu igin yaklasik 30 dakika beklenmigtir. Literattrde, yapilan ¢alismalara
g6re 15 dakika jelin %70’nin polimerlesmesi gerekmektedir. Polimerlesmeme veya
¢ok hizli  polimerlesme jelin elekiroforetik yapisini  bozar. Bu nedenle
polimerizasyonda APS ve TEMED miktari 6nem tasimaktadir.
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3.3.2. Orneklerin Yiiriitiilmesi ve Aktivasyonu

Ornekleri jele yilkleme asamasindan énce, oda sicakligina getirilen hasta ve kontrol
serumlari, Laemmli tamponu ile es hacimde olacak sekilde 10’ar pl alinarak
eppendorf tlplerde karistiriimistir. Her bir érnek 37° C’de 2 saat inklbe edilmigtir.
Orneklerden ve standart protein belirtecinden jele 20’ser ul yiiklenmistir. Jel 200 Volt
sabit akimda 120 dakika yUrOtdlmUstlr. Laemmli tamponu jelden ciktiktan sonra

yurGtme durdurulmustur. Jel deiyonize su ile yikanmistir

Jel aktivasyon kabina alinarak calkalamali inklibatérde 40’ar dakika sirasiyla birinci
ve ikinci aktivasyon c¢Ozeltileri igerisinde inkibe edilmigtir. Daha sonra UGgUncl
aktivasyon coOzeltisi ile jel 18 saat 37° C’de inkibasyona birakilmistir.18 saat
sonunda aktivasyon c¢dzeltisi jelden uzaklastirilarak reaksiyon durdurulmustur.

Boyama icin jel 2 saat calkalamali etlivde boyama c¢ézeltisinde inklibe edilmistir.

Boyamay! durdurmak icin boya kaptan uzaklastiriimis ve boya durdurma ¢ézeltisi jele
eklenerek jel 15-20 dakika yikanmistir. Zimografi sonucunda érneklerdeki enzimatik
aktivasyon belirlenmistir.

3.4 istatistiksel Analizler

istatistiksel analizler, ImageJ (Image Processing and Analysis in Java), SPSS version
15.0 for Windows (SPSS, Inc, Chicago, lllinois, USA) ve MedCalc software paket
programlari kullanilarak yapilmistir.

Imaged programi ile Jelatinaz Zimografi sonucunda hasta ve kontrol bireylerin
serumlarindan elde edilen bantlarin yodunluklari 3 tekrarli olarak &élgulmustir. Bu
veriler SPSS programinda hasta ve kontrol gruplari arasinda karsilastirmali olarak T-
testi kullanilarak analiz edilmistir.

Tez gcalismasinda kullanilan enzimlerin, hasta ve kontrol bireyleri arasinda 6zgullik
hassaslik egrileri icin ROC Curve analizleri SPSS ve MedCalc programlari

kullanilarak yapiimistir. Analizlerde p<0.05 istatistiksel olarak anlamli kabul edilmistir.
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4. SONUGLAR

Sonugclarin degerlendiriimesi asamasinda, tez calismasi icin Gulhane Askeri Tip

Akademisi Gastroenteroloji Poliklinigi'ne gelen, kolonoskopik ve endoskopik analizler

sonucu timér varligr saptanan 28 hasta ve kontrol grubu olarak kullanilan 40 saglikli

bireyden periferik kan alinmistir (Cizelge 4.1.). Bu kan drnekleri serumlarini ayirmak

amaci ile santriflij edilerek plazma ve serumlari ayrilmistir. Her bir bireyin serum

ornekleri tez caligsmasinda kullaniimak Gzere -80° C’de saklanmistir.

Cizelge 4.1. Tez Calismasinda Kullanilan Hasta Listesi

HASTA CINSIYET DOGUM YILI | TUMOR LOKASYONU
1 K 1965 MIDE

2 E 1952 KARDIYA(MIDE)
3 K MIDE

4 E 1971 KOLON

5 K 1931 KOLON

6 E 1949 KARDIYA(MIDE)
7 MIDE

8 MIDE

9 MIDE

10 E MIDE

11 MIDE

12 E MIDE

17 E MIDE

18 E KOLON

19 K MIDE

20 E 1924 KOLON

21 E 1964 REKTUM

22 E 1944 REKTUM

23 E 1956 SPLENIK FLEKSURA
24 E 1967 KARDIYA(MIDE)
25 K 1928 REKTUM

26 E 1952 KOLON

27 E 1967 ANTRUM

28 K 1954 OZEFAGUS

29 E 1936 KOLON

30 E 1942 MIDE

31 E 1938 SIGMIOD KOLON
32 K 1986 MIDE

Bu 6érneklerin MMP-2 ve MMP-9 enzimatik aktiviteleri Jelatinaz Zimografi yéntemi ile

arastirnimis ve istatistiksel veriler dogrultusunda karsilastirmalar yorumlanmistir.
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4.1. Hasta ve Kontrol Gruplarinda MMP-2 ve MMP-9'In Jelatinaz Zimografi
Yontemi ile Aktivitelerinin Gosterilmesi

Yapilan tez calismasinda, gastrointestinal kanserli hastalarda aktivasyonunun arttigi
distndlen MMP-2 ve MMP-9 enzimlerinin, bir PAGE tirl olan jelatinaz zimografi

sisteminde hasta ve kontrol serumlarinin kullaniimasi ile aktivasyonlari saptanmistir.

Deney sisteminde hasta ve kontrol bireylerinin yani sira ticari olarak satin alinip,
kullanilan MMP-2 belirteci ve daha énce yapilan bir ¢calismayla MMP-9 aktivasyonu
kanitlanmis referans bir érnek kullaniimis ve enzimatik aktivitelerin hangi enzime ait
oldugu analiz edilmistir.

4.1.1. Hasta Grubunda MMP-2 ve MMP-9 Aktivasyonlarinin Zimografi ile Tayin
Edilmesi

Yapilan tez calismasinda jelatinaz zimografi yéntemi hasta ve kontrol gruplar
arasinda ayri ayri yapilan deneyler ile belirlenmigtir. Toplanan 28 hasta bireyin
serumlari ticari olarak alinip kullanilan pro-formdaki 72 kDa’luk MMP-2 belirteci ve 83
kDa’luk MMP-9 aktivasyonu kanitlanmis referans bir érnek ile beraber 3 tekrarh
olarak analiz edilmistir (Sekil 4.1.). Jellerde ilk iki kuyucuk sirasi ile MMP-2 belirteci
ve MMP-9 referans 06rneg@i ile yUkliddr. Diger kuyucuklara ise hasta bireyler
yUuklenmis ve analizler yapiimistir. Belite¢ MMP-2 pro formda oldugu i¢in 72 kDa iken
hasta 6rnekler aktif formda bulunan 68 kDa agirliginda gézikmektedir. Referans
6rnedi ve hastalarin MMP-9 aktivasyonu ise aktif form olan 83 kDa agirliginda

bulunmaktadirlar.
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Sekil 4.1. Hasta grubuna ait MMP-2 MMP-9 aktivasyonu Zimografi sonuglari.
M:Belirte¢ (72 kDa), R: referans 6rnek (83 kDa), 1-8 hasta bireylerin zimografi
sonuglari.

Yapilan galismalarda ve bu tez calismasinda da kullanilan jel sistemi jelatinaz
zimografi oldugu icin ve enzimlerin jelatinaz 6zellikleri olmasindan dolayi jelde baska

bir enzim aktivasyonu gdzlemlenmesi veya yanlis pozitiflik olusmasi engellenmistir.

4.1.1.1. Hasta Grubunun Zimografisinden Elde Edilen Sonug¢larin Dansitelerinin
Analizi

Tez calismasi kapsaminda toplanan 28 hasta bireyin 3 tekrarli Zimografi sonuglarinin
nicel verileri Imaged programi ile belirlenmigtir(Sekil 4.2.). Her bir jelde, ticari belirteg
dahil olmak Gzere tim hasta bireylerin jelatinaz Zimografi yontemi sonucu 18 saat
inklbasyon sonunda 37°C’de aktive olmasi sonucunda olusturdugu bantlar bilgisayar
ortaminda gérintilenmistir. Gérintllerdeki her bir bant Imaged programi ile nicel
veriler agisindan analiz edilmistir(Cizelge 4.2.).

4 Image) l=l=] 8 ]
File Edit Image Process Analyze Plugins Window Help

B o|z[o|<|a|w|N Al |02 |rafsk|d|4]a] | =]
d jel 223 (1-hasta)+ bmp == =

Sekil 4.2. Imaged Programi ile Hasta Grubu Jel Dansite Hesaplamalari.
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Cizelge 4.2. Hasta Grubu Jel Dansite Verileri. 1:Ticari MMP-2 Belirteci Dansite
verisi,2-10 MMP-2 Hasta birey dansite verileri, 12: Referans hasta MMP-9 dasite
verisi, 11,13-19 MMP-9 Hasta birey dansite verileri.

Alan Ortalama Min. Maks.
1 1200 188.509 144 238
2 1176 141.547 123 161
3 1204 141.703 122 160
4 1104 138.247 119 155
5 1008 140 121 153
6 1242 138.044 117 158
7 1144 141.483 120 158
8 1242 141.721 119 160
9 1066 151.721 123 173
10 1150 143.778 122 166
11 840 151.061 126 192
12 903 159.048 128 196
13 990 169.678 125 212
14 860 162.951 125 213
15 560 148.123 130 171
16 615 159.324 126 192
17 640 143.934 125 168
18 903 151.866 121 192
19 1035 167.250 126 209

4.1.2. Kontrol Grubunda MMP-2 ve MMP-9 Aktivasyonlarinin Zimografi ile Tayin
Edilmesi

Tez galismasinda hedeflenen 40 saglikli bireyden alinan serumlar MMP-2 ve MMP-9
aktivasyonlarinin kontrol edilmesi icin Jelatinaz Zimografi yéntemi ile deneylerde
kullaniimigtir. Tez calismasinda kullanilan bu kigilerde timdér olusumuna dair hicbir
bulgu saptanmamistir(Sekil 4.3.). Kontrol gruplarindaki érneklerde MMP-2 enziminin
hem pro hem de aktif formuna rastlanmis istatistiksel analizler icin aktif formlarin

dasiteleri degerlendirmeye alinmigtir(Sekil 4.4.).
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Sekil 4.3. Kontrol grubuna ait MMP-2, MMP-9 aktivasyonu Zimografi sonuglari.
M:MMP-2 Belirteci(72 kDa), R: referans MMP-9 6rnegi (83 kDa), 1-4 kontrol
bireylerinin zimografi sonuglari, 5 ve 6 hasta bireylerin zimografi sonuglari.

3 kDa—=

72 kDa-=>

68 kDa—= 3

83 kDa =
72 kDa =

63 kDa
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83 kDa =

72 kDa =

68 kDa =

. 1 e 3 - 5 [ 7 B 9

Sekil 4.4. Uc Farkh kontrol grubuna ait MMP-2, MMP-9 aktivasyonu Zimografi
sonuglari. M:MMP-2 Belirteci(72 kDa), 1-9 kontrol bireylerinin zimografi
sonuclari(MMP-9:83 kDa aktif form; MMP-2:72 kDa pro-form, 68 kDa aktif form).

Hasta grubunda oldugu gibi kontrol grubunda da 3 tekrarli olarak zimografi yéntemi
kullaniimigtir. Aktivasyonun hangi enzime ait oldugunu géstermek igin her bir jelde
ticari belirte¢ kullaniimistir.

4.1.2.1. Kontrol Grubunun Zimografisinden Elde Edilen Sonuclarin

Dansitelerinin Analizi

40 saglikh bireye ait 6rnekler Jelatinaz PAGE sisteminde 3,5 saat yUratildikten
sonra 15’er dakikallk temizleme solUsyonlarinda bekletiimesinin ardindan 18 saatlik
aktivasyon cozeltisinde jelatinaz jelde olusan aktivasyona dayali enzimatik
parcalanmayla olusmus bantlar Imaged programina aktarilarak nicel verileri analiz
edilmistir (Sekil 4.5.).

Elde edilen tiUm nicel veriler istatistiksel analizlerde kullaniimis, hasta ve kontrol
gruplarinda MMP-2 ve MMP-9 enzimlerinin aktivasyon artiglarinin anlamli bir fark
olusturup olusturmadigr degerlendirilmistir(Cizelge4.3.).

42



¢ Imagel

[ ol=|o| <|a|Ala o 2]

Dew
-

File Edit Image Process Analyze Plugins Window Help

sw| /|4 ]|a] |

4 jel k2.8.3.jpg (50%)

Sekil 4.5. Imaged Programi ile Kontrol Grubu Jel Dansite Hesaplamalari.

Cizelge 4.3. Kontrol Grubu Jel Dansite Verileri. 1:Ticari MMP-2 Belirteci Dansite
verisi,2-10 MMP-2 Kontrol birey dansite verileri, 11-19 MMP-9 Kontrol birey dansite

verileri.
Alan Ortalama Min Maks.

1 4128 213.305 105 254
2 3744 95.441 67 119
3 3040 75.124 33 105
4 3404 63.759 41 89

5 3072 57.278 40 79

6 3312 57.043 33 86

7 3564 66.054 41 97

8 3404 82.127 63 109
9 3496 86.608 68 105
10 3800 96.149 65 118
11 3192 137.220 80 196
12 2592 134.195 54 188
13 2736 126.082 65 177
14 1980 143.651 74 188
15 2664 91.390 32 136
16 3432 141.839 64 217
17 2592 107.850 58 145
18 3024 106.491 66 137
19 3192 136.395 76 204
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4.3. Sonuclarin istatistiksel Analizi

Tez calismasinda 28 hasta ve 40 saglikli bireyin serumlarinda MMP-2 ve MMP-9
enzimlerinin aktivasyonu, jelatinaz zimografi yéntemi kullanilarak saptanmistir. Hasta
ve kontrol gruplari arasinda hassaslik ve 6zgullik kontroll icin Roc Curve analizi
yapilmistir. ROC egrisinin altinda kalan alanin blydkligi, Gzerinde calisilan tani
testinin ayirma yeteneginin istatistiksel olarak &nemini gdsterir. Roc Curve
analizinden elde edilen veriler enzimlerin hassaslik-6zgullik saptamasi igin program

tarafindan uygun bir cut off verisi verilerek saptanmigtir(Gizelge 4.4.).

Cizelge 4.4. MMP-2 MMP-9 Roc Curve analizi koordinatlari. Kirmizi veri egri igin

MedCalc programi tarafindan secilmis en uygun cutoff verileridir.

MMP2 Cutoff Verileri MMP9 Cutoff Verileri
Kriter Hassaslik Ozgiilliik Kriter Hassaslik Ozgiilliik

21 100,00 0,00 =1 100,00 0,00

>1 92,86 0,00 >1 92,86 0,00

>12 92,86 85,00 >13 78,57 62,50

>13 85,71 92,50 >14 67,86 75,00

>14 60,71 97,50 >15 57,14 82,50

>15 46,43 100,00 >18 7,14 100,00

>17 0,00 100,00 >19 0,00 100,00

Hasta ve kontrol gruplarindaki her bireyin MMP-2 ve

MMP-9 enzim aktivasyonu 3

tekrarli olarak deney sisteminde kullaniimigtir. Jellerdeki bu aktivasyon Imaged
programina aktarilarak nicel veriler elde edilmistir. Her iki grupta bulunan bireylerin
MMP-9 ve MMP-2 aktivasyonlarinin ortalamalari istatistiksel analizde kullaniimigtir
(Gizelge4.5.).
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Cizelge 4.5. Hasta ve Kontrol Gruplarinin MMP-2 ve MMP-9 Aktivasyonlari Nicel

Verileri
MMP-2 MMP-9

Hasta jel 1 jel 2 jel 3 Ortalama jel 1 jel 2 jel 3 Ortalama
ortalamalari
hasta 1 150,149 | 144,158 | 147,486 | 147,2643 | 161,713 | 159,395 | 175,104 | 165,404
hasta 2 141,023 | 148,134 | 144,955 | 144,704 | 101,853 | 165,107 | 166,262 | 144,4073
hasta 3 135,073 | 142,646 | 147,977 | 141,8987 | 155,117 | 180,47 | 194,28 | 176,6223
hasta 4 121,774 | 142,44 | 147,198 | 137,1373 | 158,88 | 169,127 | 187,694 | 171,9003
hasta 5 144,458 | 143,624 | 143,228 | 143,77 135,543 | 152,322 | 158,86 | 148,9083
hasta 6 136,283 | 144,328 | 156,905 | 145,8387 | 142,794 | 167,683 | 187,549 | 166,0087
hasta 7 126,946 | 144,292 | 154,295 | 141,8443 | 126,663 | 145,189 | 174,808 | 148,8867
hasta 8 108,881 | 127,924 | 153,496 | 130,1003 | 139,029 | 136,105 | 155,656 | 143,5967
hasta 9 100,66 131,401 | 144 125,4727 | 141,282 | 154,229 | 173,468 | 156,3263
hasta 10 117,408 | 137,205 | 170,336 | 141,6497 | 122,47 141,991 | 177,628 | 147,363
hasta 11 104,136 | 123,437 | 151,765 | 126,446 124,171 | 130,437 | 154,867 | 136,4917
hasta 12 120,289 | 129,237 | 156,657 | 135,3943 | 117,41 125,364 | 157,427 | 133,4003
hasta 17 122,937 | 148,759 | 161,882 | 144,526 142,028 | 175,374 | 184,567 | 167,323
hasta 18 - - - - - - - -
hasta 19 - - - - - - - -
hasta 20 122,698 | 144,493 | 162,235 | 143,142 | 152,281 | 171,304 | 180,068 | 167,8843
hasta 21 122,116 | 144 165,007 | 143,7593 | 134,445 | 158 173,03 | 155,1583
hasta 22 119,031 | 138,577 | 178,608 | 145,4053 | 140,22 | 162,101 | 185,519 | 162,6133
hasta 23 107,822 | 176,39 | 143,922 | 142,7113 | 128,72 | 184,972 | 180,29 | 164,6607
hasta 24 116,402 | 135,352 | 204,546 | 152,1 142,564 | 156,79 | 208,408 | 169,254
hasta 25 156,667 | 129,126 | 103,997 | 129,93 139,997 | 120,543 | 121,597 | 127,379
hasta 26 151,96 122,268 | 103,205 | 125,811 126,743 | 113,136 | 111,007 | 116,962
hasta 27 144,216 | 118,538 | 108,711 | 123,8217 | 127,081 | 115,386 | 131,95 124,8057
hasta 28 137,302 | 115,067 | 106,813 | 119,7273 | 125,993 | 90,39 113,403 | 109,9287
hasta 29 136,98 112,757 | 107,189 | 118,9753 | 127,881 | 88,903 114,847 | 110,5437
hasta 30 151,099 | 121,472 | 111,485 | 128,0187 | 129,163 | 92,431 119,478 | 113,6907
hasta 31 177,474 | 123,664 | 110,367 | 137,1683 | 144,995 | 129,936 | 119,739 | 131,5567
hasta 32 136,7 137,591 | 112,45 | 128,9137 | 133,373 | 132,892 | 107,314 | 124,5263
%E%alan jel 1 jel 2 jel 3 Ortalama jel 1 jel 2 jel 3 Ortalama
kontrol 1 53,317 | 72,009 | 60,81 62,04533 | 95,679 | 92,893 | 75,825 | 88,13233
kontrol 2 36,901 | 54,516 | 51,832 | 47,74967 | 54,922 | 58,526 | 53,837 | 55,76167
kontrol 3 45,762 | 61,655 | 55,027 | 54,148 68,217 | 81,611 | 56,5 68,776
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kontrol 4 53,097 | 61,897 | 48,612 | 54,53533 | 82,028 71,793 | 61,578 | 71,79967
kontrol 5 45,266 | 67,452 | 45,859 | 52,859 56,826 69,145 | 47,027 | 57,666
kontrol 6 43,721 | 59,333 | 51,34 51,46467 | 89,161 78,502 | 66,302 | 77,98833
kontrol 7 40,689 | 65,939 | 56,36 54,32933 | 52,328 77,47 72,404 | 67,40067
kontrol 8 39,748 | 53,569 | 49,053 | 47,45667 | 51,016 64,67 49,841 | 55,17567
kontrol 9 50,253 | 62,783 | 47,934 | 53,65667 | 41,996 58,118 | 45,087 | 48,40033
kontrol 10 34,443 | 64,095 | 121,875 | 73,471 65,907 139,731 | 147,31 117,6493
kontrol 11 27,044 | 76,262 | 111,213 | 71,50633 | 60,907 178,269 | 148,79 | 129,322
kontrol 12 31,467 | 89,492 | 107,859 | 76,27267 | 58,492 184,663 | 140,457 | 127,8707
kontrol 13 19,384 | 90,165 | 87,34 65,62967 | 62,887 188,43 | 149,575 | 133,6307
kontrol 14 20,91 96,73 99,638 | 72,426 32,229 151,179 | 105,142 | 96,18333
kontrol 15 23,176 | 96,786 | 104,193 | 74,71833 | 68,825 201,804 | 157,676 | 142,7683
kontrol 16 28,381 115,247 | 113,854 | 85,82733 | 41,42 193,62 | 124,617 | 119,8857
kontrol 17 31,25 124,314 | 116,041 | 90,535 51,129 191,69 | 124,66 | 122,493
kontrol 18 47,263 | 143,852 | 125,646 | 105,587 | 99,094 | 229,78 | 154,503 | 161,1257
kontrol 19 57,965 | 74,031 127,096 | 86,364 63,689 85,343 | 134,154 | 94,39533
kontrol 20 66,113 | 79,657 | 140,144 | 95,30467 | 106,286 | 97,71 148,139 | 117,3783
kontrol 21 71,003 | 66,723 | 111,981 | 83,23567 | 98,949 122,961 | 157,831 | 126,5803
kontrol 22 78,904 | 83,05 120,091 | 94,015 115,88 126,345 | 162,897 | 135,0407
kontrol 23 80,581 | 74,809 | 113,585 | 89,65833 | 78,55 93,073 | 125,064 | 98,89567
kontrol 24 91,54 94,498 | 128,086 | 104,708 | 132,995 | 153,7 186,31 157,6683
kontrol 25 102,703 | 99,153 | 121,508 | 107,788 | 120,566 | 132,401 | 143,957 | 132,308
kontrol 26 110,214 | 101,093 | 125,085 | 112,1307 | 114,563 | 85,835 | 122,067 | 107,4883
kontrol 27 113,22 | 111,703 | 114,371 | 113,098 | 125,413 | 109,538 | 112,201 | 115,7173
kontrol 28 78,892 | 92,428 | 76,574 | 82,63133 | 148,582 | 122,009 | 118,173 | 129,588
kontrol 29 64,213 | 62,826 | 68,944 | 65,32767 | 103,932 | 89,509 | 85,837 | 93,09267
kontrol 30 51,589 | 79,805 | 70,722 | 67,372 81,378 84,433 | 87,827 | 84,546
kontrol 31 53,552 | 91,845 | 74,48 73,29233 | 77,123 110,864 | 74,474 | 87,487
kontrol 32 47,706 | 86,73 94,005 | 76,147 73,231 96,457 | 104,134 | 91,274
kontrol 33 52,065 | 65,469 | 114,899 | 77,47767 | 63,528 62,597 | 122,585 | 82,90333
kontrol 34 51,016 | 73,734 | 118,118 | 80,956 84,047 76,212 | 157,101 | 105,7867
kontrol 35 69,862 | 129,981 | 124,581 | 108,1413 | 52,857 82,593 | 131,632 | 89,02733
kontrol 36 56,467 | 104,309 | 122,974 | 94,58333 | 69,139 107,902 | 135,916 | 104,319
kontrol 37 152,149 | 123,151 | 116,495 | 130,5983 | 160,263 | 166,637 | 152,538 | 159,8127
kontrol 38 130,235 | 108,866 | 124,45 | 121,1837 | 164,863 | 162,094 | 159,146 | 162,0343
kontrol 39 114,863 | 113,158 | 125,457 | 117,826 | 151,156 | 157,029 | 146,975 | 151,72
kontrol 40 101,095 | 120,985 | 141,158 | 121,0793 | 117,846 | 166,052 | 165,857 | 149,9183
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MMP-2 ve MMP-9 aktivasyonlarinin hasta ve kontrol gruplari arasinda anlaml bir

fark olusturup olusturmadig! T-testi ile analiz edilmigtir. Analizler her enzim igin ayri

ayri yapilmistir. Hasta ve saglikh gruplar arasinda her iki enzim icin de anlamli bir

fark oldugu gorilmastir(Cizelge 4.6. ve Cizelge 4.7.). Hasta ve kontrol grubunda her

iki enzim iginde p dederi 0.05’ten kiigUk oldugu i¢in anlamh bir fark var olarak kabul

edilmigtir. Grup istatistikleri ve T-testi sonuglari ile yapilan analizlerdeki standart

sapma ve guven araliklarinin birbirinin icinde kalip kalmadigr gésterilmigtir.

Cizelge 4.6. A:MMP-2 Enzimi Grup Istatistikleri, B: T-testi Analizleri. Hasta ve Kontrol

grubu verileri T-testi ile karsilastinimis ve p degerleri verilmistir.

Ortalama
MMP2 N Ortalama Standart Standart
Sapma Hata
Hasta 26 136,36655 | 9,447280 1,852764
Kontrol 40 82,42841 22,949080 | 3,628568
A
Ortalamalar i¢in T-Testi
MMP2 ; Standart o "
Sig. Ortalama Farki Hata Farki %95 Glven Araliklari
Min. Mak.
Varsayilan Esit 000 53,938143 4,751783 44445364 | 63,430921
Varyanslar
Varsayllmayan 000 53,938143 4,074217 45776648 | 62,099638
Esit Varyanslar
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Cizelge 4.7. A: MMP-9 Enzimi Grup Istatistikleri, B: T-testi Analizleri. Hasta ve
Kontrol grubu verileri T-testi ile karsilastiriimis ve p degerleri verilmistir.

Standart Ortalama
MMP9 N Ortalama Standart
Sapma
Hata
Hasta 26 145,60008 | 20,839880 | 4,087037
Kontrol 40 107,97527 | 32,141200 | 5,081970
A
Ortalamalar icin T-Testi
Ortalama Standart
MMP9 Sig. Farki Hata Farki %95 Guven Araliklan
Min. Mak.
Varsayilan Esit
Varyanslar ,000 | 37,624802 7,121545 | 23,397880 | 51,851724
Varsayilmayan Esit ,000 | 37,624802 6,521525 | 24,596553 | 50,653050
Varyanslar
B

MMP-2 ve MMP-9 enzimlerinin elde edilen istatistiksel analizleri grafik olarak
gbsterilmigtir. Grafige bakildiginda hasta ve kontrol gruplarinin ortalama degerleri ve
guven araliklari gésterilmistir. Bulunan anlamli fark grafiklerde farkli ortalamalar ile
analiz edilmistir(Sekil4.6.). Enzimlerin hasta ve kontrol grubu arasinda yapilan
degerlendirmede (Ortalamalar icin T-testi) MMP-2 ve MMP-9 enzimlerinin hasta
grubunda, kontrol grubundan daha cok ifade edildigi ortaya konmus ve bu farkin
istatistiksel olarak anlamli oldugu belirlenmistir. Tez calismasinda, istatistiklere gére
MMP-2 enziminde ortalamalar arasinda ciddi bir fark bulunmustur. Given araliklari
hasta grubunda kontrol grubuna gére daha farkli bir ortalamada yer aldigi saptanmis
ve p degeri anlamh bulunmustur. MMP-9 enziminde hasta-kontrol gruplari
ortalamalari her ne kadar birbirine yakin olsa ve glven araliklari birbirinin iginde kalsa

da, p degeri bu enzim icin de anlaml bir farkin oldugunu géstermistir.
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Sekil 4.6. MMP-2 ve MMP-9 aktivasyonlarinin Hasta-kontrol gruplari arasindaki

farkin karsilastiriimasinin T-testi sonucgulari.

Hasta grubunda klinik ve patolojik olarak tanisi bulunan timér lokalizasyonlar ve

MMP-2, MMP-9 enzimleri aktivasyonu arasindaki baglanti grafiksel olarak kontrol

edilmigtir(Sekil 4.7.). Hasta grubunda timoér lokalizasyonlarina gére 6zefagus, mide,

kolorektal olmak Uzere, gastrointestinal sistem igersinde (¢ ana bdlgeye ayrilan

istatistiksel gruplarin analizleri yapilmistir. Yapilan bu grafik timér lokasyonu ile

ifadesi arasindaki iliskiyi gozlemek amaci ile yapilmistir.
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Sekil 4.7. Tumoér Lokalizasyonu ve MMP-2, MMP-9 Enzim Aktivasyonu Arasindaki

iligki.
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Hasta ve kontrol grubunu olusturan bireylerin enzim aktivasyonlari, MMP-2 ve MMP-

9 enzimlerinin 6zgullik ve hassasliklari arasindaki baglantinin ROC Curve analizi

yapiimasinda da kullaniimigtir (Sekil4.8.).

ROC Curve

o [
N ~
@ o

] ]

Hassaslik
(@]
[0))
I

6,0 0,2 0,4 0,6 0,8 1,0
1 - Ozgiilliik

egri

degiskenleri

— MMP2
— MMP9

Referans

¢gizgisi

Sekil 4.8. Roc Curve analizi ile MMP-2 ve MMP-9 6zgullikleri arasindaki baglantinin

grafiksel olarak gésterilmesi.

Hasta bireylerin sonuclari y ekseninde hassaslik; kontrol grubunun sonuclari x

ekseninde 6zgullik icin cesitli cutoff degerleri kullanilarak grafik hazirlanmigtir.

Referans olarak 0.5 degeri orijinden gegen ¢izgi olarak kullaniimigtir. Egrilerin altinda

kalan alanin blyUklagu guvenilirligi gdstermektedir. Grafikte verilen herhangi bir

hassaslik degerinde, beklenen yanlis-pozitiflik yani 6zgullik gérilebilmektedir. Analiz

sonucunda her iki enzim i¢in anlamli sonug bulunmustur (Cizelge 4.8.).

Cizelge 4.8. Roc Curve analizi MMP-2 ve MMP-9 hassaslik-6zgullik sonucu.

Glven Araligi

Degiskenler Alan Standart Hata Anlamhilik
Min. Limit Mak. Limit
MMP2 ,906 ,050 ,000 ,809 1,003
MMP9 ,769 ,061 ,000 ,650 ,888
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5. TARTISMA

Tumorler coklu genetik degisikliklerle artis gdsterir. Bu solid timadrler éncelikli olarak
hiicre proliferasyonunu etkiler. Benign ve malign timérler arasinda énemli bir farklilik
bulunmaktadir ki bu benign timérlerin bir kapsul iginde hareketsiz kalmasi ve malign
timorlerin metastaz yapabilmesidir. Normal dokular epiteliyal orijinli hiicreler igin bir
gecis bulunmazken malign tGmdrler bazal laminaya sigrarlar. Neoplastik hicrelerin
konak dokulardaki blyime sireci malign karsinomlarin olusumunda kritik bir olaydir.
CUnklO bu dokular bircok karmasik etkilesimleri tUmér ile paylasir ve ekstraselller
matriksi(ECM) yeniden sekillendirirler. ECM degredasyonu ekstraselller bir ¢ok

enzimin gicli islemlerine ihtiyac duyar (La Rocca, G. et al., 2004).

Metastatik yayilim, timér gelisim evresinin son asamalarinda ortaya cikan genel bir
kanser gelisimi streci olarak bilinmektedir. Ancak son calismalar, dlimlere yol acan
kanser vakalarinin primer timérden ayrilan hiicrelerin metastazi sonucu vicuda kan
ya da lenf yolu ile yayildigini ve metastazin erken bir olay olabilecegini gdstermigtir.
Bu metastaz bdlgesel ve/veya kemik, karaciger, akciger, bdbrek, tiroid ve ender
olarak beyin olmak Uizere uzak metastaz olabilmektedir (Jezierska A. et al.,2009).

40 yili askin slOren c¢aligsmalar metalloproteinazlar gibi, ekstraseliler matriksi
dizenleyen proteinazlarin kanser gelisim slrecinde timor etrafindaki mikro ¢evrenin
degisimine katki yaptigini bircok kanitla desteklemektedir(Gialeli et al., 2010). Son
birkac yildaki bilimsel arastirmalarda kanser hastaliginda proteazlarin roli inigli ¢ikigli
bir durum g6stermektedir. Proteazlarin kanser invazyonu ve metastazinda énemli bir
parca oldugu ile ilgili bazi sGpheler olmasina ragmen, bazi 6zgll detaylar anlasiimasi
zor olarak kalmaktadir. Bununla beraber proteazlarin plazma veya serum
miktarlarinin  6lgllmesi  hastaligin  gérintilenmesinde umut veren gelismeler
arasindadir (Zucker and Cao0,2005). Tez calismasinin da konusunu olusturan
metalloproteinazlarin gastrointestinal kanser hastalarindaki enzim aktivasyonu ile ilgili
bircok ¢alisma blyime faktériinin salinimi ve aktivasyonunda, diger proteazlarin ve
timor hicrelerinin ECM’ye yayillmasinda rolU oldugu kanisi yikselis géstermektedir.
Ayrica kolorektal kanserlerde anjiyogenez olusumunu MMP-2 ve MMP-9 enzimlerinin
dogrudan etkiledigi distindimektedir (Tutton et al., 2003).
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Kanser hastalarinda erken tani, tedaviye rehberlik edebilme ve yanlis pozitiflik
oraninin dusidk olmasi gibi 6zelliklerden yararlanabilmek adina hasta bireylerin
periferal kan Orneklerinden elde edilen serumlarda matriks metalloproteinazlarin
aktivasyonunun arastiriimasi, bu o6zellikleri tasimasi nedeni ile yaygin olarak
kullaniimaktadir.

Son yillarda yapilan arastirmalarda MMP’lerin kanser hastalarinin serumlarindaki
veya plazmalarindaki aktivasyonu arastiriimasina ragmen genis gruplarla yapilan
calismalarin olmamasi, MMP ailesinin her bir Oyesinin kanser gelisiminin farkl
asamalarinda farkli roller Ustlenmesi gibi sorunlar dodrudan hedefe ulasiimasini
erken tani ve hastalik takibini zorlastiran unsurlardandir (Gialeli et al., 2010).

Malignant kanserlerde MMP’lerin miktarlari hasta serum ve/veya idrar érneklerinden
saptanabilmektedir. Bu miktarlar bazi esik degerlerini gecip ge¢memelerine goére
degerlendirilirken hastaligin gelisimi ve erken tanisinda kullaniimaktadir. Timérlerde
MMP’lerin ifadesi immuinohistokimyasal boyama, Western blotlama, Northern
blotlama veya RT-PZR analizleri ile test edilebilmektedir. Ayni zamanda MMP’ler
kollajen, jelatin veya kazein zimografi ydontemi ile yaygin bir sekilde taranabilmektedir.
MMP’lerin ifade miktarlari ile kanser hastalarinin klinik patolojik karakteristigi
arasindaki iligkiyi gésteren birgok ¢alisma bulunmaktadir. Bununla ilgili iki dnemli
saptama yapilmistir. Birincisi MMP ifadesi ve tim&ér agsamasi ve agresifligi arasindaki
iliskinin arastiriimasi, digeri ise MMP ifadesi ve aktivitesi ile tedavi ve metastatik riskin
arastirlmasidir. Kanser invazyonu igin ilk bariyeri olusturan kollajen bazal membrani
degrede edebilen MMP-2 ve MMP-9 baslangi¢c asamasindaki ve gelisim strecindeki
timorlerde arastinlmigtir(Nikkola et al.,, 2005). Akciger, tiroid, idrar kesesi,
gastrointestinal kanserlerin gelisim slrecinde incelenmesine ragmen Ring ve
arkadaslar(1997) 212 kolorektal kanser hastasi ile yaptigi ¢alismada MMP-2 ve
MMP-9 ile timér hlcreleri arasinda pozitif bir iliski bulamamisgtir.

Literatirde kanser hastaliginin erken tani ve takibi icin birgok belirtecin kullanildig
deney sistemlerinin olusturuldugu saptanmaktadir. Metalloproteinaz ailesi de kanser
hastaliginda bircok ydéntem ile standart disi olarak incelenmektedir. Ornegin MMP-2
akut miyeldid l6semide, cilt kanserinde erken tanida kullaniimaktadir. Metastatik
melanomlarda MMP-1 ve MMP-3 ifadelerinin yiksek miktarlarda oldugu saptanmigtir
(Vuoristo et al.,2000). Ancak sonugclar arasinda bir standardin olmamasi nedeniyle
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gastrointestinal kanser hastaliginin saptanmasinda 6zgullik kaygisindan dolayi
tercih edilmemektedir.

Tez calismasi kapsaminda gastrointestinal kanser hastalarindan toplanan periferal
kanlardan elde edilen serum érneklerinde MMP-2 ve MMP-9 aktivasyonunun ifadeleri
jelatinaz zimografi ydntemi kullanilarak belirlenmesi ve bu enzimlerin hassasliginin,

uygulanabilirliginin ve 6zgulliginin incelenmesi hedef alinmistir.

Yapilan ¢alismada gastrointestinal kanser klinik tanili 28 hasta ve timér varligina dair
bir kanit bulunmayan 40 saglikli bireyden olusturulan kontrol grubu kullaniimigtir.
Hasta ve kontrol grubundan alinan periferik kandan elde edilen serumlarindan MMP-
2 ve MMP-9 aktivasyonlarinin ifadelerinden yararlanilmistir. Yapilan deney
sisteminde ifadelerin hangi enzimin aktivasyonuna ait oldugunu saptamak Uzere
MMP-2 ticari belirteci ve daha 6nce MMP-9 aktivasyonu bilinen referans hasta 6rnegi
serumu kullaniimigtir. Hasta ve kontrol gruplarindan elde edilen enzim aktivasyonlari

Cizelge 4.5. de yer almaktadir.

Periferik kandan izole edilen serum 6rnekleri daha sonra kullaniimak Uzere PBS ile
10X sulandiriimis ve sulandiriimis tim 6rnekler -80 °C saklanmigstir. Sulandiriimig
drneklerde enzim aktivasyon kaybini 6énlemek amaci ile iki defa dondurulup
¢Ozllecek sekilde hazirlanmis 6rneklerle zimografi deneyi yapilmigtir. Deney
sisteminde hasta grubunun Klinik olarak belirlenmis gastrointestinal sistemdeki timor
lokasyonlari da degerlendirmeye alinmistir (Cizelge 4.1.). Zimografi deneyi ile MMP-2
ve MMP-9 enzimlerinin aktivasyonunu degerlendirmek icin oldukg¢a izole bir deney
sistemi kullanilmistir. Zimografi yénteminde 6rneklerin yarataldiga PAGE jeli jelatin
icerdiginden sadece jelatinaz aktivasyonu olan metalloproteinaz ailesinden MMP-2 ve
MMP-9 enzimleri jelde aktivasyon gdsterebilmektedir. Jel aktivasyonlari i¢in 18 saat
streyle 37°C de inkube edildikten sonra, Imaged programi ile dasite &lgimleri

yapilmistir. Elde edilen veriler istatistiksel T-testi ydntemi ile degerlendirilmistir.

Literatirde MMP-2 ve MMP-9 aktivasyonunun saptanmasi ile ilgili bircok calisma
yapilmistir. Over kistadenokarisnom, kolorektal karsinom, meme kanseri, Urotelyal
karsinom, deri kanseri, servikal karsinom, uveal, ve bdbrek karsinomlarinda periferik
kan, serum, hiicre hatlarindan MMP-2 ve MMP-9 aktivasyonu analiz edilebilecegi 6ne
surdimustar (Vihinen et al., 2002). Ancak yapilan bazi ¢alismalarda MMP-2 ve MMP-

9 aktivasyonu ile kanser arasinda anlamli bir fark gbézlemlenememistir. Emara ve
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ark.(2009) gastrointestinal kanser hastalari ile kontrol bireyleri arasinda MMP-2
enzimi agisindan anlamli bir fark bulamazken, MMP-9 icin anlamh bir fark bulmustur.
Ancak bulduklari bu farki  histolojk asama veya klinik evrelerle
iligkilendirememislerdir. MMP-9 zimografik degerlendiriimesi ile kolorektal ve gastrik
kanserlerde klasik timor belirteci olarak kullanilabilirligi analiz edilmistir(Emara et al.,
2009).

48 kolorektal timoér teshisli hastada MMP-2 ve MMP-9 konsantrasyonlari, cerrahi
mudahale ile timéorleri alinmis 36 bireyin MMP-2 ve MMP-9 konsantrasyonlari ile
karsilastiriimis ve timorla bireylerin periferik kan serumunda iki enzimde de anlamli
bir fark gdzlemlenmisg ve klinik evrelendirme igin gugli bir iligki saptanmistir (Tutton et
al., 2003).

Kolorektal kanser hastalariyla MMP-2'nin marker olarak kullanilabilirligi Gzerine
yapilan baska bir calismada 269 hastada MMP-2 ve MMP-9 aktivasyonu jelatinaz
zimografi yontemi ile kontrol edilmistir. Hastalarin timérsiiz kolon mukozalari ile
timorli dokulari arasinda yapilan bu karsilastirmada tiomérli dokudaki MMP-2
miktari normal dokuya goére %95 daha yUksek bulunmustur. Pro-MMP-9 miktarinda
da kanserli kolon dokularinda, normal kolon mukozasina gére anlamli bir farklilik
tespit edilmistir. Roc Curve analizleri yapilan enzimlerin %84 hassaslik ve % 93

6zgulluk oranlarn saptanmistir (Murnane et al., 2009).

Tez calismasinda MMP-2 ve MMP-9 enzimlerinin aktivasyonun jelatin zimografi
ybntemi ile analiz edilmesi sonucu 28 hasta birey ve 40 saglikh bireyden olusan
hasta ve kontrol gruplarinda aktivasyonlar belirlenmistir (Cizelge 4.5.). Her iki enzim
de bircok calismada cesitli 6rneklem sayilar ile farkli sonucglar verse de,
calismamizda hasta bireyler ile kontrol bireyleri arasinda enzim aktivitelerine goére her
iki enzim de de anlamli bir fark oldugu t-testi analizleri ile belirlenmigtir. Enzimlerin
hassaslik, 6zgulluk kontroli icin Roc Curve analizi kullaniimistir. Enzim
aktivasyonlarinin analizlerine gére MMP-2 enziminin hassashgdi %85 6zgullik ise
%93 olarak hesaplanmistir. MMP-9 enziminin hassasligi %68, 6zgulligu ise %75
olarak MedCalc ve SPSS programlari ile belirlenmistir (Cizelge4.4.).

Tez calismasindan elde edilen sonuglarla, MMP-2 ve MMP-9 enzimlerinin
gastrointestinal kanser hastalari igin bir belirte¢ olarak kullanilabilirligi analiz

edilmigtir. Yapilan c¢alisma sonucu bu iki enzim aktivasyonunun gastrointestinal
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kanser hastalarinda kontrol grubuna gb6re anlamli derecede farkhlik gd&sterdigi
saptanmistir. MMP-2 enzimi istatistiksel olarak iki enziminde anlamli sonug¢
vermesine ragmen glven araliklari géz 6nitne alindidinda daha anlamli bir sonug
verdigi gbrdlmustir. Ayrica yapilan hassaslik ve 6zgullik testine gbére de her iki
enzimin guvenilirligi yiksek olarak analiz edilmigtir. Bu tez ¢alismasi 1siginda bundan
sonra yapilacak ¢alismalarda hasta ve kontrol gruplarindaki birey sayilari arttirilarak
cok genis kapsamli bir metalloproteinaz belirte¢ calismasi gergeklestirilebilecedi
distnulmektedir. Ayrica literatlrde yapilan ¢calismalar da géz énine alinarak MMP-2
ve MMP-9 enzimlerinin aktivasyonlari sadece zimografi ydntemi ile degil buna ek
olarak mRNA ifadesinin kontroll, ELISA gibi ydontemler kullanilarak karsilastirmali bir

deney sistemi ile yanhs pozitiflik oranini azaltabilecegi disiniimektedir.
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